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RESUMEN

Adrian Geovanni Rosas Taraco

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Medicina

Titulo del Estudio; Asociacién del patron y polimorfismos de CD11¢, CD14 y TLR4 con la

susceptibilidad a desarrollar tuberculosis pulmonar

Numero de paginas: 99
Candidato af grado de Docior en Ciencias
con Orientacién en Inmunologia

Area de Estudio: Inmunologia

Propdsito y método del estudio: La tuberculosis sigue siendo un problema de salud mundial, la
cual es causada por Mycobacternum tuberculosis. La busqueda de biomarcadores de susceptibilidad
y resistencia a desarrollar tuberculosis ha sido muy exhaustiva y enfocada principalmente a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad. En los ultimos afios, diversos reportes
describen la existencia de receptores que reconocen patrones moleculares de patégenos. En el
caso de Mycobacterium tuberculosis se han identificado diversos receptores que reconocen
patrones moleculares del bacilo o sus componentes, entre ellos se encuentran el receptor de
complemento tipo 4 (CD11¢), CD14 y TLR4, los cuales juegan un papel importante en la induccion
de sefiales intracelulares que activan factores de transcripcién invelucrados en la regulacion de
citocinas necesarias para a activacion de la respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculos’s.
Par !o que el objetivo de este trabajo fue evaluar si CD11¢, CD14 y TLR4 eran biomarcadores de
susceptibilidad o resistencia a desarrollar tuberculosis pulmonar. En este trabajo se analizaron
muestras de 114 syjetos sanos (controles), 104 pacientes con tuberculosis pulmonar y 67 contactos
intra~-domiciliarios de los pacientes. A todas las muestras se les analizé los niveles de expresion de
CO11c, CD14 y TLR4 por citometria de flujo, mientras que la deteccién de anticuerpos especificos
de antigenos de filtrado de cultivo de Mycobacterium tubercujosis, asi como fa cuantificaciéon de
COD14 solubie se realizaron empleando el método de ELISA. Las frecuencias de los polimorfismos
en CD11c/exon 2 T—»C, CD14/-159 Co>T y TLR4/Asp299Gly fueron detectadas empleando el
método de PCR-RFLP.

Contribuciones y Conclusiones: Los niveles de CD11c, CD14 membrana / CD14 soluble y
TLR4se encontraron elevados en los pacientes con tuberculosis pulmonar antes de iniciar el
tratamiento en comparacion con los controles (P < 0.05), los cuales disminuyeron significativamente
a valores similares a los controles después de 6-7 meses de tratamiento (P > 0 05). Por otro lado,
los contactos de los pacientes también presentaron altos niveles de [as moieculas estudiadas. Las
frecuencias de los polimorfismos en CD11clexén 2 T—>C y TLR4/Asp299Gly fueron muy similares
en los diferentes grupos de estudio (30-96%, en ambos polimorfismos). Las frecuencias CD14/-159
TT fueron altas en los pacientes con tuberculosis pulmonar y se presentaron en el 50% de los
contactos que desarrollaron tuberculosis. No se encontrd diferencia significativa en los analisis de
asociacion de genotipos de CD14/-159 y los niveles de CD14 de membrana y soluble.
Conclusiones: Las hallazgos encontrados con CD11¢, CO14m/CD14s y TLR4 sugieren que dichas
moléculas pudieran servir como biomarcadores de prondstico en la tuberculosis puimonar. Los SNP
en fos genes de CD11c ¥y TLR4 no se encuentran asociados con el riesgo o la susceptibilidad a
desarrollar tuberculosis pulmonar. Por otro lado, el SNP en el pramotor de CD14/-159 T se
encuentra asociado como un factor de riesgo para desarrollar tuberculosis pulmonar. Finalmente,
no existe asociacion entre los genotipos del promotor de CD14/-159 y los niveles de
CD14m/CD14s.

Dra. Alma Yolanda Arce Mendoza
Director de Tesis
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ABSTRACT

Adrian Geovanni Rosas Taraco
Universidad Auténoma de Nuevo Leon
Facultad de Medicina
Title: Association of CD11c, CD14 and TLR4 with susceptibility to pulmonary tuberculosis.
Number of pages: 399
Candidate to Doctor in Science Degree
with Immunology Specialty

Area: Immunology

Aim and methods: The aim of this study was to determine the relationship between CD11c,
CD14 or TLR4 gene with the development of pulmonary tuberculosis. Analysis of expression of
CD11¢c, CD14 and TLR4 were done using flow cytometry. Genotypes/alleles frequencies in
CD11c/exon 2 T—C, CD14/-159 and TLR4/Asp299Gly were obtained from 104 pulmonary
tuberculosis patients, 67 household contacts, and 114 healthy subjects (both PPD positive and
negative). PCR amplification of a DNA fragment containing the SNP was performed, and
analyzed by electrophoresis after digestions with Ncil (for CD11c/exon 2), Avall (for CD14
promoter) or Ncol (for TLR4/Asp299Gly). Serum sCD14 levels were quantified by ELISA.

Contributions and Conclusions: We observed high levels of mCD14 and sCD14 in
tuberculous patients and household contacts (P < 0.05). However, the levels decreased after
therapy tuberculosis patients resoived the infection (P > 0.05). A similar effect was observed
with mTLR4 and CD11c. The frequency of the CD14/-159TT genotype was higher in the
pulmonary tuberculosis patients compared ts healthy subjects (35.6 vs 12.3%). Patients who
were homozygous for allele T of promoter of CD14 gene had a significantly higher risk for
developing puimonary tuberculosis with an odds ratio of 2.267 (95% Cl 1.5-3.3). This allele was
also found in 50% of the household contacts who developed tuberculosis. sCD14 or mCD14
levels in pulmonary tuberculosis patients were not associated with the CD14/-159TT genotype
(p>0.05). Non association was found between TLR4/Asp299Gly and pulmonary tubercuiosis.
Conclusions: CD14/-158TT might be a rigk factor for development of pulmonary tuberculosis,
while mCD14/sCD14 and mTLR4 are possible prognosis biomarkers for fuberculosis disease.

Dra. Alma Yolanda Arce Mendoza
Director de Tesis
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CAPITULO |

ANTECEDENTES

1.1 Generalidades

La tuberculosis (TB) es una enfermedad multifactorial y es considerada como
un problema de salud mundial debido a su aita prevalencia e indices de morbi-
mortalidad. En los afios 60, la TB se creia controlada sin embargo, desde
entonces, se ha observado una reemergencia de la enfermedad debido a
diversos factores como la aparicion y expansion de cepas multidrogo-
resistentes (MDR) y del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), entre otros.
Se ha estimado que en los 90's aproximadamente 2,000 millones de personas
(una tercera parte de la poblacién mundial) se encontraban infectados con M.
fuberculosis y el numero de nuevos casos fue de mas de 7.5 millones alrededor
del mundo. De acuerdo a la Organizacion Mundial de |la Salud (OMS) en 1989
se reportaron 1.3 millones de casos y 450 000 muertos por TB en paises
desarrollados presentandose con mayor frecuencia en los jévenes.! En América
Latina se presentan entre 250-300 mil nuevos casos y 20-25 mil muertes por
aro, lo anterior coloca a esta regién en el tercer lugar de incidencia por debajo
de Africa y Asia, siendo Brasil, México y Perl los paises que presentan mayor

incidencia (Tabla 13-4
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Tabla1. Estimacién global de la incidencia y mortalidad de TB en 1990".

