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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cronica que esta causada por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb). Actualmente constituye una emergencia global por el aumento alarmante en el nimero de casos
y muertes. Una tercera parte de la poblacion mundial estd infectada por Mtb y, se estiman para el afo
2005 diez millones de casos y 3.5 millones de muertes debidas a esta enfermedad (1-4)). De esto
surge la necesidad urgente de realizar investigacion basica para el tratamiento, prevencion y diagndstico
de esta enfermedad.

La ocurrencia de una enfermedad infecciosa como es el caso que nos ocupa, resulta de la interaccion .
entre factores genéticos y ambientales. El concepto de interaccion gen-medio ambiente es el tema
central de los estudios epidemioldgicos que evalian causas de enfermedad en las poblaciones humanas.
Ninguna enfermedad es 100% genética 0 100% ambiental. En estos términos, el estudio de la
interrelacién entre los factores que determinan susceptibilidad o resistencia genética del hospedero y
factores ambientales de exposicion al microorganismo, representan uno de los principales elementos del
futuro de la investigacion, ya que ello proveera el fundamento cientifico para medir la magnitud del
riesgo de enfermedad asociada a diferentes alelos dado que la exposicion existe y, de esta manera

dirigirse al diagndstico, prevencion y tratamiento de grupos de riesgo elevado (5).

ANTECEDENTES

En términos generales, el ser humano es resistente a la enfermedad tuberculosa, ya que el 90% de los
sujetos infectados jamas desarrollaran la enfermedad activa, pues el bacilo es eliminado por los
macréfagos alveolares antes de que se establezca la infeccion, o bien, el bacilo se multiplica dentro de
los mismos, se disemina por via hematdgena a otros drganos, principalmente rifion y hueso; y por via
linfatica a ganglios linfaticos regionales, en estos sitios da lugar a la formacion de granulomas
limitandose asi su crecimiento y multiplicacion. El granuloma, constituye el foco infeccioso el cual puede
ser eliminado, permanecer latente en macrofagos tisulares o bien reactivarse en alguna época de la vida

y originar la enfermedad, ésta (ltima posibilidad es la que constituye el 10% de los casos infectados



(6,7). ¢Qué hace diferentes a los que sucumben a la enfermedad y que otros, (90%) puedan
enfrentarse exitosamente'én contra del bacilo? Es evidente que Mtb es necesario pero no suficiente
para el desarrollo de la enfermedad. Es precisamente en este punto en donde los factores genéticos del
hospedero y los mecanismos de inmunidad innata y especifica son importantes para determinar el
estado de infeccion latente versus enfermedad (8,9).

El papel de la herencia en la determinacion de la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad se ha
ilustrado en estudios realizados tanto en animales de laboratorio como en humanos. En 1955 Lurie
inicio los estudios que orientaron hacia la influencia de factores genéticos en la susceptibilidad o
resistencia a la tuberculosis, al observar que cuando se expuso la misma cepa de conejos a la infeccion
tuberculosa por via inhalada, unos mostraron resistencia y otros susceptibilidad a dicha infeccion.
Aungue ha sido dificil probar e identificar los genes de susceptibilidad a la tuberculosis en el humano, las
evidencias mas convincentes de que los factores genéticos son importantes para determinar el
desenlace de la infeccion, provienen de los estudios en gemelos. Estos estudios comparan que tan
frecuentes son los casos de tuberculosis entre gemelos monocigotos y dicigotos. Se ha demostrado una
concordancia significativamente elevada para la enfermedad entre monocigotos comparada con los
dicigotos (10). Otro elemento relacionado al factor genético son las diferencias raciales. En 1990 Stead
y cols (11) demostraron que la poblacién negra se infecta dos veces mas que los blancos viviendo en el
mismo ambiente. Por otra parte, también hay informes de que la gravedad de la enfermedad es mayor
en esta misma poblacion.

Los intentos para identificar los genes responsables de la susceptibilidad a la tuberculosis se han
orientado a los genes del sistema HLA, (12-17); gen del receptor para IFNg y subunidad p40 y cadena
beta-1 del receptor para IL-12 (18,19), TNFa y NRAMP1(20), NRAMP1 (21) y gen del receptor de
vitamina D (22), entre otros (23-26).

