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INTRODUCCION

1.1.  Latuberculosis: aspectos epidemiologicos

La tuberculosis (TB) continta siendo hoy en dia un grave problema de salud mundial.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2013 se notificaron 6,1 millones
de casos de TB, de los cuales 5, 7 millones correspondian a nuevos diagndésticos y los 0,4
millones restantes se encontraban ya bajo tratamiento. [1] En los ultimos afios parece que el
numero de nuevos casos se ha estabilizado. De los 9 millones de personas que desarrollaron TB
en el 2013, el 64% correspondian a nuevos casos, de los cuales, 1,5 millones murieron a causa
de la enfermedad. Esta diferencia de aproximadamente 3 millones entre los casos de TB y los
comunicados a la OMS o bien no fueron bien diagnosticados o no fueron declarados a los
diferentes programas nacionales de control de la TB, por lo que se han de realizar mayores

esfuerzos en este campo.

A nivel global, se estima que en 2013, el 3,5% de los casos nuevos y el 20, 5% de los casos
previamente tratados corresponden a casos de TB multirresistentes a los tratamientos

convencionales.

Sin tratamiento, la mortalidad de la TB es elevada. En estudios sobre la evolucién natural de la
enfermedad entre pacientes con aislamientos positivos de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) en
esputo, en sujetos no infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
aproximadamente un 70% fallecen en 10 afios, y entre los casos con aislamiento negativo en

esputo, pero con cultivos positivos, 1o hacen un 20%. [2]

Mtb, (figura 1) el patdgeno causante de la enfermedad, infecta aproximadamente a un tercio de
la poblacién mundial. La gran mayoria de las personas infectadas no presenta sintomas ni signos
de TB y s6lo un 5-10% de los individuos infectados con Mtb desarrolla enfermedad pulmonar
activa, lo cual sugiere diferencias en la susceptibilidad o resistencia a progresion entre los

distintos individuos infectados. [3]
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"

) 4%
Fig. 1. Bacilo de Mycobacterium tuberculosis.

Fuente: http://www.igb.es/dermatologia/atlas/tuberculosis/tuberculosis01.htm

En los ultimos treinta afios, se ha observado un aumento en la incidencia de la TB, [4] asociada
principalmente a la aparicion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el mayor nimero
de cepas multirresistentes frente a los diferentes tratamientos farmacoldgicos, [5] asi como a una
disminucion de la calidad de vida de las poblaciones emergentes (los factores socioeconémicos
y la predisposicion genética del hospedador son factores de igual importancia que determinan,

en cierto modo, la susceptibilidad a esta enfermedad). [6, 7]

El mayor riesgo de transmisién de la TB en pacientes con infeccion por VIH parece estar
claramente demostrado, aunque la aparicion de los nuevos tratamientos antirretrovirales, parece
haber disminuido el riesgo en este grupo de pacientes. [8] Este mayor riesgo de transmision
actual atribuido a la infeccién por VIH, no resulta del todo claro, y existe cierta controversia al
respecto, [9,10] atribuyendo un papel méas importante a las diferencias socioecondmicas de estos
pacientes en la influencia sobre el riesgo de infeccién tuberculosa (uso de drogas por via
parenteral, estancia en instituciones penitenciarias, nivel socioeconémico individual y del pais,

etc.).

La mayor parte de los casos de TB afectan al sudeste asiatico y Africa subsahariana. Entre los
paises desarrollados, y mas concretamente en Europa, Espafia presenta una de las mayores tasas
de incidencia y prevalencia de TB, siendo Cantabria junto con Galicia, Asturias y Pais Vasco,
las regiones mas afectadas. En los ultimos afios, las tasas de prevalencia e incidencia de
tuberculosis en los paises occidentales han ido disminuyendo gracias a politicas eficaces de

prevencion y tratamiento de la enfermedad (Figuras 2ay 2 b)
2
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Fig. 2a. Incidencia de TB en todo el mundo. Fuente: Global tuberculosis report 2007. World

Health Organization. Geneva, Switzerland: www.who.int/tb. WHO, 2007.
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Fig. 2b. Incidencia de TB en todo el mundo. Fuente: Global tuberculosis report 2014. World
Health Organization. Geneva, Switzerland: www.who.int/tb. WHO, 2014.
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Introduccion
Segln datos de la Direccion de salud Publica de la Consejeria de Sanidad del Gobierno de
Cantabria, la tasa de incidencia de tuberculosis pulmonar (TBP) ha disminuido notablemente en
los dltimos afios, fundamentalmente desde el afio 2005. Sin embargo otras formas de TB

(extrapulmonares), mantienen una tasa de incidencia practicamente constante (Tabla 1).

TBC Tasa de Tasa de
respiratorial incidencia Otras TBC incidencia

2004 108 19,47 -- --

2005 140 24,9 31 5,51
2006 97 17,07 37 6,51
2007 101 17,63 34 5,94
2008 80 13,74 22 3,78
2009 67 11,37 27 4,58
2010 82 13,85 23 3,88
2011 71 11,97 34 5,73
2012 45 7,58 20 3,37
2013 44 7,43 31 5,24

Tabla 1. Incidencia de las diferentes formas de TB en los ultimos afios en la Comunidad

Auténoma de Cantabria.

Segun datos del Instituto de Salud Carlos Ill en el afio 2014 se notificaron 50 casos de TB

respiratoria con una tasa de incidencia de 8,53 por 100.000 habitantes.

Este modelo de prevalencia de la infeccidn tuberculosa esta actualmente cambiando, debido
fundamentalmente, a los importantes movimientos migratorios, que debido a diferentes factores,
se estan produciendo desde los paises donde la TB es mas frecuente hacia los paises occidentales.
En estudios que utilizan modelos epidemioldgicos y matematicos, se estima que por ejemplo, en
Holanda, en el afio 2030, se habran podido eliminar las tasas de infeccion tuberculosa al 1% si
no ocurren cambios en el origen de la transmisién, pero que un 60% o mas de las mismas se
deberan a transmision procedente de inmigrantes. [11,12]
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Fue en el afio 1882 cuando Robert Koch (figura 3), microbiologo aleman considerado como uno
de los padres de la bacteriologia, descubri6 el germen causante de la TB, y lo denominé
Bacterium tuberculosis, el cual durante muchos afios ha sido conocido como bacilo de Koch. En
marzo de 1882, anuncio ante los mas ilustres médicos y cientificos de Alemania, el aislamiento
y cultivo del bacilo responsable de la TB, que en aquella época era responsable de una de cada
siete muertes (siete millones de muertes al afio), y la primera causa de mortalidad infantil en
Europa. [13] Su trabajo consistio en aislar el germen causante de esta enfermedad y hacerlo
crecer en un cultivo puro. Utilizando este cultivo indujo la enfermedad en animales de
laboratorio. De los animales enfermos pudo de nuevo aislar el germen y verificar su identidad,
comparandolo con el germen original. Esta metodologia fue el principio de los Ilamados
“Postulados de Koch”, los cuales establecen las condiciones necesarias para que un organismo

sea considerado la causa de una enfermedad infecciosa.

Fig. 3. Imagen de Robert Koch (1843-1910), descubridor del Mtb, germen resposable de la TB.

Reproducido con permiso del Colegio de Médicos de Filadelfia.

Catorce afios mas tarde, otros dos microbidlogos alemanes, Karl Bernhard Lehmann y Rudolf
Otto Neumann acufiaron el término de Mycobacterium (cuyo significado es hongo-bacteria)
debido a que en cultivo, este patdgeno presentaba ciertas caracteristicas tipicas de los hongos.
[14]
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No obstante, dicho bacilo ha estado con nosotros desde el comienzo de la historia, algo que ha
podido ser evidenciado a través de su hallazgo en momias egipcias y precolombinas de mas de
4.000 afios. Hipdcrates, ya relatd que la “tisis” era la enfermedad mas extendida y mortal de su

época.

Aunque realmente, otros investigadores apuntan a que la hipdtesis mas probable es que el bacilo
ya estaba presente entre los primeros humanos, hace unos 15.000-20.000 afios cuando el ser

humano comenzo a vivir en sociedad en comunidades agricolas y ganaderas.

Poco se oye hablar de infecciones y / o epidemias de TBP hasta los siglos XV y XVI, donde es
conocida como “la gran peste blanca”, responsable de una gran parte de las muertes que
acontecen en Europa en esa época. Posteriormente, la TBP sufrié una expansion durante los
siglos XVII1 y XIX por Europa y todo en continente americano. Sin embargo zonas donde hoy
es una enfermedad endémica, como Asia y Africa alin no estaban practicamente afectadas. Se
estima que durante estos dos siglos, la TBP fue responsable de la muerte de mil millones de

personas.

Mtb, el bacilo causal de la TBP, pertenece al género Mycobacterium, y junto con el
Mycobacterium bovis, africanum y microti constituyen el denominado complejo M.
Tuberculosis. Todos ellos son capaces de producir TB, aunque con enorme diferencia es Mtb el

germen causal.

Mtb tiene como reservorio mas frecuente, el individuo sano infectado, esto es, la persona que
tiene el bacilo de manera latente en su organismo sin presentar ningln sintoma o signo de
enfermedad. Cuando esta persona desarrolla la enfermedad activa, pasa a ser una fuente de

transmision del bacilo (Figura 4).
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Fig. 4. Ciclo vital de Mtb y estadios de infeccion / enfermedad en el hospedador (tomado de

Stefan H. E. Kaufmann, http://www.mpiib-berlin.mpg.de/research/immunology/programmes).

Son aquellas formas de la enfermedad tuberculosa conocidas como baciliferas las que presentan
mayor riesgo de contagio (expulsan al exterior, fundamentalmente, a través de la tos, pequefias
gotas de aerosoles que contienen el bacilo). Por tanto, el mecanismos de transmision es a través
del aire y son las formas pulmonares, principalmente aquellas que presentan lesiones cavitadas

en los pulmones, y las laringeas las mas contagiosas.

Factores como proximidad a un individuo contagioso, tiempo de exposicion, ventilacién, estado

inmunitario, nutricional, etc. influyen notablemente en el riesgo de infeccién.

Aunque la infeccion por Mtb es necesaria, ésta no es suficiente para causar TBP en la mayoria
de las personas. Aproximadamente un 90-95% de los individuos infectados por Mth son capaces
de desarrollar una respuesta inmunitaria lo suficientemente eficaz como para detener la
progresion de la infeccion latente hacia una enfermedad tuberculosa activa. Esta susceptibilidad
a la infeccién o enfermedad parece ser multifactorial, y el desarrollo de la enfermedad activa
seria probablemente el resultado de una compleja interaccion, influenciada por factores genéticos

y ambientales, entre el patdgeno y su hospedador. [15-21]
7
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1.2.  ANTECEDENTESY ESTADO ACTUAL DEL TEMA

1.2.1. Patogénesis de la tuberculosis pulmonar: infeccion latente versus
enfermedad activa

Tras la inhalacion por parte de un individuo sano de las gotitas de saliva cargadas del bacilo Mtb
procedentes de un individuo enfermo, estas llegan y se depositan en los alveolos distales. Se cree
que es ahi donde los bacilos son reconocidos por diferentes células fagociticas, principalmente
los macrofagos alveolares, aungque también participan en este proceso otras células tales como
neutrdfilos, macréfagos derivados de monocitos reclutados del torrente sanguineo y células
dendriticas (CDs).

Algunas personas no son infectadas a pesar de una exposicion prolongada frente a individuos
con enfermedad tuberculosa activa. Esto se ha podido demostrar utilizando los ensayos cutaneos
de tuberculina (TST), y més recientemente los ensayos de liberacion de interferon-gamma
(IGRA), mas sensibles y especificos. [22]

La superficie externa de Mtb es relativamente compleja si se compara con la de otros patdgenos
(figura 5). [23]
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Fig. 5. Esquema de la pared celular de Mth. Existe una bicapa lipidica tipo membrana
citoplasmatica que envuelve a la micobacteria y que se encuentra bajo una estructura de
peptidoglicano rigido. Este peptidoglicano se encuentra unido a un cierto nimero de proteinas

que también se unen a la membrana.
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La membrana celular de Mtb, ademas de presentar caracteristicas bioquimicas semejantes a las
de cualquier membrana celular de otros microorganismos, se caracteriza por la presencia de
derivados fosfolipidicos con un alto indice de glicosilacién que dan lugar a un tipo de moléculas
muy particulares, los lipoarabinomananos (LAM), los cuales parecen desempefiar un importante

papel en la patogenia de la TB. [24]

La pared celular de Mtb est4 constituida fundamentalmente de lipidos y consta de cuatro capas:

-La capa interna formada por mureina o peptidoglicano, la cual le proporciona rigidez.

-Tres capas por encima de la anterior, formadas por polisacaridos, péptidos complejos y

diferentes lipidos constituyendo una matriz muy homogeénea.

La pared micobacteriana esta formada por una estructura covalente de dos polimeros unidos
entre si, peptidoglicano y arabinogalactano, presentes aproximadamente en la misma proporcion.

De todo el componente lipidico, un 50% esta formado por ésteres de acidos micolicos. Estos son
acidos grasos de estructura ramificada, de unos 50 a 90 &omos de carbono. Otro 25%

corresponde a &cidos grasos de cadena corta 0 media, y el 25% restante a diferentes lipidos.

La capa mas externa de la envoltura de Mtb, la cual le sirve de proteccion frente a numerosas
agresiones exdgenas, esta formada principalmente de acido micoélico y glicolipidos, los cuales
junto a varias de las proteinas de la pared son responsables de muchas de las propiedades

antigénicas y patogénicas de estas micobacterias (Tabla 2).



Introduccién

Moltoulas de amgen lipidico d= M. eberosibss ssocisdss 5 |3 patogenia de la tuberculosis

Ghcolipido Respuesta inmune del huésped TRogenens Cetras furciones
Peptidoglicano  Es antigénica y tiene patrones de froteqge & la micobecteria,  Estructural, forma la
reconocimienbo para receptones lisis. pOr cambios csmotioos  pared celular
fagocRicos. y por lisomma
Acido micolice Evita la destruccion de Forman una barrera Es estruciural y forma
miobacterias impermeable que impide parte del mAGP
mecanismas microbicidas el acceso de sustancias en pared oelular
de macrafago. hidrafilicas y farmaoos
Dherivadas de
frc. Micolico
al Factor oserda = Inrwnomodulador Induce la produccion de Es estruciural en
*» Towires con actividad tumoricids  TRF en macrafagos y cipsula
formacion de granulomas
b5L #ctran neutrallics y son Blogquean el efecta de IFN Antigeno soluble de
antlgeras de:n.lp-u'l'lllci: ganma. [L-1y THFax en cipsula
macrofagos & nhibe PKT.
Inhibezn la fusion del
fagomoma con el lsasoma
eni maodfagas. Inhibician
de s PKT
L% Aintigeno de superficie Participa en la unidn de Estructural en capsula.
la micobactera con bas Tiene walor
receptones del macrafago.  tzeondmioo.
GAL Induce THF-x y PGEZ Bm Inhibe r sk fAntigeno de superfice
macrdfagos infoprobferativa de capauls
PGL ficthia complementio Inhibe respuests Artigeno estructural
linfoprolferativa y de capauls
estallido respirabono en
macrofagos
Imhibe glEIT
Dermados de Pl Actian nmunidad especfica de Los FIM intervienen Son exdusvcs de
[SILT] cédulas WET. Son presentados actvament= en la actinomicetales y w=
por CIO1 mieraccion de la encuentran en k&
micobachera oon &l membrana
macrefago y son
precursones de LK.
LM Es inmunamaduladar y es HActiva celulas T via TRL Tiene un gran especiro
presentado por SO0 y CO1 e funciones
firal Ak fictiva mecansmos microbicidas Imhibician de PET LM =in manosa
entes de THEa terminal asociada a
CEpas na patsgenas
Pt L A S une al B, CO4 Induce THF -z y LAM con manosa
|:|r-:|:|:|u:_:-|:n d:FE'arull:ru. terminal, en epes
mhibician de PET. patOgETIas
Inhibe prodwcodn de
ciicinas prainflamatona
PBALAM a S5e une a TLR-2 Indwce la produccion de
firal Ak Citocinas proinflamatomas

Abrewiaturas: Sulolipido de trehakoss {5L); u;:ul?ux-m: LOs): Glkapsptidolpis (GPL: Fercigicoipio: IPGL):

Foslatdll-incakl (Pl Fefatdlinosicimandsidos (FIM] Lipoanshinorarana | » Lipoarabino manana oon reskducs barmirskes

e e {ManlAM o Lipoarabinomainana sin residuns ieminales de manea [Aealibd]; Recepions tipo Tol {TLE).
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patogénesis de la TB. Tomado de Gorocica P y cols. [24]
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El reconocimiento de Mtb por parte de las células del sistema inmune se realiza a traves de
numerosos receptores expresados fundamentalmente en la superficie de las células fagociticas,

los cuales reconocen las diferentes moléculas presentes en la envoltura de Mtb. [25]

Muchos de los ligandos reconocidos por estos receptores presentes en Mtb y el mecanismo por
el que las células fagociticas interiorizan el bacilo son conocidos. En algunos casos, se realiza
mediante un fendmeno de opsonizacion (proceso por el que un anticuerpo se une a una proteina
antigénica presente en la membrana de un patdgeno a través de su fraccion Fab, y a través de su

componente Fc lo hace a una célula fagocitica, favoreciendo el proceso de fagocitosis).

Sin embargo, en otros casos, el mecanismo de entrada de Mtb en las células fagociticas no esta

aun totalmente esclarecido.

De entre los receptores conocidos, merece la pena destacar:

A. Receptores no opsonizantes:

A.1. Receptores transmembrana tipo Lectina-C:

A.1.1. Recetor de manosas (CD207). Reconoce LAM cubierto de mananos, fosfatidil-inositol
unido a mananos, arabinomanano, mananos, mananoproteinas.
La unidn de estos ligandos a su receptor parece ejercer un efecto antiinflamatorio. Igualmente se

cree que impiden la llegada de Mtb al lisosoma del macréfago.

A.1.2. DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin, CD209).

Reconoce LAM cubierto de mananos, fosfatidil-inositol unido a mananos, arabinomanano,
lipomanano y el antigeno de19-kD.

Al igual que en caso anterior, parecen ejercer un efecto antinflamatorio. Ademas impiden la

maduracion de las CD impidiendo una adecuada formacion del granuloma tuberculoide.

A.1.3. Dectina-1. Su ligando en Mtb es aln desconocido.
Se sabe que Dectina-1 reconoce -glucanos en la pared de diferentes hongos interactuando con

el receptor tipo Toll (TLR) de tipo 2 (TLR-2) en este reconocimiento.

11
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A.2. Receptores de la familia de las integrinas:

A.2.1. Receptor del Complemento tipo 3 (CD11b/CD18). Reconoce LAM cubierto de mananos,
fosfatidil-inositol unido a mananos. Posee un dominio tipo lectina y participa en la captacién de

Mtb tanto no opsonizante como opsonizante.

A.3. Receptores carrofieros (“scavenger”) (SRs):

A3.1. Clase A (SR-A1, MARCO).
A3.2. Clase B (CD36, SR-B1).

Se desconocen los ligandos en la superficie de Mtb de ambos tipos de SRs. Lo que si se conoce
de este tipo de receptores, es su gran capacidad de unién a un amplio niumero de ligandos
presentes en la superficie de bacterias gram-positivas y gram-negativas (lipoproteinas, moléculas
polianidnicas, etc.).

B. Receptores opsonizantes:

B.1. Receptores de Complemento:

B.1.1. CR1 (CD35).
B.1.2. CR3 (CD11b/CD18, Mac-1).

Ambos unen iC3b, producto proteoliticamente inactivo, fruto de la excision de C3b, pero que

aun conserva capacidad opsonizante.

CR1 se encuentra en la superficie de linfocitos B, monocitos circulantes, neutrofilos y células
foliculares dendriticas, todas ellas de gran importancia en la formacion del granuloma
tuberculoide. Es un receptor para el factor C1q del complemento, aunque también une C4b, C3b,

iIC3b y lectina de union a manosas (MBL).

CR3 se encuentra en la membrana de los macrofagos. Es el principal receptor del sistema del
complemento, y esta implicado en la captacion de Mtb opsonizado por proteinas del
complemento. Mtb es capaz de activar la via alterna del sistema del complemento y es

opsonizado por C3b e iC3b.
12



Introduccién

B.2. Colectinas (lectinas tipo C) solubles:

B.2.1. Proteina surfactante pulmonar A. Reconoce LAM cubierto de mananos, lipomanano,

glicoproteina de 60 kD y glicoproteina Apa.

B.2.2. Proteina surfactante pulmonar D. Reconoce LAM cubierto de mananos.

Ambas proteinas facilitan la aglutinacion de Mtb lo cual hace que los macro6fagos pulmonares

internalicen mejor al patdgeno.

B.2.3. Lectina de union a manosa (MBL). Reconoce LAM cubierto de mananos y fosfatidil-
inositol unido a mananos.

El mecanismo seria similar a los anteriormente descritos. Existen estudios en los que parece
evidenciarse que niveles disminuidos de MBL conferirian proteccion frente a la infeccion

tuberculosa. [26]

B.3. Receptores Fc:

B.3.1. FcyR. Une la fraccién Fc de la inmunoglobulina G (1gG), permitiendo la fagocitosis y

posterior paso al compartimento lisosomal de Mtb.

Tras la entrada del bacilo en el fagocito, este se aloja en el fagosoma, donde se establecen
complejas interacciones entre proteinas de Mtb y de la célula hospedadora que habitualmente
impiden la maduracion del fagosoma inhibiendo su actividad microbicida y degradadora. El éxito
de estos mecanismos de inhibicion determinaran si e Mtb permaneceré en el interior de las células
en un estado de latencia con un nivel basal de replicacion, proliferara lisando los fagocitos y

extendiendo la infeccién dando lugar a enfermedad, o seré eliminado. [27]

Una vez Mtb ha sido fagocitado, se inicia la formacion del granuloma tuberculoso. Este es una
organizacion estructurada de diferentes células del sistema inmune, principalmente macréfagos,
pero tambien linfocitos T y B, CDs, neutrdfilos y células natural killer (NK), e incluso
fibroblastos. Todas ellas participan en respuesta al proceso infeccioso-inflamatorio pulmonar
que se produce por la estimulacién de las células hospedadoras a través de los antigenos

micobacterianos. [28]
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La formacién del granuloma es iniciada por os macréfagos que residen en los alveolos
pulmonares, quienes fagocitan los bacilos tuberculosos y liberan citocinas proinflamatorias,

entre las que destaca el factor de necrosis tumoral de tipo alfa (TNF-a). [29]

Dentro del granuloma, los macréfagos se diferencian hacia células epitelioides o se fusionan
dando lugar a células gigantes multinucleadas, rodeadas por linfocitos T CD4+ que son capaces
de incrementar la capacidad bactericida de los macréfagos a través de la produccidn de interferon
gamma (IFN-y). [30,31]

En estadios finales de la formacion del granuloma, un estrecho manto de fibroblastos engloba el
mismo. Parece ser que la apropiada configuracion del granuloma es la que determinara el

resultado de la infeccion por Mtb (figuras 6 y 7). [30]

Bloodvessels
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Bacteria
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Fig. 6. Estructura tipica del granuloma tuberculoso. (A) Ejemplo de un granuloma con necrosis
central en tejido pulmonar. (B) Esquema de los constituyentes celulares de un granuloma
tuberculoso. Tomado de Front Immunol. 2013 Apr 22;4:98. doi: 10.3389/fimmu.2013.00098.
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Fig. 7. Proceso evolutivo del granuloma tuberculoso en la TBP. El granuloma, inicialmente
denominado granuloma celular, consta de un gran numero de células del sistema immune
inicialmente y estd muy vascularizado. Mtb se encuentra en el medio extracelular y dentro de los
macrofagos espumosos activados. A medida que madura, comienza un proceso de necrosis desde
el centro hacia la periferia con una disminucién progresiva de la vascularizacion (esta persiste
en el anillo fibroso y en la capa celular) Mtb se encuentra en el caseum necrético y en el interior
de células del sistema inmune. Cuando un granuloma encuentra una via aérea, el centro necrotico
se fusiona a ella'y forma una cavidad o caverna.En este momento las micobacterias se encuentran
en el medio extracellular, en el caseum de la caverna y dentro de macréfagos y neutrdéfilos.
Tomado de Nature Reviews Microbiology 2014;12:159-167.

1.2.2. Factores de predisposicion-resistencia a la infeccion / enfermedad

En aproximadamente un 90% de las personas infectadas por Mtb, la respuesta del sistema
inmunitario es suficiente para prevenir la enfermedad tuberculosa. [32-34] La supervivencia de
Mtb en el interior del granuloma se acomparia de una serie de cambios en el metabolismo de la
micobacteria y en las propias células hospedadoras. Estos cambios son producidos en parte por
la accion de proteinas y glicolipidos de Mtbh. [35,36] En el interior del granuloma, Mtb esta
continuamente sometido a situaciones de estrés metabolicas: hipoxia, déficit de nutrientes, pH
acido, liberacién de Oxido nitrico, los cuales inhiben procesos respiratorios, etc. Estos
mecanismos le induce a permanecer en un estado de latencia, minimizando su metabolismo y
actividad de replicacion, al igual que inhibiendo su crecimiento y desarrollo. Todo ello le hace
evadir el ataque y eliminacion por parte de las células del sistema inmune del individuo
infectado. [25,37,38] En el interior del granuloma, los macréfagos cargados de pequefias gotas
de lipidos (los llamados “macrofagos espumosos’) constituyen un reservorio rico en nutrientes

para mantener la supervivencia de los bacilos tuberculosos en estado de latencia. [39]

Como resumen de lo anteriormente expuesto podemos decir que en la mayor parte de las
personas gque padecen una primoinfeccion por Mtb, se induce el desarrollo de mecanismos
inmunitarios del denominado sistema inmune adquirido, mediado por células del sistema
inmunoldgico, que inhiben el crecimiento de las micobacterias pero que no logran su total
erradicacion. A este estado, se le denomina infeccion tuberculosa latente (ITL). En estos

individuos, los bacilos tuberculosos persisten en un estado de “aletargamiento”.