Incidencia de TB Mortalidad de TB
Casos Proporcion* Casos Proporcion*
‘Sudeste de Asia 3 106 000 237 1 087 000 84
Oeste del Pacifico** 1839 000 136 644 000 48
Africa 992 000 191 393 000 76
Este del 641 000 165 249 000 64
Mediterraneo
América *** 569 000 127 114 000 25
Este de Europa 194 000 47 29 000
Paises 196 000 23 14 000
Industrializados¥
Total 7537 000 143 2 530 000 48

*Proporcion de Incidencia y Mortalidad por cada 100 000 individuos de pobiacién.
**Tados los paises de la regién excepto Australia, Japén y Nueva Zelanda.
***Todos los paises de la region excepto Canada y Estados Unidos.

YEuropa del Este mas Australia, Canada, Japén, Nueva Zelanda y Estados
Unidos.
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La infeccidn inicia con la entrada del bacilo de la TB en el cuerpo, la bacteria
ingresa a traves del tracto respiratorio al inhalar nucleos de saliva que contienen
micobacterias, las cuales alcanzan un tamano entre 1-2 um o menos. La
enfermedad depende del establecimiento y de la proliferacion de bacilos
virulentos y de la propia respuesta del huésped. Una vez la bacteria en el
pulmon, pueden desencadenarse cuatro escenarios: 1) una respuesta inicial del
hospedero que permite matar a todos los bacilos efectivamente, por lo tanto la
persona no desarrolla TB; 2) el microorganismo comienza a multiplicarse
inmediatamente después de la infeccién, causando una TB primaria; 3) el bacilo
llega y se establece pero no causa enfermedad, alcanzando un “equilibrio” con
el huésped; tales pacientes tienen una enfermedad latente; finalmente 4) estos
microcrganismos latentes pueden eventualmente crecer y causar la enfermedad

de TB reactiva cuando se rompe ese equilibrio.>

Los individuos con una TB activa pueden contagiar con mayor probabilidad a
las personas con las que conviven habitualmente (familiares cercanos, amigos y
comparieros de trabajo) por fo que se recomienda que una vez identificado un
individuo como portador de una TB activa, todas las personas cercanas a él se
realicen las pruebas pertinentes para establecer su condicion infecciosa.? Un
paciente bacilifero puede infectar al 30% de las persocnas que mantienen un
contacto cercano con el, de los cuales solo del 5-15% de las personas
infectadas desarrollaran una TB activa que sin tratamiento puede seguir su

curso, prolongarse y causar la muerte en 2-3 afios. *°
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1.2 Inmunopatologia de la tubercutosis pulmonar

El estado inmunologico del huésped es fundamental en la interaccion huésped-
parasito y determina el futuro de ambos. La micobacteria al igual que otras
bacterias intracelulares facultativas, tiene la capacidad de utilizar las células
fagociticas para multiplicarse. La interaccion de las micobacterias con el
macréfago inicia con la unidn de la bacteria (0 de sus componentes) a
moléculas expresadas en la superficie celular del macréfago, lo cual induce la
internalizacion y/o a la induccion de la produccion de citocinas. Las citocinas
proinflamatorias como interleucina-1 (IL-1), interfeucina-6 (IL-6), interleucina-8
(IL-8) y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-u) se producen en las etapas
iniciales de la infeccion, atraen los neutréfilos, linfocitos y macréfagas para que
fagociten los bacilos extracelulares, y ademas generan un foco inflamatorio.
Posteriormente, los linfocitos T CD4 especificos se transforman en linfocitos
Th1 bajo la influencia de IL-12 secretada por los macrdfagos. Estos linfocitos
tras su activacién secretan otras citocinas, principalmente interferon-gamma
(IFN-y), el cual activara los macréfagos infectados, inducira la produccion de
intermediarios reactivos de nitrégeno y favorecera la eliminacion de la bacteria.
Sin embargo, mientras se desencadena esta respuesta inmune innata, los
bacilos se van diseminando hacia los nédulos linfaticos regionales y los vasos
sanguineocs. Se ha atribuido un papel importante en la resolucién de la infeccién

a las citocinas de Th1, mientras que las de células T cooperadoras tipo 2 (Th2)
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como la interieucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10) no se han asociado con la

resolucién de la infeccion (Figura 1).%®

La orientacion hacia una respuesta inmune tipo TH1 o TH2, parece estar
relacionada, con la naturaleza del ligando bacteriano y/o por la via del receptor
de entrada a la célula fagocitica. Investigaciones realizadas en nuestro
laboratorio estimulando células mononucleares (CMN) de individuos PPD (-)
con dosis bajas y altas de M. tubercuiosis H37Rv y sus fracciones, demostraron
que las proteinas intracelulares son excelentes inductoras de TNF-a, IL-2 e
IFN-y, mientras que los polisacaridos inducen una respuesta de Th2,

representada por IL-10.°

En nuestro laboratorio hemos encontrado altas concentraciones de IL-8 en
lavado broncoalveolar y la expresion del gen que codifica para TNF-a en

células de lavado broncoalveolar de sujetos con tuberculosis pulmonar activa.*®
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Figura 1. Respuesta Inmune contra Mycobacterium tubercuiosis 5%
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1.3 Mecanismos de defensa local y mecanismo de entrada del bacilo a su

célula huésped.

El moco de la vias aéreas superiores es la primera linea de defensa con la que
se enfrenta la micobacteria, ya que el moco contiene diversos efectores
solubles como la lisozima, lactoferrina, defensinas y catelicidinas. La lisozima

' La lactoferrina

digiere rapidamente la micobacteria en estudios in vitro.'
secuestra el hierra del micrcambiente extracelular necesario para favorecer la
infeccion de macréfagos por el bacilo.'*'® Las alfa defensinas tienen actividad
micobactericida in vitro.' Los efectores solubles surfactantes en las vias
respiratorias bajas con los que se puede encontrar |la micobacteria son
principalmente las proteinas surfactantes A (SP-A) y D (SP-D) que opsonizan al
bacilo. La opsonizacion de Mycobacterium tuberculosis por SP-A induce la
fagocitosis por macréfagos, mientras que SP-D la reduce. SP-A induce la
expresién de CD206 (receptor de manosa) en macréfagos, pero regula
negativamente la produccion de intermediarios reactivos de nitrégeno (IRNs),
con un beneficio para el patégeno.“”'” Los anticuerpos especificos pueden ser
producidos contra Mycobacterium tuberculosis por células B tipo 1 y 2
respectivamente. Los anticuerpos presentes en el moco opsonizan al bacilo e
incrementan su fagocitosis por macréfagos via receptores Fc. El componente
C3b de complemento es liberado por las células alveolares tipo I, asi como por
macréfagos alveolares, los cuales contribuyen a la opsonizacion y fagocitosis

de la micobacteria. 1®1°
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Una vez que la micobacteria pasa a vias respiratorias bajas ya sea opsonizada
0 no, se encuentra con las células epiteliales y los macréofagos alveolares. El
reconocimiento del patégeno se da a travées de receptores que reconocen
patrones (RRP) tales como receptores de desecho, receptores de manosa,
CD14, CD44, DC-SIGN y receptores para opsoninas (receptores para proteinas
surfactantes, receptores Fc y receptores de complemento)?®?® Ej
reconocimiento de lipoarabinoamana (LAM) y la lipoproteina secretoria de 19
kDa de Mycobacterium tuberculosis es mediada por receptores parecidos a Toll
(TLR) tipo 2 y 6 (TLR2 y TLR6) expresados en la membrana de macréfagos
alveolares. Componentes del sobrenadante de cultivo de Mycobacterium

tuberculosis son reconocidos por TLR4, mientras que el ADN micobacterianc

por TLR9 ( Figura 2).2%

1.4 Biomarcadores de Susceptibilidad

La genética, el medio ambiente y la evolucién misma juegan un papel
importante en la resistencia o susceptibilidad a una gran variedad de

enfermedades bacteriana, virales, parasitarias u hongos.