Aunque la susceptibilidad a la tuberculosis en poblacion humana seguramente se debe a la interaccion
compleja entre factores genéticos y ambientales, se ha demostrado con los estudios previos que es
posible identificar factores genéticos en el huésped que dirigen o llevan un riesgo incrementado para

desarrollar la enfermedad. Los estudios sugieren un control poligénico de la infeccion y enfermedad



tuberculosa, y ninguno de los genes candidatos mencionados hasta el momento, ha demostrado jugar
un papel principal en la susceptibilidad o resistencia a la tuberculosis en humanos.

Detener la progresion de la infeccion a la enfermedad requiere de una inmunidad celular adecuada, los
estudios genéticos en familias y de casos y controles mencionados anteriormente, cada vez mas ponen
en evidencia que los factores genéticos desempenan un papel fundamental en dicha progresién, ademas
de que factores ambientales, el estado nutricional del expuesto y la virulencia de la micobacteria
también influyen (27-30). Nuestra hipétesis es que para que un individuo permanezca en estado de
infeccion tuberculosa latente depende de su capacidad para desarrollar una respuesta inmune innata
adecuada en contra de la micobacteria.

El papel central de la inmunidad innata y quiza de la adaptativa en tuberculosis lo tiene el macréfago,
célula efectora que fagocita y mata al bacilo mediante sus mecanismos microbicidas dependientes e
independientes de oxigeno, asi mismo produce citocinas como interleucina 12 (IL-12) y osteopontina,
ademas funciona como célula presentadora de antigeno a los linfocitos T CD4+. La IL-12 es un
mediador fundamental para el desarrollo de inmunidad celular tipo I, la cual es crucial como respuesta
inmune protectora en tuberculosis, ya que promueve la diferenciacion de las células T CD4+, T CD8+ y
T NK en células productoras de interferon gama (IFNg), todas ellas, células efectoras de la respuesta
inmune celular tipo I. IL-12 e IFNg también son esenciales para el desarrollo y diferenciacion de las
células T CD8+ con restriccion CD1, células T doble negativas y T CD8+ con restriccion MHC-I (células
con actividad citotoxica), todas con la habilidad de matar macréfagos infectados, constituyendo otro de
los mecanismos efectores de la inmunidad a la infeccién por Mtb (31,32).

De esta forma, la integridad en el eje IL-12/IFNg representa la inmunidad protectora capaz de controlar
la progresion de la infeccion a la enfermedad activa en tuberculosis. De hecho, mutaciones en el gen
del IFNgRI (18,19) y para la subunidad beta del receptor para IL12 (IL12RB1) (33,34) que
interfieren con la actividad de IFNg e IL12 respectivamente, han ocasionado casos de tuberculosis
diseminada. Afortunadamente estas mutaciones son muy poco frecuentes, pero es posible suponer a
partir de estos estudios, que polimorfismos en los genes que regulan la produccion y actividad biolégica

del IFNg e IL12 pueden tener un papel decisivo en el control de la progresién a tuberculosis activa. Lo

led



anterior se demostro recientemente en un estudio de asociacion para polimorfismos de IFNg, en donde
los individuos homocigotos para el alelo A (+874), tienen un riesgo mayor para desarrollar tuberculosis
activa (35,36). Adicionalmente, IL-12 e IFNg participan en la formacion del granuloma, siendo éste la
lesion histopatoldgica caracteristica de la tuberculosis y esencial para limitar la diseminacion de Mtb en
la infeccion y enfermedad. El granuloma se forma debido a una reaccion de la hipersensibilidad celular
retardada o tipo IV. Esta reaccion inicialmente es mediada por macrdfagos (inmunidad innata) y mas
tarde por la respuesta inmune celular tipo Th1, mediada por las células T ayudadoras que reconocen
péptidos presentados por las moléculas MHC-II (7,37-41). Estudios genéticos al respecto, demuestran
la asociacion entre un defecto en los receptores de IL-12 e IFN-g y una falta de respuesta
granulomatosa y enfermedad diseminada.

Los conocimientos anteriores sugieren que el eje IL-12/IFNg es el mecanismo efector de una respuesta
inmune efectiva, capaz de controlar la infeccion tuberculosa y la progresion a enfermedad activa.
Nosotros creemos que los genes que controlan la respuesta inmune innata durante la infeccion por Mtb
son fundamentales para el estado de latencia en tuberculosis, favoreciendo el desarrollo de una
respuesta inmune celular protectora a través de la modulacion de la expresion de factores producidos
por monocitos/macréfagos y células dendriticas, que a su vez regulan la produccion de IFNg por células

CD4+, CD8+ y NK (42).