Tras permanecer dormidos durante afios, los bacilos tuberculosos pueden de nuevo modificar su

metabolismo. Este proceso de reactivacion, influiria sobre la presion del granuloma, y daria lugar
16



Introduccion
a un proceso de muerte celular por necrosis. [35] Como se menciond anteriormente, en la
infeccion por Mtb, la correcta formacion del granuloma es crucial para limitar el crecimiento de
las micobacterias, al igual que para evitar el dafio tisular y la diseminacion, dos componentes

claves de la enfermedad tuberculosa activa.

Existen diferentes fenotipos de granulomas que se relacionan con el estado de latencia / actividad
de Mtb (granuloma solido en la infeccidn latente vs granuloma necrético y granuloma caseoso
en laenfermedad activa o caseoso-fibrético en la residual). [39] En la ITL predominan los bacilos
“dormidos” y s6lo un pequeiio nimero de bacilos permanecen “vigilantes” en busca de sefiales
del ambiente a su alrededor que estimulen su crecimiento, el cual se mantiene en un estado

minimo (replicacion residual), en el interior del granuloma.

Alguna micobacterias despiertan al azar para mantener ese grupo de vigias. Cuando el
microambiente que rodea el granuloma proporciona condiciones mas favorables para inducir la
formacion de un granuloma caseificante, las micobacterias vigilantes despiertan a las
micobacterias dormidas probablemente a traves de la secrecion de factores promotores de la

resucitacion. [39]

Unas pocas micobacterias permanecerian ain dormidas, lo cual podria explicar su resistencia a
los farmacos antituberculosos y el largo tiempo necesario para curar la TBP activa. Del mismo
modo, estos bacilos dormidos también serian mas resistentes a su eliminacion a traves de

mecanismos inmunoldgicos efectores.

Por otro lado, se ha demostrado en modelos murinos que una expresion insuficiente de moléculas
de adhesidn en los linfocitos circulantes puede dificultar la localizacion de linfocitos especificos
frente a antigenos de Mtb en los pulmones de individuos infectados. Como resultado de esto, la
formacion de un granuloma de manera adecuada capaz de inhibir el crecimiento de Mtb se ve
afectada. [40]

Factores dependientes tanto del patdgeno (factores de virulencia distintos segun las cepas,
lipoproteinas y glicolipidos de Mtb, etc.) como del hospedador son capaces de generar un
desbalance a favor o en contra de la progresién desde un estado de latencia hacia una enfermedad

activa o contribuir al establecimiento de la enfermedad activa desde el inicio de la infeccidn.
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De este modo, la respuesta del linfocito T dentro del granuloma depende fundamentalmente de

los mecanismos de presentacion antigénica.

Existen varias moléculas de Mtb, como la lipoproteina de 19-kDa, el complejo manosa unida a
LAM, dimicolato de trehalosa y otras, que pueden modular el procesamiento antigénico y la
presentacion en superficie de proteinas de las micobacterias y de antigenos glicolipidicos a traves
de moléculas de histocompatibilidad de clase 1 y Il (MHC clase | y Il) y otras moléculas
presentadoras. [41]

De esta forma, los bacilos tuberculosos pueden ejercer un efecto supresor en los macréfagos

impidiendo la presentacion de antigenos de Mtb a linfocitos T. [42,43]

Debido a lo anterior, una activacion insuficiente de células CD4+ y CD8+ efectoras y citoliticas
da lugar a una funcion microbicida defectuosa por parte de estas Ultimas y de los macréfagos, lo
cual implicaria una mayor respuesta inflamatoria que conduciria a un incremento del dafio tisular
facilitando la diseminacion de Mtb. [41-44]

Segun numerosos estudios epidemioldgicos, se sabe que el riesgo de reactivacion de la ITL en
sujetos inmunocompetentes es aproximadamente de un 5-10% a lo largo de la vida. [34,45]
Ademas, este riesgo de evolucionar a una enfermedad activa se produce en los 5 primeros afios
tras la infeccidn en un 50% de los sujetos infectados. Sin embargo, los factores que favorecen la

progresion de la enfermedad no son totalmente conocidos. [46,47]

Dentro de los que si son conocidos, destacan los siguientes: coinfeccion con VIH, tratamientos
con inmunosupresores y corticoides, tratamientos biologicos con anticuerpos anti-TNFa,
tratamientos antineoplésicos, malnutricién, tabaco, alcoholismo, cancer, diabetes e insuficiencia
renal. [27, 34,48] Sin embargo, en la mayor parte de los casos, la causa especifica de la

reactivacion es desconocida. [47]

1.2.3. La respuesta inmune innata frente a Mycobacterium tuberculosis
Actualmente, los motivos que determinan si un individuo infectado por Mtb va a desarrollar una
enfermedad activa mientras otros no lo haran, y permaneceran como personas con ITL no son

del todo conocidos.
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El papel que juegan los factores “innatos” o congénitos en la susceptibilidad frente a Mtb fue
evidenciado hace muchos afios, en 1926, de manera accidental tras un episodio ocurrido en la
ciudad alemana de Lubeck. Un grupo de nifios recién nacidos recibieron por error, bacilos vivos
de Mtb en lugar de la vacuna de Calmette-Guérin (BCG). Algunos de esos nifios enfermaron
gravemente, mientras otros no sufrieron patologia alguna. [49] Esto sugirié que al menos algunos
individuos tenian respuestas inmunes eficaces frente a Mtb, y que estas podrian determinar en
parte el resultado de la infeccion. Ademas, al carecer ain de una inmunidad adquirida madura
también permitiria concluir que la inmunidad innata del hospedador jugaria un papel importante

en la defensa frente a las micobacterias.

Tras la inhalacién de Mtb, éste llega a los alveolos pulmonares e infecta los macr6fagos
alveolares estableciendo el inicio de la infeccion. EI hospedador, por su parte, inicia una serie de
mecanismos de defensa a través de una secuencia de eventos de activacion de su sistema
inmunitario. Estos eventos son una combinacién de mecanismos pertenecientes a las respuestas
inmunes innata y adquirida. Los mecanismos de la respuesta inmune adquirida,
fundamentalmente mediados por respuestas inmunitarias de tipo Thl a través de la produccién

de IFN-y han sido bien esclarecidos y hablaré de ellos méas adelante.

Existen multiples vias de reconocimiento y sefializacion celular, fundamentalmente en las células
presentadoras de antigeno pertenecientes al llamado sistema inmune innato. El objetivo no es

abarcar todas ellas, por las que nos centraremos en algunas de las mas importantes.

Habitualmente, el inicio de la respuesta inmune innata comienza con el reconocimiento de
patrones de estructuras microbianas denominadas “patrones moleculares asociados a patogenos”
(PAMP). El reconocimiento de estos PAMPs se lleva a cabo principalmente por una serie de
receptores expresados en células del sistema inmune y denominados “receptores de
reconocimiento de patrones” (PRRs). [50] A continuacion, se exponen algunos de los principales

receptores implicados en este tipo de reconocimiento.

1.2.3.1. Receptores tipo Toll (TLRs)

Los receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRs) constituyen uno de los grupos mas
importantes del sistema inmune innato. Son receptores y reconocen los PAMPs expresados en
un gran nimero de microorganismos dando lugar a un gran nimero de respuestas inflamatorias.

Se conocen actualmente 13 TLRs, y cada uno de ellos reconoce diferentes ligandos en la
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TLRs se expresan en diferentes tipos celulares.

Table 1 | Toll-like receptors and their ligands

Receptor
TLR1

TLR2

TLR4

TLRE

TLR?

TLR8

TLR9
TLR10
TLR11

Ligand

Triacyl lipopeptides
Soluble factors

Lipoprotein/ipopeptides
Peptidoglycan
Upoarabinomannan
Phenol-soluble modulin
Glycoinasitoiphospholipids
Glycolipids

Porins

Atypicd ipopolysaccharide
Atypical ipopolysaccharide
Zymosan

Heat-shock protein 707

Double-stranded RNA

Lipopolysaccharide

Taxol

Fusion protein

Envelope protein

Heat-shock protein 60

Heat-shock protein 70"

Type lll repeat extra domain A of fibronectin®
Oli charides of hyaluronic acid®
Polysaccharide fragments of heparan sulphate”
Fibrinogen*

Flagellin

Diacyl lipopeptides

Zymosan

Imidazoquinoiing

Loxoribing

Bropirnming
Single-stranded RNA
Imidazoquinoling
Single-stranded RNA
CpG-containing DNA
N.D.

N.D.

Origin of ligand
Bacteria and mycobacteria
Neisseria meningitidis

Various pathogens
Gram-positive bacteria
Gram-positive bactena
Mycobacteria
Staphylococcus epidermidis
Trypanosoma cruzl
Treponema maltophilum
Neisseria

Leptospira interrogans
Porphyromonas gingivalis
Fungi

Host

Viruses

Gram-negative bacteria
Plants

Respiratory syncytial virus
Mouse i

Host
Host
Host
Host

Bacteria

Mycoplasma
Gram-positive bactena
Fungi

Synthetic compounds
Synthetic compounds
Synthetic compounds
Viruses

Synthetic compounds
Viruses

Bacteria and viruses
N.D.

Uropathogenic bacteria

Tabla 3. TLRs y sus ligandos. Tomado de Akira S y Takeda K. Nat Rev Immunol 2004;4:499-

511.

En la respuesta inmune frente a las micobacterias, TLR1, 2, 4, 6 y 9 parecen ser los mas

relevantes (figura 8). [51]
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Fig. 8. PRRs en el reconocimiento de Mtb y vias de sefializacién. (tomado de Kleinnijenhuis J et
al. Clin Dev Immunol 2011, doi:10.1155/2011/405310).

De hecho, existen numerosos estudios sobre la relacién entre TLR2 y TLR4 y la TB. Como
TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o TLR6 y el resultado de la formacion de los mismos
permite el reconocimiento de varios PAMPs en la superficie de las micobacterias (diacil-
lipopéptidos y peptidoglicanos), [52,53] pareceria evidente pensar que defectos en estos genes
podrian influir sobre el reconocimiento de estos ligandos en la superficie de Mth. De este modo,
se alteraria la respuesta inmune innata del hospedador frente a Mtb afectando por tanto a la
susceptibilidad frente a la infeccion tuberculosa.

Tras la interaccion de los ligandos presentes en la pared de las micobacterias con los distintos
TLRs, las vias de sefializacion son activadas. En ellas participan importantes proteinas
citoplasmaticas: molécula adaptadora 88 de respuesta primaria en diferenciacién mieloide
(MyD88), cinasas tales como la cinasa asociada al receptor de la interleucina-1 (IRAK), factor

6 asociado al receptor del TNF-a. (TRAF 6), cinasa activada por TGF-a (TAK1) y proteina
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activada por mitdégenos (MAPK), originando una cascada de sefiales que llevan a la activacion

de factores de transcripcion nucleares, fundamentalmente (NF)-«xB. [54]

Los heterodimeros TLR1/TLR2 y TLR2/TLR6 anteriormente mencionados han sido
involucrados en el reconocimiento de glicolipidos de la pared celular de Mtb, concretamente
LAM, lipomanano, glicoproteinas micobacterianas de 19 y 38 kDa, y lipoproteinas como el
manosido fosfatidilinositol triacilado (TLR1/TLR2) o diacilado (TLR2/TLR®). [55,56]

Se piensa que TLR2, a través de un efecto estimulador sobre la produccion de TNF-a por parte
de los macréfagos infectados por Mtb, jugaria un papel importante en las fases iniciales de la
respuesta inmune innata. [57] Igualmente, induciria la produccion de interleucina-12 (IL-12) en

estas mismas células. [58]

Evidencias experimentales apoyarian el papel importante de TLR2 en la defensa frente a la
infeccion tuberculosa: ratones modificados genéticamente TLR2 -/- (“ratones knockout™)
muestran defectos en la formacidn de granulomas tras ser infectados con altas dosis de Mtb y
ademas tienen una gran susceptibilidad frente a la enfermedad comparados con cepas normales
(“wild-type”). [59]

Efectos igualmente importantes jugaria otro TLR, TLR4, como lo demostrarian datos obtenido

en modelos experimentales murinos. [60].

1.2.3.2. Lectina de unién a manosa (MBL)

La MBL es una proteina perteneciente a un grupo de proteinas denominadas colectinas que
presentan dominios de colageno y de tipo lectina (dominios de reconocimiento de carbohidratos).
MBL es una lectina tipo C que contiene muchos de estos Ultimos dominios, y que es capaz de
unir beta-glucanos presentes en la superficie de un gran nimero de microorganismos y activar la
cascada del complemento a través de la denominada via de las lectinas. Se comportaria asi como

una molécula soluble con actividad de PRR. [61]

MBL se sintetiza en el higado, y aunque predominantemente circula como una proteina en el
suero, puede ser detectada también en otras muchas localizaciones (oido medio, liquido sinovial,
liquido amnidtico, secrecion nasofaringea, etc.).

En la figura 9 se puede observar la estructura del gen que codifica la MBL (MBL2).
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Fig. 9. Organizacion estructural del gen MBL2 mostrando los polimorfismos en el promotor y

las variantes estructurales en el exon 1 del gen, los cuales determinan sus niveles de expresion.

La expresion de MBL funcional (formando oligémeros) viene determinada genéticamente. Tres
variantes estructurales en el exon 1 del gen, localizadas en las posiciones 52, 54 y 57 dan lugar
a sustituciones de aminoacidos en la proteina: arginina/cisteina, glicina/acido aspartico y
glicina/acido glutdmico respectivamente. Estas sustituciones ocurren en el dominio tipo
colageno de la proteina, lo cual hace que la MBL sea incapaz de oligomerizarse impidiendo por
tanto que ejerza su funcién. Estas mutaciones o variantes estructurales se denominan D, By C
respectivamente. La variante normal es denominada A. Las variantes estructurales son

denominadas en conjunto variantes O.

Igualmente, en la regién promotora del gen, existen dos polimorfismos (H/L y X/Y) que también
determinan los niveles séricos de la proteina regulando la expresion de la misma. Un tercer
polimorfismo (P/Q) situado en la posicién +4 del gen es también identificado, aunque su papel

es menos conocido. [62]

Debido al elevado desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos del promotor y las
variantes estructurales del exén 1 del gen MBL2, se pueden generar 7 haplotipos:

-HYPA

-LYPA

-LXPA

-LYQA

-HYPD

-LYPB

-LYQC.
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La combinacion de estos 7 haplotipos da lugar a 28 posibles diplotipos o genotipos. [63]

La presencia de otros dos raros haplotipos, HXPA y LYPD, ha sido también descrita, pero su

frecuencia es extremadamente rara y su relacién con los niveles séricos de MBL no es muy clara.

Por otro lado, cabe sefialar que MBL interviene en la defensa frente a los microrganismos
infecciosos a través de facilitar su fagocitosis de forma directa ademéas de activando el
complemento por la via de las lectinas. Recientemente, se ha descubierto un nuevo papel de la
MBL actuando de forma sinérgica, como un correceptor del dimero TLR2/TLR®6 en el interior
de la célula, direccionando la sefializacion intracelular. [64]

Los diferentes genotipos de MBL2 se asocian con diferentes niveles de expresion y concentracion
sérica de MBL. A su vez, estos distintos niveles de MBL en suero han sido relacionados con
diversas patologias tanto en humanos como en modelos experimentales, incluida la
susceptibilidad a la infeccion por Mtb, en este Gltimo caso, con resultados controvertidos. [65-
69]

1.2.3.3. Dectina-1/ CARD9

Dectina-1, otro miembro de los receptores de lectina tipo C y PRR, presenta un dominio
extracelular de reconocimiento de carbohidratos (beta-glucanos), y un dominio intracelular
ITAM (motivo de inmunorreceptor activable por tirosina). Inicialmente, tras su identificacion,
se pensd que sblo se expresaba en la superficie de las CDs, pero posteriormente se vio que
también se encontraba en la superficie de monocitos, macrofagos, neutréfilos y un subtipo de
linfocitos T. [70] En humanos, Dectina-1 también puede encontrarse en linfocitos B, eosinéfilos

y mastocitos.

Los niveles de expresion de Dectina-1 pueden verse modificados por diversos factores. [71] Asi,
IL-4, 1IL-13 y GM-CSF estimulan su expresion, mientras que IL-10, lipopolisacaridos

bacterianos y corticoides la inhiben.

Dectina-1 reconoce principalmente beta-glucanos, los cuales se comportan como PAMPSs de tipo
carbohidrato), presentes en la superficie de diferentes hongos patdgenos (Candida,
Pneumocystis, Saccharomyces, Aspergillus, Coccidioides, etc.). Sin embargo, se ha sugerido que

tambien jugaria un papel en el reconocimiento de micobacterias, incluida Mtb, las cuales no
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poseen en su pared beta-glucanos (algo controvertido en Mtb, [72]), por lo que el / los PAMP
que dan lugar a su reconocimiento a través de Dectina-1 en estos microorganismos son aun
desconocidos, sugiriendo que este reconocimiento tendria lugar fruto de una interaccion entre
Dectina-1y TLR2. [73-75]

Recientemente, se ha objetivado la importancia de Dectina-1 en el reconocimiento de Mtb,
independientemente del papel de TLR2. [76]

De los datos anteriormente expuestos se deduce por tanto el importante papel que Dectina-1
jugaria en la inmunidad frente a los hongos. De hecho, existen evidencias de que variaciones
genéticas en el gen CLECT7A, que codifica la Dectina-1, dan lugar a una susceptibilidad frente a

infecciones fungicas severas tanto en humanos como en modelos experimentales. [77-79]

Tras el reconocimiento de los beta-glucanos presentes en la superficie de distintos patégenos,
fundamentalmente hongos, se inician una serie de eventos de sefializacion intracelular que
implican la activacion y participacién de una serie de proteinas adaptadoras entre las que
destacan la tirosin-cinasa de bazo (Syk), y el miembro 9 de la familia con dominios para el
reclutamiento de caspasas (CARD9), ademés de Bcl-10 y Maltl, los cuales activan el factor de
transcripcion nuclear NF-kB. [80,81]

Por tanto, el reconocimiento de beta-glucanos en la pared de ciertos hongos, y probablemente de
otras moléculas ain no conocidas en la superficie de micobacterias daria lugar a una serie de
respuestas celulares en el hospedador, favoreciendo la captacion y muerte del patdgeno, y a la
produccién de citosinas inflamatorias y quimiocinas. Se ha demostrado que Dectina-1 estimula
la produccion de IL-10, una citocina anti-inflamatoria, lo cual no seria conveniente en procesos
infecciosos, por lo que se cree que su papel seria el de regular el dafio tisular inducido durante la
inflamacion. [77]

Dectina-1 es capaz de activar otras rutas del sistema inmune adquirido, incluyendo respuestas
Th1, Th17 y activacion de linfocitos citoliticos, aunque estos mecanismos de activacion adin no

han sido esclarecidos en su totalidad.

1.2.4. La respuesta inmune adquirida frente a Mycobacterium tuberculosis
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1.2.4.1. ElI Complejo Principal de Histocompatibilidad. [82,83]

Al igual que existe una respuesta inmune innata, la cual no es especifica de ningun tipo de
patdgeno en concreto, existe otro tipo de respuesta inmune, denominada adquirida o adaptativa.
En esta, el antigeno es reconocido por dos grupos distintos de moléculas receptoras altamente
polimérficas, es decir, de una enorme variabilidad: por un lado las inmunoglobulinas de
superficie que sirven como receptores antigénicos de los linfocitos B, y por el otro lado el
receptor especifico de antigeno del linfocito T. Los linfocitos T s6lo reconocen antigenos que

son expresados en la superficie celular.

Estos antigenos pueden derivar de patdgenos que se replican en el interior de las células (virus o
bacterias intracelulares), o de microorganismos o de sus productos que las células han captado
del medio extracelular. En este ultimo caso, las células muestran en su superficie fragmentos
peptidicos derivados de dichos microorganismos, y de este modo la presencia de células
infectadas y los antigenos extrafios pueden ser detectadas por los linfocitos T.

Los péptidos derivados de los patdgenos son llevados a la superficie celular por glicoproteinas
especializadas, las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC). Estas
moléculas son codificadas por un gran grupo de genes complejos, que son los genes del MHC.

Dentro de las llamadas células presentadoras de antigenos, las proteinas procedentes de
diferentes patdgenos son degradadas en péptidos que son llevados a la superficie unidos a
moléculas MHC. Existen dos tipos de moléculas MHC conocidas como MHC de clase | y MHC

de clase 11, las cuales se unen a los péptidos en diferentes localizaciones.

De un modo simplificado, aquellos péptidos derivados del citosol son transportados hacia el
reticulo endoplasmico donde se unen a moléculas de clase | recién sintetizadas, y posteriormente
transportadas a la superficie celular. Este complejo MHC de clase I-péptido es reconocido por
linfocitos T CD8.

Los péptidos derivados de la degradacion proteica en los endosomas intracelulares se unen a

moléculas MHC de clase I, llevados a la superficie celular y son reconocidos por linfocitos T
CD4 (figura 10).
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Las células CD4 y CD8 tienen una gran variedad de funciones eficaces frente a diferentes tipos
de patogenos. Por tanto, la clase de molécula MHC que presente péptidos de un patdgeno sera
crucial en asegurar su reconocimiento por parte del linfocito T, CD4 o CD8, la cual seré capaz,

en condiciones normales, de eliminar a dicho patogeno.

Célula presentadora de antigeno

Receptor de
lacélula T

Fig. 10. Presentacion del antigeno-MHC clase | y 1l a los linfocitos T CD4 o CD8

Independientemente de si hay o no un proceso infeccioso, las moléculas MHC unen de forma
rutinaria péptidos derivados de proteinas propias (autoantigenos) y los expresan en la superficie
celular. Existen complejos mecanismos de tolerancia que hacen que estos péptidos no sean
reconocidos por los linfocitos. En ocasiones, estos mecanismos se ven alterados, dando lugar a

fendmenos autoinmunes.

Los genes que codifican las proteinas del MHC constituyen una familia de genes ubicados en el
brazo corto del cromosoma 6 (Figura 11). En humanos, los genes del MHC conforman el
denominado sistema HLA (del inglés human leukocyte antigen), porque estas proteinas se

descubrieron como antigenos en los leucocitos, que podian detectarse con anticuerpos.
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Fig. 11. Organizacion de los genes del MHC o HLA en el cromosoma 6. Tomado de N Engl J
Med 2000;343:702-709. [84]

Los genes del MHC de clase | codifican glicoproteinas, con estructura de inmunoglobulina:
presentan una cadena pesada tipo o que se subdivide en tres regiones: al, a2 y a3. Estas tres
regiones estan expuestas al espacio extracelular y unidas a la membrana de la célula mediante
una region transmembrana. La cadena o esta siempre asociada a una molécula de B2

microglobulina, que esta codificada por una regién independiente en el cromosoma 15.
La principal funcién de los proteinas MHC o HLA de clase | es la presentacion de péptidos

antigénicos intracelulares a los linfocitos T citoliticos (CD8+). El péptido antigénico se aloja en

una hendidura que se forma entre las regiones al y a2 de la cadena pesada.
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En humanos, existen muchos isotipos (genes diferentes) de las moléculas de clase |, que pueden

agruparse en:

* "clasicas", cuya funcion consiste en la presentacion de antigenos a los linfocitos T CDS: dentro

de este grupo tenemos HLA-A, HLA-B y HLA-C.

* "no clasicas" (también llamadas MHC clase IB), con funciones especializadas: no presentan
antigenos a los linfocitos T, sino que se unen a receptores inhibidores de las células NK; dentro
de este grupo se encuentran HLA-E, HLA-F, HLA-G.

Los genes del MHC de clase 11 codifican glicoproteinas con estructura de inmunoglobulina, pero
en este caso el complejo funcional esta formado por dos cadenas, una a y una  (cada una de
ellas con dos dominios, al y a2, Bl y B2).

Cada una de las cadenas estd unida a la membrana por una region transmembrana, y ambas

cadenas estan enfrentadas, con los dominios 1y 2 contiguos, en el exterior celular (figura 12).

Class | Class Il

Peptide-binding
groove
I,,v-- < /"'\\I / =

Plasma

membrane g

Cytoplasmic Cytoplasmic
tail tail

Fig. 12. Estructura de las moléculas MCH de clase | y Il. Tomado de N Engl J Med
2000;343:702-709. [84]
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La B2-microglobulina es como la cadena ligera de la molécula de clase I. La cadena a tiene dos
dominios de union a péptidos (al y o 2), un dominio semejante al de las inmunoglobulinas (1gs)
(o 3), la region transmembrana y una cola citoplasmatica.
En el caso de las moléculas de clase 11, la estructura es diferente. Constan de una cadena a 'y una
b. EI dominio de union al péptido esta formado por los dominios o 1 y B 1; el dominio semejante
al de las Igs estd formado por los dominios a 2 y B 2. Igualmente existe una region

transmembrana y una cola citoplasmatica.

Estas moléculas se expresan sobre todo en las células presentadoras de antigeno (dendriticas y
fagociticas, asi como los linfocitos B), donde presentan péptidos antigénicos extracelulares
procesados a los linfocitos T cooperadores (CD4+). El péptido antigénico se aloja en una

hendidura formada por los dominios al y B1.

Las moléculas MHC-I1 en humanos presentan 5-6 isotipos, y pueden agruparse en:

* "clasicas", que presentan péptidos a los linfocitos T4; dentro de este grupo tenemos HLA-DP,
HLA-DQ y HLA-DR

* "no clasicas", accesorias, con funciones intracelulares (no estan expuestas en la membrana
celular, sino en membranas internas, de los lisosomas); normalmente, cargan los péptidos
antigénicos sobre las moléculas MHC-I1 clasicas; en este grupo se incluyen HLA-DM y HLA-
DO.

Ademas de las moléculas MHC-II, en la region Clase-1l se encuentran genes que codifican
moléculas procesadoras de antigenos, como TAP (del inglés transporter associated with antigen

processing) y Tapasin.

El juego de alelos presente en cada cromosoma se denomina haplotipo. En humanos, cada alelo
HLA recibe un namero. Por ejemplo, para un individuo dado, su haplotipo puede ser HLA-A2,
HLA-B5, HLA-DR3, etc. Cada individuo heterocigoto tendra dos haplotipos HLA, uno en cada

cromosoma (uno de origen paterno y otro de origen materno).