En la tuberculosis, similar a lo que ha sucedido para otras enfermedades, se
han llevado a cabo estudios para conocer la existencia de moléculas o
mutaciones genéticas asociadas con el desarrolio de |la enfermedad. Diferentes

genes del hospedero son candidatos para ser asociados con la susceptibilidad
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a desarrollar tuberculosis, como ejemplo de ello tenemos aquellos encontrados
en HLA-DQB1, HLA-DRZ2, el receptor de la vitamina D, Proteina 1 de macrofage
asociada con la resistencia natural (NRAMP1), TNF-a, Proteinas de union a
manosa, receptor de interferon-gamma, interleucina 10, interleucina 1a y 1B,
receptor de complemento 1, ICAM 1, fucosiltransferasa 2, oxido nitrico sintasa

inducible, receptores de quimiocinas, interleucina 4, interleucina 6, entre otros.

27-28
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Factores de
transcripcion
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Figura 2. Receptores que reconocen patrones moleculares de Mycobacterium
tuberculosis o sus componentes. Se muestran los principales receptores
celulares empleados por Mycobacterium tuberculosis para internalizarse a la
célula huésped. Una vez reconocida el bacilo se inducen sefiales intracelulares
activadores de factores de transcripcién que median la produccion de citocinas

y quimiocinas involucradas en la respuesta inmune contra la micobacteria.

10
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1.5 Caracteristicas de las moléculas y genes analizados en el trabajo

1.5.1 Receptor de complemento tipo 4 (CD11c o CR4)

E! receptor de complemento tipe 4 (CD11¢) es una glicoproteina de adhesién de
150-kDa (forma la cadena alfa de la integrina p150), la cual se expresa sobre la
superficie celular de diferentes tipos de células como: células asesinas
naturales (NK), ciertos subgrupos de linfocitos T y B, monocitos, granulocitos y
macrofagos. CD11¢c se encuentra asociada con CD18 y ambas moiéculas
forman el complejo CD11c/CD18, dicho complejo participa en la unién de

fibrindgeno y se ha reportado que es uno de los receptores para iC3b e ICAM-

1 .29—31

En la superficie del macrofago se expresan receptores del complemento que
participan en la respuesta inmune primaria contra los microorganismos.
Estudios indican que las micobacterias patégenas como M. tuberculosis, M.
leprae y M. avium emplean los receptores de complemento para internalizarse a
su célula blanco, este mecanismo depende de la asociacion de |la micobacteria
con el componente C2a del complemento. El complejo C2a-micobacteria
escinde al componente C3 del complemento, o cual resulta en la opsonizacién
de la bacteria por C3b y su reconocimiento por el macréfago.? Sin embargoe,
existen también evidencias de que la unién a CD11c de M. tuberculosis, puede
ser de manera no opsoénica, esto fue demostrado adicionando anticuerpos

monoclonales anti-CD11c y observando un bloqueo en la unién de la bacteria a

11
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macrofagos derivados de monocitos. Lo anterior fue corroborado por
experimentos de transfeccion de células de ovario de hamster chino (CHO) con
ADNc de CR4, las células transfectadas adquirieron la capacidad de expresar
en su superficie el receptor CR4 permitiendo la union de M. tuberculosis.
Finalmente, se ha reportado que la unidén de M. (uberculosis a CR4
desencadena una potente senal de traduccidn, que resulta en la fosforilacion
por una tirosina proteina cinasa, de proteinas mayocres de 60 kDa del

macrofago, las cuales estan involucradas en el proceso fagocitico. *

En nuestro laboratorio se observé una disminucién de CD11c a la superficie de
los monocitos de ilos pacientes con TB muitidrogoresistente, indicando que su
expresion podria ser regulada negativamente por proteinas intracelulares,

lipidos y polisacaridos de M. tuberculosis H37Rv.*>*

El gen de CD11c humano se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 16 y mide aproximadamente 27.8 kb.*® La expresion del gen de
CD11c es regulada por los factores de transcripcién SP1 en conjunto con AP1,
asi como también puede ser reguiado por SP3, los cuales tiene sitios de unién

en el promotor de CD11¢c*¥

Actualmente han sido reportados 26
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) localizados a lo largo del gen de
CD11c, pero solo unos pocos se han relacionado con ciertas enfermedades.*
SNPs localizados en la posicion +44 G/A del exén 9 y en la posicion +50 C/G

del exén 15, los cuales han sido correlacionados con la enfermedad de Crohn y

col.itis ulcerativa.®® Hellming y col. en el 2005, reportaron una asociacion entre

12
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un SNP encontrado en el exén 15 y otro en el intrén 31 de CD11c con la ulcera

gastrica.®®

1.5.2 Receptor de alta afinidad de LPS (CD14)

El receptor CD14 es una proteina de membrana de 55 kDa anclada a glucosil-
fosfatidilinositol expresada sobre la superficie de monocitos, macrofagos,
células de la microglia y leucocitos PMN.***' CD14 es reconocido como el
principal receptor de lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram-negativas ¢4
Una vez que interaccionan CD14-LPS, el receptor similar a toll tipo 4 (TLR4)
actia como un coreceptor e induce sefiales intraceiulares conduciendo a la
activacion de factores nucleares como NF-xB. Lo anterior desencadena la
sintesis de mediadores solubles inmunolégicos como las citocinas y

quimiocinas.*®

CD14 de membrana es escindido enzimaticamente por la fosfolipasa C,
fosfolipasa D, proteasas o por la metaloproteinasa tipo-12 (MMP-12) para dar
lugar a la formacion de CD14 soluble (CD14s).**#® E| CD14s es producido
principalmente en los hepatocitos y ha sido considerado por algunos autores

551 Los niveles de CD14s se han

como una proteina de fase aguda.
encontrado altos en diversas enfermedades infecciosas, como no infecciosas

tales como: choque séptico, enfermedad de Kawasaki, dermatitis atopica,

13
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enfermedad del higado, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico,
brucelosis, tuberculosis, etc.’43®