Para identificar otras asociaciones genéticas potenciales con la susceptibilidad a la tuberculosis, nosotros
proponemos demostrar la participacion de un gen relacionado con la actividad de IFNg, para ello,
estudiamos en mestizos mexicanos variantes de un gen expresado en el pulmon, que controla la
respuesta inflamatoria local y esta relacionado con la actividad de IFNg, el gen CC16, el cual codifica
para una glucoproteina secretora de 16 kilodaltons producida por las células de Clara del epitelio
bronquial (CC16), especificamente bronquiolos terminales (43-46). Cada vez hay mas evidencias que
sugieren que CCI6 juega un papel protector fundamental del estrés oxidativo y respuesta inflamatoria
en el tracto respiratorio. Es la proteina mas comun en lavado bronquioloalveolar de sujetos no

fumadores, constituye el 7% del total del contenido de proteina. Reacciona con transglutaminasa para



formar un complejo capaz de suprimir o inhibir la antigenicidad de proteinas extrafias. Esto protege a
las células embrionarias y espermas del sistema inmune de defensa materno en el tracto genitourinario.
A concentraciones micromolares inhibe la quimiotaxis de monocitos y neutrdfilos, por lo tanto previene
la infiltracion de células inflamatorias. En el aparato respiratorio regula la quimiotaxis de las células
inflamatorias, inhibe la actividad de fosfolipasa A2 y adicionalmente disminuye la produccién y actividad
bioldgica de interferon gama (IFNg), lo que le confiere actividad antiinflamatoria (43,47). Como se ha
mencionado anteriormente, el IFNg es una citocina que es crucial en la respuesta inmune celular y para
la formacion del granuloma en la tuberculosis (18,38,39,48-50). Se ha descrito que en ratones
inmunodeficientes de IFNg (51) y humanos que son portadores de defectos genéticos en el receptor de
esta citocina, desarrollan tuberculosis diseminada.

El gen CCL16 se localiza en el cromosoma 11q13 entre los marcadores D11516 y D11597 en una region
ligada a atopia e hiperreactividad bronquial. Tiene 4995 pares de bases que incluyen: una regién 5’ no
transcrita de 550 bp y 3 exones cortos de 118, 187 y 135 bp respectivamente. Es genéticamente
polimarfico, la sustitucion de A por G en la posicién 38 (A38G) en una region del exon 1 (5'UTR) (44),
genera un polimorfismo dialélico de nucledtido Gnico (52). Interesantemente el alelo A de CCI6se ha
asociado a niveles plasmaticos disminuidos de CC16(53) y susceptibilidad a asma (44). Estos
hallazgos nos han hecho formular la hipétesis siguiente: que el alelo A de CC16 podria estar sobre-
expresado en sujetos resistentes a la progresion a la enfermedad, después de la infeccién por Mtb y
esto condicionar niveles disminuidos de CC16, por lo tanto aumento de la actividad de IFN-gamma y

finalmente la ausencia de progresion a la enfermedad.



JUSTIFICACION

Se sabe ya que factores genéticos pueden controlar la susceptibilidad a la progresion a la enfermedad,
sin embargo los genes principales aun no se han identificado y tampoco conocemos cual es la
contribucion de estos genes a la respuesta inmune, por lo que se requiere de mas estudios para
determinar la contribucién especifica de un gen o grupo de genes a este respecto.

Igualmente, estan en desarrollo estudios para determinar el papel de los polimorfismos genéticos y su
asociacion con la tuberculosis activa.

El estudio de variantes genéticas en diferentes poblaciones y ambientes redundara en un mejor
entendimiento de los factores claves de la inmunidad a la tuberculosis y, quiza, posteriormente contar
con la posibilidad de ofrecer nuevas opciones para el tratamiento y disefio de vacunas, asi como en la

prevencion al identificar grupos de riesgo elevado.

OBJETIVO

Identificar la asociacion entre variantes del gen CCI6 (A/G) con la susceptibilidad a la enfermedad
tuberculosa en pacientes mestizos mexicanos.