Los genes del MHC son los genes mas polimorficos de todo el genoma, lo que significa que

existen muchos alelos distintos en los diferentes individuos de la poblacién.
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Ademas, existe un elevado grado de asociacion entre los genes del MHC, especialmente entre
los genes del MHC de clase Il, lo que se conoce como desequilibrio de ligamiento. Esto hace
que los genes DRB, DQA y DQB se hereden juntos (en blogue), por lo que se pueden inferir
muchos de los haplotipos del MHC de clase II:

DRB1*01; DQA1*01; DQB1*05

DRB1*03; DQA1*05; DQB1*02

DRB1*04; DQA1*03; DQB1*03

DRB1*07; DQA1*02; DQB1*02

DRB1*08; DQA1*04; DQB1*04

DRB1*09; DQA1*03; DQB1*03

DRB1*10; DQA1*01; DQB1*05

DRB1*11; DQA1*05; DQB1*03

DRB1*12; DQA1*05; DQB1*04

DRB1*13; DQA1*01; DQB1*06

DRB1*14; DQA1*01; DQB1*05

DRB1*15; DQA1*01; DQB1*06

DRB1*16; DQA1*01; DQB1*05

Muchos de estos haplotipos “extendidos” han sufrido procesos de recombinacion a lo largo de
la evolucidn del ser humano, fundamentalmente condicionados por los fenGmenos migratorios y
los mecanismos de adaptacidn a nuevos factores medioambientales y de exposicién a diferentes

estimulos antigénicos. Ejemplos de estos fendmenos reecombinatorios podrian ser:

DRB1*04; DQA1*03; DQB1*02
DRB1*07; DQA1*02; DQB1*03
DRB1*08; DQA1*01; DQB1*06
DRB1*08; DQA1*06; DQB1*03
DRB1*11; DQA1*01; DQB1*05
DRB1*13; DQA1*03; DQB1*03

Etc.

En todas las poblaciones del mundo existe un elevado nivel de polimorfismo HLA, el cual
asegura a una mayoria de personas una heterocigosidad genética. Ademas, la comparacion en la

distribucion de las frecuencias de antigenos HLA entre las distintas poblaciones refleja grandes
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diferencias. De hecho, una gran mayoria de alelos HLA de clase | y Il son caracteristicos de
poblaciones pertenecientes a regiones geograficas localizadas. Es por ello que existen alelos que
son caracteristicos de poblaciones asiaticas, africanas, amerindias, aborigenes australianas y
europeas. Sin embargo, existen otros alelos con una frecuencia muy elevada a nivel mundial (v.g.
AO02: frecuencia media de un 16% en negros, 25% en caucasicos, 27% en orientales, 25% en

amerindios, y 8% en aborigenes australianos). [85]

Existe una clara asociacion de ciertos antigenos o alelos del sistema HLA con diferentes
enfermedades, fundamentalmente enfermedades autoinmunes (Tabla 4). Del mismo modo, se ha
ido conociendo cada vez mas que esta asociacion también aparece en relacion con la patologia
infecciosa, y que por tanto la presencia o ausencia de ciertos antigenos o alelos del MHC

favorecen una mayor susceptibilidad o resistencia frente a diferentes patdgenos (Tabla 5).

Assaciations of HLA genotype with susceptibiity to autoimmune dissase
Discase HLA slicle Rolative risk Sax rafio (2:7)
Arkcsing sporvylis | = [ e [ s ]
Aote anterior Lveits Bz 10m ‘ <05 ‘
e = | - || |
e = || - || - |
Graves dsease | DR3 ‘ ‘ 37 | ‘ 4-5 ‘
. - [ - |
Sysioric lupus erythormatosus ‘ DR3 ‘ ‘ 58 | ‘ 10-20 ‘
LA depancers | DR3 and DR4 ‘ ‘ 3z | ‘ A ‘
Rhetmatoid artits ‘ R4 ‘ ‘ 4z | ‘ a ‘
Permptigus vgaris ‘ DR ‘ ‘ 144 | ‘ A ‘

@ 1967 Current Biclogy Ltd. / Garland Publizhing, Inc.

Tabla 4. Antigenos del sistema HLA asociados con enfermedades autoinmunes.

Disease Effect

Class |

B8 Pulmonary tuberculosis Susceptibility
B35 AIDS Susceptibility
B53 Severe malaria Reasistance
BS57 AIDS Resistance
Class Il

DRB1°1302 Hepatitis B Resistance
DRB171352 Malarial anaemia Resistance
DRB1°1101 Hepatitis C Resistance
DRB1*04 Typhoid fever Resistance
DR2 Pulmonary tuberculosis Susceptibility
DR2 Leprosy Susceptibility
DR7 Hepatitis B Susceptibility
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Tabla 5. Asociacion entre diferentes antigenos / alelos del sistema HLA y enfermedades

infecciosas.

En el caso concreto de la TB, existen varios estudios demostrando la asociacion de ciertos
antigenos / alelos y haplotipos con susceptibilidad o resistencia frente a la misma. Estos estudios
han evidenciado distintas asociaciones, principalmente de genes MHC de clase Il en funcion,
fundamentalmente de la etnia de la poblacion estudiada. [86] En lo referente a los antigenos de
clase | existe una mayor discordancia entre los diferentes estudios. Asi, en un meta-analisis de
21 estudios, DRB1*15 y DRB1*08:03 presentaban una mayor frecuencia en pacientes con TBP.
Sin embargo, DRB1*03, DRB1*11, DRB1*11:03 y DRB1*12:02 presentaban menor frecuencia
en estos sujetos que en la poblacion general. En la poblacion de origen asiatico DRB1*03 y
DRB1*07:01 se asociaron con una menor incidencia de TBP mientras que DRB1*15 y

DRB1*08:03 se asociaron con una incidencia aumentada de TBP.

En otro meta-analisis reciente se ha observado que HLA-DRB1*04, *09, *10, *15, y *16 se
asocian con mayor riesgo de TBP, especialmente en el este del continente asiatico mientras que
HLA-DRB1*11 parece ser un factor de proteccion. [87]

Vista la gran diversidad de resultados entre poblaciones, podria concluirse de estos estudios, que
el background genético de la poblacion jugaria un importante papel en conferir susceptibilidad
0 proteccion frente a la TBP, probablemente y en parte, fruto de la convivencia durante miles de
afios del ser humano junto con Mtb. Pareceria por tanto relativamente obvio que en diferentes
grupos étnicos, la misma enfermedad estuviera asociada con diferentes antigenos HLA, ya que
el patrén de distribucion de la frecuencia de los mismos, y el desequilibrio de ligamiento

existente dentro de un sistema tan polimérfico serian diferentes.

1.2.4.2. Los genes KIR (Killer immunoglobulin-like receptors)

Las células NK son células del sistema immune innato que luchan frente a la infeccién mediante
la produccion de citocinas y matando directamente a las células infectadas a través de otros
mecanismos (produccion de perforinas, citotoxicidad dependiente de anticuerpos, etc.). Sin
embargo, parte de su actividad, depende de otros mecanismos mediados por la interaccion de
receptores en sus superficie, entre los que destacan los receptores de células Killer semejantes a
las inmunoglobulinas (KIR, del inglés killer immunoglobulin-like receptors) y moléculas HLA

expresadas en la superficie de la célula diana. La expresion de estas moléculas HLA depende en
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gran medida de la intervencion de otro tipo de células, fundamentalmente macréfagos, linfocitos

T, etc. a través de la produccion y liberacion de citocinas.

Las células NK expresan en su superficie mas de un tipo de receptor KIR y estos receptores
pueden tener una funcion activadora o inhibidora de la célula NK. Existen 14 genes KIR y dos
pseudogenes localizados en el cromosoma 19913.4. [88] Las células NK expresan varias
combinaciones de estos 16 genes dando lugar a dos haplotipos en funcion del nimero de genes
activadores que se expresen.

Haplotipo A en el que solo se expresa un gen activador el KIR2DS4, y haplotipo B, en el que se

expresan varios genes estimuladores (Figura 13).

A haplotype

3DL3 2DL3 2DP1 2DL1 3DP1 2DL4 3DL1 2DS4 3DL2

—i--a--—_-u-a-0-

B haplotype

3DL3 2DS2 2DL2 3DP1 2DL4 3DS1 2DL5 2DS52DS1 2DS4 3DL2
—---—-0-0-0-0--0-
Fig. 13. Haplotipos KIR Ay B. En verde, genes estimuladores; en rojo, genes inhibidores; en

gris, genes de expresion constitutiva y en negro, pseudogenes.

La nomenclatura de los genes KIR se basa en la presencia de dos o tres dominios extracelulares
semejantes a los de las inmunoglobulinas (KIR2D o KIR3D) en los receptores codificados por
dichos genes. Independientemente del numero de dominios extracelulares tipo inmunoglobulina,
los dominios citoplasmaticos de los receptores KIR pueden ser largos (denominados L) o cortos
(S). Receptores KIR con dominios citoplasmicos largos son inhibidores, ya que contienen
secuencias o “patrones” de inhibicion basados en inmunorreceptores de tirosina (ITIMs). Los
KIR con dominio citoplasmico corto transmiten sefiales activadoras a la célula NK a través de
una proteina adaptadora denominada DAP-12 o KARAP (Killer cell activating receptor-
associated protein), la cual contiene patrones o secuencias de activacion basadas en

inmunorreceptores de tirosina (ITAMs). [89-91]

Existen dos pseudogenes (2DP1 o 3DP1) semejantes en sus secuencias con otros genes KIR, y

que podrian representar genes ancestrales. La nomenclatura de los genes KIR es proporcionada
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por la base de datos de los polimorfismos del sistema  inmune

(https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/nomenclature.html).

Como se ve en la figura 13, los haplotipos KIR difieren en el nUmero y tipo de genes presentes:
los genes 2DL4 , 3DP1, 3DL2, y 3DL3 estan presentes en practicamente todos los haplotipos y
por ello han sido denominados loci “framework™ (estructura particular). El resto de genes se

expresan de manera fraccionada dentro del total de haplotipos.

El nimero de genes expresados, presentes en un haplotipo variade 7 a 12, dependiendo en primer
lugar de la presencia o ausencia de loci activadores. Como mencioné anteriormente, basandonos
en el contenido de los diferentes genes, los haplotipos han sido divididos en dos grupos llamados
Ay B.

El haplotipo A contiene 7 loci: 2DL1, 2DL3, 2DL4, 2DS4, 3DL1, 3DL2 y 3DL3. La diferencia
mas relevante entre ambos haplotipos es el nimero de genes estimuladores presentes en cada
uno de ellos: el haplotipo A s6lo contiene el gen KIR2DS4, mientras que el haplotipo B contiene
varias combinaciones de genes KIR 2DS1, 2DS2, 2DS3, 2DS5, 3DS1, y 2DS4. Ademas, el gen
2DS4 presenta un alelo nulo con una frecuencia aproximada de un 80-85%. De esta forma,
pueden existir individuos homocigotos para el haplotipo A que no expresan genes activadores.
La frecuencia de los haplotipos A y B en las diferentes poblaciones caucésicas es casi la misma,
pero si nos fijamos en el contenido de los genes del haplotipo B podemos observar una gran
variedad de subtipos que difieren en su frecuencia entre las distintas poblaciones. Del mismo
modo, la frecuencia de estos haplotipos varia entre diferentes poblaciones: la frecuencia del

haplotipo A es de un 75% en japoneses, pero no llega al 20% en aborigenes australianos.

Los patrones de desequilibrio de ligamiento son fijos en el haplotipo A para los genes, pero no
para los alelos de estos. Dentro del haplotipo B, existe también un elevado desequilibrio de
ligamiento, pero generalmente, entre pares de genes. Hasta la actualidad se han descrito 553
genotipos  distintos en 18.312 individuos pertenecientes a 151 poblaciones

(http://www.allelefrequencies.net/kir6001a.asp).

Al igual que ocurria con el MHC, se ha descrito la asociacion de los genes KIR con un gran
numero de patologias, fundamentalmente enfermedades autoinmunes, trasplante de progenitores
hematopoyéticos, abortos de repeticion, tumores e infecciones:

(http://www.allelefrequencies.net/diseases/kddb_query.asp).
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La interaccion de la célula NK a través de los receptores KIR se realiza con ligandos en la
superficie de las células diana, fundamentalmente moléculas HLA de clase I, y mas

concretamente con moléculas HLA-C en su mayoria.

En las Tablas 6 y 7 podemos ver los ligandos de los diferentes receptores KIR:

KIR Ligand

2DL1 C2

2DL2 C1 and some C2

2DL3 C1

2DL4 HLA-G1

2DL5 Unknown

2DS1 C2

2DS2 Unknown

2DS3 Unknown

2DS4 HLA-A*11, some C1 (*1601 > *0102,1402),

C2 (*0502 > 0202 > 0401), and non-identified
melanoma antigen

2DSh Unknown

3DL1 HLA-Bw4

3DL2 HLA-A*03, A*11, and microbial CpG DNA
3DL3 Unknown

3DS1 Unknown (HLA-Bw4?)

HLA-C allele groups (i.e., KIR2D ligands):
C1 (Asn80) — C*01,03,0708,12,13,1402,1507 1601, HLA-B46.
C2 (Lys80) - C*02,04,05,06,070712042,1401, 15(without 1507),1602,17

Tabla 6. Receptores KIR y sus ligandos (tomado de Piotr Kusnierczyk, Front Immunol 2013;29
http://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00008).
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2DL1 and 2DS1 2DL2/3and 2DS2  3DL1/ST 3DL2 2DL4 2DS4
HLA-C grp 2 HLA-C grp 1 HLA-B Bw4 HLA-A HLA-G
C*02 C*01 B*08 A3 C*04
C*04 C*03 B*13 A*11
C*05 C*07 B*27
C*06 c*08 B*44

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58

Ligands for 2DL5, 2DS3, 2DS5, and 3DL3 remain undefined

Tabla 7. Especificidad de la union de los receptores KIR con sus ligandos. [77]

En el caso de la TBP existen varios estudios, realizados en diferentes poblaciones y con
resultados inconsistentes. La asociacion de KIR2DL3 con susceptibilidad a TBP, aunque
presente en algunas poblaciones (mestizos de México, Libano, China, India, Argentina), no ha
sido encontrada en otras (Iran, China, Canadd). Varios de los estudios donde se han encontrado
diferencias en la frecuencia de genes KIR, o de haplotipos / genotipos, o de genes centroméricos
/ teloméricos, o de asociaciones de receptores KIR-ligando carecen de un gran poder estadistico
debido al escaso nimero de pacientes y / 0 controles analizados, o bien o realizan un analisis
estadistico inapropiado, evitando utilizar los ensayos de correccion para comparaciones
maultiples. [92-102]. El primer estudio publicado en 2006 estudio la frecuencia de los genes KIR
en una poblacion muy pequefia (97 pacientes con TBP y 51 controles) encontrando una

asociacion estadisticamente significativa de KIR2DL3 con riesgo de TBP.

Otro estudio posterior, realizado en Libano, publicado en 2011 estudié 103 pacientes y 38
controles, encontrando la misma asociacion (p = 0.03). Curiosamente, sefialan que la
significacion estadistica se mantenia tras correccion para comparaciones mdaltiples (test de

Bonferroni), lo cual es una contradiccion, pues esa significacion desaparece.

El estudio de Takij y colaboradores en poblacién Irani, no encontré ninguna asociacion en la

frecuencia de genes KIR entre individuos con TBP y controles sanos.
Otro estudio (Shahsavar F y col), realizado en Iran en el que sélo se incluyeron 50 pacientes con

TB observo6 una disminucion en la frecuencia de KIR3DS1 y de KIR3DS1 con HLA-B Bw4 11e80

en pacientes. Este estudio no disponia de grupo control propio y uso el de Takij y col.
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Un primer estudio de Lu C y col en la etnia Han de China (109 pacientes con TBP y 110
controles) encontré que las frecuencias de KIR2DS1, 2DS3 y 3DS1, del grupo KIR3DS1-2DL5-
2DS1-2DS5 eran mayores en pacientes, y aunque mencionan que realizan correccion de
Bonferroni, no la aplicaron para todos los hallazgos (3DS1, y grupo KIR3DS1-2DL5-2DS1-

2DS5) sobre el que centran gran parte de la discusion y conclusiones.

En otro trabajo, este mismo grupo, con 109 pacientes y 30 controles, realizan una subdivision de
los pacientes segln si encuentran o no bacilos en el esputo, y reportan que dos genotipos (AH y
FZ14) podrian estar relacionados con la eliminacion de Mtb. El poder estadistico de este estudio

es muy pequefio.

Curiosamente, este mismo grupo en un tercer trabajo, analizando 200 pacientes y 200 controles
del mismo origen, no encuentran ninguna diferencia en la frecuencia de genes KIR, entre

pacientes con TBP y controles.

El trabajo de Pydi SS y col. realizado con 144 pacientes (140 TBP y 4 extrapulmonares) y 144
controles presenta un sesgo que los autores mencionan casi como una fortaleza. Al ser una zona
endémica de TB, muchos de los controles podrian estar infectados de forma latente por Mtb. Los
autores sefialan que tanto el TST como los IGRA tienen un valor limitado. Muy al contrario,
servirian para excluir de la poblacion control, individuos con ITL, lo cual podria dar lugar a un
sesgo en los resultados. Encuentran que los genes inhibidores KIR3DL1 y KIR2DL3 y
activadores KIR2DS1 y KIR2DS5 confieren susceptibilidad frente a TB bien de forma individual

0 en combinaciones de haplotipos.

Un primer estudio de Braun K y col. en Canada, incluye 93 individuos de Manitoba con
enfermedad activa, latente o no infectados de las ’primeras naciones canadienses” (63 Dene: 38
sanos, 10 con ITL y 15 con enfermedad activa; 19 Cree: 11 sanos, 4 con ITL y 4 con enfermedad
activa y 11 Ojibwa: 10 sanos y uno con enfermedad activa) y 75 controles caucasicos no
infectados. Encuentran diferencias, no en las frecuencias de genes aislados sino cuando los
agrupan en localizacion centromeérica y telomérica, sin especificar qué genes incluyen en las
comparaciones y ademas considerando todos juntos: controles sanos, individuos con ITL y

enfermos con TB (figura 14).
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Centromere Telomere

HaplotypeA -~~~ EiEN Byl ---—— 00 ----- 3DL1 R - - - Haplotype A
Haplotype B ---2D52 wss Eeg-- 00 ----- 3ps1 ERELY oss (20s1 - ------ Haplotype B

Fig.14. Esquema de los haplotipos A y B. Blanco: genes “framework”, gris: genes activadores,
negro-genes inhibidores. KIR2DP1 y KIR3DP1 son pseudogenes.

Este mismo grupo, en un estudio mas reciente, realizado en poblacion de Manitoba (131 nacidos
en Canadé: 47 pacientes con TBP, 12 individuos con ITL y 72 controles sanos, y 78 no nacidos
en Canada: 32 pacientes, 34 individuos con ITL y 12 controles sanos) ha observado diferencias
en la frecuencia de los genes KIR2DL2, KIR2DL5, KIR2DL5B, KIR2DS2, y KIR2DS3 entre los
grupos con una situacion clinica diferente (sanos, ITL, TBP). De nuevo, el tamafio de las
diferentes poblaciones y grupos estudiados pueden reflejar importantes sesgos en el analisis

estadistico.

El trabajo de Habegger de Sorrentino y col. en amerindios de Chaco en Argentina incluye
también un estudio de los ligandos HLA. Sus resultados reflejan que HLA-B35:19/47-HLA-C*3
podrian ser un factor de susceptibilidad a TB y la combinacién KIR2DL3-HLA-CL1, por su efecto
inhibitorio sobre las células NK, podria contribuir al curso clinico de la infeccidén por Mtb. En
este trabajo se estudiaron a 35 pacientes, 84 contactos no infectados y 63 controles sanos de la

misma etnia.

De nuevo, el nimero de sujetos incluidos en cada grupo es muy pequefio para revelar

asociaciones con un poder estadistico a tener en consideracion.

1.2.4.3. CCL5 (RANTES)

CCLS5, ligando 5 de las quimiocinas-CC (quimiocinas Cisteina-Cisteina), es una proteina de 8
KDa, perteneciente al grupo de citosinas quimiotécticas o quimiocinas. También conocida como
RANTES ([regulated upon activation normal T-cell expressed, and presumably secreted). [103-
104]
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CCLS5 ha sido clasificada como una cinocidina (quimiocina microbicida), debido a la presencia
de un motive tridimensional conservado y a una actividad microbicida directa. Es producida por

linfocitos T, fundamentalmente, tras estimulacion por diversas citosinas (TNF-a, IL-1 o).

CCLS5 ejerce un papel quimiotactico sobre linfocitos T, eosinéfilos y basofilos y juega un papel
muy importante en el reclutamiento de leucocitos en los lugares donde existe un proceso
inflamatorio. CCL5 también induce la proliferacion y activacion de ciertas células NK para dar
lugar a las Ilamadas células CHAK (CC-Chemokine-activated killer cells), [105] las cuales
muestran propiedades similares a las células NK activadas por linfocinas, en concreto por IL-2.
Macrofagos alveolares infectados por Mtb inducirian la produccién de ciertas quimiocinas, entre
las que destacaria CCL5. Esta quimiocina mediaria en la migracion al sitio de la infeccion
tuberculosa de méas macrofagos y linfocitos T, a los cuales ademas activaria, interviniendo en la
formacion del granuloma tuberculoso, que como ya hemos mencionado sirve para contener la
expansion de Mtb y su diseminacion a través del pulmén y a otros tejidos y érganos. [106-108]
Igualmente, se ha postulado un papel de esta quimiocina en la inhibiciéon del crecimiento
intracelular de Mtb en el interior del macréfago infectado. [109]

Otra funcidn ejercida por CCL5 es la de aumentar la adherencia de los monocitos circulantes a
las células endoteliales, incrementando la migracion, no sélo de estos, sino también de linfocitos
T CD4+. [106]

Se han identificado dos polimorfismos (SNPs) en el promotor del gen CCL5, denominados
rs2280788 (-28C/G) y rs2107538 (-403G/A) respectivamente, que en diferentes estudios se ha
visto que estan implicados en la regulacién de la actividad transcripcional de CCL5. [107,108]

Ademas, estos polimorfismos han sido asociados con susceptibilidad al VIH. [108-110]

Mas recientemente, se ha encontrado un nuevo SNP, que parece tener un importante papel
funcional, en el primer intron de CCL5 (rs2280789: In1.1T/C), regulando el nivel transcripcional
del gen mediante un proceso de union diferencial a variantes alternativas de proteinas nucleares,
y que parece conferir cierto papel protector frente al desarrollo de diabetes mellitus

insulindependiente. [111]
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Hasta la fecha, solamente se ha publicado un articulo en el que se ha encontrado una asociacion
entre SNPs funcionales de CCL5 y TB. Este estudio fue realizado en etnia china de Hong Kong.
[112]

En el mismo, se analizaron los 3 SNPs mencionados anteriormente (-403G/A, -28 C/G and
In1.1T/C) y aunque, de forma aislada, no se encontraron diferencias en la distribucion de cada
uno de los polimorfismos entre controles sanos y pacientes con TB, si se hall6 una asociacion
estadisticamente significativa entre varios haplotipos y diplotipos con TB, lo cual sugeriria que

CCLS5 podria jugar algun papel en la susceptibilidad frente a TB.

1.2.4.4. Interleucina 17 (IL-17).
Parte del trabajo se ha centrado en esta citocina, por el cada vez mayor conocimiento de su

relevancia en la fisiologia normal del sistema inmunitario y en su papel en multiples patologias.

La IL-17 comprende una familia de citocinas producida por un grupo de linfocitos T CD4+,
denominados Th17. Se han identificado hasta 6 proteinas diferentes que se denominan IL-17A,
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E y IL-17F. La IL-17A participa en los procesos de
autoinmunidad, inflamacion e inmunidad, y es el componente principal del grupo. La IL-17F
actta en la inmunidad sobre mucosas y La IL-17E tiene un efecto amplificador de la respuesta
de los linfocitos TH2.

La IL-17A esta integrada en una via de sefializacion celular junto a otra interleucina, la IL-23.
Ambas juegan un papel crucial en la respuesta inmune frente a varios patdégenos y muy en

particular frente a la infeccion por micobacterias. [113]

Estas citocinas han sido involucradas en el desarrollo de respuestas inmunes reguladoras y
protectoras un modelos experimentales murinos y en humanos infectados por Mtb. El papel que
juega la IL-17A en el desarrollo de respuestas antimicrobianas, la produccion de quimiocinas, y
el reclutamiento de otras células del sistema inmune para lograr el control de la infeccion ha sido

demostrado en varios estudios. [114-117]

En la infeccién por Mycobacterium bovis, se ha visto que la ausencia de IL-17 no tiene gran
influencia sobre la supervivencia general frente a la infeccion. Sin embargo si que la formacién

de granulomas en el pulmon se ve afectada. [114, 118]
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Como ya vimos anteriormente, la formacion del granuloma es un hecho fundamental en el
control de la infeccién por Mtb, puesto que juega un papel esencial en el secuestro y muerte de
las micobacterias en el pulmon. Aunque los mecanismos que intervienen en su formacion y
maduracion no han sido esclarecidos totalmente, se sabe que la IL-17A esta involucrada en la

formacion de un granuloma maduro en el pulmoén de individuos infectados por Mtb.

Es mas, en modelos experimentales murinos IL-17A -/-, se ha demostrado la imposibilidad de
formacion de granulomas maduros en el pulmon tras infectarles con altas dosis de BCG. [114].
Tras la infeccion por BCG, se induce de forma inmediata la produccién de IL-17A, la cual
también es posible detectar en estadios mas tardios (hasta 52 semanas despues) en la infeccion
por Mth. [119]

Una observacion muy interesante y a la vez no claramente comprendida, es el hecho de que en
los pulmones de individuos infectados por Mtb, las células que principalmente expresan IL-17A

son linfocitos Tyd cuando lo esperado seria que fueran linfocitos T CD4+ Th17. [120]

En el control de los procesos infecciosos ha de existir una regulacion muy fina de las respuestas

de los linfocitos, pues de lo contrario, los efectos de la infeccion serian deletéreos.

Enel caso de la IL-17, se ha visto en modelos experimentales, que existe una estrecha regulacion
por parte del IFN-y. Ratones IFN-y -/- infectados con micobacterias muestran una acumulacion

de linfocitos T efectores activados y neutrofilos en el interior del granuloma.