CD14 es un miembro de los receptores que median la fagocitosis de M.
tuberculosis, a través del reconocimiento de lipocarabinomanana (LAM) y dicha
unién induce al macréfago a producir IL-8, la cual es un quimiocina atrayente
principalmente de neutrofilos. La participacion de CD14 en la unién de las
micobacterias a las células de microglia se ha demostrado, ya que al adicionar
CD14 soluble o anticuerpos monoclonales {(Acm) anti-CD14 a un medio celular

de macrofagos impide la unién de la micobacteria al macrdfago y con ello la

fagocitosis. ™

Diversos investigadores describieron que tanto el residuo de arabinosa del LAM
(AraLAM) como el de manosa (ManLAM) induce una respuesta distinta en los
receptores de manosa y CD14 en monocitos humanos y dicha respuesta es

dependiente del estado de diferenciacion celular. 8752

En 1998, Medvedev reporté que el bloqueo de CD14, CR3 y CR4 inhibe la
produccion de TNF-a inducida en los monocitos humanos tratados con la pared
celular de estreptococo del grupo B (PCEB). Las células CHO transfectadas con
CD14 responden al LPS y a PCEB, y ambos antigenos inducen la activacion
del factor transcripcional NF-kB. Esta activacion de NF-xB por el LPS se
observa también en células CHO transfectadas con CR3 y CR4, sin embargo el

PCEB no es capaz de activarlo. ®

14
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En nuestro laboratorio hemos observado una elevacion de la expresion de
CD14 en células de pacientes con TB pulmonar y extrapulmonar, asi como en
pacientes infectados con el VIH. Estos resultados sugieren que la micobacteria
puede sobre-regular la expresion de CD14 para mantener sitios de unién e
internalizacién al macréfago y asi asegurar su supervivencia. Ademas, en
nuestro laboratoric hemos demostrado que los lipidos y polisacaridos de M.

tuberculosis H37Rv inducen la expresion de CD14 3334

El gen de CD14 humano se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 5, es un gen de 38.9 kb.® La expresién del gen de CD14 es
regulada por los factores de transcripcion SP1 y SP3, los cuales tiene sitios de
unidn en el promotor de CD14.% Actualmente se conocen 31 SNPs
(principalmente los localizados en la regién promotora) y muchos de ellos han
sido asociados con una variedad de enfermedades.®® Hubacek y col. en 1999 y
Zee y col. en el 2001, reportaron que el SNP localizado en la posicién del
promotor —260 (C/T) esta asociado con el riesgo de infarto a miocardio.®”*® Por
otro lado, existen diversos reportes donde el SNP en la posicion =159 de la
region promotora del gen de CD14 (T/C) ha sido asociado con incremento en el
riesgo de infarto a miocardio, incremento de nefropatia por IgA, incremento de
CD14s e IgE total, disminucién de IL-4, asociacién con los niveles proteina C
reactiva, periodontitis cronica, enfermedad de Crohn y susceptibilidad a

brucelosis.’*"

15



Asociacién del patrén y pofimorfismos de CD11¢, CD14 y TLR4 con la suscephbiidad a desamollar tuberculosis
pulmonar

1.5.3 Receptor parecido a Toll tipo 4 (TLR4)

Los receptores toll fueron descubiertos inicialmente en Drosophila, en donde
estan involucrados en la mediacion de la polarizacion dorsoventral en el
desarrollo de embriones y en la inmunidad en esta especie Posteriormente, se
identificaron receptores con secuencias homodlogas en el humano, por tal
similitud fueron denominadas receptores parecidos a toll, del inglés toll-like

receptors (TLRs).’8

El receptor similar a Toll-4 humano es una glicoproteina transmembranal, es
expresada constitutivamente en monocitos y células endoteliales.” En recientes
reportes, TLR4 ha sido identificado como el receptor para lipopolisacarido
(LPS), pero ademas este puede interactuar con diversas moléculas tales como
proteinas de choque térmico (HSP), fibronectina, fibrindgeno, entre otras.’8! Se
sabe que las cepas de ratones C3H/Hed y C57BL10/ScCr su respuesta a los
LPS es muy escasa y en ambas cepas se identificaron mutaciones en el gen de

TLR4.%2

El reconocimiento de los LPS mediante TLR4 requiere la participaciéon de otras
moléculas tales como la proteina de union a LPS (LBP) y CD14. El LPS se une
a la LBP presente en el suero y posteriormente el complejo es reconocido por el
receptor CD14. La estimulacién por LPS va seguida de acercamiento fisico del

CD14 y TLR4. La MD-2, una molécula que se asocia con la porcion extracelular

16
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del TLR4, aumenta la respuesta al LPS. La union de LPS a TLR4 induce la
activacion de factores de transcripcién, principalmente, la activacion del factor
nuclear kappa B (NF-xB) este a su vez media la expresion de genes de
diversas moléculas involucradas con el sistema inmune, entre ellas se

encuentran las citocinas proinflamatorias y moléculas co-estimuladoras. 8%

El TLR4 ha sido asociado en la activacion de la respuesta inmune celular contra
Mycobacterium tuberculosis.®® Bulut y col. en el 2005, reportaron que el TLR4
puede reconocer lipoproteinas secretadas al medio de cultivo de M. tuberculosis
especialmente |la lipoproteina de 19 kDa.® Por otra parte, Abel y col. en el
2002, reportaron que TLR4 es necesaric para el control de la infeccién crénica

por M. tuberculosis en un modelo de ratones.®’

El gen de TLR4 humano se encuentra localizado en el brazo largo del
cromosoma 9 y mide aproximadamente 11.46 kb.®® Se han reportado 97 SNP
en este gen de los cuales dos muy comunes han sido relacionados con una
variedad de enfermedades: el primero es la sustitucion de adenina por guanina
en la posicion +896, el cual resulta en el reemplazo de un residuo de acido
aspartico (Asp) por giicina en la posicion 299 de la proteina (Asp299Gly);

mientras que el segundo ocurre Un cambio de treonina por isoleucina en la

posicién 399 de la proteina (Thr399lle). #8-89

17
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El SNP TLR4/Asp299Gly se ha relacionado con hiporrespuesta a endotoxinas,
eventos coronarios agudos, incremento en el riesgo a infecciones por Gram-
negativos, disminucién de la neuropatia diabética, enfermedad de Crohn y
Colitis ulcerativa, susceptibilidad a brucelosis en una poblacion Irani vy

susceptibilidad a malaria en una poblacién Africana, entre otros, 829095
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CAPITULO i

JUSTIFICACION

A la fecha la tuberculosis constituye un problema de salud mundial, una tercera
parte de la poblacién se encuentra infectada por Mycobacterium tuberculosis.
Factores tales como la infeccién por VIH, aparicién de cepas drogas resistentes,
diabetes mellitus, la genética {(del hospedero y del microorganismo), hacen que
este panorama, sea poco alentador para el control de esta enfermedad. Los
receptores empleados por la micobacteria y los TLRs son elementos
primordiales de la ruta de entrada de la bacteria e influyen directamente sobre
su permanencia en el organismo y desarrollo de la infeccién. El perfil de estos
receptores expresados en la superficie celular cambia (lipo y cantidad) en un
individuo en respuesta a Jas condiciones fisiolégicas y/o patolégicas, pero
también puede variar entre individuos, de acuerdo a |os polimorfismos que
presentan. A la fecha, no existe estudio que correlacione el perfil y Jos
polimorfismos de los receptores celulares para M tuberculosis con la
susceptibilidad a la infeccion. La identificacion de algunos de los factores de
susceptibilidad (perfil de receptores y polimorfismos) facilitaran la deteccién de
los individuos susceptibles a desarrollar tuberculosis puimonar, dentro de un
grupo de personas que presentan mayor riesgo de ser infectadas (los contactos

directos de los pacientes con TB).
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CAPITULO 1li

HIPOTESIS

CD11c, CD14 y TLR4 son marcadores que predicen la susceptibilidad a

desarrollar tuberculosis pulmonar tanto en pacientes como en sus contactos

20
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CAPITULO IV

OBJETIVO GENERAL

Determinar el patron y polimorfismos de CD11¢, CD14 y TLR4 en pacientes con

tuberculosis pulmonar y sus contactos.
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CAPITULOV

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar los niveles de expresién de CD11¢, CD14 y TLR4 en monocitos
de pacientes con tuberculosis pulmonar antes y después de tratamiento, asi

como en controles y contactos de los pacientes..