HIPOTESIS

Existe asociacion entre variantes del gen CC16 (A o G) y la susceptibilidad a la enfermedad tuberculosa
Diseiio del Estudio:

Casos y controles. Estudio de Asociacion Genética

GRUPOS DE ESTUDIO

A) 108 pacientes con tuberculosis comprobada bacterioldgicamente (TBPCB)
Criterios de Inclusion

1.- Edades 15 anos en adelante

2.- Estudio baciloscopico en expectoracion positivo yfo cultivo positivo para MTb

3.- Que acepten participar en el estudio



Criterios de exclusion

1.- Pacientes con inmunosupresion ya sea por, diabetes, infeccion VIH, en tratamiento inmunosupresor

o enfermedad neoplasica

B) Grupo control

111 Individuos con infeccion tuberculosa latente

Criterios de inclusion

1.- Edades de 15 afios en adelante

2.- Reaccion a la prueba tuberculinica PPD > = 10 mm de induracion

3.- Asintomaticos, asignolégicos y con telerradiografia de térax sin lesién pleuropulmonar
Criterios de Exclusion

1.- Sujetos con cualquier tipo de enfermedad

MATERIAL Y METODOS

Los casos se captaron de la consulta externa y de hospitalizacion del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER), y los controles de la consulta externa del mismo instituto. El INER es un instituto
de tercer nivel de atencion, en donde se atienden pacientes con todo tipo de enfermedades
respiratorias, entre ellas tuberculosis pulmonar con o sin patologia asociada. La captacion de pacientes
y controles se realizd de junio de 1998 a febrero del afio 2001.

Mestizo mexicano, se define como un individuo que nacié en México al igual que sus Ultimas dos
generaciones, es un descendiente de habitantes nativos de dicha region y de individuos principalmente
de Espana o Africa, quienes migraron a América durante el siglo XVI (54)

La definicion de caso de tuberculosis se establecio en base a baciloscopia positiva en expectoracién y
alteraciones radiologicas representativas de tuberculosis. Finalmente el caso se confirmo mediante el

cultivo de expectoracion positivo para Mtb.



A todos los pacientes se les practicaron los siguientes estudios de laboratorio: Biometria hematica
completa, perfil hepatico, glucosa sérica y ELISA para VIH, baciloscopia y cultivo de expectoracién para
MTB.

Los pacientes se siguieron por un periodo de un afio para conocer el desenlace de la enfermedad, ya
sea curacion, recaida o fracaso al tratamiento

Definicion de controles: Estos fueron sujetos sanos, con tres baciloscopias negativas en expectoracion,
telerradiografia de térax sin lesion pleuropulmonar y con una induracién de 10 o mas mm al derivado
protéico purificado (PPD).

Para la inclusion de los sujetos en el grupo control, se les aplico el PPD-S con la técnica de Mantoux
siguiendo las recomendaciones convencionalmente establecidas tanto para la lectura como para la
aplicacion (55,56). La lectura se realizo a las 72 horas después de la aplicacion. Los sujetos que
mostraron una induracion de 10 mm o mas y con una telerradiografia de torax sin lesiones
pleuropulmonares se incluyeron en el estudio. Este grupo constituye a los sujetos con infeccién
tuberculosa latente, pero sanos. Se determind si eran sanos en base a historia clinica y exploracion
fisica.

Los casos y los controles fueron del mismo grupo étnico, mestizos mexicanos, del mismo nivel
socioeconomico y pareados por edad y sexo.

Todos los pacientes y los sujetos del grupo control fueron VIH negativos y no relacionados hasta la
tercera generacion.

A los casos y los sujetos del grupo control se les extrajeron 5 ml de sangre periférica por venopuncion
para realizar el estudio de polimorfismo de CC1é.

A todos los participantes se les informé verbalmente de los objetivos del estudio, asi como de los riesgos

de la toma de la sangre y dieron su consentimiento oral informado.

Analisis del polimorfismo CC16
Se extrajo DNA genémico a partir de células mononucleares de sangre periférica, utilizando la técnica de

expulsion salina.



Para el estudio del gen CC16, se utilizaron iniciadores especificos de secuencia, que delimitaron el gen
para su posterior amplificacion mediante la técnica de reaccion de polimerasa en cadena. Dichas
secuencias ya han sido publicadas (57) y son: EXON 1: 5" CAGTATCTTATGTAGAGCCC 3'y 5
CCTGAGAGTCCTAAGTCCAGG 3/, EXON 2: 5' CCTGGAGACATGTGCCTTCTCTCC 3’y &
CCGGCCGGGGAAGCCACTTCTAACC 3/, exon 3: 5" GCAATTCATTCACTGTTGTATTGGG 3 Y 5
GAGATGCTTGTGGTTTATTGAAGAG 3, mismas que amplifican los tres exones relevantes en el gen CCI6.
Para cada exon se requirié 100 ng de DNA gendmico en una mezcla que contenia los siguientes
reactivos: 3 pmol de cada iniciador (5, 3°), 0.5U de polimerasa de DNA, buffer de reaccién (67 mmol/I)
de Tris-HCl, pH 8.8 y 16 mmol/l de sulfato de amonio al 0.45% v/v con tritdn X-100, a una
concentracion de 0.2 mg/ml. Ademas 1.5 mmol de cloruro de magnesio y finalmente 200 mmol de cada
uno de los 4 deoxinuclectidos.