Estas células no controlan el crecimiento de las micobacterias, por 1o que se pone en compromiso
la integridad del tejido infectado facilitando la expansion de la infeccion. Esto demuestra la
complejidad de la respuesta inmune, la cual requiere de sutiles medidas de regulacién pare evitar
tanto una respuesta desmesurada como una respuesta inmune limitada, incapaz de hacer frente a

la infeccion. [121]

Por ejemplo, la IL-17 participa de manera muy importante en el reclutamiento de neutrofilos a
los lugares donde se produce una inflamacion, a través de procesos estimuladores sobre las
células del estroma para que, estas a su vez, produzcan citocinas quimiotacticas, hematopoiéticas

y proinflamatorias. [122-124]
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Por lo anteriormente expuesto, es necesario conocer en mayor profundidad, el papel exacto de la
IL-17 de la TBP, pues todos estos mecanismos de regulacién, ain no del todo conocidos, podrian
permitir un mayor conocimiento de su influencia en la susceptibilidad o resistencia frente a la

infeccion por Mtb.

1.2.5. Susceptibilidad genética a la tuberculosis: genes implicados.

Hasta la fecha, son muchos los estudios realizados, en busca de factores genéticos asociados con
una mayor susceptibilidad frente a la TB en diferentes poblaciones. Los resultados de varios de
estos estudios han evidenciado inconsistencias y falta de reproducibilidad, quiza debido a como
comenté anteriormente el trasfondo genético de las diferentes poblaciones. Lo que algunos
autores encuentran en una poblacion, por ejemplo, chinos de la etnia Han, no ha podido

reproducirse en individuos caucéasicos o africo-americanos.

Variantes genéticas, mutaciones y polimorfismos en gran cantidad de genes han sido

comunicados en asociacion con TBP. [125-131]

Existen una gran cantidad de estudios genéticos de asociacion con TBP que serian muy largos
de enumerar. Dentro de los genes mas frecuentemente estudiados, destacan los que codifican las
siguientes proteinas: proteina 1 de macrofago asociada con resistencia natural (Natural
resistance-associated macrophage protein 1, NRAMP1) , TLRs, fundamentalmente TLR2, IL-6,
TNF-a, antagonista del receptor de la interleucina-1 (Interleukin-1 receptor antagonist, IL-1RA),
IL-10, receptor de vitamina D (VDR), proteina de union a ICAM-3 no integrina especifica de
células dendriticas (Dendritic cell-specific ICAM-3-grabbing non-integrin, DC-SIGN), proteina
quimiotactica de monocitos-1 (Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), dominio de union
para oligomerizacion de nucledtidos-2 (Nucleotide oligomerization binding domain 2, NOD2),

IFN-y, sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), proteinas surfactantes (SP), y un largo etc.

Recientemente, el uso de estudios de asociacion gendmica amplia (GWAS), los cuales analizan
hasta cientos de miles de variantes genéticas en diferentes poblaciones que comprenden también
miles de sujetos con TBP comparandolos con controles sanos ha permitido identificar un gran
namero de polimorfismos y mutaciones genéticas en nuevos genes, asociados con
susceptibilidad frente a TBP. [132-140]
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Sin embargo, como en el caso anterior de estudios de gen unico, muchos de estos resultados no
han podido ser reproducidos en otras poblaciones. [141-143] La explicacién a esta falta de
replicacion y consistencia en los hallazgos en las distintas etnias estudiadas podria tener su origen
en que el origen multifactorial causante de una infeccion es un hecho evidente. Las distintas
condiciones medioambientales, factores inherentes al patdgeno, caracteristicas relacionadas con
la transmision de la infeccion, la propia variabilidad en el genoma del propio patdgeno
interaccionan de una manera muy estrecha con las propiedades inherentes del hospedador.

Por lo tanto, en este tipo de estudios, se requiere que las caracteristicas de casos y controles sean
determinadas de una manera mas segura para tratar de valorar la importancia del trasfondo
genético de los distintos fenotipos seleccionados. Solo el hallazgo de ciertos loci en regiones
intergénicas se ha encontrado en diferentes poblaciones de Gambia, Malawi, Indonesia y Rusia,
aunque todavia queda por conocer la explicacion de la funcidén de estas alteraciones y su

influencia en los fenotipos estudiados. [143]

Capitulo aparte merece el estudio de las variantes del gen de la MBL, los genes del MHC, y los
genes que dan lugar a los receptores KIR, junto con los del TLR1, la IL-17A, la Dectina-1 y
CARD? por ser el objeto del presente estudio.

En este sentido, nuestro grupo ha aportado algunos resultados contribuyendo a un mayor

conocimiento de esas asociaciones. [144-149]
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Justificacion e Hipotesis
JUSTIFICACION:

-Existen factores de virulencia propios de Mtb que condicionan la evolucion de la infeccion hacia
un estado de latencia o de enfermedad pulmonar activa. Igualmente, por parte del hospedador,
existen también factores, que implican a células y proteinas del sistema inmunitario, que
intervienen en la susceptibilidad o resistencia frente a la ITL / enfermedad activa, producidas por
Mtb. Muchos de estos factores no se han esclarecido y otros son totalmente desconocidos.
Algunos de ellos pertenecen al denominado sistema inmune innato, el cual participa en el
reconocimiento inicial de Mth. Otros, forman parte del sistema inmune adquirido a adaptativo,

que son moduladores clave en la respuesta inflamatoria frente a la infeccion tuberculosa.

-Por otra parte, se ha estudiado la influencia que sobre la susceptibilidad o resistencia frente a la
infeccion por Mtb ejercen diferentes variantes genéticas en muchos genes del sistema inmune
innato y adquirido; asi como, la influencia del MHC y de los genes KIR con resultados
inconsistentes, probablemente debidos a la estructura genética de las distintas poblaciones

estudiadas.

HIPOTESIS

La existencia de factores inmunogenéticos propios del hospedador que influyen en la
susceptibilidad o resistencia frente a la infeccion tuberculosa varian entre distintos grupos
étnicos. En una poblacién pequefia y con un grado de conservacion genética elevada como es la
Comunidad Auténoma de Cantabria, el estudio de diferentes genes del sistema inmune innato y
adquirido implicados en la respuesta inmunoldgica frente a Mtb puede esclarecer el papel de

algunos de ellos e identificar nuevas variantes asociadas a la TBP.
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Objetivos
Objetivo general

Estudiar factores genéticos implicados en la susceptibilidad o resistencia de la TBP en individuos
sanos, individuos con ITL y pacientes con TBP en una poblacion genéticamente conservada de

la Comunidad Auténoma de Cantabria.

Objetivos especificos

. Evaluar la asociacion entre los diferentes antigenos y haplotipos del MHC de clase I y 1l y la
susceptibilidad o resistencia frente a la ITL y/ o la TBP.

. Estudiar la frecuencia de los genes KIR y los haplotipos derivados de estos genes en la
poblacion de Cantabria y comprobar si existe asociacion con la ITL o la TBP.

. Determinar si los polimorfismos funcionales del promotor de CCL5, rs2280788 (-28C/G) y
rs2107538 (-403G/A) se asocian con susceptibilidad o resistencia frente a la TBP.

. Estudiar si la variante funcional en el promotor del gen de la IL-17, G-152A (rs2275913), se
asocia con un mayor riesgo de contraer TBP, y si esta variante modifica los niveles de I1L-17

tras estimulacion de las células de pacientes y controles con antigenos derivados de Mtb.

. Estudiar si el polimorfismo funcional T1805G, rs5743618 se asocia con susceptibilidad o

resistencia frente a la TBP.

. Determinar si existe alguna asociacion entre los polimorfismos del promotor y las variantes
estructurales en el gen de la MBL y los haplotipos y genotipos derivados con la susceptibilidad
frente a TBP.

. Determinar el papel de variantes genéticas de Dectina-1 y CARD9 en la susceptibilidad frente

a la infeccion por Mtb.
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Pacientes y Métodos

4.1. Ambito

El estudio objeto de esta Tesis Doctoral, se llevd a cabo en el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla, en Santander (Cantabria), el cual es un hospital de nivel terciario perteneciente al Servicio
Céantabro de Salud y, con una capacidad de 944 camas. El Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla es el centro hospitalario de referencia de la comunidad autonoma de Cantabria, dando

cobertura a una poblacién aproximada de unos 527.000 habitantes.

4.2. Disefno del estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles retrospectivos, durante los afios 2010-2013 de

pacientes diagnosticados de TBP, individuos con ILT y sujetos sanos.

4.3.  Poblacion de estudio

Las muestras del estudio se recogieron en los siguientes grupos de sujetos:
-Sujetos sanos
-Pacientes diagnosticados de TBP

-Individuos con ITL

Controles sanos

Proceden de individuos sanos de la Comunidad de Cantabria, donantes de sangre del Banco
Regional de Sangre y Tejidos de dicha Comunidad. Para descartar la posible presencia de
individuos con ITL en este grupo, a todos ellos se les realizo un ensayo de liberacion de IFN-y
(IGRA, del inglés Interferon-gamma release assay), mediante el uso del QuantiFERON TB-Gold
In Tube (Alere Healthcare, S.A.U., Espafa). Este, es un ensayo “ex vivo” de estimulacion de
celulas T efectoras en sangre completa con mitégenos (fitohemaglutinina) o antigenos
especificos de Mtb (ESAT-6, CFP-10 y TB7.7) y suero salino como control negativo de no
estimulacion y posterior determinacion de la produccion de IFN-y en el plasma tras un periodo

de incubacion.

Estas proteinas, no aparecen en ninguna cepa de la BCG ni en la mayoria de las micobacterias
no tuberculosas, a excepcion de M. kansasii, M. szulgai y M. marinum. Ademas, ninguno de los
controles seleccionados tenia una historia previa de TB ni contacto con individuos enfermos de
TB en cualquiera de sus formas. Las personas infectadas por organismos del complejo Mtb

suelen tener en la sangre linfocitos capaces de reconocer a este y otros antigenos
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micobacterianos. Este proceso de reconocimiento implica la generacion y secrecién IFN-y. La
deteccion y posterior cuantificacion de IFN-y mediante una t&cnica de enzimoinmunoensayo

(EIA) constituye la base de este método.

Individuos con TBP

Las muestras de este grupo de pacientes fueron obtenidas, bien de pacientes ingresados en el
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla en el momento de la enfermedad, o bien a través
de las bases de datos de los 10 ultimos afios facilitadas por la Seccion de Vigilancia

Epidemioldgica de la Direccion General de Salud Publica del Servicio Cantabro de Salud.

Las primeras fueron recogidas entre los afios 2007 y 2013. Las segundas, pertenecen a individuos
que padecieron TBP desde el afio 2000 hasta el 2010. Todos los pacientes cumplian los criterios
clinicos, radioldgicos y bacterioldgicos de TBP activa en el momento del diagndstico, de acuerdo
con los estandares desarrollados por la Sociedad Americana del Toérax y los Centros para el

Control y Prevencion de Enfermedades (http://www.cdc.gov).

El diagndstico de TBP fue realizado clinicamente y mediante el uso de rayos-X pulmonar, y

confirmado mediante métodos microbioldgicos (microscopia y cultivo).

Individuos con ITL
Las muestras de personas infectadas de forma latente con Mtb, fueron seleccionadas de donantes
de sangre del Banco Regional de Sangre y Tejidos de nuestra Comunidad, quienes en un estudio

rutinario, usando el QuantiFERON TB-Gold In tube, dieron positivo para el ensayo.

El resto de muestras se obtuvieron de contactos de pacientes con TBP activa que resultaron
infectados (diagnosticados mediante el uso de TST e IGRA). En ambos grupos, condicion sine
qua non fue gque en los cinco afios siguientes a la deteccion de la infeccion, no sufrieran una
reactivacion y evolucion a enfermedad activa. Estas muestras se recogieron durante los afios
2007-2012.

Para asegurar la maxima homogeneidad de la poblacién de estudio, todas las muestras tuvieron
un mismo origen étnico (caucasicos), y con tres-cuatro generaciones, incluyendo la suya,

naturales y residentes en la Comunidad Auténoma de Cantabria.
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4.4. Criterios de exclusion

Se excluyeron:

1.

Pacientes que desarrollaron una TB miliar, extrapulmonar localizada o diseminada, con
afectacion localizada o generalizada de otros 6rganos.

Pacientes que ademas de la TBP, presentaban enfermedades autoinmunes, neoplasias,
insuficiencia renal cronica, pacientes trasplantados, alcohdlicos y consumidores habituales
de drogas.

Individuos con ITL que sufrieron una reactivacion de la infeccion.

Pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

4.5. Recogida de informacion

Se recogieron las siguientes variables:

1.
a)

Estudio de la distribucién de los diferentes antigenos del MHC de clase 1 y 11

Estudio de las frecuencias de los antigenos HLA de clase | (loci A, B 'y C), y clase 1l

(loci DRB1 y DQB1)

b) Estudio de las frecuencias de los haplotipos extendidos

2. Estudio de los genes KIR

a) Anélisis de la frecuencia de los distintos genes KIR

b) Anadlisis de la frecuencia de los distintos haplotipos y genotipos generados

c) Anadlisis de la interaccion de los diferentes receptores KIR y sus ligandos

3. Estudio del polimorfismo funcional -152 G /A en el promotor del gen de la IL-17
a) Frecuencias de los alelos G y A en pacientes con TBP y en controles

b) Frecuencias de los genotipos generados

C) Estudio de los diferentes modelos dominante, recesivo y aditivo

d) Influencia del polimorfismo en los niveles plasmaticos de IL-17

4. Estudio de los SNPs funcionales rs2280788 (-28C/G) y rs2107538 (-403G/A) del
gen CCL5

a) Frecuencias de los alelos -403G/A and -28C/G en pacientes con TBP y controles

b) Anadlisis de la frecuencia de los distintos haplotipos, diplotipos y genotipos generados
C) Estudio de los diferentes modelos dominante, recesivo y aditivo
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5. Estudio del polimorfismo T1805G del gen TLR1

a) Frecuencias de los alelos T y G en pacientes con TBP y en controles

b) Frecuencias de los genotipos generados

c) Estudio de los diferentes modelos dominante, recesivo y aditivo

6. Estudio del gen de la MBL (MBL2)

a) Frecuencias alélicas de las variantes estructurales y polimorfismos del promotor del
gen

b) Frecuencia de los distintos haplotipos en los distintos grupos de estudio

C) Frecuencia de los diplotipos (genotipos) derivados de los haplotipos encontrados.

7. Estudio de los polimorfismos del gen de la Dectina-1 (rs3901533, rs7309123,
rs16910526) y del gen CARD9 (rs4077515)

a) Estudio de las frecuencias alélicas de cada uno de los polimorfismos por separado

b) Anélisis del desequilibrio de ligamiento y de las frecuencias haplotipicas.

4.6. Obtencion de muestras

Se obtuvieron varios tipos de muestras:

-Sangre en tubos anticoagulados con EDTA (&cido etildiaminotetracético) o citrato sodico para
extraccion de acido desoxirribonucléico (ADN) y ribonucleico (ARN).

-Sangre en tubos no anticoagulados para la obtencién de suero.

-Sangre en tubos especiales, incluidos en el kit QuantiFERON TB-Gold In tube (tubos Nil o
control conteniendo suero salino, tubos conteniendo fitohemaglutinina, y tubos conteniendo
antigenos especificos de Mth: ESAT-6, CFP-10 y TB7.7). Tras incubacion durante 16-24 horas,

se recoge el plasma y se cdgela a -80°C hasta su analisis mediante enzimoinmunoensayo (EIA).

4.7. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se ha realizado utilizando un sistema semiautomatizado mediante el
empleo de un intrumento, el Maxwell® 16 Instrument (AS1000) y el uso de los equipos de
extraccion Maxwell® 16 Blood DNA Purification Kit (Promega Biotech Ibérica S.L., Madrid,

Espafa), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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El ADN extraido se ha cuantificado y su pureza ha sido evaluada mediante la utilizacién de un
espectrofotometro NanoDrop ND-1000. Posteriormente, las muestras se han almacenado a -20°C

hasta su utilizacion.

4.8.  Tipificacion de los antigenos leucocitarios humanos (HLA)

La determinacién de los antigenos de los diferentes loci (A, B, C, DRB1, DQA1 y DQBL1) del
HLA se ha realizado mediante PCR y posterior hibridacion con oligonucleétidos especificos de
secuencia (PCR-SSO, LifeCodes HLA-SSO, Gen-Probe Inc., San Diego, CA, USA) y anélisis
en una plataforma Luminex 100 (Luminex, Austin, TX, USA) siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

Los kits de tipificacion LIFECODES HLA-SSO emplean oligonucle6tidos con especificidad de
secuencia (SSO) para determinar qué alelos HLA estan presentes en una muestra amplificada
por PCR. No es el método, sino el conjunto de SSO utilizado, lo que determina la capacidad de

distinguir entre los diversos antigenos o alelos presentes en la amplificacién por PCR.

Se realiz6 una amplificacion del ADN por PCR y se emplearon cantidades equimolares del
iniciador directo y del inverso para generar un ADN bicatenario, pero si un cebador es mas
abundante que el otro, ademas de producto bicatenario, la reaccion genera algo de ADN
monocatenario. Durante los ciclos iniciales de la etapa de amplificacion se genera ADN
bicatenario. Una vez agotado el cebador limitante, el cebador restante utiliza el producto
bicatenario como molde para generar ADN monocatenario. Ambos, los productos bicatenarios

una vez desnaturalizados, como los monocatenarios, participaran en la reaccion de hibridacion.

Cada una de las distintas sondas puede ser homdloga de una secuencia del ADN amplificado
exclusiva de un alelo o grupo de alelos. Dicho de otro modo, estas sondas se han creado para que
cada una de ellas hibride preferentemente con una region complementaria que puede estar
presente 0 no en el ADN amplificado. Ademas, el ADN amplificado hibrida también con una o

mas sondas de consenso homologas a secuencias presentes en todos los alelos de un locus.
El anélisis de los resultados de la tipificacion con SSO puede aplicarse para determinar la

presencia 0 ausencia de secuencias concretas de ADN en el producto amplificado y para

identificar los posibles alelos en la muestra.
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En la tipificacion por este procedimiento, se unen las sondas a microesferas Luminex ideadas
para utilizarse con el instrumento Luminex. Se pueden mezclar hasta 100 poblaciones diferentes
de microesferas Luminex y analizarlas en el fluoroanalizador Luminex mediante el software
XPonent 3.1, porque cada una de ellas se distingue por su firma o color de fluorescencia
caracteristico. A cada microesfera de color puede unirse una sonda SSO distinta. Por
consiguiente, en una mezcla compuesta por varias sondas es posible distinguir unas de otras por
su union a microesferas de un color determinado. El instrumento Luminex también mide las
cantidades relativas de producto de PCR marcado que hibrida con cada microesfera Luminex.
Por ello, al igual que ocurre con otros métodos SSOP, la sefial relativa obtenida con las sondas
SSO en el ensayo puede utilizarse para asignar a las sondas una reactividad positiva 0 negativa
con la muestra de ADN amplificado. Esto, a su vez, ofrece la informacion necesaria para

determinar el fenotipo HLA de la muestra.

El andlisis se los resultados se ha realizado utilizando el software MatchIT. De forma gréafica se
explica en la siguiente secuencia de figuras (Figuras 15 A-D)
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Fig. 15A. Esquema del procedimiento de trabajo en la tipificacion HLA.
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Lurrmimex

Figura 15C. Asignacion mediante el software XPonent 3.1 de las diferentes sondas en cada

region.
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Figura 15D. Mediante el analisis con el software MatchIT, el conjunto de sondas que hibridan

con el producto de amplificacién generan un tipaje especifico.

4.9. Genotipado KIR

El andlisis de los genes KIR presentes en los controles sanos, individuos con ITL y pacientes con
TBP se ha realizado utilizando el mismo procedimiento que la tipificacion HLA (PCR-SSO)
usando en este caso el kit Lifecodes KIR-SSO Typing Kit siguiendo las instrucciones del

fabricante.

4.10. Genes / Polimorfismos estudiados
Los genes y los polimorfismos y variantes estructurales estudiados, han sido mencionados

anteriormente:

CCL5

Para estudiar los SNPs funcionales del promotor de CCL5 realizamos una amplificacion

mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en un termociclador Gene-

Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Wellesley, Massachusetts, USA), seguido de una

digestion enzimatica con las enzimas de restriccion (ER) Hinc 1l para el SNP -28 C/G y Rsa para
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el SNP -403 G/A, seguido de un analisis de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP
del inglés restriction fragment length polimorphism).

En ambos casos, se introdujeron unas modificaciones en los cebadores, concretamente en el
extremo 3’ para generar los correspondientes sitios de restriccion y asi poder ser reconocidos por
las ERs (nucledtido subrayado). Se utilizaron los siguientes cebadores para analizar los dos
SNPs:

-28 G/C Forward 5’-ACT CCC CTT AGG GGA TGC CCG T-3’ (G en lugar de C)

-28 G/C Reverse 5’-GCG CAG AGG GCA GTA GCA AT-3’

El producto de PCR generado tiene un tamafio de 175 bp.

-403 G/A Forward 5’-CAC AAG AGG ACT CAT TCC AAC TCA-3’

-403 G/A Reverse 5’-GTT CCT GCT TAT TCA TTA CAG ATC GTA-3’ (G en lugar de una
T)

El producto de PCR generado tiene un tamafio de 206 bp.

Los productos de amplificacion se digirieron con las ERs Hinc I1'y Rsa | respectivamente durante
6 horas a 37°C, las cuales generaban productos de 152 y 23 bp en el primer caso y 180 y 26 en
el segundo caso. Los productos de la digestion enzimatica se analizaron sometiéndolos a una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% y visualizados mediante tincion con GelRed
Nucleic Acid Gel Stain en el Gel Doc XR+.

TLR1

Para estudiar el polimorfismo 1805T/G (1le602Ser), realizamos una amplificacion mediante la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el termociclador Gene-Amp PCR
System 9700, seguido de una digestion enzimatica con la ER Alu | y un analisis mediante la
técnica de RFLP.

Los iniciadores empleados han sido los siguientes:

TLR1-1805F 5’- GGAAAGTTATAGAGGAACCCT-3’
TLR1-1805 R 5’-CTTCACCCAGAAAGAATCGTGCC-3’
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Las condiciones de la PCR fueron:
-95°C-5 minutos de desnaturalizacion inicial.
-35 ciclos de 95°C-30 segundos, 55°C-30 segundos y 72°C-30 segundos.

-72°C-5 minutos de extension final.

Los productos de la PCR se visualizan para valorar el éxito de la amplificacion en geles de
agarosa al 1% sometidos a una electroforesis horizontal y tras el mismo tipo de tincion con

GelRed Nucleic Acid Gel Stain se analizan en el Gel Doc XR+.

El tamafio del producto de amplificacion es de 280 pares de bases. Los productos de
amplificacion se digirieron con la ER Alu | durante 6 horas a 37°C y posteriormente se analizaron
sometiéndolos a una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% y visualizados mediante

el mismo sistema de tincion y fotodocumentacion.

Para confirmar los resultados, varias muestras con distintos genotipos tanto de pacientes como
de controles, fueron secuenciadas en un Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham, MA USA).

IL-17

Al igual gue en el caso anterior el polimorfismo funcional rs2275913 (G-152A), localizado en
el promotor del gen de la IL-17 se ha genotipado mediante la técnica de PCR-RFLP. La
amplificacion se realizé utilizando el mismo termociclador que en el caso del polimorfismo de
TLR1y CCLS5.

Los iniciadores utilizados fueron los siguientes:
IL-17 G-152A F 5’- CAGAAGACCTACATGTTACT-3’
IL-17 G-152A R 5’- GTAGCGCTATCGTCTCTCT-3’

La amplificacion se realizo6 siguiendo estas condiciones:
-Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos.
-35 ciclos: 94°C-30 segundos, 60°C-45 segundos, 72°C-30 segundos.

-Extension final a 72°C durante 5 minutos.

Los productos derivados de la amplificacion se sometieron a una digestion enzimatica, utilizando

la enzima de restriccion Xmn | a 37°C durante 6 horas. Los productos de la digestion se
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analizaron sometiéndolos a una electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2% y se

visualizaron de igual forma que en el caso anterior.

Para confirmar los resultados, varias muestras con distintos genotipos tanto de pacientes como
de controles, fueron secuenciadas en un Applied Biosystems 3130x| Genetic Analyzer y
analizadas con el software BioEdit sequence alignment editor v7.2.5. (Tom Hall, |Ibis
Biosciences, Carlsbad, CA, USA).

MBL2
Polimorfismos del promotor H/L, X/Y y P/Q
Variantes estructurales A, B, Cy D

El estudio de todos ellos, se realizé mediante la tecnologia de hibridacion reversa LIPA (Line
Probe Assay), utilizando el kit comercial INNO-LiPA MBL2 (Innogenetics Diagnoéstica y
Terapéutica S.A., Barcelona, Espafia) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se realiz
una amplificacion mediante la técnica de la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) de parte
del gen MBL2 que cubre la zona de interés, y posteriormente en un instrumento, y de forma
automatizada se afiade el producto de amplificacion a unas tiras de nitrocelulosa que llevan
fijadas unas sondas que unen las diferentes variantes. Tras unos procesos de hibridacion, lavados
y desarrollo colorimétrico, se identifican aquellas sondas positivas, lo que nos permite

diferenciar los distintos haplotipos presentes en cada muestra (Figuras 16A y B).

amplifiad target Test principle based on reverse hybridization:

INNO-LiPA major steps and total incubation time

1. Hybridization 30 min

2. Stringent wash 10 min

- 3. Color development 60 min
alkaline Total <2h

phosphatase

ot streptanadin

Figura 16A. Principio del método de hibridacidn reversa en tira de nitrocelulosa donde se fijan

las sondas para la deteccion de las variantes normales o mutadas.
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EEEEECEEDS

FEEZTETETE

-5506>C W W
-2216>C W W W W
+40=T W W W W
R52C W W W W
G540 W W W W
GSTE W W W W W W W

Figura 16B. Ejemplo de diferentes reactividades que dan lugar a los diferentes haplotipos y

genotipos. M=mutacion, W=alelo normal

4.11. Genotipado mediante ensayos “TaqMan”

Para el analisis de los polimorfismos en los genes de la Dectina-1 (gen CLEC7A) y CARD9 se
ha utilizado los ensayos TagMan o 5’ nucleasa. Se estudiaron las frecuencias alélicas y
haplotipicas de tres polimorfismos en el gen CLEC7A y una en CARD9. Los polimorfismos

estudiados fueron los siguientes:

- 1s3901533 A>C: Chr.12: 10277083 (C__7433799_30)

- 157309123 C>G: Chr.12: 10272593 (C__3130832_10)

- 1516910526 A>C: Chr.12: 10271087 (C__33748481_10)
- 1$4077515 T>C: Chr.9: 139266496 (C__25956930_20)

Se utilizo la tecnologia de PCR en tiempo real mediante un ensayo de discriminacion alélica
“ABI TagMan Allelic Discrimination Assays” (Life Technologies S.A., Madrid, Spain)

utilizando una plataforma ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection System (Life
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Technologies) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este tipo de ensayo consiste en
una PCR en tiempo real en que se utilizan dos sondas marcadas con diferentes fluoroforos que
detectan los distintos alelos. (Figura 17).
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Fig. 17. Representacion esquematica del ensayo de genotipado mediante el uso de sondas
TagMan.
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4.12. Cultivo “ex vivo” y Enzimoinmunoensayo (EIA) IL-17A

Para poder medir los niveles de IL-17A, se recogieron muestras de suero de pacientes con TBP
activa y de controles sanos. Se obtuvo muestras de sangre anticoagulada con citrato sodico de
los mismos grupos (63 controles sanos: 32 varones y 31 mujeres, y 52 pacientes con TBP activa:
28 varones y 24 mujeres). Estas muestras se cultivaron “ex vivo” durante 24 horas a 37°C y 5%
CO2 en presencia de fitohemaglutinina (PHA) como un estimulador policlonal, ESAT-6 o CFP-
10 como antigenos especificos de Mtb o suero salino como control de no estimulacién). Tras la

incubacidn se recogio el plasma y se congelo a -80°C hasta su analisis.