2 - Cuantificar CD14 soluble en suero de los pacientes con tuberculosis

pulmonar, sus contactos y sujetos sanos.

3- Detectar los polimorfismos de CD11¢c, CD14 y TLR4 y su frecuencia en los

pacientes con tuberculosis pulmonar y sus contactos.

4.- Realizar los andlisis estadisticos comparativos de los resultados vy

correlacionarios con la susceptibilidad a contraer la infeccion.
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CAPITULO VI
ESTRATEGIA GENERAL
- ! Tratamiento
—Diagnostico RIFATER / Etambutol
p 2 meses
Servicios de Salud B ) RIFINAH /Etambutol
{Hospital Universitario/IMSS) actioscopia 4 meses

l

Pacientes con Tuberculosis
pulmonar activa (0 y 6 meses)
n= 104

Sujetos Sanos Contactos de pacientes
n=114 n= 67

!

PCR-RFLP
;¥ v

PPD Expresion de Receptores
CD11c
CD14
TLR4 « CD11c: Exon 2 (W/R)
Deteccion de anticuerpos IgM e IgG » CD14: Promotor —159 (T/C)
anti-proteinas de Mycobacterium + TLR4: +299 (A/G) Asp/Gly
tuberculosis

Cuantificacion de CD14 soluble
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CAPITULO VI

METODOLOGIA

7.1 Sujetos de estudio y criterios de seleccién.

Se seleccionaron 104 pacientes de reciente diagnostico de tuberculosis
pulmonar, 67 contactos de estos pacientes y 114 sujetos clinicamente sanos
mayores de edad y previa firma de carta de consentimiento informado. Los
pacientes con tuberculosis pulmonar fueron diagnosticados por baciloscopia y
cultivo, asi como también, se les practicé la prueba serolégica para la deteccion
de anticuerpos contra proteinas extracelulares de M. tuberculosis (técnica que
tiene una patente en tramite y desarrollada en nuestro laboratorio). Ningun
paciente 0 sujeto de estudio estaban infectados con el virus de
inmunodeficiencia humana, no ingerian inmunosupresores o esteroides. El
proyecto fue aprobado por el comité de investigacion y bioética de la Facultad
de Medicina, UANL, fa cual se basa en los reglamentos internacionales

estandar.

7.2 ELISA deteccion anticuerpos IgM e IgG anti-proteinas extracelulares M.

tuberculosis y cuantificaciéon de CD14 soluble.

A todos los pacientes, contactos y sujetos sanos se les tom6é 5 ml de sangre

venosa periférica, se dej6 coagular y se obtuvo el suero para la deteccién de
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anticuerpos IgM e IgG anti-proteinas extracelulares M. tuberculosis empleando
la técnica de ELISA indirecta y la cuantificacién de CD14 soluble se realizé
empteando un kit comercial de ELISA tipo sandwich (Biosource, Nivelles,

Belgium).

7.3 Andlisis de la expresién en membrana de CD11¢c, CD14 y TLR4

Se tomaron 10 m| de sangre venosa periferica con EDTA como anticoagulante
de los pacientes, contactos y sujetos sanos. A partir de la sangre completa se
realizé la tincibn de receptores de membrana, para esto se incubé con
anticuerpos monoclonales para medir la expresién en membrana de los
receptores anti-CD45-FITC (Santa Cruz, California, USA), anti-CD11c (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego,USA), , anti-CD14 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego,USA) y anti-TLR4 (Santa Cruz, California,USA), asi
como un control de isotipo (para eliminar la fluorescencia inespecifica, BD
Biosciences Pharmingen, San Diego,USA). Se realizaron lavados con FACS
flow (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,USA) y las muestras fueron
analizadas utilizando un citémetro de flujo marca Beckton Dickinson modelo
FACS Scort Calibur (BD, San Jose California) y el software Cellquest. Los
resultados fueron obtenidos mediante la impresion de graficas (histogramas) e

intensidad media de fluorescencia (IMF).
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7.4 Extraccion del ADN

A partir de las muestras de sangre periférica de controles, pacientes con
tuberculosis pulmonar y sus contactos se extrajo el ADN mediante la técnica de
TSNT %

1.- Se recuperd el plasma rico en leucocitos por sedimentacién de glébulos
rojos.

2.~ El plasma fue centrifugado a 10,000 rpm/1 min a 4°C.

3.- El plasma fue descartado y el botén celular fue empleado para la extraccién
de ADN.

4 - Se afiadieron 200 pl de solucidn de lisis TSNT (2% Tritén 100X, 1% SDS,
100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI| pH 8.0, 1 mM EDTA sadico) y la muestra se
mezclo en un vortex.

5.- Se adicionaron 200 pl de fenol saturado y se mezclé por inversion.

6.- Se agregaron 200 pl de Sevag (cloroformo-alcohol isoamilico 24:1) y se
mezclé en un vortex hasta su homogenizacién.

7.- Se adicionaron 200 pl de TE 1X pH 8.0 ( EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM) y se
mezclé por inversién y las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm/20 min a
4°C.

8.- La fase acuosa fue recuperada (fraccién que contiene el ADN) y se adicioné
0.1V de acetato de sodio 3 M pH 5.3 y 1V de isopropanoci para precipitar el
ADN.

9.- Se dej6 precipitar el ADN a —-20°C durante 1h.
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10.- Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rom/15 min a 4°C.

11.- Se decant6 el sobrenadante y el ADN fue lavado con 1V de etanol al 70%.
12.- Nuevamente las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm/10 min a 4°C,
decantando el sobrenadante y secando la pastilla.

13.- El ADN fue resuspendido en TE 1X pH 8.0, aproximadamente 20-50 pl. Los
ADNs resuspendidos fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

14.- La calidad del ADN se verificd por electroforesis en gel de agarosa 0.8% y

semicuantificé por espectrofotometria.

7.5 Estandarizacién de las Reacciones en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Una vez obtenido el ADN se prosiguit con la estandarizacion de las PCRs. Los
oligonucledtidos usados para |a deteccién del SNPs del promotor de CD14/-159
y el SNP en TLR4/Asp299Gly fueron los reportados anteriormente por Baldini
en 1999 y Arbour en el 2000.7"% Mientras los oligonucleotidos para el SNP en
el exdn 2 de CD11c¢ fueron disefados empleando el sofware Oligo 7.0 y
ensayados en el sofware Amplify 2.0, las secuencias de los oligonucledtidos

empleadas se observan en la tabla 2.
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Tabla 2. Oligonucleétidos para amplificar los genes estudiados y sus

secuencias.