Las condiciones experimentales se programaron de la siguiente manera:

S minutos de desnaturalizacion a 95°C, seguidas de 35 ciclos constitutidos por 95°C un minuto, 58°C un
minuto y 72°C dos minutos. La extension final se efectué durante 10 minutos a 72°C. El producto de la
reaccion se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% incluyendo bromuro de etidio a una
concentracion de 1.5 microgramos/ml.

Los fragmentos de PCR fueron: para el exdn 1, 258 pares de bases, para el exon 2, 275 pares de bases
y para el exdn 3, 191 pares de bases.

El andlisis de los genotipos se realizé mediante la endonucleasa de restriccion Sau96/. La digestion se
analizd en una electroforesis de gel de agarosa al 2% que contenia bromuro de etidio a una
concentracion 1.5 mcg/ml utilizando un transiluminador con una longitud de onda de 300 nandmetros.
El alelo A se determino por la presencia de una banda no digerida de 258 bp mientras que el alelo G por
una banda de dos fragmentos uno de 128 bp y otro de 130 bp respectivamente conforme a métodos

descritos en publicaciones previas (44,45).



Niveles Plasmaticos de CC16

Para conocer si el alelo A de CCI6tiene efecto directo sobre los niveles de CC16, se midieron las
muestras de 36 casos y 39 controles. Las muestras se obtuvieron durante la enfermedad activa y previo
al tratamiento. Se utilizaron preparados comerciales de ELISA para CC16 (DiaMed Eurogen,
Hertoginstraat, Belgium) para la determinacion de los niveles plasmaticos. Cada muestra se midio por

duplicado.

Analisis Estadistico: El analisis estadistico de los resultados se hizo con el paquete estadistico de
computadora Stata version 8. Las diferencias de frecuencias de los alelos y genotipos entre los casos
de tuberculosis y el grupo control con la prueba exacta de Fisher utilizando tablas de contingencia 2x2
(58). El valor de p se corrigio por el método de Bonferroni, multiplicando el valor de p por el nimero
de comparaciones. Para determinar el equilibrio de Hardy-Weinberg en ambos grupos de estudio se
utilizd la ecuacién binomial y prueba de chi-cuadrada (59). Nosotros podemos asumir por lo tanto que
el tamario de la muestra fue efectivamente infinito y pareado al azar y no existen errores de muestreo al

azar y frecuencias génicas impredecibles por un tamafio de muestra insuficiente.

RESULTADOS

La muestra incluyd un grupo de 108 sujetos con tuberculosis pulmonar cuidadosamente caracterizados y
111 controles, ambos grupos mestizos mexicanos identificados en el INER. La edad de los casos y los
controles fue de entre 18 y 50 afos, pareados por género. Todos los individuos tuvieron el mismo
riesgo de exposicion a tuberculosis, nivel socioeconémico y grupo étnico, lo tnico que los hizo diferentes
fue la tuberculosis activa.

El promedio de induracion al PPD en los controles fue de 16+5mm, en los pacientes que fueron
reactores ( 74%) fue muy semejante: 16+4mm; el 26% de los mismos no presentaron reactividad al
PPD. El indice de masa corporal en los casos y los controles no demostrd una diferencia
estadisticamente significativa. Los resultados en relacion a la vacunacion BCG en los casos y los

controles son los siguientes: informaron haber tenido dicha vacuna y se corroboré con la cicatriz en el



53% y B2% respectivamente, el 20% y 9.5% respectivamente no tenian el antecedente y el 27% y
8.5% no supieron dar la informacién. Tabla 1.

La distribucion observada de genotipos en los controles (p=0.149) y en los casos de tuberculosis
(p=0.338) no es diferente de lo esperado y estan en equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias de
alelos y genotipos del gen CC16 en los casos y controles se muestra en la tabla 2.

