UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD
HOSPITAL DE CARDIOLOGIA CMN SIGLO XXl

SUBSEDE UMAE HG “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA”
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA

“FRECUENCIA DEL POLIMORFISMO GENETICO
DE LA INTERLEUCINA 10 EN PACIENTES CON
TUBERCULOSIS PULMONAR CURADA Y NO CURADA”

TESIS DE POSGRADO

Que Para Obtener El Titulo De
Medico Especialista En:

PATOLOGIA CLINICA
Presenta:

DRA. LEILA VERA RAMIREZ

Asesora:
Dra. Guadalupe De Los Angeles Garcia Elorriaga

México, D. F. 2006




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja De Firmas

Dr. Rubén Arguero Sanchez
Director de la UMAE Hospital de
Cardiologia CMN SXXI, IMSS

Dra. Rosa Maria Garcia Escamilla
Profesora Titular del Curso de
Postgrado en Patologia Clinica,
UMAE HC CMN SXX,
IMSS/UNAM

' Dr. Armando Mansilla Olivares

Director de la Division de Educacion
Medica e Investigacion, UMAE
Hospital de Cardiologia CMN SXX,
IMSS

Dra. Guadalupe de Los Angeles
Garcia Elorriaga

Asesora de Tesis e Investigador
asociado de la Unidad de
Investigacion Biomédica en

Inmunologia, CMNR, IMSS



e INVESTIGADOR PRINCIPAL:

Doctora en Ciencias Guadalupe De Los Angeles Garcia Elorriaga

(Tutor).

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN INMUNOLOGIA E
INFECTOLOGIA. HOSPITAL DE INFECTOLOGIA “DR. DANIEL MENDEZ
HERNANDEZ”, CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”.

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL. MEXICO, D.F.

e INVESTIGADOR ASOCIADO:

Dr. Cesar Raul Gonzalez Bonilla (Tutor).

UNIDAD DE INVESTIGACION MEDICA EN INMUNOLOGIA E
INFECTOLOGIA. HOSPITAL DE INFECTOLOGIA “DR. DANIEL MENDEZ
HERNANDEZ”, CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL. MEXICO, D.F.



Colaboradores

Dr. Francisco Cruz Olivo
Medico Especialista en Medicina Interna Pediatrica
UMAE HG “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”, CMN “La Raza”.

Dra. Clara Gorodezky Lauferman
Directora Departamento de Inmunogenética
Instituto Nacional de Referencia Epidemiologica.

Dr. Miguel Betancourt Cravioto
Direccion General de Epidemiologia.

M en C. Melisa Angela Martinez Paniagua
Departamento de Investigacion Biomédica en Inmunologia e Infectologia
Hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez”, CMN “La Raza”.

QFB. Bernardo Martinez Miguel
Departamento de Investigacion Biomédica en Inmunologia e Infectologia
Hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez”, CMN “La Raza”.



Dedicatoria y Agradecimientos

Primeramente, a Dios por ser mi mejor Amigo, mi Luz y mi Fortaleza;
por la presencia de Su Amor en mi vida.

A mi mama y hermano:

Por la aceptacion incondicional y el apoyo mutuo que hemos
conquistado.

Por ser y estar, por compartir el espacio y los momentos significativos.

A mis distinguidos asesores y maestros:
Modelos de Valor y Sabiduria. Por su desinteresada y generosa labor de
transmision del conocimiento. Por su luz y su inagotable entusiasmo.

A mis colegas, companeros y amigos:
Por su ejemplo, dedicacion y carino que me ha iluminado en esta parte
del sendero que nos ha tocado compartir.

A los pacientes:
Por la fortaleza y paciencia que demuestran dia a dia al enfrentar el
dolor y la enfermedad.

A aquellas personas que son como ventanas de aire fresco en mi vida.
Y por supuesto, a Ti, por ayudarme a construir el puente de la

Espiritualidad entre el corazon y la cabeza. Y sobre todo, por hacer del
agape, una premisa en mi respirar.

A todos Ustedes, jQue Dios los Bendigal!

Leila Vera Ramirez
Fil. 4:13

Octubre 2006



Indice

N O o b

ReSUMEN.......oo e 7
ADStract. ... ..o e 8
O THtUIO. ..o 9
cANntecedentes. ... ... 10
3.1. Interleucina 10......c.oiiiiiniiiiii e 15

3. 2. Polimorfismos de Interleucina 10...........coceeviiiiiiiniiinennn. 17

3. 3. Interleucina 10 y Tuberculosis...........coevviiiiiiiiiiiiininen.n. 18
cJustificacion................o 20
. Pregunta de Investigacion......................coooiiiii 21
cHIPOtESIS. ... e 22
cODJEtIVO. ... 23
7. 1. Objetivo General.......c..cooeiiiiiiiiiiiiiiiiii i 23

7. 2. Objetivos ESPecifiCos.....o.viiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 23

. Material y MEtodos............coiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
8. 1. Disenno del eStudio.......ccvuiiiiiiiiiiiiiiiii i 24

8. 2. Poblacion de estudio.......co.eveiiiiiiiiiiiiiii i 24

8. 3. Pacientes y Sujetos de estudio..........cccooeieiiiiiiiiiii. 24

8. 4. Ubicacion temporal.........cocouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 24

8. 5. Criterios de SelecCion........ocoveviiiiiiiiiiiiiii i, 25

8. 5. 1. Criterios de inclusion...........ccovviiiiiiiiiininnnn.. 25

8. 5. 2. Criterios de no seleccion............cooevviiiiiiniiiinn, 25

8. 5. 3. Criterios de exXClUuSiON.......ccvuiviiiiiiiiiiniiiiiienaenns 25

8. 6. Variables de estudio.......cccevuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 25

8. 6. 1. Variable independiente............c......c.o.eeeee. 25

. 1. a. Polimorfismo (-1082) del gen de la IL10.. 25
. 1. b. Polimorfismo (-819) del gen de la IL10.... 26
. 1. c. Polimorfismo (-519) del gen de la IL10.... 26

® ® o ®
o o o o

. 2. Variables dependientes..........c.ccceceveininn.n. 27



8. 6. 2. a. Tuberculosis Pulmonar Curada.............. 27
8. 6. 2. b. Tuberculosis Pulmonar No Curada......... 27

8. 6. 2. c. Tuberculosis Pulmonar no Curada y

Diabetes Mellitus 2.......c.coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine, 28
8. 6. 2. d. Syjetos sanos PPD+.............cocooiiiinni. 29
8. 6. 2. e. Syjetos sanos donadores de sangre........ 29
8. 7. Recoleccion de datos.......c.cevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien, 30
8. 8. Descripcion del estudio........ceceveiiiiiiiiiiiiiiniinnn... 31

8. 8. 1. Obtencion de las células sanguineas por

MECLo. e et 32

8. 8. 2. Extraccion del DNA...........cooiiiiiiiiiiiiinne. 32

8. 8. 3. Metodologia para realizar PCR en Tiempo

Real.. ..o 33

8. 8. 4. Control de Calidad...........cccevvveieiiiinninn.. 34
8. 9. Consideraciones Eticas............ccoeeivueeiiiieeiiieeninn.... 35
8. 10. Analisis EstadistiCo......c.ccceveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiine, 36

8. 10. 1. Calculo del tamano de la muestra............ 36

8. 10. 2. Calculo de las frecuencias alelicas en la

poblacion y frecuencias génicas......c.ceoeveeeinenennnnen. 36
9. Resultados. ...t e 38
10, DiSCUSION. .. ...ttt 45
11, ConCIUSION. ... et 48
12. Bibliografia............c.cooiiiiiiiiiiiii 49
13. Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado..................c..oennel. 54

14. Anexo 2. Hoja de Recoleccion de Datos........cccooeveviiiiiiiiiininninan.n. 56



1. Resumen

“Frecuencia del Polimorfismo Genético de la Interleucina 10 en

Pacientes con Tuberculosis Pulmonar Curada y No Curada”
Vera R, Garcia E, et. al. UMAE HG “Dr. Gaudencio Gonzalez Garza”. Unidad de Investigacion
Médica en Inmunologia e Infectologia. Hospital de Infectologia. Centro Medico Nacional la Raza,
IMSS, México.

Antecedentes: La Tuberculosis es considerada la principal causa de muerte
ocasionada por una sola bacteria en el mundo, Mycobacterium tuberculosis. Muchos
genes codifican para diferentes citocinas que pueden afectar la susceptibilidad del
hospedero a tuberculosis. Este estudio se enfoca al estudio de la Interleucina 10 (IL-
10), la cual es una citocina cuya principal funcién es modular la respuesta inmune.
Los SNP’s que codifican para la IL-10 han sido asociados con fuertes infecciones.
Hasta el momento poco se conoce acerca de la frecuencia de los SNP’s de la IL-10 (-
1082, -819, -592, -127, +41) asociados con la eliminacion o susceptibilidad a la
infeccion de TB.