Polimorfismo Secuencia de los oligonucleétidos Referencia
CD11c
Exén 2 (W/R) 5 CCTCTTTCCCAGCCTTAGC 3

5 AGCCTGGCACTGCACTTAC 3
CD14
Promotor —159 (T/C}) 5  GTGCCAACAGATGAGGTTCAC 3 Baldini 1999
5 GCCTCTGACAGTTTATGTAATC 3’

TLR4
Asp299Gly 5" GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG 3" Arbour 2000

5 GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC 37

7.6 Condiciones de Amplificacion

Para la estandarizacion de las condiciones de amplificacion en las PCRs se
utilizaron pardametros estandar de los reactantes, los cuales se fueron
modificando para optimizarlos en cada una de las reacciones (ver tabla 3). Asi
mismo, las ciclos de temperaturas y tiempos dentro de los programas
introducidos en el termociclador fueron optimizados para cada fragmento
amplificado {tabla 4). Los tamafos de los productos amplificados variaron de

250-497 pb. Los productos amplificados fueron visualizados en geles de
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agarosa al 2% teridos con bromuro de etidio y posteriormente

fotodocumentados.

Tabla 3. Condiciones de PCR para los polimorfismos estudiados

Reactivos Volumen por Reaccién
Amortiguador Epicentre 10X 2.0 ul (1X)
Potenciador Epicentre 10X 2.0 ul (1X)
dNTPs Bioline (20 mM) 0.2 ul (200 pM)
MgCl; Epicentre 25 mM 1.2 pl (1.5 mM)
Primer 1 5uM 2.0 pl (0.5 uM)
Primer 2 5uM 2.0 ul (0.5 uM)
Taqg ADN Polimerasa Epicentre (S8U/ul) 0.18 pl (0.1U/pul)
ADN 1 pl (=50 ng)
Hz0 miliQ 9.42 pl
Volumen final 20 pul

Tabla 4. Programa inicial de amplificacién para los polimorfismos

Temperatura Tiempo
1.-95°C ~ 2min -
2.-94°C 40 seg
3.- 56-59°C* 40 seg
4.-72°C 30 seg

5.- Repetir pasos 2-4/35 ciclos

6.-72°C 5 min

*La temperatura de alineamiento varid segun el producto del gen a amplificar.
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7.7 Polimorfismos del tamafo de fragmentos de restriccion (RFLP)

Esta técnica se basa en la deteccion de fragmentos de ADN de diferentes
tamafios generados por endonucleasas de restriccion, para asi identificar los
polimorfismos presentes en un gen de interés. Los productos amplificados
fueron digeridos dependiendo del SNP buscado, utilizando enzimas de la casa
comercial Promega y New England Biolabs (tabla 5). En el anexo Il se

describen las condiciones especificas para cada enzima.

Tabla §.- Reacciones de digestion para la deteccién de los polimorfismos

Reactivos Volumen (pl)
Producto amplificado 10
Amortiguador 1 (1X)
Enzima 1(1U)
Albumina sérica bovina (ASB) 0.1 (100X)
H.O miliQ 7.9
Volumen final 20

Los fragmentos generados de las digestiones fueron verificados por
electroforesis (5 V/icm) en geles de agarosa 2-4% tefiidos en bromuro de etidio

para la facil identificacidén de las bandas generadas en la digestién.
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7.8 Analisis de Resultados

Los resultados fueron evaluados empleando una serie de analisis estadisticos
incluyendo también la estadistica descriptiva. Se realizé un analisis multiple de
Dunn para la validacion de resultados en la expresion de CD11e,
CD14m/CD14s y TLR4, asi como de la validaciéon de los resultados de los
genotipos y los niveles de CD14m/CD14s. Una prueba apareada de t de
student fue empleada para comparar los valores de los 24 pacientes a los
cuales se les realizaron los analisis a los 0 y 6-7 meses de tratamiento. Por otro
lado, se realizdo con la prueba de X2 prueba exacta de Fisher en tabla de 2x2
fueron realizados para evaluar las variaciones de las frecuencias genotipicas y
alélicas. Las proporciones de probabilidades (OR) y los intervalos de confianza
(IC) del 95% para determinar la probabilidad y el riesgo de la enfermedad. La
diferencia estadistica fue establecida para los valores de P < 0.05. Los
analisis estadisticos se realizaron empleando software estadisticos como el

SPSS version 10.0 y GraphPad Prism 4.
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CAPITULO Vill

RESULTADOS

8.1 Muestras para el estudio

En el estudio se incluyeron 104 pacientes con tuberculosis pulmonar activa que
acudiercn al Instituto Mexicano del Seguro Social U.M.F. No. 28 y al Centro de
Investigacion, Prevencién y Tratamiento de Infecciones Respiratorias del
Hospital Universitario durante el periodo de Diciembre 2004 a Agosto 20086, 67
contactos de estos pacientes [hijos(as), esposo(a), hermanos(as), padres] y

114 sujetos clinicamente sanos.

6.2 Caracteristicas de la poblacion

La proporcién entre hombres y mujeres fue similar en los grupos de estudio,
50.9% sexo femenino fue encontrado en el grupo de pacientes con tuberculosis
pulmonar, 53.5% en el grupo de sujetos sanos y 64.2% en el grupo de
contactos intra-domiciliarios. El promedio de edad en el grupos se encontrd
entre 27.2-42 2 afios. Todos los pacientes con tuberculosis pulmonar y los
contactos intra-domiciliarios fueron positivos al PPD, mientras el 56% de los

sujetos sanos fueron positivos al PPD.
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La deteccion de anticuerpos del isotipo IgM e IgG anti-proteinas del filtrado de
Mycobacterium tuberculosis fue realizado para todos los grupos, a partir de los
sueros de los sujetos sanos se estableci6 un punto de corte para ser
considerado positivo (> 0.3 densidades épticas de absorbancia). El 76% de los
pacientes con tuberculosis pulmonar (0 meses) presentaron anticuerpos IgM, el
4% de los 24 pacientes con 6-7 meses de tratamiento para IgM y el 58.2% de

los contactos intradomiciliarios de los pacientes para este anticuerpo (Figura 3).

Ei 51% de los pacientes con tuberculosis pulmonar presentaron anticuerpos del
isotipo 19G, el 45.8% de los pacientes después de 6-7 meses de tratamiento se
les detectaron este anticuerpo y el 38.8% de los contactos (Figura 4). El 10.5%

de los contactos intra-domiciliarios desarrollaron tuberculosis pulmonar.
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Deteccion de anticuerpos IgM anti-proteinas del filtrado de

cultivo de M. tuberculosis
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Figura 3. Deteccién de anticuerpos IgM anti-proteinas del filtrado de cultivo de
Mycobacterium tubercuicsis en sueros de controles {(n=114) pacientes con
tuberculosis pulmonar antes del tratamiento (n=104), pacientes con tuberculosis
pulmonar con B6-7 meses de tratamiento antifimico (n=24) y contactos

intradomiciliarios (n=67).
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Deteccion de anticuerpos IgG anti-proteinas del filtrado de

cultivo de M. tuberculosis

0.9+
0.8~
.
o6
0.74 ®
']
*® '] ®
Sgpg0e @
T 06 s .6 .
o0
: o o
2 :. .
Eo.ﬁ- g b
%i ta 00t ® ee®
-0 ®se oo ®eg0a
T 0.4+ .
3 ...00' .t ¢ .‘a
® ege® - ‘=..
3 — v e
8 0.3 x 8.2 on® eg®
3 ¥
o 90 %e®
. R T H 00yt oest
e ®e L]
o0 . -
s . ) .:“.:' o, 0% .'.'::'.
fo'.'.'. LY el o ::o ®e,p0?
s ] %000’ 3
o 2 [} .
0,1= 'Oto%..o." .::30 sga®
®e
®
0.0 T T T T
Control Paciantes (0 meses) Pacientss (6-7 mesas) Contactos

Figura 4. Deteccion de anficuerpos IgG anti-proteinas del filtrado de cultivo de
Mycobacterium tuberculosis en sueros controles (n=114), pacientes con
tuberculosis pulmonar antes del tratamiento (n=104), pacientes con tuberculosis
pulmonar con 6-7 meses de tratamiento antifimico (n=24) y contactos

intradomiciliarios (n=67).