Existe una frecuencia elevada del genotipo GG CCI6 en los casos de los pacientes con tuberculosis
comparada con los controles (pC=0.009, OR=2.27, IC 95%=1.27-4.07); mientras que el nimero de
individuos portadores de genotipos AGy AA + AG se encuentran disminuidos en los casos (pC 0.042,
OR= 0.51, IC 95% 0.28-0.91) y (p=0.006, OR=0.43, 1C95%=0.24-0.78) respectivamente, comparado
con los del grupo control (Ver tabla 1). Ademas observamos una frecuencia elevada del alelo G CCI6 en
los pacientes con tuberculosis comparados con los controles (p=0.006, OR=1.96, IC95%=1.21-3.18).
Los niveles plasmaticos de CC16 se distribuyeron igual tanto en el grupo de casos como en el grupo

control, no se observd disminucion de los niveles plasmaticos y asociacion con el alelo A. Tabla 3.

DISCUSION

La carga de la tuberculosis en la poblacion humana a lo largo de la historia ha sido extensa y de gran
relevancia, por ello es esperable que haya ejercido presion selectiva sobre los genes vy las frecuencias de
alelos que influyen en el desenlace de enfermedad. El desarrollo y mantenimiento de la resistencia a un
agente infeccioso entre la poblacion, esta relacionada directamente con la mortalidad entre los
hospederos jovenes, de esta forma, van quedando vivos solo los que han desarrollado los mecanismos
necesarios para resistir la invasion y establecimiento del microorganismo, aumentado gradualmente los
resistentes a expensas de los mas susceptibles. La resistencia innata de una poblacion puede ser de
tres niveles: alta, media o baja. Si es alta, el rasgo o caracteristica es heredada de ambos padres, si es
heredada de uno solo es media y si no se hereda de ninguno la resistencia sera baja. El incremento en
la proporcion de sujetos resistentes es especifico para el microorganismo en particular y también
reversible, para este Ultimo caso, si el microorganismo es eliminado por erradicacién como el caso de la

viruela, o bien, controlado por la inmunizacion efectiva como en el sarampién o por la utilizacion masiva



de quimioterapia bactericida, como en el caso de la tuberculosis, la frecuencia de los sujetos resistentes
disminuira paulatinamente generacion tras generacion. De esta forma se pierde la presion ejercida por
la evolucion y el o los genes que confieren resistencia a la tuberculosis se va perdiendo paulatinamente
(60).

El diseno de este estudio permite distinguir los sujetos que se encuentran en estado de infeccién
tuberculosa latente, de aquellos que son susceptibles a la progresion de la enfermedad. Nuestros
resultados demuestran una asociacion estadisticamente significativa entre el alelo G v el riesgo de desarrollar
enfermedad tuberculosa en mestizos mexicanos. Adicionalmente, un sujeto con infeccion tuberculosa latente,
portador del genotipo GG tiene 2.27 veces mas posibilidades de riesgo de progresion a la enfermedad activa que un
sujeto portador de los genotipos AG y AG + AA. Para esta asociacion, es pertinente hacer la siguiente pregunta: éla
asociacion es verdadera o bien se debe a la presencia de factores confusores no identificados o al azar?. Respecto
a la primera posibilidad, la estratificacion de grupos étnicos es el factor confusor que con mayor probabilidad
produce asociaciones esplreas en un estudio genético, el estudio de un grupo étnico Unico y el haber utilizado
como grupo control sujetos con infeccion latente como es el caso de nuestro estudio, ayuda a disminuir el riesgo de
confusion por las diferencias entre grupos, sin embargo, esto no elimina completamente la posibilidad de confusién,
el método ideal para eliminarlo seria realizar un estudio en familias, en donde se comparan las frecuencias de alelos
heredados y no heredados de los padres. En contra del azar tenemos la prueba estadistica que fue
significativa. A favor del azar esta la falta de diferencias en los niveles plasmaticos de CCI6en los
grupos de estudio, sin embargo, este aspecto debera reconsiderarse debido a que el nimero de sujetos
en los que se determinaron dichos niveles, quiza no fue suficiente.