Los niveles de IL-17 han sido determinados utilizando un EIA comercial (Human IL-17A High

Sensitivity ELISA, eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Vienna,Austria).

4.13. Analisis estadistico

Se utilizé el software SPSS, version 12 (Statistical Product and Service Solutions, Chicago, IL,
USA).

Las frecuencias alélicas, haplotipicas y genotipicas se han estimado mediante contaje directo. El
método de 2 test se utilizo para ver si la poblacion control se encontraba en equilibrio de Hardy
Weinberg (HWE), utilizando la herramienta Simple Hardy-Weinberg Calculator-Court Lab
(Washington State University College of Veterinary Medicine, Pullman, WA, USA). La
comparacion de las frecuencias alélicas, haplotipicas y genotipicas entre los diferentes grupos
(controles sanos, pacientes con TBP, e individuos con ITL en el caso del HLA) se ha realizado
mediante el uso de tablas de contingencia 2x2 simples y el test de x2 o el test exacto de Fisher

cuando ha sido necesario, con correccién de Yates.

Se han calculado los valores de p, odds ratio (OR) con intervalos de confianza (IC) del 95%.
Valores de p inferiores a 0.05 han sido considerados estadisticamente significativos. Se han

analizado los modelos de susceptibilidad dominante, recesiva y aditivo:

Dominante: es suficiente con tener un alelo de la variante genética para modificar el riesgo. El
tener dos copias del mismo alelo lo hace en igual proporcién. En este modelo se comparan las
frecuencias de la combinacién de homocigotos y heterocigotos para un alelo con los homocigotos

para el otro alelo (v.g TC + CC frentea TT).

68



Pacientes y Métodos
Recesivo: es necesaria la presencia de las dos copias de la variante alélica para modificar el
riesgo. Los individuos heterocigotos y los homocigotos para el alelo que aparece con mayor
frecuencia tienen el mismo riesgo (v.g. CC se compara frentea TC + TT)

Aditivo: supone que cada copia de la variante, v.g. C en el caso anterior, modifica el riesgo de
un modo aditivo (en escala logaritmica por lo que en algunos casos se denomina modelo
logaditivo). Por tanto, los homocigotos CC tiene el doble de riesgo que los heterocigotos TC. Se
realiza una comparacién ponderada dando un valor de 1 a los heterocigotos y de 2 a los

homocigotos.

El poder estadistico de los diferentes analisis de los resultados obtenidos se ha calculado en todos
los casos mediante el uso del software PS Power and Sample Size Calculations, version 3.0
(NCSS Statistical Analysis & Graphics Software, Kaysville, UT, USA).

En el caso de CCL5, MBL2 y Dectina-1/CARD?9), los estudios comparativos de las frecuencias
alélicas, haplotipicas y genotipicas, y el andlisis del desequilibrio de ligamiento (LD) se ha

realizado utilizando el software online SNPstats (http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats/). [150]

Para construir los bloques de LD y reforzar el estudio también se ha utilizado el software
HaploView 4.2 (https://www.broadinstitute.org).

Para analizar las diferencias en la produccion de IL-17 entre controles sanos y pacientes con TBP
se ha utilizado el método de andlisis para valores con distribucion no paramétrica de Mann-
Whitney. Este anlisis se ha realizado utilizando el software GraphPad Prism, version 5.03.
Losos valores de p menores de 0.05 son considerados significativos. En todos los casos los
analisis estadisticos realizados han sido de dos colas. No se aplico la correccién Bonferroni [151-
155].

4.14. Aspectos éticos

Todos los procedimientos utilizados en este estudio son conformes a los principios sefialados en
la Declaracion de Helsinki. Todas las muestras se han recogido tras un consentimiento informado
oral y escrito, y firmado por cada uno de los individuos que han participado en el estudio. Las
muestras y reactivos utilizados en este trabajo se han manipulado teniendo en cuenta las normas

de bioseguridad del Servicio de Inmunologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.
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El protocolo del estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Comunidad Auténoma de
Cantabria. Todas las muestras se han manejado y analizado de forma andnima, respetando en
todo momento las normas de proteccion de datos (LO 15/1999).
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Resultados

5.1.  Descripcion de la Poblacion De Estudio

Las caracteristicas demograficas de los individuos de este estudio se recogen en la Tabla 8.

Caracteristica Controles sanos Individuos con Pacientes con TBP
n =266 ITL N =192
N =119

Varones 150 116 74
Mujeres 116 80 45

Ratio varon / mujer 1.29 1.40 1.64

Media de edad 49 55 54

Rango de edad 18-66 21-76 24-68

Tabla 8. Principales caracteristicas demogréaficas de los controles sanos, individuos con ITL y

pacientes con TBP incluidas en el estudio.

5.2.  Distribucion de los antigenos HLA de clase |
El estudio de tipificacion de los antigenos y haplotipos HLA se realiz6 en 160 pacientes con

TBP, 109 individuos con ITL y 262 controles sanos.

HLA-A

Respecto al locus A, solamente el antigeno HLA-A*02 se encontr6 con mayor frecuencia en
individuos con ITL comparado con controles sanos (34.86% vs 25.19%, p=0.009, OR 1.59
IC95% 1.13- 2.24) y con pacientes con TBP (34.86% vs 25.79%, p=0.03, OR 1.54 1C95% 1.06-
2.24) respectivamente (Tablas 9 y 10). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo

control y pacientes con TBP. El poder estadistico fue de un 98% y 97% respectivamente.
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AHIEIX Cr(])r;t;(;fs N I:Té_lg Controlesvs ITL
HLA-A* n (%) n (%) P OR 95%ClI

01 56 (10.69) | 20 (9.17)

02 132 (25.19) | 76 (34.86) 0,0098 0,63 0.45-0.89
03 69 (13.17) | 16 (7.34)

11 43 (8.21) 8 (3.67)

23 19 (3.62) 5(2.29)

24 40 (7.63) | 15(6.88)

25 12 (2.29) 6 (2.75)

26 16 (3.05) 9 (4.13)

29 48 (9.16) | 2210.09)

30 20 (3.82) 9 (4.13)

31 13 (2.48) 4 (1.83)

32 12 (2.29) 9 (4.13)

33 16 (3.05) 8 (3.67)

34 1(0.19) 0 (0.0)

66 4 (0.76) 0 (0.0)

68 22 (4.20) 9 (4.13)

74 0 (0.0) 1 (0.46)

80 1(0.19) 1 (0.46)

Tabla 9. Distribucion de los antigenos del locus A del HLA de clase | en controles sanos, e
individuos con ITL. La n es el doble del n° de individuos de cada grupo pues considera ambos
alelos. Sélo se muestran los valores estadisticamente significativos.

El * indica que la determinacion de los antigenos HLA se ha realizado mediante técnicas de

biologia molecular.
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Alelo ITL TBP
HLA | n=218 | n=318 TBPVsITL
HLA-A* | n (%) n (%) P OR 95%CI

01 20 (9.17) | 28 (8.81)

02 | 76 (34.86) | 82(25.79) | 0,0302 | 065 | 0.45-0.94
03 16 (7.34) | 38 (11.95)

11 8(3.67) | 26(8.18)

23 5(229) | 7(2.20)

24 15 (6.88) | 35 (11.01)

25 6(2.75) | 11(3.46)

26 9(4.13) | 8(252)

29 2210.09) | 30 (9.43)

30 9(4.13) | 10 (3.14)

31 4(183) | 9(283)

32 9(413) | 8(252)

33 8(3.67) | 14 (4.40)

34 0(0.0) | 2(0.63)

66 0(0.0) | 0(0.0)

68 9(4.13) | 10(3.14)

74 1(0.46) | 0(0.0)

80 1(0.46) | 0(0.0)

Tabla 10. Distribucion de los antigenos del locus A del HLA de clase | en pacientes con TBP e
individuos con ITL. Un paciente con TBP no pudo ser tipificado y por ello la n en los pacientes

con TBP es de 318 en lugar de 320. So6lo se muestran los valores estadisticamente significativos.

HLA-B

Inicialmente, no se hallaron diferencias, pero tras reanalizar los datos, se encontraron importantes
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de diferentes antigenos HLA-B
entre controles sanos, individuos con ITL y pacientes con TBP (Tablas 11-13).

Existe un porcentaje significativamente elevado de HLA-BO7 en controles respecto de pacientes
con TBP (p=0.0013 OR 0.36 1C95% 0.20-0.67) (Tabla 15). El poder estadistico de esta
asociacion era mayor del 60%.

Alelo |CONTROLES| TBP
HLA n =524 n =318 TBP vs Controles
HLAB* [ n() [ n) | P [OR] IC95%

76



Resultados

07 57 (10.88) | 14 (4.40) | 0,0016 | 0,38 | 0,21-0,69
08 30 (5,73) 9 (2,83) 0077 | 048 | 0,22-1,02
13 12 (2,29) 5 (1,57)
14 31(592) | 14 (4,40)
15 41(782) | 16 (5,03)
18 20 (3,82) 8 (2,52)
27 20 (3,82) 9 (2,83)
35 53 (10,11) | 22(6,92)
37 4(0,76) 2 (0,63)
38 6 (1,45) 5 (1,57)
39 3(0,57) 3 (0,94)
40 18 (3,44) 8 (2,52)
41 4(0,76) 4 (1,26)
44 104 (19,85) | 49 (15,41)
45 6 (1,45) 0 (0,00)
47 0 (0,00) 0 (0,00)
48 0 (0,00) 0 (0,00)
49 17 (3,24) 8 (2,52)
50 10 (1,91) 4 (1,26)
51 41(7,82) | 26(8,18)
52 7 (1,34) 2 (0,63)
53 10 (1,91) 0 (0,00)
55 8 (1,53) 2 (0,63)
56 2 (0,38) 1(0,19)
57 14 (2,67) 7 (2,20)
58 6 (1,45) 0 (0,00)
78 0 (0,00) 0 (0,00)
95 0 (0,00) 0 (0,00)

Tabla 11. Distribucion de los antigenos HLA-B (nimero y frecuencia) en controles sanos y

pacientes con TBP. En negrita se muestran las asociaciones estadisticamente significativas

Cuando comparamos individuos con ITL y controles sanos, existe un porcentaje claramente
significativo del antigeno HLA-B14, mas frecuente en individuos con ITL (p=0,0003 OR 2.64
IC95% 1.56-4.46), y en menor grado de los antigenos HLA-B08, B40 y B44) (Tabla 12).

El poder estadistico fue de un 92% para B14, 61% para B08, 55% para B40 y menor del 50%
para B44.

Alelo CONTROLES ITL
HLA n =524 n=218

HLA-B* n (%) n (%) P | OR | 1C9%5%

ITL vs Controles
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07 57 (10.88) | 32 (14.68)
08 30(573) |22(1009 | 0049 | 185 1,04-3,28
13 12 (2,29) 2 (0,92)
14 31(592) |31(14,22) | 00003 | 2,64 1,56-4,46
15 41(7,82) | 23(10,55)
18 20 (3,82) 14 (6,42)
27 20 (3,82) 15 (6,88)
35 53 (10,11) | 28 (12,84)
37 4 (0,76) 4 (1,83)
38 6 (1,45) 2 (0,92)
39 3(0,57) 4 (1,83)
40 18 (3,44) 16 (7,34) 0,03 2,23 1,12-4,42
41 4 (0,76) 4 (1,83)
44 104 (19,85) | 59 (27,06) | 0,037 1,5 1,04-2,17
45 6 (1,45) 2 (0,92)
47 0 (0,00) 1 (0,46)
48 0 (0,00) 1 (0,46)
49 17 (3,24) 9 (4,13)
50 10 (1,91) 4 (1,83)
51 41(7,82) | 24 (11,01)
52 7 (1,34) 2 (0,92)
53 10 (1,91) 4 (1,83)
55 8 (1,53) 3 (1,34)
56 2 (0,38) 2 (0,92)
57 14 (2,67) 6 (2,75)
58 6 (1,45) 2 (0,92)
78 0 (0,00) 1(0,19)
95 0 (0,00) 1(0,19)

Tabla 12. Distribucion de los antigenos HLA-B (nimero y frecuencia) en controles sanos e

individuos con ITL. En negrita se muestran las asociaciones estadisticamente significativas.

Cuando se compararon individuos con ITL respecto a los pacientes con TBP, se observo un
porcentaje claramente significativo de varios antigenos, mas frecuentes en individuos con ITL:
HLA-B07, (p<0,0001 OR 0.27 1C95% 0.14-0.51), HLA-B08, (p=0,0008 OR 0.26 1C95% 0.12-
0.58), HLA-B14, (p<0,0001 OR 0.28 1C95% 0.14-0.54), y HLA-B44, (p=0,0014 OR 0.49
1C95% 0.32-0.75), y en menor medida de los antigenos HLA-B15, B18, B27, B35 y B40 (Tabla
13).

Alelo ITL TBP
TBPvs ITL
HLA | n=218 | n=2318 Vo
HLA-B* | n (%) n (%) P | OR | IC9%5%
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07 32 (14.68) | 14 (4.40) | 0,0001 | 0,27 0,14-0,51
08 22(10,09) | 9(2,83) | 0,0008 | 0,26 0,12-0,58
13 2(092) | 5(1,57)
14 31(14,22) | 14(4,40) | 0,0001 | 0,28 0,14-0,54
15 23(10,55) | 16(5,03) | 0025 | 045 0,23-0,87
18 14 (6,42) | 8(2,52) 0043 | 0,38 0,15-0,91
27 15(6,88) | 9(2,83) 0044 | 039 0,17-0,92
35 28 (12,84) | 22 (6,92) 0,03 0,50 0,28-0,91
37 4(1,83) | 2(0,63)
38 2(092) | 5(1,57)
39 4(1,83) | 3(0,94)
40 16 (7,34) | 8(2,52) 0015 | 033 0,14-0,78
41 4(1,83) | 4(1,26)
44 59 (27,06) | 49 (15,41) | 0,0014 | 0,49 0,32-0,75
45 2(0,92) | 0(0,00)
47 1(0,46) | 0(0,00)
48 1(0,46) | 0(0,00)
49 9(4,13) | 8(2,52)
50 4(1,83) | 4(1,26)
51 24 (11,01) | 26 (8,18)
52 2(092) | 2(0,63)
53 4(1,83) | 0(0,00)
55 3(1,34) | 2(0,63)
56 2(0,92) | 1(0,19)
57 6(275) | 7(2,20)
58 2(0,92) | 0(0,00)
78 1(0,19) | 0(0,00)
95 1(0,19) | 0(0,00)

Tabla 13. Distribucion de los antigenos HLA-B (nimero y frecuencia) individuos con ITL
respecto de pacientes con TBP. En negrita se muestran las asociaciones estadisticamente
significativas. El poder estadistico fue de un 100% para B0O7, 90% para B08, 96% para B14, 89%

para B44, y mayor del 50% en el resto de asociaciones significativas.

HLA-C

Al analizar el locus C, sélamente el antigeno HLA-C08 se encontr6 con mayor frecuencia en
individuos con TBP comparado con controles sanos (9.75%% vs 5.34%, p=0.022, OR 1.91
IC95% 1.12- 3.25) y con pacientes con TBP (34.86% vs 25.79%, p=0.03, OR 1.54 1C95% 1.06-
2.24) (Tabla 14). No se encontraron diferencias significativas al comparar individuos con ITL y

pacientes con TBP.
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Alelo |CONTROLES| ITL TBP
HLA n =524 n=218 | n=318 | 'BPVSCONTROLES
HLA-C* n (%) n (%) n (%) P OR | 95%CI
01 18 (3.44) 8(3.67) | 18 (5.66)
02 36 (6.87) | 11(5.05) | 15 (4.72)
03 481(9.16) | 18(8.26) | 31(9.75)
04 75(14.31) | 29 (13.30) | 38 (11.95)
05 37(7.06) | 16(7.34) | 22 (6.92)
06 36 (6.87) | 15(6.88) | 18 (5.66)
07 134 (2557) | 49 (22.45) | 79 (24.84)
08 28(5.34) | 13(5.96) | 31(9.75) | 0,022 | 1,91 |1,12-325
12 26 (4.96) | 14 (6.42) | 12 (3.77)
14 6 (1.14) 7320 | 9(2.83)
15 26 (4.96) | 16(7.34) | 13 (4.09)
16 50 (9.54) | 21(9.63) | 30 (9.43)
17 4 (0.76) 1(0.46) | 4(1.26)

Tabla 14. Distribucion de los antigenos del locus C del HLA de clase | en controles sanos,

pacientes con TBP e individuos con ITL. El poder estadistico fue del 66%.

5.3.

Respecto al locus DRB1, el antigeno HLA-DRB1 04 se encontré con mayor frecuencia en
individuos con TBP comparado con controles sanos (17.30% vs 11.83%, p=0.037, OR 1.55

1IC95% 1.04-2.29). No se hallaron diferencias significativas al comparar las frecuencias de este

Distribucion de los antigenos HLA de clase 11

antigeno entre pacientes con TBP e individuos con ITL ni entre estos y controles.

DRB1 07 se encontr6 con una menor frecuencia, estadisticamente significativa, en pacientes con
TBP vs controles sanos e individuos con ITL (13.84% vs 19.66%, p=0.036, OR 0.65 1C95%
0.44-0.96 y 13.84% vs 21.10, p=0.034 OR 0.60 1C95% 0.38-0.94 respectivamente) (Tablas 15y

16).

No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y pacientes con TBP en las

frecuencias de

esta antigeno.

HLA |CONTROLES| TBP
ALELO g = a18 TBP vs CONTROLES
HLA-
DRB1* n (%) n (%) P OR 95%Cl
01 68 (12.98) | 43 (13.52)

80




Resultados

03 52(9.92) | 37 (11.64)

04 62 (11.83) | 55(17.30) | 0.037 | 155 1.04-2.29
07 103 (19.66) | 44 (13.84) | 0.036 | 0.65 0.44-0.96
08 19 (3.63) 13 (4.09)

09 5 (0.95) 2 (0.63)

10 6 (1.14) 4 (1.26)

11 49 (935) 31 (9.75)

12 6 (1.14) 4 (1.26)

13 74 (14.12) | 34 (10.69)

14 10 (1.91) 11 (3.46)

15 62 (11.83) | 35 (11.01)

16 8 (1.52) 7 (2.20)

Tabla 15. Distribucion de los antigenos del locus DRB1 del HLA de clase Il en controles sanos
y pacientes con TBP. El poder estadistico fue de un 94% para DRB1 04 y 99% para DRB1 07.

Alelo ITL TBP
HLA n=218 | n=318 ITL vs TBP
HLA-
DRB1* n (%) n (%) P OR 95%ClI
01 23 (10.55) | 43 (13.52)
03 19 (8.72) | 37 (11.64)
04 31 (14.22) | 55 (17.30)
07 46 (21.10) | 44 (13.84) | 0034 | 0.60 0.38-0.94
08 15(6.88) | 13 (4.09)
09 2(0.92) | 2(0.63)
10 3(1.32) | 4(1.26)
11 20 (9.17) | 31(9.75)
12 0(0.0) | 4(L26)
13 2210.09) | 34 (10.69)
14 8 (367) | 11(3.46)
15 26 (11.93) | 35 (11.01)
16 3(1.32) | 7(2.20)

Tabla 16. Distribucién de los antigenos del locus DRB1 del HLA de clase Il en controles sanos

e individuos con ITL. El poder estadistico de la asociacion fue de un 84%.

Respecto a los loci DQA1y DQBL, al comparar las frecuencias de los antigenos del mismo entre

los tres grupos, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tablas 17 y 18).
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Alelo CONTROLES ITL TBP
HLA n =524 n=218 n=318
HLA-DQAL1* n (%) n (%) n (%)
01 222 (42.36) 84 (38.54) 129 (40.57)
02 102 (19.46) 46 (21.10) 43 (13.53)
03 75(14.31) 33(15.14) 60 (18.87)
04 15 (2.86) 12 (5.50) 11 (3.46)
05 109 (20.80) 42 (19.27) 78 (24.53)
06 1 (0.02) 1 (0.05) 1 (0.03)

Tabla 17. Frecuencia de los antigenos del locus DQAL en los diferentes grupos de estudio.

Alelo CONTROLES ITL TBP
HLA n=>524 n=218 n=318
DOB1* n (%) n (%) n (%)
02 141 (26.91) 60 (27.52) 78 (24.54)
03 145 (27.67) 61 (27.98) 106 (33.33)
04 16 (3.05) 12 (5.50) 12 (3.79)
05 95(18.13) 37(16.97) 61(19.19)
06 127 (24.24) 48 (22.02) 65 (20.45)

Tabla 18. Frecuencia de los antigenos del locus DQBL1 en los diferentes grupos de estudio.

5.4. Distribucion de los genes, haplotipos y genotipos KIR

En este estudio, 233 controles sanos, 169 pacientes con TBP y 119 individuos con ITL fueron
analizados. Utilizando el software poptree2 se construy6 el arbol filogenético o dendrograma y
las distancias genéticas entre las poblaciones de la base de datos de frecuencias de genes KI/R

(The Allele Frequency Net Database, http://www.allelefrequencies.net/#) (Figura 18).
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Figura 18. Arbol filogenético con las distancias genéticas segtn la frecuencia de los genes KIR.
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Los resultados del estudio de las frecuencias en la distribucion de los genes K/R en nuestra poblacion se muestran a continuacion (Tabla 19).

Genes TBP ITL Controles plITLvs OR I1C95% pITL OR 1IC 95%

KIR n (%) n (%) Controles vs TBP

2DL2 88 70 108 0.036 1.65 | 1.06-2.58 - - |-

(52.1) | (52.1) | (46.3)

2DS2 91 71 107 0.02 1.74 | 1.11-2.73 - - -

(53.8) | (59.7) | (45.9)

2DS4 155 117 214 0.028 5.19 | 1.19-22.69 | 0.018 | 5.28 | 1.18-23.70

91.7) | (98.3) | (91.8)

2DS5 61 29 92 0.007 0.49 | 0.30-0.81 0.047 | 0.57 | 0.34-0.96

(36.1) | (24.4) | (39.5)

Tabla 19. Distribucién de los genes KIR en pacientes con TBP, individuos con ITL y controles. S6lo se muestran aquellos genes donde se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. El poder estadistico del estudio fue de 83%, 83%, 60% y 80% para ITL vs controles, y 81 y 71% para ITL vs

TBP respectivamente.
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No se encontraron diferencias en la frecuencia de genes KIR entre pacientes con TBP y controles.
Respecto a los individuos con ITL, KIR2DL2, 2DS2, 2DS4 y2DS5 estaban presentes con mayor
frecuencia en estos comparados con el grupo control, mientras que sélo KIR2DS4 y 2DS5 eran

significativamente mas frecuentes en individuos con ITL vs pacientes con TBP.

Respecto al analisis de los diferentes genotipos KIR, se identificaron 43 genotipos diferentes: 16
compartidos entre los 3 grupos del estudio, 9, 6 y 4 exclusivos de controles, pacientes con TBP
e individuos con ITL respectivamente. Se hallé un nuevo genotipo (2DL1, 2DL3, 2DL5, 2DS1,
2DS4, 2DS5, 2DP1, 3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1, 3DP1) tomando como referencia la base de datos
de genotipos KIR.(http://www.allelefrequencies.net/kir6001a.asp)

So6lo se encontraron diferencias en la frecuencia de los genotipos Bx2 y Bx4 en individuos con

ITL vs controles sanos (Tabla 20).

Genotipo TBP ITL Controles p IC 95%
KIR (%) (%) (%) (ITL vs
Controles)
28(16.1) | 10(8.4) | 41(17.6) 0.024 0.43 | 0.21-0.89
Bx4 23(136) | 23(19.3) | 19(7.9) 0.003 2.76 | 1.44-531

Tabla 20. Distribucion de los genotipos KIR en pacientes con TBP, individuos con ITL y
controles. So6lo se muestran aquellos genotipos donde se encontraron diferencias

estadisticamente significativas. El poder estadistico fue del 71% para Bx2 y 79% para Bx4.

En el estudio de los diplotipos KIR no se encontraron diferencias en la distribucion de AA (A,-)
y Bx (AB) y BB (B, -) entre los distintos grupos estudiados (Tabla 21).
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Diplotipo Controles

KIR n (%)
A, - 45 (26.63) 34 (28.57) 73 (31.33)
Bx 92 (54.44) 72 (60.50) 122 (52.36)
B, - 32 (18.93) 13 (10.92) 38 (16.31)
Total 169 119 233

Tabla 21. Distribucion de los diplotipos KIR en los tres grupos estudiados. No existen diferencias
estadisticamente significativas.