Objetivo: Determinar los polimorfismos de los pacientes con tuberculosis pulmonar
curada y no curada, con DM2 y sujetos sanos del gen de la Interleucina 10 (-1082, -
819, -592) mediante la técnica de reacciéon en cadena de la polimerasa en tiempo real,;
asi como la asociacion de cada uno de los genes polimérficos de IL-10 en la evolucion
de la tuberculosis pulmonar.

Material y Métodos: Tipo de estudio: Transversal Analitico. Este estudio se llevo a
cabo de marzo de 2005 a mayo de 2006, en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunologia e Infectologia, del Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional “La
Raza”, Se estudiaron 37 pacientes adultos del grupo con TB curada y 40 pacientes
adultos con TB no curada, tomando en cuenta la poblacién de todas las edades y de
cualquier sexo con TBP pareados por edad y sexo con 21 pacientes con TB no curada
y DM2, 47 donadores de Banco de Sangre del CMNR y 13 trabajadores de la Salud
sanos con PPD positivo. La determinacion de polimorfismos de la IL10 se realiz6 con el
equipo Applied Biosystems 7300/7500. La frecuencia en la poblacion (FP) representa
el porcentaje de individuos portadores de un alelo total de individuos estudiados y le
frecuencia génica (FG) es la frecuencia del gen en la poblacion. Se aplico la férmula de
Haldane y el equilibrio de Hardy Wienberg en la poblacion en cuestiéon. La
comparacion de las frecuencias se efectué utilizando la prueba de Chi cuadrada con la
correcciéon de Yates.

Resultados: La frecuencia del polimorfismo -592 de IL-10 en los grupos de estudio. El
genotipo heterocigoto CG fue el mas frecuente en todos los grupos, excepto en
pacientes con TB y DM. La distribucion del polimorfismo -819 de IL-10 fue de la
siguiente manera: Grupo sujetos sanos donadores de sangre, homocigotos CC en 13
casos (27.6%), heterocigoto CT en 34 (72.4%) y no hubo homocigotos TT. En el grupo
de pacientes con TB y DM2, homocigotos CC en 11 (52.3%), heterocigotos CT en 9
(42.8%) y homocigotos TT en 1 caso (4.9%). En el grupo de sujetos sanos PPD+,
homocigoto CC en 3 casos (23%), heterocigoto CT 9 (69.2%) y homocigotos TT en 1
(7.8%).

Pacientes con TB curada, se encontré homocigotos CC en 9 (22.5%), heterocigotos CT
en 31 casos (77.5%), sin heterocigotos CT. Finalmente en los pacientes con TB no
curada se observé homocigoto CC en 12 casos (36.3%), heterocigoto CT en 20 (60.6%)
y homocigoto TT en 1 paciente (3.1%). En la comparacién entre pacientes con TB y DM
contra aquellos con TB no curada, igual se encontr6 diferencia significativa (p<0.001).

Conclusion: La respuesta al tratamiento parece estar relacionada con la presencia de
polimorfismos -592 y -1082 (hipoproduccion). Asi como la asociacién de alguna
inmunodeficiencia en pacientes con TB no curada, lo cual afecta mayormente en la
resistencia al tratamiento.



2. Summary

"Frequency of the Genetic Polymorphism of the Interleucina 10 in

Patients with Pulmonary Cured and Not cured Tuberculosis"
Vera R, Garcia E, et. al. UMAE HG "Dr. Gaudencio Gonzalez ". Unit of Medical Investigation in
Immunology and Infectology’s. Medical National Center “La Raza”, IMSS, Mexico.

Precedents: The Tuberculosis is considered to be the principal reason of death caused
by an alone bacterium in the world, Mycobacterium tuberculosis. Many genes codify
for different citocinas that can affect the susceptibility of the inn-keeper to
tuberculosis. This study focuses on the study of the Interleucina 10 (IL-10), who is a
citocina whose principal function is modular the immune response. The SNP's that
they codify for the IL-10 have been associated with strong infections. Up to the
moment little is known brings over of the frequency of the SNP's of the IL-10 (-1082,-
819,-592,-127, +41) associated with the elimination or susceptibility to TB's infection.
Objective: To determine the polymorphisms of the patients with pulmonary cured and
not cured tuberculosis, with DM2 and healthy subjects of the gene of the Interleucina
10 (-1082,-819,-592) by means of the technology of chain reaction of the polimerasa in
real time; as well as the association of each one of the genes polymorphics of IL-10 in
the evolution of the pulmonary tuberculosis.

Material and Methods: Type of study: Cross street Analytical. This study I lead to end
from March, 2005 to May, 2006, in the Unit of Medical Investigation in Immunology
and Infectology, of Infectology's Hospital of the Medical National Center "La Raza", 37
adult patients of the group were studied by cured TB and 40 adult patients by not
cured TB, taking in counts the population of all the ages and of any sex with TBP
rhyming couplets for age and sex with 21 patients with not cured TB and DM2, 47
donors of Bank of Blood of the CMNR and 13 healthy workers with positive PPD. The
determination of polymorphisms of the IL10 fulfilled with the equipment Applied
Biosystems 7300/7500. The frequency in the population (FP) represents the
percentage of carrying individuals of a total allele of studied individuals and genic
frequency (FG) is the frequency of the gene in the population. I apply Haldane's
formula and Hardy Wienberg's balance in the population in question. The comparison
of the frequencies was effected using Chi's test squared with the alteration of Yates.
Results: The frequency of the polymorphism-592 of IL-10 in the groups of study
shows itself. The genotype heterocigoty CG was the most frequent in all the groups,
except in patients with TB and DM. The distribution of the polymorphism-819 of IL-10
was of the following way: Group healthy donating subjects of blood, homocigoty CC in
13 cases (27.6 %), heterocigoty CT in 34 (72.4 %) and there was no homocigoty TT. In
the group of patients with TB and DM2, homocigoty CC in 11 (52.3 %), heterocigocy
CT in 9 (42.8 %) and homocigoty TT in 1 case (4.9 %). In the group of healthy subjects
PPD +, homocigoto CC in 3 cases (23 %), heterocigoto CT 9 (69.2 %) and homocigotos
TTin 1 (7.8 %).

Patients with cured TB, CT was homocigotos CC in 9 (22.5 %), heterocigotos CT in 31
cases (77.5 %), without heterocigotos. Finally in the patients with not cured TB CC
was observed homocigoto in 12 cases (36.3 %), heterocigoto CT in 20 (60.6 %) and
homocigoto TT in 1 patient (3.1 %). In the comparison between(among) patients with
TB and DM against those with not cured, equal TB one found significant difference (p
<0.001).

Conclusion: The response to the treatment seems to be related to the presence of
polimorfismos-592 and-1082 (hipoproduccion). As well as the association of some
immunodeficiency in patients with not cured TB, which concerns mainly in the
resistance the treatment.
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3. Antecedentes

La Tuberculosis (TB) es considerada la principal causa de muerte
ocasionada por una sola bacteria en el mundo, Mycobacterium
tuberculosis  (Mtb). Las micobacterias pertenecen al orden
Actinomicetales, familia Mycobacteriaceae. Son bacilos delgados,
aerobios, no esporulados, no capsulados e inmoviles. Aunque no se
tinen con facilidad, una vez que captan el colorante (fucsina fenicada
con calor) resisten a la decoloracion con alcohol acidificado y por ello se

les llaman bacilos acido-alcohol resistentes (1).

La OMS estima que 2/3 de la poblacion mundial (2 322 millones de
personas) estan infectadas por Mtb, y que anualmente se presentan 8
millones de casos nuevos de Tb activa; de éstos 3 millones fallecen
como resultado de enfermedad, encontrandose el 95 % de los casos
nuevos y el 98 % de las defunciones en los paises en desarrollo,
ocurriendo a diferencia de los paises desarrollados, en la poblacion
general, y la mayoria de los enfermos son adultos jovenes y ninos

expuestos al contagio (2).

La progresion de la enfermedad por TB se ha descrito ampliamente en
paises donde la prevalencia es elevada. La infeccion ocurre en la
infancia temprana, aunque se considera que menos del 10 % de las
personas que se infectan por Mtb, desarrollan la enfermedad activa en

un lapso que varia de 1 a 50 anos (3).

Varios sucesos epidemiologicos que han tenido lugar en las ultimas
décadas, entre ellas la epidemia del Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), iniciada en los anos 80, han contribuido a que la TB
haya vuelto a surgir como problema sanitario de primera magnitud,

tanto en los paises desarrollados como los que estan en desarrollo (4).