El significado fisioldgico de la asociacion entre variantes genéticas y enfermedad, se basa en que la
generacion de una molécula modificada por la variante genética, resulta en la emergencia de un nuevo
fenotipo (61). ¢Coémo altera esta variacion genética la concentracién y/o la actividad y finalmente de
que manera contribuye para el desarrollo de susceptibilidad a la tuberculosis activa? Experimentos
desarrollados en la rata, en la misma region donde se describe el polimorfismo de CC16 (region I
promotora) indican que otros factores adicionales interactian para determinar la expresion del gen en el
epitelio bronquiolar. En el sujeto con tuberculosis el significado de este polimorfismo adn esta por

aclararse, es muy posible que afecte la expresion de los niveles de la proteina (44). En este contexto,



la relevancia funcional del alelo A de CC16 ha sido recientemente estudiada en nifios asmaticos, en
donde se demuestra que la variante (alelo A) de CC16 se asocia con niveles plasmaticos disminuidos
(53). Tomando en consideracion el hecho anterior y la capacidad de CC16 para inhibir la produccion y
la actividad biologica de IFNg , probamos si el alelo A de CC16 tiene un efecto directo sobre los niveles
plasmaticos de CC16 durante la tuberculosis pulmonar activa. Independientemente de los genotipos de
CC16 en todos los sujetos, tanto en los casos de tuberculosis como en los del grupos control, no
demostramos ninguna asociacion entre los niveles plasmaticos de CCI6y polimorfismos del gen CCI6.
En este sentido, nuestros resultados son opuestos a los informado en asma previamente. Esta
discrepancia se puede explicar de la siguiente manera: existe la posibilidad de que variantes genéticas
desconocidas hasta el momento, interactten con el alelo A CC16 para inducir la disminucion de la
produccion de la proteina en sujetos asmaticos, y no asi en nuestro grupo control. Por otra parte y de
mayor relevancia, es que nuestros resultados pueden explicarse por la presencia de desequilibrio de
ligamiento de CCI6 con un gen cercano en el cromosoma 11q13. Interesantemente el gen FceR1B
(receptor de alta afinidad para la porcion Fc de la inmunoglobulina E) se localiza muy proximo al gen
CC16 (62) y la presencia de una variante promotora de FceR1B (-109 T) se ha asociado con un
incremento en los niveles plasmaticos de IgE, éste Ultimo es un marcador de respuesta inmune tipo Th2
(63). Mas aun, se ha informado de una correlacion inversa entre niveles plasmaticos de IgE y
respuesta a antigenos de Mtb, determinado esto por la reactividad a la prueba tuberculinica PPD, que a
su vez denota una reaccidn de hipersensibilidad retardada (64). También se ha reportado que en los
pacientes con tuberculosis activa los niveles de RNAm de IL-4 e IL-13 (ambas citocinas tipo Th2) estan
en correlacion directa con niveles plasmaticos de IgE y extension de la enfermedad (65). La relacién
entre el gen de FceR1B y los niveles plasmaticos de IgE sugieren que FceR1B puede ser el gen vecino
en desequilibrio de ligamiento con CC16, involucrado en la tuberculosis latente.

Finalmente, hay que demostrar la consistencia de la asociacion para este mismo gen en otros grupos
étnicos, y como se menciond anteriormente faltan los estudios en familias, pues la forma mas sdlida de
establecer evidencia de asociacion entre un marcador genético y un fenotipo complejo es el analisis de

ligamiento, este provee el nivel mas alto posible de prueba estadistica (66-68).



CONCLUSIONES

Con este estudio hemos demostrado por primera vez en la tuberculosis una asociacion genética
significativa entre el gen CC16 y la susceptibilidad a desarrollar tuberculosis activa en un grupo
mexicano bien caracterizado de casos de tuberculosis y controles con infeccion latente. Adicionalmente
nuestros estudios sugieren que un gen localizado en la proximidad al gen CC16 podria estar involucrado
en la persistencia de la latencia de la infeccion tuberculosa.

La informacion aqui contenida, complementara estudios epidemioldgicos de poblacion para cuantificar y
confirmar el impacto de los genes en estudio, sobre el riesgo de enfermedad en una poblacion
determinada y, establecer de alguna manera, la forma de modificar cualquier factor de riesgo que pueda
interactuar con alelos de alto riesgo. Este tipo de estudios ayudan al profesional en salud publica y al

médico a realizar intervenciones dirigidas.

PERSPECTIVAS

Realizar estudios de polimorfismos de CC16 en familias, asi mismo es deseable desarrollar otros estudios
de asociacion para este mismo gen en diferentes grupos étnicos.