Posteriormente, se analiz6 la distribucion de la frecuencia de genes KIR centroméricos y
teloméricos (Figura 14) y se comparé esta frecuencia entre controles, pacientes con TBP e

individuos con infeccidn latente, no hallandose ninguna diferencia.

5.5. Interaccion de los receptores KIR con sus ligandos HLA

Se estudio la interaccion de los receptores KIR inhibidores con sus ligandos HLA Tabla 22 A-
C).

Grupo C1 Grupo C2

C*01=01:02 C*02=02:02, 02:10

C*03=03:02, 03:03, 03:04 C*04=04:01

C*07=07:01, 07:02, 07:04, 07:12, 07:18 C*05=05:01

C*08=08:01, 08:02, 08:08 C*06= 06:02

C*12=12:02, 12:03 C*15=15:02, 15:04, 15:05

C*14=14:02 C*16=16:02

C*16=16:01 C*17=17:01
C*18=18:02

Tabla 22A. Ligandos HLA de los receptores KIR, pertenecientes a los grupos C1y C2
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B*13 (pero no se considera ligando de
KIR3DL1)

B*15:13 (B77)

B*15:16, 15:17 (B63)
B*15:24 (B62)

B*15:25 (B62)

B*27 (excluyendo 27:08)
B*37

B*38

B*44

B*47

B*49

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58

B*59

Bw4 Bwb6

A*23, 24, 32 (son ligandos de KIR3DL1) B*07

A*25 (¢se considera ligando de KIR3DL1?: B*08

A* 2501 protege débilmente frente a la lisis mediada por B*14

c_élulas NK KIR3DL1+, eso podria significar que si es B*15:01 (B62)

ngg;do de KIR3DL1. Foley BA, Blood 2008;112:435- B*15:02, 15:08, 15:11 (B75)
B*15:03 (B72)
B*15:09 (B70)

B*15:10 (B71)
B*15:12 (B76)
B*18
B*27:08
B*35

B*39

B*40

B*41

B*42

B*45 (*45:01) y (*45:02)
B*46

B*48

B*50

B*54

B*55

B*56

B*67

B*73

B*78

B*81

B*82

Tabla 22B. Ligandos HLA-B pertenecientes a los grupos HLA-B Bw4 y Bwé.

Bw4 11e80

Bw4 Thr80

A*23, 24, 32 (son ligandos de KIR3DL1)
A*25 (¢se considera ligando de KIR3DL1?)
B*15:13 (B77), 15:16, 15:17 (B63), 15:24 (B62)
B*27:02

B*38:01

B*49

B*51

B*52

B*53

B*57

B*58

B*13:01, *13:02

B*27 (excluyendo 27:02 y 27:08)
B*37

B*38:02

B*44

B*47

Tabla 22C. Ligandos HLA-B con Isoleucina o Treonina en la posicién 80.

87




Resultados
La frecuencia de KIR2DL1 con HLA-C de grupo 2 (C02, 04, 05, 06, 15, 16, 17 y 18), se encontré con mayor frecuencia en controles vs pacientes

con TBP (67.4 versus 56.9%, p=0.035, OR 0.64 1C95% 0.42-0.96). Respecto a individuos con ITL, KIR3DL1 interaccionando con antigenos HLA-
Bw4 se encontré con mayor frecuencia que en pacientes con TBP (74.1 frente a 61.1%, p=0.03, OR 0.55 1C95% 0.32-0.92) y KIR2DS2 junto a
2DL2 se presentaba con mayor frecuencia comparado con controles (57.8 versus 45.7%, p=0.04, OR 1.68 1C95% 1.04-2.55), (Tabla 23).

RECEPTORES TBP vs CONTROLES TBP vs ITL ITL vs CONTROLES
INHIBIDORES ~ CONTROLES ITL - TBP ", = ""opicoss6  p  ORIC95% p  ORIC95%

2DL1yC2 67.4 69.0 | 56.9 | 0.0356 0.64 (0.42-0.96)

2DL1sin C2 30.9 29.3 38.9

2DL2yC1 37.4 448 | 43.1

2DL2sin C1 9.1 12.9 9.0

2DL3yC1 72.6 72.4 | 70.1

2DL3sin C1 16.1 19.0 18.0

2DL2/3yC1 81.3 79.3 79.6

3DL1 con Bw4 lle, Thro A 76.5 81.9 76.0

3DL1 con Bw4 68.3 74.1 |61.1 0.0308 0.55 (0.32-0.92)

11e80 25.2 23.3 30.5

Thr80 35.2 40.5 38.3

Ambas 7.8 10.3 7.8

3DL1 sin Bw4 23.9 23.3 31.1

3DL1y A con Bw4 28.3 25.9 31.7

3DL1y Asin Bw4 63.9 71.6 60.5 0.0728 0.61(0.36-1.01)

3DL2 y A3 y/o All 34.3 29.3 36.5

2DL3 sin 2DL2 53.5 42.2 | 47.9

2DS2 con 2DL2 45.7 57.8 | 52.1 0.0442 1.63 (1.04-2.55)

2DS2 sin 2DL2 0.4 0.9 1.8

Tabla 23. Interaccién de los genes KIR inhibidores con sus ligandos HLA de clase 1. Las frecuencias se expresan en %.
El poder estadistico fue de un 82% para 2DL1 y C2, 60% para 3DL1 con Bw4 y 83% para la asociacién 2DS2 con 2DL2.
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Respecto a los genes KIR activadores y su interaccion con los ligandos HLA, la presencia de més de un gen KIR activador (haplotipo B) junto con
ligandos HLA-C del grupo 1 en homocigosis (C01, 03, 07, 08, 12, 14 y 16), se encontré con mayor frecuencia en pacientes con TBP respecto de
controles e individuos con ITL (28.1, 10.9 y 16.4%, p<0.00001 OR 3.21 I1C95% 1.88-5.48 y p=0.03 OR 2 IC95% 1.10-3.63, respectivamente).

Igualmente, la presencia de KIR3DS1 sin ligando HLA-B del grupo Bw4, se hall6 con mayor frecuencia en pacientes con TBP que en individuos

Resultados

con ITL (16.8 vs 7.8%, p=0.03 OR 2.39 1C95% 1.08-5.29), (Tabla 24).

RECEPTORES TBP vs CONTROLES TBP vs ITL
ACTIVADORES / LIGANDOs  Controles - ITL - TBP ORIC95%  p OR IC 95%
2DS1yC2 31.7 259 | 24.0
2DS1 sin C2 14.8 8.6 16.8
2DS2yC1 37.0 45.7 | 44.3
2DS2 sin C1 9.1 12.9 9.6
3DS1 con Bw4 33.0 26.7 | 25.1
1le80 14.3 8.6 9.6
Thr80 15.2 16.4 | 144
Ambas 35 1.7 1.2
3DS1 sin Bw4 13.0 7.8 16.8 0.0313 2.39(1.08-5.29)
3DS1y A con Bw4 16.1 6.9 13.2
3DS1y Asin Bw4 30.0 27.6 | 28.7
C1, C1 con 1 activador 8.3 129 |11.4
C1, C1 con >1 activador 10.9 16.4 | 28.1 | <0.00001 3.21 (1.88-5.48) | 0.0309 2 (1.10-3.63)
C1, C1 con O activador 0 0.0 0

Tabla 24. Interaccion de los genes KIR activadores con sus ligandos HLA. Las frecuencias se expresan en %. Solo se reflejan los resultados

estadisticamente significativos. La potencia del estudio fue de un 63% para 3DS1 sin Bw4 y del 99% para C1, C1 con >1 acti
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5.6.  Frecuencias de genes KIR activadores e inhibidores

Cuando se compararon las frecuencias de los genes KIR que codifican para receptores activadores entre los diferentes grupos del estudio se pudo
observar una diferencia estadisticamente significativa en la presencia de dos genes activadores entre pacientes con TBP e individuos con ITL vs
controles (28 y 25% vs 20%, p 0.02 OR 2.11 1C95% 1.15-3.90 y p=0.0017 OR 2.82 1C95% 1.50-5.35 respectivamente) (Tabla 25).

Dentro de estos, la frecuencia de los genes KIR2DS2 y KIR2DS4 conjuntamente era mas frecuente en individuos con ITL frente a controles sanos
19.33 vs 8.15%, p=0.0039 OR 2.70 1C95% 1.40-5.19).

GENES KIR TBP ITL CONTROLES LTI vs CONTROLES

Ne Genes KIR n (%) n (%) n (%) p OR IC 95% p OR IC 95%
1 ACTIVADOR | 45(26.63) | 35(29.41) | 74 (31.76)

2 ACTIVADORES | 28 (16.57) | 25(21.01) | 20(8.58) | 0.02 2.11 1.15-3.90 0.0017 1.50-5.35
2DS2+2DS4 23(13.61) | 23(19.33) | 19(8.15) 0.0039 | 2.70 1.40-5.19
3 ACTIVADORES | 29 (17.16) | 18(15.13) | 36 (15.45)

4 ACTIVADORES | 38 (22.49) | 16(13.45) | 53(22.75)

5 ACTIVADORES | 20(11.83) | 21(17.65) | 35 (15.02)

6 ACTIVADORES | 9 (5.33) 4 (3.36) 15 (6.44)

TOTAL 169 (100) | 119 (100) | 233 (100)

Tabla 25. Frecuencia de genes que dan lugar a receptores KIR activadores en los diferentes grupos del estudio. La potencia del estudio fue de un

64 % para 2 activadores entre TBP y controles, 87% entre ITL y controles, y para 2DS2+2DS4 del 70% entre ITL y controles.

Al estudiar la frecuencia de los genes KIR que codifican receptores inhibidores no se encontraron diferencias significativas entre ninguno de los

grupos estudiados.
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5.7.  Frecuencias de los polimorfismos en el promotor de CCL5
Segun la base de datos de SNPs del National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/snp), en lo referente al SNP rs2107538 (-403 G/A), el alelo G es
el més frecuente en todas las poblaciones estudiadas, siendo el alelo A el alelo ancestral.
Respecto al SNP rs2280788 (-28 C/G), el alelo C seria el alelo ancestral y el de mayor frecuencia

en las poblaciones estudiadas.

En este estudio, se analizaron las frecuencias de los dos SNPs del promotor de CCL5, rs2107538
(-403 G/A) y rs2280788 (-28 C/G) en 76 pacientes con TBP y 157 controles sanos (Tabla 26).

CONTROLES TBP o
ALELO n (%) n (%) P OR 1IC 95%

403G | 271(86.31)* | 110(72.37) | 0.0004°  0.42  0.26-0.67
-403A 43 (13.69) | 42(27.63)

CONTROLES TBP

0]
ALELO " (%) " (%) P OR IC 95%
-28C 298 (94.90) | 126 (82.89) | 0.00001°  0.26  0.13-0.50
-28G 16 (5.10) 26 (17.11)

Tabla 26. Frecuencias alélicas de los SNPs, rs2107538 (-403 G/A) y rs2280788 (-28 C/G).

2 Los datos se expresan como nimeros absolutos y porcentajes (en paréntesis)

b'|_a n refleja la suma de los dos alelos de cada SNP, por lo que el nimero total es el doble del
namero de casos y controles.

¢ El valor de p es el mismo para el otro alelo de cada SNP.

La potencia estadistica era de un 100% para -403G/A y del 96% para -28C/G.

La distribucién de los diferentes alelos y genotipos (calculada mediante el método de y2) de
ambos SNPs se encontraba en HWE (p=0.52 para -403 G/A y 0.50 para -28 C/G). Cuando se
analizaron las frecuencias de los distintos genotipos en pacientes con TBP y controles, se observo
que el genotipo G/G del polimorfismo -403G/A era significativamente mas frecuente en
controles y el genotipo A/A en pacientes con TBP (73.89 vs 56.58%, p=0.01 OR 0.46 1C95%
0.26-0.82y 11.84 vs 1.27%, p=0.0009 OR 10.41 1C95% 2.19-49.48 respectivamente) (Tabla 27).
Al analizar el polimorfismo -28C/G se vio que el genotipo C/C era significativamente mas
frecuente en controles y el genotipo G/G en pacientes con TBP (89.81 vs 73.68%, p=0.003 OR
0.32 1C95% 0.15-0.66 y 7.89 vs 0.0%, p=0.001 OR e 1C95% no calculable, respectivamente)
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GENOTIPO|CONTROLES| TBP .
403 GIA n (%) n (%) P OR IC 95%
GIG 116 (73.89) | 43 (5658) | 0.01 046 | 0.26-0.82
GIA 39 (24.84) | 24(3158) | 035 140 | 0.76-2.50
AJA 2 (127) |9 (11.84) | 00009 | 1041 |2.19-49.48

GENOTIPO|CONTROLES| TBP .
28 CIG n (%) n (%) P OR | 1C95%
c/C 141 (89.81) | 56 (73.68) | 0.003 032 | 0.15-0.66
CIG 16 (10.19) | 14 (1842) | 0.12 1.99 | 0.91-4.33

GIG 0 (00) |6 (7.89) | 0.001 NA NA

Tabla 27. Distribucién de los genotipos -403G/A y -28C/G en controles sanos y pacientes con
TBP. Potencia estadistica del SNP -403 G/A del 71% para el genotipo G/G y 82% para A/A. En
el caso del SNP -228C/G, 82% para C/C y 76% para G/G.

Cuando se estudié el modelo de herencia, se observo que este correspondia a un modelo de
herencia recesivo para el alelo G (mas frecuente en controles) y dominante papa el alelo A (més
frecuente en pacientes con TBP), (Tabla 28).

GENOTIPO | CONTROLES TBP
MODELO| ~7 25/ n (%) n (%) P | OR | IC95%
GIG vs
Recesivo G/A + AIA 116 (73.89) 43 (56.58) 0,012 0,46 0,26-0,82
41 (26.11)  33(43.42)
GI/G +G/A
Dominante vs A/A 155 (98.73) 67 (88.16) 0,0009 0,09 0,02-0,46
2 (1.27) 9 (11.84)
Aditivo G/G (1/1) 0,0006 0,44 0,27-0,71
G/A (1/0)
A/A (0/0)

Tabla 28. Andlisis de los modelos de herencia del polimorfismo -403G/A. La potencia estadistica
fue del 71% para el modelo recesivo y del 73% para el recesivo.

Al estudiar las frecuencias haplotipicas y de los diferentes diplotipos de los polimorfismos de
CCLS5, también se observaron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 29). Asi, el

haplotipo GC se encontrd significativamente con mayor frecuencia en controles respecto
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pacientes con TBP (82.80 vs 59.21%, p<0.00001 OR 0.30 1C95% 0.19-0.47), mientras que los
haplotipos GG y AC eran significativamente mas frecuentes en pacientes con TBP (13.16 vs
3.50%, p=0.0002 OR 4.17 1C95% 1.94-8.96 y 23.68 vs 12.10%, p=0.002 OR 2.25 1C95% 1.36-
3.73). La potencia estadistica de estas diferencias era del 97% para G/G, 75% para G/C y 61%
para A/C.

Respecto a los diferentes diplotipos analizados, G/G C/C se encontrd significativamente con
mayor frecuencia en controles (66.88 vs 38.16%, p=0.0001 OR 40.31 1C95% 0.17-0.54),
mientras que los diplotipos G/G G/G y A/A C/C eran mas frecuentes en pacientes con TBP (7.89
vs 0.00%, p=0.001 OR e IC95% no aplicables y 10.53 vs 1.27%, p=0.002 OR 9.12 1C95% 1.89-
44.07). La potencia estadistica del analisis de los diplotipos fue del 99% para el diplotipo G/G
CI/C,ydel 75% y 76% para G/G G/G y A/A CI/C, respectivamente.

CONTROLES| TBP
HAPLOTIPO? n (%) n (%) P OR IC 95%
GC 260 (82.80) 90 (59.21) <0.00001  0.30  0.19-0.47
GG 11(3.50)  20(13.16)  0.0002 417  1.94-8.96
AC 38(12.10) 36(23.68)  0.002 225  1.36-3.73
AG 5 (1.59) 6 (3.95) 0.18 254  0.76-8.46
CONTROLES| TBP
DIPLOTIPO n (%) " (%) P OR IC 95%
GIG CIC 105 (66.88)  2938.16)  0.0001 031  0.17-0.54
GIG C/G 11(7.01)  8(1053) 051 156  0.60-4.06
GIG GIG 0 (0.00) 6(7.89)  0.001 NA NA
AJA CIC 2 (1.27) 8(1053)  0.002 9.12  1.89-44.07
AJA CIG 0 (0.00) 1(1.32) 0.71 NA NA
AJA GIG 0 (0.00) 0 (0.00) NA NA NA
GIA CIC 34 (21.66)  19(25.0)  0.68 121  0.63-2.29
GIA CIG 5 (3.18) 5 (6.58) 0.30 214  0.60-7.63
G/A GIG 0 (0.00) 0 (0.00) NA NA NA

Tabla 29. Frecuencias haplotipicas y de los diferentes diplotipos de los SNPs del promotor de
CCL5 (rs2107538: -403 G/A y rs2280788: -28 C/G).
2La n en haplotipos es el doble del nimero de controles y pacientes (dos alelos por cada SNP)

5.8.  Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo T1805G de TLR1
En este estudio se analizaron muestras de 190 pacientes con TBP y 192 controles sanos. Todas

las frecuencias alélicas y genotipicas se encontraban en HWE (2 0.31, p=0.58).
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GG GT TT GG GT
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Figura 19. PCR-RFLP vy electroforesis en gel de agarosa. So observan los diferentes genotipos

homocigoto GG, heterocigoto GT y heterocigoto TT. M, marcador de peso molecular.

Se encontro una significacion estadistica en la distribucion de los alelos del SNP T1805G entre
pacientes y controles (Tabla 30). El alelo G era mas frecuente dentro del grupo de pacientes
mientras que el alelo T lo era dentro del grupo control (p=0.02, OR 1.43 1C95% 1.07-1.90).

CONTROLES TBP
a 0,
ALELO n (%) n (%) P OR IC 95%
T 218 (56.77) | 182 (47.89)
G 166 (43.23) | 198 (52.11) | 0.017 1.43 1.07-1.90

Tabla 30. Frecuencias alélicas del SNP T1805G de TLR1 en controles y pacientes.

aEl nimero absoluto de alelos T y G en cada grupo es el doble que el nimero de sujetos en cada
grupo pues se tienen en cuenta los dos alelos del SNP. La potencia estadistica del estudio para
detectar una OR de 2 es del 99,70%

Posteriormente, se realiz6 un estudio de las frecuencias de los diferentes genotipos TT, TG y GG
segun los modelos dominante, recesivo y aditivo (Tablas 31 y 32). Al analizar los genotipos, se
observo que en pacientes con TBP, el genotipo 1805GG era significativamente méas frecuente
((p= 0.005, OR 2.04 1C95% 1.26-3.31) bajo un modelo de herencia recesivo. La potencia

estadistica del estudio es de un 98%

GENOTIPO | CONTROLES TBP .

1805 T/G n (%) n (%) P | OR | IC9%%
T 60 (31.25) 50 (26.32)
T/G 98 (51.04) 82 (43.16)

GIG 34 (17.71) 58 (30.53) | 0005 204 1.26-3.31
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Tabla 31. Distribucion de los diferentes genotipos del SNP 1805T/G

GENOTIPO |CONTROLES TBP o
MODELO 1805 T/G N (%) n (%) P OR I1C 95%
G/G vs

Recesivo TIG+TT 34 (17.71) 58 (30.53) 0.005 2.04 1.26-3.31
158 (82.29) 132 (69.47)

GIG+TIG
Dominante vs T/T 132 (68.75) 140 (73.68)
60 (31.25) 50 (26.32)
Aditivo G/G (1/1) 0.017 0.71 0.54-0.94
T/G (1/0)
T/T (0/0)

Tabla 32. Analisis de los modelos de herencia de los diferentes genotipos del SNP 1805T/G.

5.9.  Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo IL-17 -152G/A
En este estudio se analizaron muestras de 192 pacientes con TBP y 266 controles sanos. Todas

las frecuencias alélicas y genotipicas se encontraban en HWE (p=0.82).

GA GG GG
.-.‘ua-

Figura 20. PCR-RFLP y electroforesis en gel de agarosa. Se observan los diferentes genotipos
homocigoto -152G/G, heterocigoto -152G/A y heterocigoto -152A/A. M, marcador de peso

molecular.
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Figura 21. Mediante secuenciacion automatica, se confirmaron varias muestras para la presencia
de los diferentes alelos / genotipos. En la imagen de la izquierda (A), la flecha sefiala un
individuo heterocigoto G/A para el SNP -152G/A. En la imagen de la derecha (B), se observa
un individuo homocigoto para el alelo G.

Al analizar las frecuencias alélicas se encontrd una significacion estadistica en la distribucion de
los alelos del SNP -152G/A entre pacientes y controles (Tabla 33). El alelo -152G era
significativamente mas frecuente dentro del grupo de pacientes mientras que el alelo A lo era
dentro del grupo control (70.31 vs 62.78%, p= 0.02, OR 1.40 IC95% 1.06-1.86).

CONTROLES| TBP
a [0)
ALELO " (%) " (%) P | OR | IC95%
G 334 (62.78) |270(70.31) | 0.02 1.40 1.06-1.86
A 198 (37.22) | 114 (29.69)

Tabla 33. Frecuencias alélicas del SNP -152G/A de IL-17A en controles y pacientes.

aEl nimero absoluto de alelos G y A en cada grupo es el doble que el nimero de sujetos en cada
grupo pues se tienen en cuenta los dos alelos del SNP. La potencia estadistica del estudio para
detectar una OR de 2 es del 99,60%

Cuando se realiz6 la comparacion de las frecuencias de los distintos genotipos (G/G, G/A'y A/A)
entre controles y pacientes con TBP, bajo los distintos modelos de herencia, se observé que el
genotipo -152G/G comparado con la suma de los genotipos -152G/A y -152A/A era
significativamente mas frecuente en pacientes con TBP (50.52% vs 39.10%, p=0.015 OR 1.59
IC95% 1.09-2.31), es decir, respondia a un modelo recesivo donde son necesarias las dos copias

de la variante para conferir riesgo, (Tabla 34).

96



Resultados

Aditivo  G/G (1/2)
GIA (L/0)
AJA (0/0)

GENOTIPO |[CONTROLES TBP o
MODELO 152G/A n (%) n (%) P OR | IC 95%
G/G 104 (39.10) 97 (50.52)
G/A 126 (47.37) 76 (39.58)
A/A 36 (13.53) 19 (9.90)
. G/G vs 104 (39.10) 97 (50.52)
Recesivo 0.019 159 1.09-2.31
G/A + AIA 162 (61.90) 95 (49.48)
173
Dominante G/G + G/Avs 230 (86.47) (91.10)
A/A 36 (13.53) 19 (9.90)

--- 0.02 138 1.02-1.81

Tabla 34. Distribucién de los diferentes genotipos del SNP -152G/A y analisis de los diferentes

modelos de herencia. La potencia estadistica de este estudio fue del 100%.

5.10. Niveles séricos y tras estimulacion “ex vivo” de IL-17 en los grupos

del estudio

Respecto a los niveles de IL-17, los pacientes con TBP tenian niveles significativamente mas

elevados en suero que los controles sanos (p < 0.0001) (Fig. 22A). Sin embargo, no se

encontraron diferencias significativas en la produccion de IL-17A tras estimulacion con ESAT-

6, CFP-10 o PHA ni en el grupo control ni en el de pacientes con TBP (Fig. 22B). Tampoco se

hallaron diferencias significativas en los niveles de IL-17 en suero o plasma esstimulado cuando

se analizaron pacientes con diferentes genotipos del SNP -152G/A (Fig. 22C).
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Figura 22. A. Niveles séricos de IL-17A en controles (n = 63) y en pacientes con TBP (n = 52).

*indica p < 0.0001

B. Niveles de IL-17A tras estimulacion de sangre completa “ex vivo” con PHA, ESAT-6, CFP-

10 o sin estimular (Nil) en controles y pacientes. NS (no diferencias significativas).

C. Influencia del genotipo IL-17 -152G/A en la produccién de IL-17A en pacientes (20 pacientes

con genotipo GG, 16 con genotipo GA and 16 con genotipo AA). No se encontraron diferencias

significativas.
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5.11. Frecuencia alélicas de las variantes estructurales y polimorfismos del

promotor de MBL2

En este estudio incluimos 107 pacientes con TBP y 441 controles sanos. EI mayor nimero de
controles incluidos se debi6 a que también se incluyeron controles procedentes de otro estudio
sobre el papel de la MBL en la susceptibilidad frente a infecciones en pacientes que recibieron

un trasplante autélogo de médula 6sea. [156]

Todas las frecuencias alélicas, haplotipicas y de los diferentes genotipos se encontraba en HWE

(p=01, 0.54 y 0.57 respectivamente).

Al analizar las diferentes variantes estructurales del exén 1 del gen MBL2 y los polimorfismos
en el promotor del mismo, s6lo se encontrd una diferencia estadisticamente significativa en la
frecuencia del alelo D entre controles y pacientes con TBP (6.69 % en controles vs 2.34% en
pacientes, p=0.014 OR 0.33 IC95% 0.13-0.84), (Tabla 35). La frecuencia del alelo A se hallé
con mayor frecuencia en pacientes con TBP (83.64 vs 78.23 %), pero esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica.

CONTROLES (441) | TBP (107)

ALELOS n (%) n (%) p |OR| 1C95%
A 690 (78.23) 179 (83.64) 0.09 1.42 0.96-2.11
B 126 (14.29) 28 (13.08)

C 7 (0.079) 2 (0,093)
D 59 (6.69) 5(2,34) 0014 0.33 0.13-0.84

Tabla 35. Frecuencias de los alelos o variantes estructurales en el exén 1 del gen MBL2. El

poder estadistico del estudio fue de un 75%.

5.12. Haplotipos de MBL2

Al igual que ocurre con la variante estructural D, el haplotipo HYPD muestra la misma
diferencia entre controles sanos y pacientes con TBP de nuestra Comunidad (Tabla 36).
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HAPLOTIPOS| CONTROLES | TBPA | p |OR]| 959 CI
HYPA 245 (27.78) 64 (29.91)
LYQA 205 (23.24) 50 (23,36)
LXPA 182 (20.63) 48 (22,43)
LYPB 126 (14.29) 28 (13.08)
HYPD 59 (6.70) 5(234) 0014 033 0.13-0.84
LYPA 58 (6.58) 17 (7.94)
LYQC 7 (0.79) 2 (0.93)

Tabla 36. Frecuencia de los 7 haplotipos del gen MBL2 en controles sanos y pacientes con TBP.
El poder estadistico del estudio, al igual que en el caso de las variantes estructurales, fue de un
75%.