En México, el riesgo de infeccion por tuberculosis de acuerdo a la OMS,
es relativamente uniforme en la poblacion en el orden de un 0.5%. Los
casos nuevos registrados hasta la semana 18 del ano 2006 fueron
alrededor de 9,859 mil casos. De estos casos reportados menos del 5%
fueron menores de 15 anos y mas del 90% tenian tuberculosis
pulmonar. Por este motivo, es un problema importante de salud publica

y esta incluida entre las primeras 20 causas de muerte (5).

A pesar de que la enfermedad puede atacar cualquier parte del
organismo, el sitio mas afectado son los pulmones (>90%). Para luchar
en contra de la infeccion resulta necesaria la deteccion temprana de
casos nuevos con Tb activa, a fin de tratarlos oportunamente con
farmacos antituberculosis indicados de manera efectiva; lo cual
disminuye el riesgo de morir por esta enfermedad y, al mismo tiempo,
bloquea la transmision a otras personas, en el ambiente familiar,

laboral y en la comunidad (6).

Actualmente, las tasas de morbilidad y mortalidad estan aumentando a
medida que han aparecido cepas de Mtb resistentes a multiples drogas.
Un tratamiento correcto ofrece a los pacientes muchas posibilidades de
curarse, pero el uso inadecuado de los farmacos antituberculosis puede
dar lugar a un gran numero de enfermos cronicos que transmiten

bacilos resistentes a los farmacos (7).

El principal reservorio de Mtb es el hombre enfermo. El bacilo se
transmite por via aérea. Al toser o expectorar, los enfermos con TB
pulmonar (TBP) activa producen aerosoles contaminantes. Los
mecanismos de defensa del arbol respiratorio son incapaces de impedir
que lleguen hasta los alvéolos pulmonares, donde los bacilos
encuentran las condiciones adecuadas para multiplicarse. En la
primoinfeccion, una vez que Mtb llega al pulmoén, es conducido por la
corriente aérea hasta los Ilobulos inferiores, que son los que

proporcionalmente tienen mas ventilacion. El bacilo es fagocitado por



los macrofagos alveolares, y consigue evitar su destruccion. De esta
manera el bacilo consigue multiplicarse en el interior del macrofago
hasta el punto de destruirlo; y al mismo tiempo secreta citocinas y
quimiocinas que desencadenan un proceso inflamatorio local y con ello
una respuesta inespecifica de defensa que se caracteriza por el acamulo
inicial de neutroéfilos y posteriormente de monocitos en el foco de
infeccion. Los monocitos fagocitan a los bacilos que han destruido a los
macrofagos alveolares y potencian su crecimiento, puesto que al no
estar activados constituyen a su vez un excelente medio para el
crecimiento intracelular de los mismos y de esta manera éste consigue
diseminarse sistémicamente, invadiendo directamente las vénulas
terminales o mediante el drenaje de monocitos infectados y bacilos
extracelulares hacia los ganglios linfaticos hiliares y vasos linfaticos
eferentes y empieza a generar el granuloma, que consta de un nucleo

con macrofagos infectados y linfocitos a su alrededor (8).

Los linfocitos Th1l sintetizan interferon-gamma (IFN-y), que permite la
activacion de los macrofagos infectados y con ello la destruccion de
entre el 90-95% de la concentracion bacilar, consiguiendo el control del
foco de infeccion. Posteriormente el granuloma entra en una fase
cronica, debida probablemente a una disminucion de la poblacion de
linfocitos Th1l como consecuencia de un aumento de la poblacion
linfocitaria de tipo Th2. Por otra parte, el granuloma tuberculoso se
caracteriza por poseer tejido necrotico caseoso en su interior, formado
por una trama de fibrina rica en acido hialurénico y colageno, que
contiene bacilos extracelulares de metabolismo lento que son dificiles de
ser reconocidos y destruidos por los macrofagos del granuloma. La
formacion de esta lesion es muy inicial y parece deberse a la
destruccion ocasionada por la presencia de altas concentraciones
locales de TNF-a, de enzimas proteoliticas liberadas por los neutrofilos y
los macrofagos y la presencia de linfocitos CD4 especificos con
propiedades citoliticas capaces de destruir a los macrofagos infectados

8, 9).



Con el tiempo, el granuloma tuberculoso adquiere otra caracteristica
particular: la formacion de células multinucleadas de tipo Langerhans,
a partir de la fusion de varios macrofagos. También es caracteristica la
presencia de linfocitos CD4 capaces de desencadenar una respuesta de
hipersensibilidad retardada. Estos linfocitos reconocen cualquier foco
infectivo, por pequeno que sea, desencadenando una reaccion que
permite focalizar monocitos y linfocitos especificos alrededor del bacilo
(o antigenos bacilares como la tuberculina PPD), evitando el crecimiento
y la diseminacion del mismo. Habitualmente (en un 90% de los casos),
la pequena poblacion bacilar del granuloma cronico acaba siendo
destruida previa fibrosis y reabsorcion del granuloma, en un proceso de
anos de evolucion. El 5-10% restante puede desarrollar la tuberculosis

propiamente dicha (Figura 1) (8, 9).
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Representaciéon grafica de la historia natural de la tuberculosis humana. Relaciéon entre la histopatologia y la
concentracion bacilar de los tejidos. A. El bacilo entra en contacto con un macréfago alveolar. B. El bacilo se divide en el
interior del macréfago al mismo tiempo que se atraen al foco infeccioso macréfagos y neutroéfilos. C. Adquisicién de una
inmunidad especifica con la llegada de linfocitos capaces de activar a los macréfagos alveolares, inicio de la necrosis
caseosa. D. Formacién de un granuloma caseoso. E. Resolucién del foco infeccioso mediante la esclerosis del granuloma. F.
Evolucion hacia enfermedad, formacion de tuberculoma. G. Licuefaccion del granuloma e incremento masivo de la
poblacion bacilar. H. Cavitacion. La linea continua representa la evolucion de la infeccion; las dos discontinuas representan
la enfermedad primaria y la posprimaria que se resuelven; la punteada, la de la enfermedad que no se resuelve y finaliza
con la muerte del huésped.

Existen evidencias que sugieren la participacion de genes implicados en
la susceptibilidad o en la proteccion a la progresion de la enfermedad en
el humano. En algunos estudios se han descrito diferencias entre la

infeccion y el desarrollo de TB entre diversos grupos étnicos, cepas de



animales de laboratorio y en la agregacion familiar. Por otro lado, se
han asociado a genes de HLA con el desarrollo de TB en distintos
grupos étnicos, el alelo que especificamente se ha asociado con la

susceptibilidad es el HLA-DR2 (10).

La mortalidad por Mtb permanece como la principal causa infecciosa y
esta ligada a una respuesta inmune inadecuada en el hospedero.
Contener y curar la infeccion de Tb requiere una respuesta inmune
celular efectiva y durante la infeccion activa de Tb, no se presenta la
hipersensibilidad de tipo retardado DTH por sus siglas en inglés (Delay-

type hypersensitivity) en respuesta a antigenos de la micobacteria (11).

Muchos genes codifican para diferentes citocinas que pueden afectar la
susceptibilidad del hospedero a tuberculosis. La relacion de los
polimorfismos que se definen como cambio de una sola base Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP’s) pueden determinar la
susceptibilidad. Los genomas de los organismos superiores presentan

un gran numero de secuencias repetidas (12).

Este estudio se enfoca al estudio de la Interleucina 10 (IL-10), la cual es
una citocina producida por linfocitos TH2, células B y macrofagos
activados; su principal funcién es modular la respuesta inmune para
mantener un control homeostatico de la respuesta inmune innata y
celular, también inhibe la produccion de citocinas en los linfocitos Th1l,
células NK y APC, promueve la proliferacion de las células B y

respuesta de anticuerpos (13).



3. 1. INTERLEUCINA 10

La Interleucina-10 (IL-10) es una citocina homodimeérica de 36 kDa que
fue inicialmente denominada factor inhibidor de la sintesis de citocinas,
fue descubierta como un producto de los linfocitos Th2 capaz de inhibir
y regular la produccion de citocinas por parte de los linfocitos Th1 (14).
La localizacion del gen que codifica para esta citocina tan importante

fue descrita dentro del cromosoma 1 (1q31-q32) (15).