Adicionalmente, se sabe que la via IL12-IFNg es crucial para el desarrollo de una respuesta inmune
protectora en tuberculosis, por lo que deseamos continuar con el estudio de polimorfismos de genes
relacionados a esta via y su asociacion con la resistencia o susceptibilidad a la tuberculosis. Podemos
inferir que polimorfismos de los genes que modulan la produccion y actividad bioldgica de la IL-12
pueden jugar un papel preponderante en el control de la progresion a tuberculosis activa, por lo que
hemos seleccionado genes de la region distal promotora del gen MCP-1, que incluye un grupo de genes
de la respuesta inmune innata y, junto con TLR-2 modulan la produccion de IL-12 y estan implicados en
el desarrollo de una respuesta inmune efectiva a la infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

Ademas de los estudios de asociacion, se pretende realizar estudios de ligamiento para dichos genes

incluyendo a CC16.
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

1.- Nombre

2.- Direccion

3.- Teléfono

4.- Paciente Control

5.- Numero de expediente Codigo

6.- Edad 7.- Sexo

8.- Lugar de nacimiento

9.- Lugar y tiempo de residencia

10.- Edad de inicio de la enfermedad o contacto
11.- Tabaquismo actual si( ) no( )
Si la respuesta es si indique lo siguiente:

11.1 Afios de fumar

11.2 Cuantos cigarros fuma al dia en promedio

12.- Alcoholismo

13.- Exploracion

14.- Talla Peso MC

15.-Radiografia

16.- Baciloscopia

17.- Cultivo M. tuberculosis

18.- TBP clase Categoria

19.- BCG (edad de aplicacion) Cicatriz

20.- PPD Booster

21.- Leucocitos totales Neutrdfilos % Monocitos
linfocitos % Hb Htc

22.- Proteinas totales

alblmina sérica globulinas

%
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23.- ELISA VIH Fecha

24.- Factores de riesgo infeccion VIH

25.- Fecha de inicio del tratamiento

26.- Farmacos

27.- Fecha de terminacion

28.- Sintomas:
Fiebre si( ) no ( ) Tos si( ) no( ) Expectoracién si ( ) no( )
Hemoptisis si( ) no( ) Pérdida de peso Kg

Disnea si( ) no () + ++ +4+
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Tabla 1

Edad, Reactividad a la tuberculina (PPD), Indice de masa corporal (IMC) y vacunacion

BCG de los casos y controles.

Casos Controles

n=108 n=111
Edad 28+8* aios 29+10* afos )
PPD Reactores 80(74%)** 16+4* mm 16+5* mm

No reactores 28(26%)**
IMC 20+5*% 24+4* T
Vacunacion BCG Si= 57(53%)** Si= 91(82%)**

No= 22(20%)**

No sabe= 29(27%)**

No= 10(9.5%)**

No sabe= 9(8.5%)**

* Promedio y desviacion estandar
*x n (%)

e
b




Tabla 2. Frecuencias de genotipos y alelos del gen CC16 en los casos de tuberculosis y los controles.

Casos de Controles con
Tuberculosis Infeccion PC OR CI 95%
Genotipos Pulmonar activa  Tuberculosa Latente
(N = 111)
(N = 108)
GG 72 0.667 52 0.468 0.009 2.27 1.27-4.07
AG 35 0.324 54 0.486 0.042 0.51 0.28-0.91
AA 1 0.009 5 0.045 NS
AA + AG 36 0.333 59 0.531 0.006 0.43 0.24-0.78
o Casos de Controles con
Alelos Tuberculosis Infeccion P OR CI 95%
Pulmonar activa  Tuberculosa Latente
(N = 216) (N = 222)
n F n F
G 179 0.829 158 0.712 0.006 1.96 1.21-3.18
A 37 0.171 64 0.288 0.006 0.51 0.31-0.83

Para calcular la frecuencia de alelos A y G (CC16) se utilizo la siguiente formula: p(d)=fy + 1/2fs y

q(G)=1-p(A)

El nimero total de alelos se calculd multiplicando el ndmero total de individuos por 2.



Tabla 3. Niveles plasmaticos de los genotipos de CC16 en los casos y controles

Genotipos del gen

cc16

Casos de tuberculosis (n=36)

CC16 (ng/ml)

Controles (n=39)

(n) CC16(ng/ml)

AA

4 2.556+1.94

AG

(19) 20.987+3.42

GG

(16)  21.402+2.05
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