No se detectaron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de los distintos
genotipos entre ambos grupos, cualquiera que fuera la combinacion ( genotipos de las variantes
estructurales y polimorfismos del promotor aislados, variantes tomadas de dos en dos y
reconocidas como normo-productoras 0 XA/ YA vs productoras de bajos niveles de MBL.: X/O,

Y/O, ni comparaciones de genotipos utilizando ellos haplotipos extendidos).

5.13. Frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de los polimorfismos
de Dectina-1 y CARD9

En este estudio, se incluyeron 201 pacientes con TBP, 114 individuos con ITL y 254 controles

sanos.
Las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas de todos los polimorfismos estudiados
(rs3901533, rs7309123, rs16910526 del gen de la Dectina-1 y rs4077515 de CARD9) se

encontraban en HWE.

Los tres polimorfismos de Dectina-1 estudiados se encontraban en estrecho desequilibrio de

ligamiento (fig. 21).
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rs3901533
rs7309123 -
rs16910526

1 - -
Block 1 (5 kh) D' statistic
1 2 rs3901533 rs7309123 rs16910526

rs3901533 . 0.9146 0.9286
rs7309123 ) . 0.9646

rs16910526

Figura 21. Bloque LD de los 3 polimorfismos del gen de la Dectina-1 y valor D’ mostrando el
desequilibrio de ligamiento de los mismos.

Cuando se analizaron las frecuencias de estos polimorfismos, de forma aislada y de los distintos
haplotipos de Dectina-1 entre controles y pacientes con TBP, controles vs individuos con ITL y
pacientes con TBP vs individuos con ITL (CCA, AGA, CGA, AGC, ACA, CGC, CCC, ACC,
CCA, AGA, CGA, y AGC), no se encontraron diferencias significativas. Sélo el haplotipo AGA
mostrd cierta tendencia pero sin alcanzar significacion estadistica (19,7% en pacientes, 14,4%

en controles, p=0.09).

Cuando al estudio de los polimorfismos de el gen de la Dectina-1, se afiadio, para ver si existia
un efecto combinatorio, el polimorfismo rs4077515 del gen CARD9, se observé que el haplotipo
AGA del gen de la Dectina-1 combinado con el alelo T, presentaba una frecuencia del 9.5 % en
los pacientes con TBP y del 4.6% en controles (p=0.024 OR 2.40 IC 95% 1.14-5.22), (Tabla 37).

HAPLOTIPO CONTROLES TBP
AGA+T n (%) n (%)

11 (4.62) 20 (9.46) | 0.02 240 1.14-5.22
243 (95.38) | 181 (90.54)

P OR | IC95%

Tabla 37. Frecuencia del haplotipo combinado AGA + T en controles y pacientes con TBP. El

poder estadistico del estudio es del 53%.
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Discusion

La TB es una enfermedad que ha convivido con el ser humano durante miles de afios, y que
actualmente, segln datos de la OMS, [1] constituye la segunda causa de morbilidad y mortalidad
a nivel mundial. Mtb, el microorganismo responsable de la TB infecta al individuo, y puede
permanecer en él durante muchos afios en forma de ITL, y s6lo un 5-10% de los individuos
infectados desarrollaran o progresaran hacia una enfermedad activa con sintomas clinicos que
pueden suponer un compromiso vital para el sujeto, sobre todo si vive en areas o paises
subdesarrollados, fundamentalmente el sudeste asiatico y Africa subsahariana, donde los

recursos para poder acceder a los tratamientos antituberculosos son dificilmente accesibles.

La comunidad cientifica ha evidenciado que esta progresion hacia una enfermedad activa es
debida a una combinacion de una serie de factores: unos dependientes del propio
microorganismo (cepas mas virulentas, expresion de ciertos genes, resistencia a farmacos de
ciertas cepas, etc.), otros, dependientes del hospedador, principalmente relacionados con el
normal funcionamiento de los sistemas inmunes innato y adquirido del mismo. Los factores

demogréaficos y socioecondmicos contribuyen notablemente al control de esta progresion.

Hasta hace escasos afios, Espafia, y mas concretamente Cantabria, eran una de las zonas de mayor
prevalencia e incidencia de TB. En un estudio realizado en los afios 2007-2010 (datos no
publicados), en 312 individuos sanos donantes de sangre del Banco Regional de Sangre y Tejidos
de Cantabria, observamos que un 16% estaban infectados por Mtb de forma latente. Este estudio
se realizo utilizando un ensayo de liberacion de IFN-y, y en todos los sujetos que dieron positivo
para este ensayo, se realizé una confirmacion repitiendo el ensayo a los tres meses, y realizando
una prueba cutanea de tuberculina. Por tanto, pudimos comprobar la alta prevalencia de ITL en

nuestro medio. Sin embargo, ninguno de estos sujetos evoluciono hacia una TBP.

Numerosos estudios epidemioldgicos, realizados en diferentes grupos étnicos, incluso algunos
realizados en gemelos apoyan la idea de que principalmente, son los factores genéticos del
hospedador los que contribuyen a esa susceptibilidad o resistencia la progresion.

Sobre la base de lo anteriormente expuesto, se han realizado un gran ndmero de estudios
retrospectivos, basados en casos y controles, para tratar de averiguar el papel que diferentes
genes, fundamentalmente relacionados con el funcionamiento de la respuesta del sistema inmune
frente a la infeccion por Mtb, juegan en este balance susceptibilidad / resistencia. Estos estudios

se han centrado en unos pocos genes, o bien han sido del tipo GWAS.
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La inconsistencia de muchos de los resultados obtenidos ha sido uno de los principales problemas
que se encuentra cuando analiza los resultados. El principal problema de estos estudios es que
muchos de ellos, realizados en grupos étnicos concretos, han obtenido resultados que no han
podido ser reproducidos en otras etnias. Otras veces, el niUmero de sujetos analizados era muy
pequefio y por tanto, el poder estadistico de los resultados obtenidos, carecia de gran valor. Una
explicacion a esta inconsistencia en los resultados ha sido explicada por el posible efecto
combinatorio entre genes y sus variantes (polimorfismos, mutaciones, etc.), y de todos es

conocida la diferencia en el llamado “background” genético entre las distintas poblaciones.

En el preente trabajo, se ha pretendido esclarecer el papel que algunos de estos genes podria
jugar en conferir resistencia o susceptibilidad frente a la infeccion por Mtb en nuestra
Comunidad, y en algun caso en concreto (estudio de los genes del MHC y de los receptores KIR),

ver si podrian existir factores que influyeran en la progresion hacia la enfermedad activa.

HLA

Factores genéticos propios del hospedador podrian explicar de manera parcial la razén por la
cual algunos individuos presentarian una mayor Resistencia frente a la TBP que otros. Sin
embargo, el porcentaje de la carga genética que determinaria esta diferencia en la susceptibilidad

a este agente infeccioso esta aun muy lejos de ser totalmente esclarecido.

Probablemente, deberian considerarse otros factores tales como la existencia o no de infecciones
concomitantes, el estado inmunoldgico del paciente, factores ambientales y socioeconémicos, y

la variabilidad genética de Mtb, entre otros.

Se han publicado diferencias en la susceptibilidad a TB entre diferentes etnias. [3,144,157-161]
Aunque parece claro que la susceptibilidad a la TB es multifactorial, se ha definido una estrecha
relacién entre el HLA, fundamentalmente con antigenos y alelos HLA de clase Il, y en menor
medida de clase I. [157, 162, 163]

No hay que olvidar, que el papel principal del HLA es la presentacion de los antigenos,

fundamentalmente extrafios (v.g. patdgenos) a las células del sistema inmune para dar lugar a

una respuesta de estas frente a la “posible agresion.
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Cuando existen variantes o polimorfismos genéticos que se imponen sobre la heterogeneidad del
hospedador, pueden ocurrir variaciones considerables en las diferentes asociaciones alélicas.
[164-166]. Més aun, diferencias en las frecuencias alélicas y haplotipicas en el HLA difieren
entre las distintas areas geograficas. Tedricamente, esto podria explicarse como una
consecuencia de la presion selectiva ejercida por la evolucion, la cual ha permitido la aparicion
de polimorfismos en genes implicados en la resistencia frente a diferentes patdgenos

contribuyendo asi a diferencias en las frecuencias alélicas en los mismos loci.

Respecto al HLA de clase 1, existen pocas publicaciones demostrando una clara asociacion entre
estos antigenos o alelos con susceptibilidad o resistencia frente a TBP, y en muchas ocasiones,
con resultados discordantes o de dudosa significacion estadistica. A ello se suma la imposibilidad

de realizar meta-analisis rigurosos al estar gran parte de las publicaciones en lengua no inglesa.

Nuestros resultados muestran una asociacion estadisticamente significativa entre los antigenos
HLA de clase | y TBP en los tres loci, A, B 'y C. Es el primer estudio que realiza un analisis
exhaustivo de todos los loci incluyendo individuos con ITL en el estudio.HLA-A*02 esté presente
significativamente con mayor frecuencia en individuos con ITL comparado con pacientes con
TBP y con controles. Esto podria indicar, que podria ser un factor de susceptibilidad frente a la

infeccion latente, pero que influiria en la no progresion a enfermedad activa.

Respecto al locus B, B*07 se encuentra significativamente mas frecuentemente en controles e
individuos con ITL que en pacientes con TBP, por lo que actuaria también como un antigeno
protector frente a TBP. Cuando se comparan individuos con ITL vs pacientes con TBP, nos
encontramos con que ademas de B*07, los antigenos B*08, B*14, B*44, y en menor medida
B*15, B*18, B*27, B*35 y B*40 también actuarian como antigenos que conferirian proteccién
frente a la progresion hacia enfermedad activa.

La discusion sobre el antigeno B*07 merecera una consideracion especial mas adelante.

Al comparar controles sano e individuos con ITL, B*14 y en menor medida, B*08, B*40, y B*44

podrian actuar permitiendo la entrada de Mtb, pero manteniéndolo en un estado de latencia.

Respecto al locus C, el antigeno C*08 se hallé con mas frecuencia en pacientes con TBP que en
controles sanos, pudiendo suponer un antigeno que conferiria susceptibilidad frente a la

enfermedad.
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Mirando los diferentes estudios poblacionales realizados entre HLA de clase 1 y TBP, se

observan resultados discordantes. [162,167]

HLA-A

HLA-A2 ha sido asociado con susceptibilidad frente a TBP so6lo en poblacion egipcia, [168]
mientras que en poblacion del sur de Italia y de Brasil se ha asociado con resistencia frente a la
misma. [169,170]. En poblacion hindd del norte de la India se ha observado un aumento en la
frecuencia de supertipos A3 (antigenos que unen péptidos similares al HLA A03 y disminuida

de supertipos A1, péptidos similares a AO1, en pacientes con TBP. [171]

También en un estudio realizado en poblacion rusa, se hallé una mayor frecuencia de A2 y menor
de A9 en TBP con mala evolucion. [172] En otro estudio, en el que se llegé a realizar cirugia de
las lesiones cavernosas en pacientes con TBP, también realizado en Rusia, se hall6 una mayor
frecuencia de Al1l. [173]

HLA-B

Diferentes antigenos de locus HLA-B han sido asociados con susceptibilidad o resistencias en
distintas poblaciones [162,167]. Asi, en habitantes de Terranova, se observo una frecuencia
aumentada de B8 entre pacientes con TBP, [174], B35 se ha asociado con TBP en China, [175],
B15 en negros norteamericanos, [176] y junto con B18 en poblacion del norte de la India, [177,
178], B5 en egipcios, [168] y B14 en el sur de Italia. [169]

En varios estudios realizados por el mismo grupo de investigadores, en diferentes etnias de

Rusia, se han encontrado diferentes asociaciones. [172, 173,179-188]

Los antigenos publicados se han relacionado con susceptibilidad frente a TBP fueron B12, B13,
B14, B15, B16, B22, B27. Estos estudios utilizaron técnicas seroldgicas para la tipificacion del
HLA, por lo que no se puede saber con exactitud qué antigenos concretos son los asociados con
TBP en alguno de los estudios (B12 era la antigua denominacién del grupo formado por los
antigenos B44 y B45; B16 por los antigenos B38 y B39; B22 comprende los antigenos B54, B55
y B56)
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En poblacion brasilefia de origen europeo y africano se ha comunicado una menor frecuencia de
B*18, lo cual conferiria resistencia frente a la infeccion tuberculosa. [170]. Ciertos alelos del
antigeno B35 se han asociado con susceptibilidad a TB en amerindios de la etnia wichi en el
noreste de Argentina. [101]. En Indonesia, en poblacion de Java, se ha encontrado una asociacion
de TBP con el antigeno B18 y B40. [189]

Por el contrario, existen otros estudios en los que no se ha encontrado ninguna asociacion, alguna

de las cuales ha sido realizado por el mismo grupo y en la misma poblacion. [190-192]

B*07
Este antigeno, en el que encontramos significativamente con mayor frecuencia en controles
sanos y en individuos con ITL que en pacientes con TBP merece un comentario diferenciado del

resto de asociaciones.

En un estudio en poblacion americana de México, con un escaso nimero de pacientes con TBP
e individuos con TST positivo se encontrd débilmente asociado con TB. [193]. Igualmente, en
poblacion rusa con TBP, TB osteoarticular o TB diseminada se encontrd también con mayor
frecuencia que en poblacion sana [182,194-196]. En otro estudio, realizado también en poblacién
rusa, se encontrd con mayor frecuencia, en pacientes anérgicos. [197] En otro estudio, realizado
en poblacion rusa por los mismos autores, no observaron diferencias entre controles y pacientes.
[181]. Otro estudio realizado en pacientes con TBP y en sus esposas, en India, encontré una
mayor frecuencia de este antigeno, pero sélo entre pacientes DR2 positivos (DR15 o DR16).
[198]

Solamente en un estudio de 50 pacientes con TB y 90 controles sanos realizado en el noreste de

Rumania, B7 se encontro significativamente mas frecuentemente en controles. [199]

El antigeno B7 se ha asociado con una alta capacidad proliferativa in vitro de los linfocitos T en
respuesta a estimulos policlonales en pacientes con TBP. [200]

De enorme interés resultan las evidencias de modelos experimentales, o los denominados “in
silico” (simulaciones realizadas mediante complejos modelos computerizados) que evidencian
que distintos peptidos o antigenos inmunogénicos de Mth (ESAT-6, CFP10 y otros, son
reconocidos por HLA-BO7, el cual es expresado en la superficie de linfocitos T CD8+. [201-
203]
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En el presente trabajo, se obtiene por vez primera, una mayor frecuencia de este antigeno en
controles sanos, y sobre todo, en individuos con ITL, lo cual va en contra de la mayor parte de
los estudios publicados, donde este antigeno se encuentra mas frecuentemente en pacientes con

TBP 0 en casos de TB extrapulmonar, fundamentalmente osteoarticular.

Los modelos in vitro de estimulacion con péptidos y antigenos de Mtb “in silico” apoyarian
nuestros hallazgos, lo cual podria indicar que B7 expresado en linfocitos T CD8+, seria capaz
de reconocer péptidos inmunogénicos de Mtb, dando lugar a respuestas inmunes capaces de
controlar la infeccion, manteniéndola en un estado de latencia y evitando la progresion hacia la

enfermedad activa.

HLA-C

Respecto al HLA-C, son menos los estudios que reportan una asociacion de antigenos de este
locus con susceptibilidad frente a TBP. En un estudio realizado en poblacion del norte de la
India, se vio una mayor frecuencia del antigeno CO1 en sujetos con TBP, [203] mientras que en

la etnia wichi de Argentina se observo un aumento en la frecuencia del antigeno C03. [101]

En los estudios realizados en poblacion rusa, los hallazgos apuntan a C04 en formas con una
evolucion benigna y C02 en individuos sometidos a cirugia de las lesiones pulmonares cavitadas.
[172,186]. Otros estudio en el que se analizd la influencia en la susceptibilidad y severidad de
TBP en funcidn de la presencia de determinados supertipos HLA y su asociacién con receptores
KIR, evidencié una mayor frecuencia de antigenos C que interaccionan con receptores
inhibidores, en concreto KIR2DL1 y KIR2DL2, en pacientes con TBP (C02, 04 y 05, y C01, 03
y 07 respectivamente). [171]

En un articulo publicado en etnia Han de China, refieren una diferencia en la frecuencia de
antigenos HLA-C entre pacientes con microscopia de esputo positiva y negativa, encontrando
mayor frecuencia de C04 en pacientes con TBP y microscopia positiva y de C08 en pacientes

con microscopia negativa. [204].

Nosotros no hemos podido replicar ninguno de los hallazgos publicados anteriormente. Nuestro
estudio refleja por vez primera una asociacion de TBP con HLA-C*08 en pacientes con TBP,
todos ellos con cultivo positivo, sin diferenciar si la microscopia de esputo fue o no positiva.

[148]
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HLA-DRB1

La mayor parte de los estudios de asociacion a antigenos o alelos HLA de clase 1l con TBP se
han llevado a cabo en comunidades o paises donde la TB es un problema sanitario de primer
orden. Muchos de estos estudios, en funcion principalmente del background genético de la
poblacién, han encontrado diferentes asociaciones, aunque muchas de ellas son coincidentes

entre diferentes etnias.

En un meta-andlisis analizando los articulos publicados en lengua inglesa y los datos de los
resumenes de los articulos publicados en ruso, se llegd a la conclusion de que sélo DR8 se
asociaba con mayor riesgo de TBP y DR3 y DR7 con proteccion. [162]. Sin embargo, existen
otros estudios donde se han encontrados claras asociaciones con otros antigenos (principalmente
DRB1*15, DQB1*05 and DQB1*06) [205,206]. En este estudio se objetivo una asociacion
significativa entre susceptibilidad frente a TBP y presencia de DRB1*04, la cual también aparece
con el haplotipo extendido DRB1*04; DQA1*03; DQB1*03. [148]

Un aspecto muy importante del antigeno DR4, es que en un trabajo realizado construyendo una
micromatriz con 7.466 péptidos derivados de 61 proteinas de Mtb, se observé que 1.282, 674 y
1.854 péptidos formaban complejos estables con HLA-DR1, DR2 y DR4 respectivamente. [207]
Lo que no se realiz6 fue un estudio funcional de la respuesta que la union de estos péptidos
podria generar en linfocitos expresando estos antigenos HLA, lo cual podria aportar gran
conocimiento al papel que los antigenos HLA jugarian sobre la susceptibilidad frente a TB. No
obstante, este tipo de estrategias metodoldgicas es el que se emplea en el disefio de vacunas, en
busca de aquellos péptidos o antigenos que pueden dar lugar a una mayor respuesta inmunoldgica

frente a los mismos.

Existen otros estudios en los que alelos pertenecientes a DRB1*04 alleles han sido asociados con
TB en otras poblaciones tales como chinos de etnia Kazakh y en poblacién con TBP de Siria.
[208,209]. De igual manera, el haplotipo DRB1*04-DQB1*03 se ha relacionado con una mayor
susceptibilidad frente a TB. [210]. Es interesante mencionar que DRB1*04 se ha asociado con
un mayor riesgo de evolucion hacia enfermedad entre contactos familiares de pacientes con TBP
en Brasil. [211]. Otro estudio, realizado en el sur de Italia, asocia la presencia de DR4 s6lo o en
combinacion con B14 en pacientes con TB Antigua, pero no en pacientes recién diagnosticados.
[169]

110



Discusion
Otros estudios, han comunicado asociaciones con DR14 en poblacion portuguesa, [212] DR4,
DR10 y DR13 como antigenos de susceptibilidad y DR7 y DR15 como de resistencia frente a
TBP en la provincia de Babilonia en Iraqg, [213] y DR1 asociado con susceptibilidad, mientras
que DR8 y DQB3 aparecen asociados con proteccion en poblacion iraqui de Baghdag. [214]. Por
otra parte, en este estudio se ha encontrado una frecuencia mayor del antigeno DRB1*07 tanto

controles sanos, como en individuos con ITL comparado con pacientes con TBP. [148]

Respecto al papel de DRB1*07 en TB, existen resultados contradictorios. Mientras en un meta-
analisis realizado con diferentes estudios que incluyen un total de 1988 pacientes y 2897
controles se encontr6 un riesgo reducido de padecer TB toracica en aquellos sujetos que eran
portadores de este antigeno, [162] se han publicado otros estudios en los que se ha encontrado

un a susceptibilidad mayor en aquellos individuos DRB1*07 positivos. [213,215,216]

En el presente trabajo no se hallé una asociacion estadisticamente significativa del haplotipo
extendido DRB1*07; DQA1*02; DQB1*02 debido a la alta prevalencia en nuestra comunidad
antigeno DQB1*03 (DQ9) en asociacién con DRB1*07.

Debido a las grandes diferencias en la distribucion de antigenos y alelos en asociacion con TBP,
el papel exacto del HLA no es aun conocido. Se sabe que células mononucleares obtenidas de
individuos DRB1*04 positivos, tanto sanos como pacientes con TBP, estimuladas con antigenos
de Mtb producen niveles de IL6 mas elevados que las de individuos con otros antigenos HLA-
DR. [217] IL-6, junto con otras citocinas, quimiocinas y otras moléculas pertenecientes al
sistema inmune innato han sido asociadas con susceptibilidad frente a TBP en diferentes

poblaciones. [218]

No se hallaron diferencias en la distribucion de antigenos de los loci DQA1 y DQB1. Se han
publicado diferentes asociaciones de los mismos con susceptibilidad o resistencia frente a TBP.
[162] Estos resultados incosistentes pueden tener su base en el background genético de las
poblaciones estudiadas, en el escaso nimero de sujetos estudiados, en la mala seleccion de los
controles (muchos de ellos no han sido analizados para descartar la presencia de individuos con
ITL dentro de este grupo, sobre todo en poblaciones de India y del resto del continente asiatico
donde la infeccion por Mtb es casi endémica), lo cual podria dar lugar a resultados falsos
positivos 0 negativos. Asi, se ha encontrado asociacion de TBP con una mayor frecuencia de
DQB1*02, *03, *05, *06 mientras que en otras ocasiones la presencia de estos antigenos ha sido
asociada con resistencia frente a la enfermedad.
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El presente trabajo es el primero realizado en poblacion espafiola, y mas en concreto, de etnia
caucasica en busca de estudiar la posible influencia de antigenos HLA de clase 1 y Il en la
susceptibilidad o resistencia frente a TBP. Ademas, es uno de los muy escasos trabajos, en los
que se realiza una exhaustiva seleccion de los pacientes para asegurar un trasfondo genético
conservado y en el que se utiliza una poblacién de individuos infectados de forma latente por
Mtb para intentar discernir con mayor claridad el papel de estos antigenos en el mantenimiento
de los individuos infectados por Mth en una fase de latencia y averiguar por qué algunos o0 muy

pocos individuos progresan desde esta fase hacia una enfermedad pulmonar activa.

KIR
Gran parte de la funcion de las células NK depende de la interaccion de los receptores KIR con
moléculas del sistema HLA, fundamentalmente HLA-C, y en menor medida, HLA-A y -B,

expresadas en la superficie de la célula diana. [88]

Estos receptores KIR pueden ejercer una funcion activadora (2DS, 3DS) o inhibidora (2DS, 3DS)
de la célula NK, y la combinacién de los genes que dan lugar a estos receptores dando lugar a
diferentes haplotipos (A y B) y genotipos con una mayor frecuencia de genes activadores o
inhibidores, es lo que determina en gran medida la actividad de la célula NK. [89-91]

La frecuencia en la distribucién de los genes KIR varia entre las distintas poblaciones y por tanto,
también la frecuencia de los distintos genotipos y haplotipos

(http://www.allelefrequencies.net/kir6001a.asp).

Al comparar la frecuencia de la distribucién de los genes KIR en nuestra poblacion con las
publicadas previamente, se puede observar una mayor proximidad genética con ciertas
poblaciones y no con otras, lo cual no significa que haya un origen comun de las mismas, pues
los fendmenos de variacion y recombinacion genética han podido ser muy parecidos en estas
poblaciones. Sin embargo, este tipo de estudios se utiliza para explicar el origen de ciertas

poblaciones, y los flujos migratorios de las mismas.

Al igual gue sucede con el HLA, los genes KIR se asocian con un gran nimero de patologias,
fundamentalmente enfermedades autoinmunes, trasplante de progenitores hematopoyéticos,
abortos de repeticion, tumores e infecciones:

(http://www.allelefrequencies.net/diseases/kddb_query.asp).
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En el caso de la TBP existen varios estudios, realizados en diferentes poblaciones y con
resultados inconsistentes. [92-102]. TBP asociado con KIRDL3 se ha encontrado en poblacién
mestiza de México, Libano, China, India y Argentina), Sin embargo esta misma asociacién no
ha sido encontrada en otras poblaciones como Iran, China (misma etnia que en el caso anterior),
y Canada. El problema de alguno de estos estudios es el bajo nimero de pacientes y / o controles,
0 una mala seleccidn de los mismos, al igual que ocurria en el caso del HLA, donde los controles

no son sometidos a andlisis para descartar la posible presencia de una infeccion latente.

Igualmente, existen estudios donde no se encuentra ninguna asociacion entre genes KIR y TBP.
[94] Curiosamente, en China, el mismo grupo reporta resultados discordantes analizando la
distribucion de genes KIR en pacientes con TBP de la misma etnia. [94,95,100] En estos
estudios, se ha encontrado una mayor frecuencia de KIR2DS1, 2DS3 y 3DS1 en pacientes con
TBP que no pudieron replicar en otros trabajos. En la India, otro grupo identifico KIR3DL1,
KIR2DL3, KIR2DS1 y KIR2DS5 mas frecuentemente en TBP, etc.

Recientemente en la poblacion negra de Suréafrica se ha visto una mayor frecuencia de KIR3DS1
y genotipos con 5 0 mas genes activadores y presencia de KIR3DS1 como factores de proteccion
frente a TBP. [219]

Por tanto, nos encontramos ante una situacion similar a la que ocurre con el HLA. KIR
comprende un grupo de genes también muy polimorfico que ha evolucionado de diferente
manera en las distintas poblaciones, lo cual podria explicar la variabilidad de los resultados

encontrados.