La IL-10 es producida por los linfocitos Th2, los timocitos fetales
activados, los macréfagos activados, los linfocitos B y los queratinocitos
(16, 17). También es una citocina producida principalmente por
monocitos y linfocitos. La IL-10 tiene un efecto de inmuno-regulacion de
la inflamacion; es decir, regula la expresion de los linfocitos Th1l y de los
antigenos presentados por moléculas de clase II del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC 1II) y moléculas co-estimuladoras en
macrofagos, también mejora la sobrevivencia de los linfocitos B,

proliferacion y produccion de anticuerpos (18).

La IL-10 puede inhibir la produccion de IFNy y IL-2 ya que la accion
primaria se ejerce sobre los macrofagos previniendo la produccion de IL-
12, por lo tanto también inhibe la produccion de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-1 e IL-6) y de moléculas de adhesion como:

ICAM-1 (16, 19, 20).

También existe evidencia que la IL-10 puede prevenir el fenomeno de
apoptosis en linfocitos T que necesiten IL-2 (21). La IL-10 favorece la
proliferacion de los linfocitos B y la secrecion de IgA, IgGl e 1gG3 y
tendria fundamental importancia en el desarrollo de la respuesta

inmune humoral (22, 23).



Los niveles de produccion de IL-10 son por lo tanto criticos en la
regulacion de la respuesta inmune, controlando el balance entre la
inflamacion y la respuesta humoral, la expresion de IL-10 ha sido
implicada en wun gran numero de enfermedades autoinmunes,
incluyendo artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, entre otras

(24, 25, 26).



3. 2. POLIMORFISMOS DE INTERLEUCINA 10

Se han identificado polimorfismos (SNP’s, por sus siglas en ingles) de la
IL-10 en la region promotora del gen y analizar un efecto sobre la
produccion y el control de la salud en los individuos. Dentro de algunas
investigaciones la longevidad humana parece estar relacionada con el
funcionamiento optimo del sistema inmune, sugiriendo que algunos
determinantes genéticos de longevidad pueden residir en algunos
polimorfismos para los genes del sistema inmune que regulan la
respuesta inmune, en particular genes de polimorfismos de citocinas.
Un rol particular puede ser atribuido a la influencia de los
polimorfismos de la citocinas en la eficiencia de la respuesta inmune

contra agentes infecciosos (27).

El alelo del SNP de la IL-10 -592 (C/A) se ha asociado con la baja
liberacion de esta citocina y alta mortalidad en pacientes con
enfermedades criticas, otros polimorfismos no estan asociados a la
liberacion de IL-10, sepsis o mortalidad. El gen del polimorfismo de la
IL-10 (-592) esta asociado con la baja estimulacion de la liberacion de

IL-10 e incrementa la mortalidad (28).

En pacientes criticos, los niveles de IL-10 son mas altos que en los
pacientes con sepsis o falla multiple de 6rganos (29, 30). Y en pacientes
con traumas se incrementa la produccion de IL-10 relacionada con
eventos sépticos (31). Sin embargo los diferentes polimorfismos y
genotipos de la IL-10 no se han estudiado en pacientes criticos.
Empero, se ha estudiado la relacion entre los polimorfismos de la IL-10
y la estimulacion con LPS y la liberacion de IL-10 en personas sanas y
la influencia de la produccion de los diferentes genotipos y el desarrollo

de la sepsis (32).



3. 3. INTERLEUCINA 10 Y TUBERCULOSIS

Los factores genéticos del individuo son realmente importantes para
determinar la susceptibilidad y resistencia contra la TB, esto se ha
logrado con un mejor entendimiento de las bases moleculares de SNP’s.
En un futuro se podra tener mayores implicaciones para el desarrollo

de terapias y vacunas (33).

Los SNP’s que codifican para la IL-10 han sido asociados con fuertes
infecciones. Hasta el momento poco se conoce acerca de la frecuencia
de los SNP’s de la IL-10 (-1082, -819, -592, -127, +41) asociados con la

eliminacion o susceptibilidad a la infeccion de TB (32, 33).

Se han reportado datos en la evaluacion de la frecuencia de los
polimorfismos funcionales en genes que codifican para la IL-10 -1082
(G/A), en un grupo de pacientes sicilianos afectados por Tb comparado
con un grupo de individuos sanos viviendo en la misma region. Estos
resultados sugieren que multiples factores genéticos pueden afectar la
capacidad de detener una infeccion y pueden predisponer a la muerte

(27).

Para determinar que polimorfismo puede estar asociado con
Mycobacterium leprae (MbL) se estudiaron los polimorfismos de la IL-10:
-819 (C/T) Y -592 (C/A) en pacientes con MbL para analizar los
diferentes genotipos. Para el gen de la IL.-10, la frecuencia del genotipo
(-819 T/T), fue significantemente mas alta entre pacientes con MbL que
en los individuos sanos. Estos datos indican la relacion que existe entre

los SNP’s de la IL-10 y el desarrollo de enfermedad (34).

Estos antecedentes han propuesto la explicacion de la alta
susceptibilidad asociada con los polimorfismos genéticos y la progresion
de TB. Los polimorfismos de la proteina natural de resistencia asociada

a macrofagos (NRAMP1), el receptor de la vitamina D, TNF-a, IL-1, IL-10



en pacientes camboyanos con TBP y controles PPD positivos fueron
heterocigotos (-1082) para IL-10, y se asocid con susceptibilidad y
resistencia a TBP (35). Sin embargo, monocitos de individuos que
desarrollan tuberculosis innata producen mayor cantidad de IL-10 que
los monocitos de individuos sanos (33). Estos datos confirman la
importancia de conocer los genes de los polimorfismos de la IL-10 que

influyen al desarrollo, susceptibilidad y severidad en humanos.



4. Justificacion

La tuberculosis constituye uno de los problemas de salud publica mas
importantes a nivel mundial, el incremento de esta enfermedad se debe
particularmente a una respuesta inmune deficiente en un individuo
inmunocrompometido y a la aparicion de cepas resistentes a farmacos.
Después de la deteccion de la infeccion de TB, esta puede tardar varias

semanas o largos periodos.

La “American Thoracic Society” menciona que las caracteristicas
clinicas de la Tuberculosis se deben a una interaccion hospedero
micobacteria, donde el papel de los factores genéticos del hospedero no

estan bien definidos (15, 16).

En la actualidad existe controversia en el papel que juega la genética
poblacional asi como los diferentes polimorfismos de la IL-10 en la

patogénesis y en la severidad de pacientes que presentan Tb.

La IL-10 es una citocina clave en la modulacion de la respuesta inmune
celular, cuyos niveles no han sido investigados con respecto a la
severidad de la enfermedad. Con estos antecedentes consideramos
importante evaluar la frecuencia de los polimorfismos genéticos de la IL-

10 en pacientes con Tb.

5. Prequnta De Investigacion




¢Cual es la frecuencia de los polimorfismos genéticos de la Interleucina
10 (-1082, -819, -592,) en los pacientes con Tuberculosis pulmonar

curada, no curada y los sujetos sanos?

6. Hipotesis




La frecuencia de los polimorfismos (-1082, -819, -592) de IL-10 se
encuentra disminuida aproximadamente en un 25% en los pacientes
con tuberculosis pulmonar no curados en comparacion con los

pacientes con tuberculosis pulmonar curada y los sujetos sanos.

7. Objetivos

5. 1. Objetivo General



Determinar la frecuencia de los polimorfismos de IL-10 en los pacientes

con tuberculosis pulmonar no curados en comparacion con los

pacientes con tuberculosis pulmonar curada (con y sin farmaco-

resistencia) y los sujetos sanos.

5. 2. Objetivos Especificos

Determinar los polimorfismos de los pacientes con tuberculosis
pulmonar curada y no curada y sujetos sanos del gen de la
Interleucina 10 (-1082, -819, -592) mediante la técnica de reaccion

en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Determinar la asociacion de cada uno de los genes polimorficos de

IL-10 en la evolucion de la tuberculosis pulmonar.

Determinar la asociacion de polimorfismos de IL-10 con la expresion

de IL-10 en sangre periférica.



8. Material Y Métodos

8. 1. DISENO DEL ESTUDIO:

Transversal Analitico.

8. 2. POBLACION DE ESTUDIO:

Se estudiaron 37 pacientes adultos del grupo con TB curada y 40
pacientes adultos con TB no curada, tomando en cuenta la poblacion de
todas las edades y de cualquier sexo con TBP pareados por edad y sexo
con 21 pacientes con TB no curada y DM2, 47 donadores de Banco de

Sangre del CMNR y 13 trabajadores de la Salud sanos con PPD positivo.

8. 3. PACIENTES Y SUJETOS DE ESTUDIO:
Se incluyeron en el estudio cinco grupos de pacientes:
1. Pacientes con tuberculosis curados.
Pacientes con tuberculosis no curados.
Individuos sanos trabajadores de la salud PPD positivos

Donadores sanos de banco de sangre.

a & LN

Pacientes con DM2 y tuberculosis no curada.