35



Asociacién del patron y polimorfismos de CD1fc CD14 y TLR4 con ia susceptibifidad a desamoliar tuberculosis
pulmonar

8.3 Expresion de CD11¢, CD14 y TLR4 en monocitos de cada uno de los

sujetos de estudio.

Las muestras analizadas de cada uno de los sujetos de estudio fueron
incubadas con anticuerpos monoclonales especificos para cada receptor de
interés. Las muestras fueron adquiridas y analizadas en un citémetro de flujo,
enh donde se delimitd a trabajar con los monocitos de cada muestra en estudio y

se elimind la fluorescencia inespecifica (Figura 5).
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Figura 5. Seleccion de la poblacién para analizar la expresion de CD11c, CD14
y TLR4. a) Grafica de puntos de una muestra donde se indica la seleccién del
area correspondiente a los monocitos denominada region 1; b) verificacion de la
region de monocitos, lo cuales expresan constitutivamente el receptor CD14; y

¢) ajuste para la eliminacioén de |a fluorescencia inespecifica.
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8.3.1 Expresion de CD11c en monocitos

La expresion de CD11¢ en monocitos de pacientes con tuberculosis pulmonar
activa se encontré elevada al momento del diagndstico (antes del tratamiento
antifimico) en comparacion con los controles [117.14 intensidad media de
fluorescencia, IMF (rango 62.75-352.68) versus 35.29 IMF (rango 21.75-59.74).
P < 0.001], la cual disminuyo a niveles similares a los controles después de 6-7
meses de tratamiento [49.3 IMF (rango 32.79-79.60), P > 0.05). No se encontro
diferencia significativa entre los niveles de CD11c entre pacientes antes del
tratamiento y contactos [117.14 IMF (rango 62.75-352.68) versus 105.52 IMF
(rango 44.95-324.13), P > 0.05], pero si entre los contactos y el grupo control,
P <0.001 (Figura 6).

Por otro lado, se realizé un analisis apareado de los 24 pacientes, a los cuales
se les realizd la toma de dos muestras (0 y 6-7 meses de tratamiento). Los
resuftados muestran que fos monocitos de los pacientes tienen aftos niveles de
CD11c antes de recibir el tratamiento, pero estos niveles disminuyen a los 6-7

meses de tratamiento de forma significativa, P < 0.001 (Figura 7).
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Figura 6. Niveles de expresion de CD11c en monocitos de controles, pacientes

con tuberculosis pulmonar a los 0 y 6-7 meses de tratamiento, asi como, de los

contactos de los pacientes. Los resultados fueron evaluados empleando Ja

prueba multiple de Dunn.
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Expresion de CD11¢c en monocitos
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Figura 7. Niveles de expresion de CD11c en los monocitos de los 24 pacientes
antes y 6-7 meses de tratamiento. Se muestra una disminucién de la expresion
de CD11c a los 6-7 meses de tratamiento, la cual fue estadisticamente

significativa y fue evaluada empleando la prueba de t de student pareado,
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8.3.2 Expresion de CD14 en monocitos

La expresion de CD14 fue afta en los monocitos de pacientes con tuberculosis
pulmonar antes del tratamiento [59.95 IMF [rango, 28.15-130.3] vs 29.11 IMF
[rango, 17.85-52.53), respectivamente; P < 0.001), la cual disminuyé a niveles
similares a los controles después de 6-7 meses de tratamiento [31.96 IMF
(rango 17.85-54.60), P > 0.05]. No se encontré diferencia significativa entre los
niveles de CD14 entre pacientes antes del tratamiento y contactos [59.95 IMF
[rango, 28.15-130.3] versus 58.52 IMF (rango 19.21-141.1), P > 0.05], perc si

entre los contactos y el grupo control, P < 0.001 (Figura 8).

Por otro lado, se realizé un andlisis apareado de los 24 pacientes, a los cuales
se |es realizd |la toma de dos muestras (0 y 6-7 meses de tratamiento). Los
resultados muestran que los monocitos de los pacientes tienen altos niveles de
CD14 antes de recibir el tratamiento, pero estos niveles disminuyen a los 6-7

meses de tratamiento de forma significativa, P < 0.001 (Figura 9).
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Expresion de CD14 en monocitos
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Figura 8. Se muestra los niveles de expresién de CD14 en monocitos de
controles, pacientes con tuberculosis pulmonar a los 0 y 6-7 meses de
tratamiento, asi como, de (os contactos de los pacientes. Los resultados fueron

evaluados empleando la prueba mtltiple de Dunn.
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Expresion de CD14 en monocitos
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Figura 9. Se muestra la expresion de CD14 en los monocitos de los 24
pacientes que se logré evaluar los niveles a fos 0 meses y 6-7 meses de
tratamiento. Se muestra una disminucién de la expresion de CD14 a los 6-7
meses de tratamiento, la cual fue estadisticamente significativa y fue evaluada

empleando la prueba de t de student pareado.

42



Asociacién del patrén y polimorfismgs de CD11c, CO14 y TLR4 con la susceptibildad a desamollar tuberculosis
pulmonar

8.3.3 Expresion de TLR4 en monocitos

Los niveles de expresion de TLR4 fue alta en los monocitos de pacientes con
tuberculosis pulmonar antes del tratamiento en comparacién con (0s controles
[29.40 IMF [rango, 11.29-5522] vs 19.51 IMF [rango, 11.11-37.06],
respectivamente; P < 0.001), la cual disminuyé a niveles similares a los
controles después de 6-7 meses de tratamiento [20.72 IMF (rango 14.90-27 .48),
P > 0.05]. No se encontrd diferencia significativa entre los niveles de CD14
entre pacientes antes del tratamiento y contactos [29.40 IMF [rango, 11.29-
55.22] versus 35.00 IMF (rango 16.12-70.22), P > 0.05], pero si con el grupo

control (P < 0.001), figura 10.