Este estudio, el primero realizado en etnia caucésica europea, en la poblacion de Cantabria
muestra unos resultados diferentes de los publicados previamente. En individuos con ITL se
hall6 una mayor frecuencia de KIR2DL2, 2DS2 y 2DS4 que en controles sanos, y de 2DS5 en
pacientes con TBP y controles que en el grupo con ITL. Igualmente se encontrd una mayor
frecuencia de los genotipos Bx2 y Bx4 en el grupo de ITL respecto del grupo control, y se hallo
un paciente con un nuevo genotipo desconocido que comprendia los siguientes genes:
2DL1,2DL3, 2DL5, 2DS1, 2DS4, 2DS5, 2DP1,3DL1, 3DL2, 3DL3, 3DS1 y 3DP1.

No se encontrd ninguna diferencia en la frecuencia de los distintos haplotipos entre los tres

grupos de estudio, y si en la interaccion de los receptores KIR con sus ligandos HLA. Respecto
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a los receptores inhibidores se hallé mas frecuentemente 2DL1 con C2 en TBP frente a controles,
3DL1 con Bw4 mas frecuente en ITL comparado con el grupo de TBP y la presencia de 2DL2
junto con 2DS2 més frecuente en el grupo de ITL comparado con la poblacion control. Respecto
a los receptores inhibidores, 3DS1 sin ligando Bw era mas frecuente en el grupo de TBP que en
el de ITL y la presencia de antigenos HLA-C del grupo 1 con presencia de mas de un receptor
activador fue mucho maés frecuente en pacientes con TBP que en el resto de grupos. La presencia
de dos genes activadores se hall6 con mayor frecuencia en el grupo de pacientes con TBP y en
el grupo de ITL que en controles, y si estos dos receptores eran 2DS2 y 2DS4, esto se veia mas

frecuentemente en el grupo de ITL versus controles sanos.

Estos resultados, son distintos de los publicados previamente. Como se ha descrito, existen
grandes diferencias en la distribucidn de los genes KIR entre las distintas poblaciones estudiadas
y la susceptibilidad a TBP. Los genes KIR son altamente polimérficos, y ese polimorfismo

explicaria esta gran diversidad de frecuencias.

Es muy probable, que no sélo la presencia o ausencia de determinados genes KIR, sino su
interaccidn con otros genes, como los del sistema HLA sean los que determinen el riesgo o no
de padecer ciertas enfermedades, en este caso TBP. En este estudio, se han encontrado
diferencias significativas, tanto en la frecuencia de genes KIR, como de genotipos, nimero de
receptores activadores / inhibidores y su interaccion con ligandos HLA. Estas diferencias en los
diferentes genes KIR y su interaccion podria, por tanto, explicar, al menos en nuestra poblacion,
parte de la susceptibilidad frente a TBP 0 a progresion o no desde un estado de latencia hacia la

enfermedad activa.

El mecanismo Ultimo es aln desconocido, pero podria responder a sefiales activadoras o
inhibidoras que afectaran a la actividad de las células NK en el reconocimiento de células
infectadas por Mtb, las cuales mediante la expresién o no de ligandos de estos receptores y su
interaccién con los mismos. Este juego de reconocimiento a través de receptores KIR
estimuladores o inhibidores, junto con mecanismos complejos de interaccion de la célula NK
con linfocitos T, seria el que permitiria a la célula infectada escapar de los mecanismos de control

de la célula NK dando lugar a una mayor susceptibilidad a la enfermedad tuberculosa.

CCL5
En laregion reguladora o promotor de CCL5 se ha descrito la existencia de tres SNPs funcionales

(403G/A, -28C/G e In1.1T/C) que han sido implicados en la regulacion de la actividad
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tyranscripcional y expresion de CCL5 en diferentes lineas celulares humanas. [220-222].
Ademas, se ha demostrado que la presencia aislada del SNP -403A se asocia con menores niveles
séricos de CCL5. [111]

Estudios previos no encontraron ninguna asociacion entre CCL5 y TBP en poblaciones de
México y Corea del Sur. Sin embargo, se ha descrito una asociacion significativa entre

polimorfismos en el promotor de otras quimiocinas como CCL2 y MCP1. [159]

Maés aun, otro estudio publicado evidencié que otras quimiocinas, como CCL4 y CCL18,

también se asociaban significativamente con susceptibilidad frente a TBP. [223]

Solo un estudio encontré una asociacién significativa entre polimorfismos en el promotor de
CCL5 y TBP. Este estudio se realiz6 en chinos de Hong Kong. [112]

En este trabajo, se analizo la frecuencia de los tres SNPs (-403G/A, -28 C/G e In1.1T/C). Se
identificaron dos haplotipos de riesgo: A-C-T y G-C-C, en las posiciones -403, -28 and Inl1.1,
respectivamente, Ademas, combinando los genotipos CCL5 -403 e Inl.1, se vio que dos
diplotiposs GA/TT y GG/TC mostraban una fuerte asociacion con TBP. Los frecuencias alélicas
y genotipicas de ambos SNPs se encontraban en HWE, no asi las del polimorfismo -28C/G. Sin
embargo, no se encontrd ninguna diferencia en la distribucion de los diferentes alelos de los tres
SNPs ni en las frecuencias genotipicas de cada SNP entre controles y pacientes con TBP.
Tampoco se encontrd ninguna diferencia entre los haplotipos de (-403G/A y -28 C/G), ni en los
distintos diplotipos al combinar los genotipos. Hay que mencionar que en este trabajo realizado
en etnia china de Hong Kong, a los controles no se les realizé ningln ensayo para descartar la
presencia de una infeccion latente (TST o IGRA). Igualmente, en los pacientes no se realiz6 una

confirmacion de la infeccién tuberculosa mediante cultivo.

El presente trabajo realizado en poblacion caucasica de Cantabria, es el primero que muestra una
asociacion de polimorfismos del promotor de CCL5. Solo se analizaron dos SNPs (-403G/A y -
28 C/G) y por vez primera, se hallaron diferencias en la distribucion de los alelos -403G y -28C,
los cuales eran significativamente més frecuentes en el grupo control, por lo que podrian estar
asociados con proteccion frente a TBP. Ambos polimorfismos se encontraban en estrecho
desequilibrio de ligamiento. Igualmente, encontramos diferencias significativas en la
distribucion de haplotipos, genotipos y combinacion de los mismos (diplotipos) entre ambos

grupos.
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Las diferencias encontradas entre este estudio y el realizado en chinos de Hong Kong podria
estar relacionado con la diferente distribucion en las frecuencias de los alelos de los dos SNPs
analizados y por los aspectos anteriormente mencionados. Cabe destacar que el alelo -28G, ha
sido encontrado con muy baja frecuencia en caucéasicos (2% 0 menos), mientras que en
poblaciones de Asia es mas frecuente (15-20%). [224] La frecuencia de este alelo en nuestro
grupo control fue de tan solo un 5.1% y de un 17,1% en pacientes con TBP. Por tanto, el papel

de este alelo podria ser clinicamente relevante en conferir susceptibilidad frente a TBP.

Los hallazgos de este estudio apoyan un papel de estos dos SNPs en la susceptibilidad frente a
TBP. De este modo, los alelos -403G y -28C estarian en relacion con una mayor proteccion frente
a TBP. Esta proteccion se hace ain mas evidente cuando ambos alelos estan presentes en el
mismo haplotipo (G-C). Ademas la combinacion de los genotipos de CCL5 -403G/G y -28C/C,
dando lugar al diplotipo G/G-C/C mostraria una mayor proteccion frente a TBP. Es decir se
objetiva una clara asociacién entre los SNPs mencionados y proteccién frente a TBP en una
poblacién caucasica de Espafia. Los pacientes estudiados representan un grupo muy homogéneo:
todos presentaban la forma pulmonar de TB, eran VIH negativos, y procedian de una region,
Cantabria, la cual ha sido definida como de un trasfondo genético altamente conservado. [225-
227]. Ademas, el alto grado de significacion estadistica y el poder estadistico del estudio

apoyarian el papel de la asociacion encontrada en el mismo.

La asociacion genética encontrada podria dar lugar a consecuencias funcionales, no estudiadas
por no ser el objetivo del trabajo, regulando la actividad transcripcional de CCL5, sin excluir la
posibilidad la posibilidad de que estos SNPs podrian actuar como simples marcadores genéticos

de otras variantes con mayor efecto funcional sobre los niveles de expresion de esta proteina.

Los estudios mencionados, [221,222] del efecto de estas variantes sobre los niveles de CCL5
podrian estar relacionados con esta proteccion frente a TBP. Igualmente, los diferentes alelos de
estos SNPs podrian sinergizar con variantes presentes en otras contribuyendo en mayor o menor

medida a la susceptibilidad frente a la enfermedad.

TLR1
En lo referente a TLR1 y a la asociacion del SNP funcional, T1805G, en incrementar el riesgo o

la proteccion frente a TBP, resultados publicados habian mostrado ser contradictorios,
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probablemente debido a las frecuencias alélicas y al trasfondo genético de las diferentes

poblaciones analizadas. [228-231]

Uno de estos estudios, se realizo con sujetos de diferente origen étnico en Houston (Texas) y
mostré una asociacion del genotipo TT con un riesgo aumentado de TBP en afroamericanos pero
no en caucasicos ni en hispanos. [228]. Otros dos estudios, realizados en China e India, no
encontraron ninguna asociacion significativa de este SNP con TBP. [229,230]. Un estudio
realizado en Alemania, con poblacion caucésica local y con poblacion de Ghana, encontré una
asociacion del alelo G y del genotipo GG con TBP en poblacién europea, pero no en la de Ghana,
probablemente como resultado de la baja prevalencia de este alelo en la poblacién africana.
[231] Este trabajo solo incluia 45 pacientes con TBP y 49 controles de Alemania, por lo que la
potencia estadistica del estudio resultdé ser muy baja. Ademas, entre los pacientes con TB se

incluian algunos con TB extrapulmonar.

En nuestro grupo control, la frecuencia del genotipo GG fue del 17.71%, mucho menor que la
observada en controles caucasicos de otros estudios, y similar a otras etnias estudiadas
(afroamericanos e hispanos). [228] esto puede ser debido al trasfondo genético conservado de

nuestra poblacidn, la cual ha sido descrita como una poblacion genéticamente conservada.

Nuestros resultados demuestran que el alelo 1805G y el genotipo GG influyen, o al menos se
asocian significativamente en un modelo de herencia dominante, sobre la susceptibilidad frente
a TBP, en una poblacién conservada, donde en el grupo control la frecuencia del alelo T es
superior. [146] La diferencia con los resultados publicados en otras poblaciones, podria ser

parcialmente debidos a esta frecuencia alélica.

Los TLRs reconocen los denominados PAMPS. En humanos, TLR1, 2, 4 y 6 reconocen
moléculas presentes en la superficie de las micobacterias. La unidn de estas al receptor formado
por TLR2/TLR1 activaria la sefializacion celular llevando a su vez a la activacion del factor de
transcripcion NF-xB, de las células CD4+ y originaria una proliferacion de las mismas y
produccion de varias citocinas proinflamatorias. [57]. Hay que mencionar que este SNP, ha sido
asociado con proteccion frente a lepra. [231] Sin embargo, parece conferir riesgo frente a la
malaria. [232] Por otro lado, el genotipo TT ha sido asociado con proteccion frente a pielonefritis

en comparacion con los genotipos TG y GG. [233]
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El alelo G da lugar a un defecto en el trafico de proteinas citoplasmicas hacia la membrana
celular, donde los ligandos inducen la interaccion de los TLRs con dichas proteinas
fundamentales para activar las distintas vias de sefializacion. [231] Esto podria explicar un mal
funcionamiento del receptor TLR2/TLR1 tras interaccionar con los ligandos de la superficie de

Mtb, lo cual daria lugar a una alteracion de una de las vias de la respuesta inmune innata.

IL-17

En el estudio del polimorfismo functional -152G/A y su influencia sobre la susceptibilidad o
resistencia frente a TBP realizado en la misma poblacion que en casos anteriores, se encontro que
el alelo -152G vy el genotipo GG del SNP rs2275913 era significativamente mas frecuente en
pacientes con TBP que en controles, bajo un modelo de herencia recesiva.

Este polimorfismo ha sido previamente relacionado con otras patologias, tales como asma
infantil, [234], carcinoma hepatocelular en pacientes con infeccion crénica por el virus de la
hepatitis B, [235], otros tipos de céancer, [236], enfermedades autoinmunes, [237, 238] vy
enfermedad de injerto contra hospedador. [239]. Sin embargo, es la primera vez que se ha
publicado un estudio de asociacion de SNPs de IL-17A con TBP. [147]

En nuestra investigacion, ademas de buscar si existia relacion entre las frecuencias alélicas del
SNP vy la susceptibilidad o resistencia frente a TBP, también se estudio si el SNP estaba
relacionado con los niveles de IL-17A en suero de pacientes y controles o tras estimulacion de
sangre “ex vivo” con antigenos especificos de Mth (ESAT-6, CFP-10). El resultado demostr6 que
los niveles de IL-17A en suero de pacientes con TBP eran significativamente mayores que los
del grupo de controles sanos. Sin embargo, no se encontré una diferencia en los niveles de IL-
17A en el sobrenadante de los ensayos de estimulacion “ex vivo” entre controles y pacientes,
independientemente del genotipo de los mismos. [148]. Estos resultados no concuerdan con otros,
[234, 239,240] en los que células mononucleares de sangre obtenidas de donantes sanos
estimuladas con PHA o con anticuerpos monoclonales anti-CD3 o anti-CD28 en individuos con
diferentes genotipos mostraban diferencias en los niveles de I1L-17 A (mayor produccion en
genotipos GA o AA). Esto podria ser debido a la influencia de algin otro SNP cercano al
estudiado y con efecto funcional sobre la produccién de IL-17 que pudiera estar interfiriendo con
el SNP estudiado o también al tiempo de incubacion de las células con los antigenos especificos
de Mtb.

118



Discusion
Sutherland JS et al [240], en un trabajo en el que no se clasificaron los grupos de estudio en
funcidn del genotipo, pero en el que la estimulacion se realizé con una proteina de fusion ESAT-
6/CFP-10 durante 7 dias, observaron un aumento significativo en los niveles de IL-17. Aunque
seria de esperar un aumento en los niveles de IL-17 tras una estimulacion policlonal con PHA, la
falta de este incremento podria estar en relacion con lo mencionado (tiempo de estimulacion,
otros SNPs) o la falta de correlacion con el genotipo, podria ser debida a otros factores ejerciendo
un papel inhibitorio (SNPs funcionales cercanos), o a que realmente el SNP -152G/A actuaria
como un marcador sustitutivo de otros SNPs funcionales que serian realmente los que conferirian

el riesgo frente a TBP.

MBL

La inmunidad innata es una de las barreras del sistema inmune méas importantes en la defensa
frente a la infeccién. Dentro de esta, el sistema del complemento y mas concretamente, el
sistema de activacion de la cascada del complemento a través de la via de las lectinas desempefia
un importante papel. En esta via, la MBL es una proteina de primera linea contra los patdgenos
invasores. Son muchos los trabajos publicados que establecen una relacién entre los niveles

circulantes de MBL y la predisposicion frente a diversas enfermedades infecciosas. [241-243]

En la region codificante del gen MBL2, concretamente en el exdn 1, se encuentran una serie de
variantes estructurales que dan lugar a unos niveles reducidos o ausentes de MBL tanto si estan
presentes en heterocigosidad como en homocigosidad. Bajos niveles de MBL se asocian con
defectos en la opsonizacion, lo cual facilita la apariciéon de infecciones recurrentes durante la
infancia. [242]

Debido a un elevado desequilibrio de ligamiento entre los polimorfismos presentes en el
promotor y las variantes estructurales del exdn 1, solamente se han descrito 7 haplotipos (HYPA,
LYPA, LXPA, LYQA, HYPD, LYPB, y LYQC), los cuales dan lugar a 28 posibles combinaciones.
Las frecuencias de estas combinaciones o diplotipos varian considerablemente entre
poblaciones. [244,245]

Entre los portadores del alelo normal o alelo A, el haplotipo HYPA es el que da lugar a una
produccién mayor de MBL, mientras que LXPA se asocia con niveles reducidos. Varios grupos
han estudiado la relacion entra las diferentes variantes genéticas y susceptibilidad frente a TBP,

[246-248]. Estos estudios sugieren un papel protector de estas variantes en estado de
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heterocigosidad, mientras otros apuntan hacia una susceptibilidad en pacientes que presentan

estas variantes en homocigosis. [249]

Estudios previos mostraron resultados inconsistentes, al menos a nivel genético. Algunos autores
reportaron una menor frecuencia del alelo B en pacientes con TBP de origen afroamericano, pero
no en caucésicos o en hispanos. [250] Sin embargo, otros autores no han encontrado diferencias
significativas en la frecuencia de variantes estructurales entre pacientes con TBP y controles,
ambos de origen caucasico. Sin embargo, cuando incluian en el analisis polimorfismos del
promotor en funcion de los niveles séricos de MBL.: altos niveles (YA/YA, YA/XA, XA/XA, y
YA/O), bajos niveles (XA/O), y déficit de MBL (O/O), si aparecian diferencias significativas.
[251-253]

Investigamos si las diferentes variantes estructurales o los polimorfismos en el promotor del gen
de la MBL, considerandolos de forma aislada o reagrupados en haplotipos y diplotipos podrian
asociarse con TBP en nuestra poblacién. Los resultados obtenidos mostraron solamente una
mayor prevalencia del alelo D y del haplotipo HYPD en controles sanos. Debido a la baja
prevalencia de este alelo en nuestra poblacion, el porcentaje de individuos sanos y pacientes con
este alelo era también bajo (6.7 y 2.3% respectivamente), por lo que el efecto global tampoco
era muy considerable. No obstante, esto podria indicar un papel protector del alelo D, y del
haplotipo HYPD frente a TBP. No se hallaron diferencias significativas, ni en los polimorfismos
del promotor, ni cuando se reagruparon las variantes y polimorfismos en haplotipos, diplotipos,
etc. Estos hallazgod muestran una falta de concordancia con otras publicaciones como la
realizada en Espafia. [254]. Este hecho, podria en parte ser explicado por el diferente trasfondo
genético entre ambas poblaciones, y quiza por diferencias entre las cepas de Mtb, las cuales
podrian conferir mayor o menor patogenicidad al patégeno. Se ha descrito que diferentes cepas
de Mtb expresan una gran variabilidad de las moléculas de la envoltura micobacteriana en su

superficie, dando lugar a diferencias en su patogenicidad. [255,256]

DECTINA-1

Dectina-1 es un receptor de lectinas tipo C, expresado principalmente en macréfagos, pero
también en linfocitos y neutrofilos. [71] Este receptor tiene la capacidad de reconocer -
glucanos, los cuales son carbohidratos del tipo PAMP que se expresan fundamentalmente sobre
la superficie de diversos hongos, incluyendo Candida, Pneumocystis, and Aspergillus, pero

también en Los algunas bacterias. Los B-glucanos no pueden ser los Unicos ligandos para este
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receptor, ya que se sabe que Dectina-1 interacciona con micobacterias, las cuales no poseen este

tipo de carbohidratos en su envoltura. [129]

Tras la unién Dectina-1 con su ligando, este receptor es capaz de promover sefializacion
intracelular a través de diferentes cascadas de proteinas denominadas “scaffold” (Src, Syk), las
cuales a su vez permiten la activacion entre otras, de CARD9, la cual a su vez, activa al factor
de transcripcion NF-xB, dando lugar a una activacion de linfocitos CD4+, proliferacion de los

mismos Yy secrecion de citocinas. [77]

Hasta la fecha se han descritos varios SNPs en Dectina-1, los cuales se han relacionados con
susceptibilidad frente a infecciones fungicas (candidemia, aspergilosis pulmonar, etc.). [78,
79,256-261]. Sin embargo ninguno de estos estudios se ha centrado en analizar la posible
influencia de SNPs de Dectinal/CARD?9 sobre la susceptibilidad a TBP. EI SNP de CARD9 se
ha relacionado con respuesta a peptidoglucanos, regulacion positiva de la produccion de TNF-
a, respuesta a dsRNA exdgeno, regulacion positiva de la produccion de IL-6 y regulacion
positiva de la respuesta inmune innata. [258,262] Debido a estas importantes funciones, se creyo

interesante analizar su posible papel en la TBP.

En este estudio se ha analizado por primera vez, la asociacion de varios polimorfismos del gen
de la Dectina-1 y CARDO9 con susceptibilidad o resistencia frente a la infeccion tuberculosa.

La relacion entre tres SNPs de Dectina-1 (rs3901533: NM_197950.2:¢.255+813T>G,
rs7309123: NM_197950.2:¢.375-1404C>G y rs16910526: NM_197950.2:¢.477T>C) y uno de
CARD?9 (rs4077515: NM_052814.3:¢.35G>A) y susceptibiliad o resistencia frente a TBP.

Todas las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs analizados se encontraban en HWE.
Ninguno de los SNPs, analizados por separado evidencié diferencias estadisticamente
significativas en las frecuencias alélicas o genotipicas. Aunque los 3 SNPs de Dectina-1
presentaban un fuerte desequilibrio de ligamiento, no se encontraron diferencias entre haplotipos
o0 al combinar los diferentes genotipos. Cuando en el anélisis, se incluyé el SNP de CARD?9, se
observo una asociacién del haplotipo AGAT (9.46 vs 4.62 % en TBP y controles
respectivamente) sugiriendo un efecto combinatorio de estos polimorfismos en la susceptibilidad
frente a TBP.
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Limitaciones del estudio

Fortalezas:

El presente trabajo ha sido disefiado con un tamafio muestral adecuado tanto para las muestras
de individuos con ITL y pacientes con TBP, como de controles sanos.

El empleo de individuos pertenecientes a la misma region evita en parte la estratificacion
muestral, dado que los miembros de los diferentes grupos habitan en un ambiente similar, lo que
evita posibles sesgos adicionales por interaccion con factores ambientales.

En todos los casos, el diagnostico de ITL y TBP se ha establecido por expertos clinicos y todas
las determinaciones genéticas se han comprobado usando controles de calidad de los distintos
experimentos de genotipado. Ademas la composicion de los diferentes grupos es muy similar en
cuanto a las caracteristicas demogréficas de edad y sexo.

Los andlisis estadisticos han sido corregidos para el error Beta y se han empleado diferentes

aproximaciones con resultados similares.

Limitaciones:

Las muestras han sido seleccionadas en centros especializados, lo que supone un sesgo de
seleccion inevitable.

Para estudios de este tipo realizados poblaciones con un trasfondo genético conservado, los
resultados obtenidos pueden no ser reproducibles en otras poblaciones. Ademas, este estudio se

ha realizado con una muestra de una regién la cual no tiene una poblacion demasiado amplia.

Los resultados del presente trabajo demuestran un papel de las diferentes variantes genéticas
analizadas sobre la susceptibilidad o resistencia a la ITL y/ o TBP. Se describen por primera
vez nuevas asociaciones, tanto de antigenos HLA como de genes KIR y de la interaccion de los
receptores expresados por estos genes con sus ligandos HLA, en pacientes con TBP, y sobre
todo en individuos con ITL, los cuales apenas habian sido objeto de estudio previamente.
Ademas, se ha establecido un riguroso criterio de seleccion de los controles que no se ha
utilizado en otros trabajos publicados analizando el papel del sistema HLA y de los genes KIR
en la TBP.

Respecto a CCL5, TLR1, IL-17, MBL y Dectina-1 / CARD?9, en algun caso es el primer estudio
realizado tratando de analizar su papel en la infeccidn tuberculosa (Dectina-1/CARD?9), y en
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otros casos, se describen asociaciones noencontradas o publicadas anteriormente (CCL5, TLR1,
IL-17).

Todos los genes estudiados juegan un papel muy importante en la formacién y mantenimiento
del granuloma tuberculoso, evitando una progresion de la infeccion latente hacia la enfermedad
pulmonar activa. Los resultados obtenidos apoyarian la existencia de una “huella” o perfil
genético en nuestra poblacion en relacion con el control de este granuloma y por tanto del
estado de latencia o de progresion hacia TBP en individuos infectados por Mtb.
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Conclusiones

. En nuestra poblacion, se encontrd una asociacion de antigenos de HLA de clase 1 y Il con
susceptibilidad frente a ITL (HLA-A*02, HLA-B*08, *14, *40 y *44) o TBP (HLA-C*08, y
HLA-DRB1*04), lo cual permite explicar la progresion o no progresion desde un estado de
latencia hacia TBP activa. Igualmente, se hall6 una asociacion de otros antigenos HLA con
resistencia frente a TBP y / 0 mantenimiento de progresion desde un estado de latencia hacia
enfermedad pulmonar activa. (HLA-B*07, *08, *14, *15, *18, *27, *35, *40 y *44, HLA-
DRB1*07).

. Existen diferencias tanto en la frecuencia de genes KIR como en la interaccion de sus
productos con los ligandos HLA, lo cual pueden apoyar un papel del componente KIR /
HLA en la susceptibilidad frente a TBP.

. Se objetivo una asociacion de polimorfismos en el promotor de CCL5 y TBP, siguiendo un

modelo de herencia dominante.

El alelo -152G y el genotipo GG del polimorfismo funcional rs2275913 del gen de la IL-17
estan presentes con mayor frecuencia en pacientes con TBP, por lo que puede asociarse con

susceptibilidad frente a la misma.

. El polimorfismo -152G/A de la IL-17A no influye sobre la produccion de IL-17 por lo que
podria ser un marcador sustitutivo de otro u otros SNPs cercanos para indicar riesgo de

enfermedad.

. La frecuencia del genotipo GG del TLR1 en el grupo control fue mucho menor de la

observada en otras poblaciones caucasicas (17,71%).

. El polimorfismo funcional T1805G y el genotipo GG del gen de TLR1 influyen en la
susceptibilidad frente a TBP, en un modelo de herencia recesivo.

. No se encontraron diferencias en las frecuencias de los diferentes polimorfismos del
promotor del gen de la MBL. El alelo D de las variantes estructurales fue mas frecuente en
controles sanos, lo cual implicaria que bajos niveles de MBL conferirian cierto grado de

proteccion frente a TBP.

. Existen diferencias en la distribucion haplotipica al combinar los polimorfismos del
complejo Dectina-1 / CARD?Y, las cuales pueden contribuir a una mayor susceptibilidad
frente a TBP.
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