De todos ellos se obtuvo un consentimiento informado para participar

en el estudio.

ANEXO 1: Carta de consentimiento informado

8. 4. UBICACION TEMPORAL Y ESPACIAL:

Este estudio se llevo a cabo de marzo de 2005 a mayo de 2006, en la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia e Infectologia, del
Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”, la cual
cuenta con el equipo y la infraestructura necesaria.

8. 5. CRITERIOS DE SELECCION



8. 5. 1. Criterios de inclusion: Pacientes con TBP activa con
baciloscopia y/o cultivo positivo sin cuadro de desnutricion previo
a la TB, adultos de cualquier edad, de uno o de otro sexo.

8. 5. 2. Criterios de no seleccion: Pacientes con infeccién aguda
o cronica diferente de TB, pacientes con VIH, HCV o con alguna
enfermedad autoinmune o historia de enfermedad
inmunosupresora.

8. 5. 3. Criterios de exclusion: Pacientes con muestra

inadecuada.

. VARIABLES DE ESTUDIO

. 1. Variable independiente

. 1. a. Polimorfismo (-1082) del gen de la IL 10

Definiciéon conceptual:

Polimorfismo genético de IL-10 (-1082 G/A). Es el cambio en la posicion

-1082 de una guanina por una adenina.

Definicién operacional:

Se determinara los polimorfismos por la técnica de PCR en Tiempo Real.

Se extraera el DNA de sangre periférica, se amplificara por PCR Tiempo

Real. Se considerara

Escala de medicion:

Nominal.



8. 6. 1. b. Polimorfismo (-819) del gen de 1a IL 10

Definiciéon conceptual:
Polimorfismo genético de IL-10 (-819 C/T). Es el cambio en la posicion

—-819 de una citosina por una tiamina.

Definicién operacional:
Se determinara los polimorfismos por la técnica de PCR Tiempo Real.
Se extraera el DNA de sangre periférica, se amplificara por PCR Tiempo

Real. Se considerara que

Escala de medicion:

Nominal.

8. 6. 1. c. Polimorfismo (-592) del gen de la IL 10

Definicion conceptual.
Polimorfismo genético de IL-10 (-592 C/A). Es el cambio en la posicion

—592 de una citosina por una adenina.

Definicién operacional.
Se determinara los polimorfismos por la técnica de PCR en Tiempo Real.
Se extraera el DNA de sangre periférica, se amplificara por PCR Tiempo

Real. Se considerara

Escala de medicion

Nominal.

8. 6. 2. Variables Dependientes



8. 6. 2. a. Tuberculosis Curada

Definicion Conceptual:
Pacientes con diagnoéstico de tuberculosis pulmonar corroborado por
baciloscopia y/o cultivo, los cuales presentaron una respuesta

adecuada al primer esquema de tratamiento recomendado por la OMS.

Definiciéon Operacional:

Aquellos pacientes que acudan a su clinica de medicina familiar en la
delegacion 2 del CMNR, los cuales hayan presentado negativizacion de
las bacilocopias y/o cultivos dentro d los tres meses de iniciado el

primer esquema de tratamiento recomendado por la OMS.

Escala de medicion:

Nominal

8. 6. 2. b. Tuberculosis no curada

Definicion Conceptual:
Es aquel paciente con diagnoéstico de tuberculosis pulmonar que

presenta falla al esquema recomendado por la OMS estando bajo la
observacion de un trabajador de la salud, el caso cronico ha recibido
dos o mas esquemas de tratamiento, completo o incompleto, y puede

ser bacilifero o no.

Definicién Operacional:
Pacientes que acudan a la consulta externa de neumologia o a la clinica

de tuberculosis, que tengan diagnodstico de tuberculosis pulmonar
corroborado por cultivo, con mas de 8 meses de evolucion que hayan
recibido mas de un esquema de tratamiento recomendado por la OMS.

Escala De Medicion:



Nominal

8. 6. 2. c. Tuberculosis no curada y Diabetes Mellitus 2

Definicién Conceptual:
Es aquel paciente con diagnoéstico de tuberculosis pulmonar que

presenta falla al esquema recomendado por la OMS estando bajo la
observacion de un trabajador de la salud, el caso cronico ha recibido
dos o mas esquemas de tratamiento, completo o incompleto, y puede
ser bacilifero o no. Y ademas a quien se le haya diagnosticado
médicamente DM2, de acuerdo a los criterios internacionalmente

conocidos.

Definicién Operacional:
Pacientes que acudan a la consulta externa de neumologia o a la clinica

de tuberculosis, que tengan diagnodstico de tuberculosis pulmonar
corroborado por cultivo, con mas de 8 meses de evolucion que hayan
recibido mas de un esquema de tratamiento recomendado por la OMS.
Y al mismo tiempo aquellos pacientes que hayan acudido a su consulta
mensual de para control de glucemia, con diagnostico clinico y analitico
laboratorial, bajo esquema de tratamiento  hipoglucemiante

farmacologico o no farmacoloégico.

Escala De Medicion:

Nominal

8. 6. 2. d. Sujetos Sanos PPD Positivos



Definiciéon conceptual:
Personal de la salud del Hospital de Infectologia del Centro Médico

Nacional “La Raza” que asisten a realizar sus labores.

Definicién operacional:

Personal de la salud del Hospital de Infectologia del Centro Médico
Nacional “La Raza” que sean PPD positivo con lectura de 10 o mas
milimetros de diametro de induracion aplicada en la cara anterior del
antebrazo, que se refiera asintomatico y una Radiografia de torax sin

evidencia de afeccion pulmonar.

Escala De Medicion:

Nominal

8. 6. 2. e. Sujetos sanos donadores de sangre.

Definicién conceptual:
Sujeto que se encuentra en estado fisico y mental, que aprobaron el
proceso de seleccion establecido por la NOM-003 “Para la disposicion de

sangre y sus componentes”, para la donacion de sangre.
Definicién operacional:
Sujeto que al interrogatorio, exploracion fisica y serologia negativa para

alguna enfermedad.

Escala De Medicion:

Nominal

8. 7. RECOLECCION DE DATOS



Se contesto el cuestionario (anexo 2) en forma de entrevista; sin
embargo, para algunas preguntas se tomo informacion del expediente

clinico para evitar el sesgo de recuerdo (ambiselectivo).

La informacion obtenida en el anexo 2 se archivo hasta la obtencion de
todos los datos de cada paciente investigado. Se creo una base de datos
y se procedi6 al analisis de la informacion, una vez que se identificaron

los genotipos de todos los pacientes.

ANEXO 2. Cuestionario para pacientes con 1los criterios

establecidos.

8. 8. DESCRIPCION DEL ESTUDIO



Se recolectaron las muestras de sangre periférica, que corresponde a
dos tubos de Scc de VacutainerMR con EDTA para biometria hematica y

los ensayos especificos para determinar los polimorfismos de la IL-10.

Se obtuvieron las muestras de los cinco diferentes grupos: Pacientes
curados, pacientes no curados, pacientes con DM2 y TB no curada,

sujetos PDD positivos sanos y sujetos sanos.

Una vez que se tomo la muestra de sangre periférica y se interrogo al
paciente, la muestra se transporto en una hielera especial con gel
congelante para mantenerla a 4°C. Una vez en el laboratorio de la
Unidad de Investigacion Biomédica en Inmunologia e Infectologia se
realizo la obtencion de la separacion de leucocitos sanguineos y se
obtuvieron células mononucleares mediante la técnica de Cloruro de
Magnesio. A partir de las células mononucleares se extrajo el ADN de
las células mediante el método de extraccion de Fenol/Cloroformo

modificada con reactivo de trizol.

Una vez que se obtuvo el ADN se cuantifico mediante un
espectrofotometro. Posteriormente se realizo una reaccion en cadena de
polimerasa en tiempo real para amplificar las regiones de interés. Por
ultimo se entregaron los resultados a los pacientes y se reportaron en

las bitacoras respectivas.



8. 8. 1. OBTENCION DE CELULAS SANGUINEAS CON MGCL,
Método De Separacion De Leucocitos Sanguineos Con Mgclz a 5
m.

1. Extraer sangre venosa en 1 tubo de BH con EDTA (5mL.). Dejar
sedimentar en refrigeracion de 2 a 8 °C.

2. Se separa el plasma sobrenadante y se vacia el concentrado
celular en un tubo Falcon de 50 mL.

3. Agregar solucion de MgCl, 5 mM y se centrifuga a 3100 RPM por
10 minutos a 4°C. Se decanta.

4. Resuspender el paquete celular con 1 mL de MgCl, 5 mM y se
pasan 500 pl a un tubo Eppendorf de 1.5 mL cuando se vaya a

iniciar extraccion de ADN

8. 8. 2. EXTRACCION DEL ADN
Extraccion De ADN Técnica De Fenol/Cloroformo Modificada.

Reactivo De Trizol.

Lisis y Homogeneizacion de la Muestra:

1. A la suspension de células mononucleares se adicionan 500 pl del

reactivo de trizol.
Separacion de Fases:

2. Adicionar 100 ul de cloroformo. Centrifugar 15 minutos a 14,000
RPM a 4°C. Separar la fase acuosa que contiene el ARN. E1 ADN
se encuentra en la interfase.

Precipitacion Del ADN:

3. Precipitar el ADN de la interfase con etanol (100 %). Centrifugar a

7,500 PMR durante 5 minutos a 4°C.
Lavado Del ADN:

4. Lavar el sedimento de ADN de la interfase 2 veces con una

solucion de citrato de Sodio 0.1 M en etanol al 10 %. Centrifugar

7,500 RPM por 5 minutos a 4 °C.



Precipitacion del ADN:
5. Resuspender el ADN con 800 ul de etanol al 75%. Centrifugar
7,500 RPM durante 5 minutos a 4°C. Eliminar el sobrenadante.
Secado del ADN:
6. Secar el ADN de 5 a 10 minutos a 45°C. Resuspender en 200 pl de
agua destilada inyectable.
Lectura de ADN:
7. Hacer una dilucion de 1:100 con agua destilada inyectable. Leer a

260 nm en el espectrofotometro (36).

8. 8. 3. Metodologia para realizar PCR en Tiempo Real
(Discriminacion Alelica) Applied Biosystems 7300/7500

Calculo de la Mezcla Reactiva
1. En un tubo eppendorf (1.5 mL) colocar el volumen calculado para el
numero de muestras de la Master Mix (MM), el volumen calculado
de la sonda y el volumen calculado de agua inyectable.
Para un pocillo:
MM: 12.5 ul
Sonda: 1.25 ul
Agua Inyectable: 8.25 ul
2. Hacer calculos para el numero de muestras por duplicado, tres
controles y un pocillo por exceso.
3. En la placa (96 pozos) se coloca a cada pocillo 21 pl (incluyendo los

tres controles) de la mezcla anteriormente realizada.

4. Posterior a ello, se adiciona a cada pocillo 3 pl de DNA de las
muestras a trabajar. De igual manera, la misma cantidad de agua
inyectable a los pocillos destinados a los controles.

S. Se cubre la placa con la cubierta 6ptica adhesiva.

Analisis de los documentos



6. Se observan las curvas de inflexion de para las muestras
amplificadas.

7. Si hubo inflexion en los dos reporteros: VIC (alelo 1) y FAM (alelo 2),
se interpreta como heterocigoto. Si solo se presenta una inflexion
ya sea para VIC o FAM se interpreto como homocigoto para el que
presento la inflexion.

8. Se anotan los resultados analizados para cada muestra.

8. 8. 4. CONTROL DE CALIDAD

En la parte clinica y experimental se utilizaron medidas generales de

seguridad (uso de bata, guantes, cubre bocas, etc.).

En la parte experimental, las muestras se trabajaron bajo campana de
flujo laminar (ambiente estéril) y material completamente sanitizado y

estéril.

En las pruebas de laboratorio con reactivos comerciales se llevaron a

cabo todas las instrucciones e indicaciones realizadas por el fabricante.

Para comprobar que realmente obteniamos DNA, después de la
extraccion se realizo una lectura en espectrofotometro a 260 nm y a 280

nm para obtener el indice de pureza de la muestra.

En la PCR tiempo real se coloco un control negativo (NTC), esto por
cada corrida, ademas de que cada muestra se monto y analizo por

duplicado.



8. 9. CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue sometido a la evaluacion por el Comité de Investigacion
del Hospital de Infectologia “Dr. Daniel Méndez Hernandez” CMN. “La
Raza”, Instituto Mexicano del Seguro Social. Este estudio se apega
totalmente a la norma ética de la Ley General de Salud y la declaracion
de estudio Helsinki, enmendada en 1993. Asi como el Coédigo Sanitario
de los Estados Unidos Mexicanos.

Los pacientes recibieron toda la informacion acerca del propédsito del
estudio, tuvieron derecho a abandonarlo o rehusarse a participar, sin
que esto repercuta en la calidad de su atencion, sus datos fueron

manejados confidencialmente.

8. 10. ANALISIS ESTADISTICO



8. 10. 1. Calculo del tamafno de la muestra

Para el calculo de tamano de muestra, se utilizo la frecuencia general de
los alelos en controles sanos reportada en estudios previos (37;38), la
diferencia estimada para los diferentes alelos de los polimorfismos de la
IL-10, en pacientes con TBP es aproximadamente de 25%, usaremos el
método de comparacion de proporciones tomando un nivel de confianza

del 5 % y un poder del 80%.

8. 10. 2. Calculo de frecuencias alélicas en la poblacion y

frecuencias génicas.

La frecuencia en la poblacion (FP) representa el porcentaje de individuos
portadores de un alelo total de individuos estudiados y la frecuencia
génica (FG) es la frecuencia del gen en la poblacion. Se aplico la formula
de Haldane (45). Los datos que se obtienen son exactos siempre y
cuando el sistema genético que se sera probando se encuentre en
equilibrio de Hardy Wienberg en la poblacion en cuestion (39;40). La
comparacion de las frecuencias entre dos poblaciones (enfermos y
testigos) se efectuo la elaboracion de tablas de 2 x 2, y se utilizé prueba
de Chi-cuadrada con correccion de Yates y exacta de Fisher (en el caso
de celdas con numero menor de 5), lo que permite evaluar la
significancia estadistica de una probable asociacion entre el marcador y
la enfermedad.

Si la frecuencia de un alelo se encontraba significativamente elevada en
los pacientes, dicho alelo se asocia con la susceptibilidad y por el
contrario, si se encontraba significativamente disminuida quiere decir

que es un probable alelo de proteccion.

Tabla de 2x2 para el calculo de X2 Polimorfismos de IL-10



Con el alelo

Sin el alelo

Total

No. Pacientes A B A+c
No. Testigos C D c+d
Total a+c b+d N=a+b+c+d

Después, se realizara una estimacion de la intensidad de la asociacion
mediante la (OR) Razon de Monomios que indica cuantas veces mas
riesgo tiene un individuo sano portador del alelo en cuestion de
desarrollar la enfermedad. Mientras mayor sea este valor sera el riesgo
de desarrollar la enfermedad en presencia del alelo. Se consideré

significancia estadistica una p<0.05. Se calcul6 Odds Ratio con 95% de

IC.




Resultados

Se incluyeron un total de 158 pacientes en 5 grupos, pacientes con con
TB curada (40), TB no curada (33), pacientes con DM y TB (21), sujetos

sanos trabajadores de la salud PPD+ (13), y sujetos sanos donadores de

sangre (47). Las caracteristicas generales se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1 Caracteristicas generales de pacientes en el estudio
Tb Curada  Tb no curada Thy DM  PPD+ Sanos

(40) (33) (21) (13) (47)
Edad (anos) 44.70 54.94 55.04 31.61 34.08
Femenino (%) 59.4% 62.5% 57.1% 38.4% 34.1%
Masculino (%) 40.6% 37.5% 42.9% 61.6%  65.9%

Cuadro 1. Caracteristicas generales de pacientes. Se muestra promedio y

desviacion estandar.

De los 158 pacientes, 83 (52.5%) correspondieron al genero femenino y
75 (47.5%) al masculino. Encontramos mayor numero de mujeres en el
grupo de diabéticos y TB (p<0.05), debido a una mayor afluencia a las
citas programadas en segundo nivel por parte de mujeres. Asi como, un
mayor numero de hombres en el grupo de donadores de sangre sanos
(p<0.05), debido a mayor afluencia de donadores de sangre sanos que

mujeres.

La edad de los grupos de pacientes con TB curada y no curada, y del
grupo de DM2 y TB fue muy similar (51.5%). En el grupo de sanos la
mediana encontrada fue de 32.8 anos (p<0.01). Lo anterior a razon de
que en el proceso de seleccion de donadores de sangre sanos, existe una

limitante de edad, de 18 a 65 anos como maximo.



El tiempo de evolucion de DM en el grupo 3 fue de 10 a 12 anos. Por
otro lado, el tiempo de evolucion promedio del grupo de TB no curada
fue de 24 meses (rango de 6 a 252 meses; p<0.001); comparativamente

con el grupo de TB curada, el cual fue de 6 meses (rango 5 a 48 meses).

La frecuencia del polimorfismo -592 de IL-10 en los grupos de estudio
se muestra en la figura 1. El genotipo heterocigoto CG fue el mas
frecuente en todos los grupos, excepto en pacientes con TB y DM, como

se observa en la figura 1.

Figura 1. Frecuencia del Polimorfismo -592 de IL-10.
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La distribucion del polimorfismo -819 de IL-10 fue de la siguiente
manera: Grupo sujetos sanos donadores de sangre, homocigotos CC
en 13 casos (27.6%), heterocigoto CT en 34 (72.4%) y no hubo

homocigotos TT.




En el grupo de pacientes con TB y DM2, homocigotos CC en 11
(52.3%), heterocigotos CT en 9 (42.8%) y homocigotos TT en 1 caso
(4.9%).

En el grupo de sujetos sanos PPD+, homocigoto CC en 3 casos (23%),
heterocigoto CT 9 (69.2%) y homocigotos TT en 1 (7.8%).

Pacientes con TB curada, se encontro homocigotos CC en 9 (22.5%),
heterocigotos CT en 31 casos (77.5%), sin heterocigotos CT.

Finalmente en los pacientes con TB no curada se observo homocigoto
CC en 12 casos (36.3%), heterocigoto CT en 20 (60.6%) y homocigoto TT

en 1 paciente (3.1%). Como se muestra en la figura 2.

Figura 2. Frecuencia del polimorfismo -819 de IL-10 en los grupos de estudio.
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La frecuencia del polimorfismo -1082 de IL-10 se muestra en la figura
3. Por grupo de estudio se encontr6 de la siguiente manera: Grupo
sanos, genotipo homocigoto GG en 25 casos (53.1%), heterogicoto GA
en 18 pacientes (38.2%) y homocigoto AA en 4 de ellos (8.7%). En el
caso de aquellos con TB y DM2, homocigotos GG en 6 (28.5%),
heterocigotos 9 (42.8%) y homocigotos AA en 6 casos (28.7%). Los




sujetos sanos PPD+, fueron homocigotos GG 6 (46.1%), heterocigotos
GA 7 (53.9%) sin homocigotos AA. En los pacientes con TB curada
homocigotos GG fueron 31 (77.5%), heterocigotos 8 (20%) y
homocigotos AA 1 caso (2.5%), por ultimo en los pacientes con TB no
curada, hubo homocigotos GG en 22 (66.6%), heterocigotos GA con 9
(27.2%) y homocigotos AA en 2 (6.2%).

Figura 3. Distribucién del polimorfismo -1082 de IL-10.

Figura 3. Distribucion de los polimorfismos
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En el cuadro 1 se presentan los genotipos encontrados en los grupos de
estudio, se muestra la asociacion de frecuencias entre los polimorfismos

de IL-10 (-592) y la presencia o ausencia de enfermedad.

Al analizar la diferencia de frecuencias en los polimorfismos de IL-10 (-
592) en los grupos de estudio, se encontro diferencia significativa entre
los pacientes sanos y del grupo con Tb y DM para los genotipos

homocigoto CC y heterocigoto CG (p=0.031).



Cuadro 1. Frecuencia de polimorfismos de IL-10 en los grupos de estudio y su

asociacién con la presencia o ausencia de enfermedad.

Genotipo Sanos Tb y DM PPD+ TB! TB2 P
(47) (21) (13) (36) (40)
CcC 27.7 52.4 30.8 22.2  27.5 0.031
CA 72.3 42.9 61.5 77.8 70
AA 0 4.8 7.7 0] 2.5

Frecuencia de polimorfismos de IL-10 (-592) en los grupos de estudio. Se encontré
diferencia significativa entre los pacientes Sanos y el grupo con Tb y DM para los
genotipos homocigotos CC y heterocigoto CG.

Tb! Tuberculosis curada Tb2 Tuberculosis no curada

El analisis de la diferencia de frecuencias de los polimorfismos IL-10 (-
819) se presenta en el cuadro 2.

Se disenaron tablas 2 x 2 para cada genotipo en los diferentes grupos,
se utilizé6 prueba de Chi-cuadrada y exacta de Fisher (cuando alguna
celda mostrada un valor menor de 5).

Se encontr6é una diferencia significativa entre el grupo de sanos y con

Tb y DM, para los alelos homocigotos CC y heterocigotos CT (p=0.031)



Cuadro 2. Distribucién de frecuencias de polimorfismos de IL-10 (-592) en los

diferentes grupos de estudio.

Genotipo  Sanos Tby DM  PPD+ Tb! Th2
p
(47) (21) (13) (36) (40)
CC 27.7 52.4 23.1 22.2 27.5 0.031
CT 72.3 42.9 62.9 77.8 70
TT 0 4.8 7.7 0 2.5

Distribucion de frecuencias de polimorfismos de IL-10 (-819). Se encontr6 diferencia
significativa entre los pacientes Sanos y aquellos el grupo con Tb y DM para los
genotipos homocigotos CC y heterocigoto CT.

Tb! Tuberculosis curada Th2 Tuberculosis no curada

Los resultados del analisis de frecuencias de los polimorfismos de IL-10
(-1082) se muestran en el cuadro 3.

Se elaboraron tablas de 2 x 2 y se utilizo la prueba de Chi-cuadrada con
correccion de Yates y exacta de Fisher en los casos donde alguna celda
fue menor de 5.

Se encontré una diferencia significativa en las frecuencias de los
polimorfismos entre los pacientes sanos y aquellos con Tb y DM para

los genotipos homocigotos GG y AA (p=0.022).



Cuadro 3. Distribucién de frecuencias de polimorfismos de IL-10 (-592) en los

diferentes grupos de estudio.

Genotipo Sanos Tby DM  PPD+ Tb! Th2
p
(47) (21) (13) (36) (40)
GG 53.2 28.6 46.2 75 67.5 0.022
GA 38.2 42.9 53.8 22.2 275
AA 8.5 28.6 0 2.8 5 0.022

Diferencia de frecuencias de los polimorfismos de IL-10 (-1082). Hubo diferencia
significativa entre los pacientes Sanos y del grupo con Tb y DM para los genotipos
homocigotos GG y AA.

Tb! Tuberculosis curada Th2 Tuberculosis no curada

Al margen de los analisis anteriores, cuando buscamos la comparacion
entre pacientes con TB y DM contra aquellos con TB no curada, igual se

encontro diferencia significativa (p<0.001).



Discusion

La distribucion de los polimorfismos del gen de la interleucina 10,
parece tener una distribucion étnica ya que su frecuencia varia
dependiendo de la poblacion estudiada, ademas de su asociacion ya
conocida con el Complejo Principal de Histocompatibilidad (27, 28, 29,
30, 41) (Ver Cuadro).

Cuadro comparativo de las diferentes frecuencias de genotipos de IL10 en S

poblaciones distintas.

M. Ireland Zulu Omani Singipore Chinese Mexican Mestizos

Cyokine g = L0 (= 2 (o= 80 (= 43 g = iy
IL-10 (G108 2a

(&) 575 aE.1 544 2.5 isG

A 42.% ale 65,2 G5 .1
Grematype

GG 44 ] 155 0 17.9

GA 46,2 57.1 41.8 4.9 isg

Ad 1.4 54 dd.3 5.1 dn.2
IL-103 (C819T

C BL.7 i1 R 22.7 S6.0

T 19.3 Mag 24.7 G673 ql.o
Grematype

oC g% e 70 111 iso

T 4.4 SG0 367 44,2 46,2

TT 11 G0 .5 457 17.9
IL-10 fss2 A

C BL.7 i1 R 22.7 S6.0

A 19.3 Mag 24.7 G673 ql.o
Grematype

oC g% e 70 111 iso

Ch 4.4 SG0 367 44,2 46,2

Ad 11 G0 .5 457 17.9

Se han encontrado relaciones estrechas entre los polimorfismos de IL10
y situaciones clinicas como por ejemplo, Lepra, Enfermedad Acido
Péptica, Cancer de colon, enfermedad de Crohn, Lupus Eritematoso
Sistémico, entre otras, con una relacion directa entre la frecuencia de
SNP’s -1082 de IL10, asociados a un mal pronostico y/o complicaciones

del paciente.

En la Tuberculosis Pulmonar se han reportado 4 resultados

concluyentes al respecto. Scola y cols. Mencionan que los polimorfismos



funcionales en genes que codifican para la IL-10 -1082 (G/A), en un
grupo de pacientes sicilianos afectados por Tb comparado con un grupo
de individuos sanos viviendo en la misma region, sugieren que

multiples factores genéticos pueden afectar la capacidad de detener una

infeccion y pueden predisponer a la muerte (27) Cuadro 4.

Cuadro 4. Comparaciéon del efecto genético del SNP -1082 de IL10 en estudios previos
Referencia Poblacién Pacientes TB Controles
AA AG GG Frec. AA AG GG Frec P
Delgado et al. Camboyanos 86 259 11 0.39 39 64 3 0.33 | 0.03
Lépez Espanoles 33 47 33 0.50 21 50 29 0.54 NS
Maderuelo (blancos)
Scola et al Sicilianos 17 22 6 0.38 24 77 13 0.45 | 0.05
Bellamy et al Gambianos 165 185 51 0.36 179 184 45 0.34 NS
Doo Shin Coreanos 394 53 2 0.06 718 124 9 0.08 | 0.05

En nuestro estudio las frecuencias encontradas de los genotipos
presentaron ciertas similitudes con respecto a las cifras reportadas en
la literatura.

La frecuencia general del SNP -592C (Con CITOSINA e hiperproductor
de IL10) reportada por Ashley fue de 35.9%, y la de -592A fue de 17.9%.
En nuestros controles sanos, las frecuencias son -592C de 27.7% y -
592A 0%, respectivamente con una diferencia no significativa

estadisticamente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Frecuencias de Polimorfismos de IL10 (-592)

Frecuencias de SNP -592

ASHLEY SANOS | TBY DM | PPD+ | TB CURADA | TB NO CURADA
CC 35.9 27.7 52.4 30.8 22.2 27.5
CA 46.2 72.3 42.9 61.5 77.8 70
AA 17.9 0] 4.8 7.7 0 2.5




Las frecuencias para el SNP -819 (C/T) de IL10, fueron practicamente
iguales a las del SNP -519, dado que existe un desequilibrio de enlace y

estos dos SNP’s comparten el mismo lugar génico (Cuadro 6).

Cuadro 6. Frecuencias de Polimorfismos de IL10 (-819)

SNP -819
ASHLEY SANOS | TBY DM | PPD+ | TB CURADA | TB NO CURADA
CC 35.9 27.7 52.4 23.1 22.2 27.5
CT 46.2 72.3 42.9 62.9 77.8 70
TT 17.9 0 4.8 7.7 0 2.5

Para el SNP -1082 de IL10, encontramos una frecuencia 34% mas alta

en nuestra poblacion de sanos, que la reportada por Ashley y Cols.,

donde ellos encuentran un 17.9% para el SNP -1082G (hiperproductor

de IL10); y en este estudio se encontro una frecuencia de 53.2% con

una p<0.05 (Cuadro 7).

Cuadro 7. Frecuencias de Polimorfismos de IL10 (-1082)

SNP -1082
ASHLEY SANOS | TBY DM | PPD+ | TB CURADA | TB NO CURADA
GG 17.9 53.2 28.6 4.62 75 67.5
GA 35.9 38.2 42.9 5.38 22.2 27.5
AA 46.2 8.5 28.6 0] 2.8 5

Por otro lado, se encontro que la frecuencia de los SNP’s -592 y -1082

en el alelo hipoproductor para ambos

(A),

era estadisticamente

significativa e dos grupos de nuestro estudio: Pacientes con DM y TB y

con el grupo de pacientes con TB no curada. Lo cual hace suponer que

la hipoproduccion de IL10 puede verse influenciada con la presencia de

alguna inmunodeficiencia del paciente, y condicionar asi, su respuesta

al tratamiento.




Conclusiones

La respuesta al tratamiento parece estar relacionada con la presencia

de polimorfismos -592 y -1082 (hipoproduccion).

Asi como la asociacion de alguna inmunodeficiencia en pacientes con
TB no curada, lo cual afecta mayormente en la resistencia al

tratamiento.

En los pacientes con TB y DM2 el genotipo mas frecuente para el SNP -
592 fue CC, lo cual confiere mayor susceptibilidad a la enfermedad y

menor respuesta al tratamiento.

En los pacientes con TB curada y los sujetos sanos, el genotipo mas
frecuente para el SNP -1082 fue GG, y al parecer estan relacionados con

proteccion a la TBP y con buena respuesta al tratamiento.

Hace falta realizar estudios de este tipo en poblacion mexicana con
grupos mas afluentes para obtener datos mas fidedignos y comparativos

entre un grupo y otro.
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Anexo 1

México D.F. a de 200

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente y en pleno uso mis facultades, Yo

doy mi CONSENTIMIENTO, para participar en el protocolo de
investigacion “Influencia de los polimorfismos de interleucina 10 en la
expresion de IL-10 y severidad en pacientes con tuberculosis

pulmonar.”

Registrado ante el comité local de investigacion con el numero 07-13-04-
04. El cual se realizara en la Unidad de Investigacion del Hospital de
Infectologia del Centro Médico Nacional “La Raza”. La Dra. Leila Vera
Ramirez me ha explicado que el objetivo del estudio es conocer la
frecuencia de un gen (elemento responsable de la herencia) y sus
polimorfismos (cambio de una base nucleotidica) de la Interleucina 10
(molécula que modula la respuesta inmune, regula la inflamacion, mejora
la produccion de anticuerpos) en los pacientes con tuberculosis pulmonar
que no responden al tratamiento, en los que si responden y en personas
sanas, la informacion que se obtenga sera manejada de manera
confidencial, el estudio no tiene costo alguno para mi o mis familiares, y
no interferira con mi tratamiento. Consiste en la toma de una muestra de
sangre de mi brazo, por personal capacitado y cuyos riesgos se me
explicaron (hematoma, infeccion, flebitis, etc.) ademas debo contestar unas

preguntas referentes a mi padecimiento.



Es posible que no se produzca beneficio directo o a corto plazo para mi.
Mi participacion en este estudio es enteramente voluntaria, se respetara

mi decision, sin que por ello se me niegue el servicio o se me

condicione.
Nombre y Firma del paciente Nombre y Firma del Medico
Testigo Testigo

Dra. En CM. Guadalupe de los Angeles Garcia Elorriaga, Dra. Leila Vera
Ramirez. Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia e Infectologia.

CMN. “La Raza” Tel. 57245900 Ext. 23972. Cel. 04455-54748849.



Anexo 2

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

“Frecuencia de polimorfismos de la Interleucina 10 en pacientes

con tuberculosis pulmonar curada y no curada”

Fecha:
Datos del Paciente:
Nombre:
Edad: Sexo: Talla: Peso:
Ojos: Tez: Cabello:
Ocupacion: Lugar de Nacimiento:

Datos de los lugares de nacimiento de su familia:

Padre

Madre

Abuelos Paternos

Abuelos Maternos

Bisabuelos

1. Viajes al extranjero:

Lugar:

Estancia:

Hace cuanto tiempo?:




2. ¢Familiares con diagnostico de TB?:

Parentesco:

Tiempo de

Convivencia:

5. Tiempo de Evolucion del

3. En su diagnostico de TB Diagnéstico a la fecha:

cIncluye otra enfermedad? a) 0 a 5 meses

¢Cual(es)? b) 6 a 9 meses

c) 9 a 12 meses

d) 13 a 24 meses

4. ¢Como se realizo el e) Mas de 24 meses

diagnostico de TB?

(especificar):
a) Baciloscopia y/o cultivo.
b) Por Rx mas baciloscopia y/o
cultivo
c) Cuadro clinico mas 6. ¢Qué esquema de
baciloscopia y/o cultivo tratamiento recibié una vez

d) Por Rx + cuadro clinico + establecido el diagnoéstico?

baciloscopia y/o cultivo.

e) Otra Forma

(especificar):

7. ¢Ha suspendido el tratamiento?




¢Por qué?:

8. ¢Cuantas veces ha reiniciado

el tratamiento?
a) Ninguna (1 ET)
b) 1 vez (2 ET)
c) 2 veces (3 ET)
d) 3 veces (4ET)

e) Mas de 3

(especificar):

9. ¢Ha sido dado de alta por

curacion?

Tiempo que duro en

tratamiento:

10. ¢Ha tenido recaidas?

¢Cuantas?:

11. ¢Ha presentado toxicidad

¢Cuales?:

12. ¢Qué esquema de
tratamiento (ET) recibe

actualmente?:

13. ¢Ha recibido TAES?

¢En que esquema?

14. Resultado del altimo

cultivo:

Fecha de realizacion:

15. ¢Le han hecho estudios de

Farmaco - resistencia?

Resultado:

por antifimicos?




16. Resultado de la Radiografia:

17. Resultado del PPD, tiempo y

tamano de induracion:

Fecha en que se realizo:

Resultado| Tiempo Tamano

Observaciones:
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