El analisis apareado de los 24 pacientes muestran que los monocitos de los
pacientes tienen altos niveles de TLR4 antes de recibir el tratamiento, pero
estos niveles disminuyen a los 6-7 meses de tratamiento de forma significativa,

P < 0.001 (Figura 11).
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Figura 10. Se muestra los niveles de expresién de TLR4 en monocitos de

controles, pacientes con tuberculosis pulmonar a los 0 y 6-7 meses de

tratamiento, asi como, de los contactos de los pacientes. Los resultados fueron

evaluados empleando |a prueba multiple de Dunn.
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Figura 11. Se muestra la expresion de TLR4 en los monocitos de los 24
pacientes que se logré evaluar los niveles a los 0 meses y 6-7 meses de
tratamiento. Se muestra una disminucion de la expresion de TLR4 a los 6-7
meses de tratamiento, la cual fue estadisticamente significativa y fue evaluada

empleando la prueba de t de student pareado.

45



Asociacion del patron y polimorfismos de CO17¢c, CD14 y TLR4 con la susceptibiidad a desarrollar tuberculosis
pulmonar

8.4 Cuantificacion de CD14s en sueros

8.4.1 Curva de Calibracion

Los niveles de CD14s fueron cuantificados por el método de ELISA tipo
sandwich, para ellos se trazé una curva, con estandares proporcionados por la
casa comercial, la cual se empleé para la cuantificacion de CD14 en las

muestras de sueros de nuestros grupos (Figura 12).
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Figura 12. Curva de calibracion de CD14s empleando estandares de

concentracion conocida en el rango de 0 a 112 ng/ml.
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8.4.2 Niveles de CD14s en suero

La concentracion de CD14s en sueros de pacientes con tuberculosis pulmenar
antes del tratamiento se encontré alta en comparacion al grupo control [8406
ng/ml} [rango, 6305-13480] vs 5663 n/ml [rango, 4198-7905], respectivamente;
P < 0.001), la cual disminuyd a niveles similares a los controles después de 6-7
meses de tratamiento [6198 ng/ml (rango 5195-8014), P > 0.05]. Los niveles de
CD14s en los pacientes antes del tratamiento fueron mayores que en los
contactos [9406 ng/ml [rango, 6305-13480] versus 7831 ng/ml (rango 3910-
11250), P < 0.05] Sin embargo, los contactos presentaron altos niveles de

CD14s en comparacion al grupo control (F < 0.001), figura 13,

Por ofro lado, se realizd un analisis apareado de los 24 pacientes, a los cuales
se les realiz6 la toma de dos muestras (0 y 6-7 meses de tratamiento). Los
resultados muestran que los pacientes presentaron altos niveles de CD14s
antes de recibir el tratamiento, pero estos niveles disminuyen a los 6-7 meses

de tratamiento de forma significativa, P < 0.01 (Figura 14).
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Figura 13. Niveles séricos de CD14 soluble en muesiras de sueros de
pacientes con tuberculosis pulmaonar antes y después del tratamiento antifimico
y de sus contactos. Se observa el incremento de CD14s en los pacientes con
TBP antes del tratamiento y sus contactos (P < 0.001), pero este disminuye
después de 6-7 meses de tratamiento antifimico (P > 0.05).
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Figura 14. Se muestran los niveles de CD14s en sueros de los 24 pacientes
para los cuales se logré evaluar los niveles a los 0 meses y 6-7 meses de
tratamiento. Se muestra una disminucién de CD14s a los 6-7 meses de
tratamiento, la cual fue estadisticamente significativa y fue evaluada empleando

la prueba de t de student pareado.
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8.5 Comparacién de los niveles de CD11c, CD14m/CD14s y TLR4 en

contactos IgM positivos y negativos

Los niveles de CD11¢, CD14 y TLR4 fueron comparados inter-grupo de
contactos, los cuales fueron divididos en aguellos contactos que presentaron
anticuerpos del isotipo IgM (lo cual indica contacto reciente con el
microorganismo) anti-proteinas del filtrado de cultivo de Mycobacterium
tuberculosis y aquellos que no presentaron estos anticuerpos. Los niveles de
expresion de CD14 y TLR4 son similares en los monocitos de estos individuos y
no se encontré diferencia significativa al realizar los analisis estadisticos (P >
0.056). Por otro lado, los niveles de CD11c y CD14 fueron altos en los contactos
que presentaron los anticuerpos IgM en comparacion con aquellos que no, esta
diferencia fue estadisticamente significativa (P < 0001 y P < 005,

respectivamente) (Figura 15).
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8.6 Amplificacién de los productos de CD11c, CD14 y TLR4

8.6.1 Amplificacion del exdn 2 del gen cd11c

Una vez obtenidos los ADN de cada uno de los individuos de los diferentes
grupos, se estandariz6 la técnica para amplificar un fragmento del gen cd?7c,
especificamente el exén 2, el cual contiene el SNP de interés. La temperatura
optima de alineamiento se encontré en los 59°C, mientras la concentracién
optima de MgCl, fue 1.5 mM. Las muestras fueron amplificadas y se observé un

producto de 318 pb, el cual era el esperado segun los ensayos virtuales (Figura

18).
M 1 2 3 4 5 6, 7 8 9
300pb _, ANED CEED hst enEe cnms GEED GEe GEED asgy <«—— 313 pb
’ [
M 10 11 12 13 14 15 16 17 ()
300 pb —» cnme GEED NS GEED GUED WD iy <+— 318 pb

Figura 16. Amplificacion del ex6n 2 del gen cd?1c. Gel de agarosa al 2% muestra el
primer carril el marcador de peso molecular (marcador de la marca Novagen del cual
se visualizan 10 bandas de 100 pb cada una). Los siguienies carriles muestran (a
amplificacién de =50 ng de ADN de diferentes muestras un control negativo fue

empleado para el control de calidad de la amplificacién.
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8.6.2 Amplificacién del promotor del gen cd14

Se re-estandarizé6 la técnica de PCR para amplificar el fragmento
correspondiente al promotor del gen cd14, el cual contiene el SNP de interés.
La temperatura Optima de alineamiento se encontré en los 56°C, mientras la
concentracidon 6ptima de MgCl, fue 1.5 mM. Las muestras fueron amplificadas y
se observé un producto de 497 pb, el cual era el esperado segun datos

reportados por Baldini y col. 1999 (Figura 17).

S500pb —> g wiih SNB AN Wt GWR AUD GnG gy
b
-

+—497 pb

Figura 17. Amplificacién del promotor del gen cd74. Gei de agarosa al 2% muestra el
primer carril el marcador de peso molecular (marcador de la marca Novagen del cual
se visualizan 10 bandas de 100 pb cada una). Los siguientes carriles muestran la
amplificacion de ~50 ng de ADN de diferentes muestras un control negativo fue

empleado para el control de calidad de la amplificacion.
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8.6.3 Amplificacion del exén 4 del gen tird

Se re-estandarizé la técnica de PCR para amplificar el fragmento
correspondiente al fragmente localizado en el exén 4 del gen tir4, el cual
contiene el SNP de interés. La temperatura optima de alineamiento se encontro
en los 58°C, mientras la concentracion éptima de MgCl, fue 1.5 mM. Las
muestras fueron amplificadas y se observd un producto de 248 pb, el cua! era el

esperado segun datos reportados por Arbort y col. 2000 (Figura 18).

300 pb —» [ qumee Anme ames W i W S <+— 249 pb

<+— 300 pb

Figura 18. Amplificacion de un fragmento localizado en el exén 4 de 4. Gel de
agarosa al 2% muestra en el primer y el Ultimo carril el marcador de peso molecular
(marcador de la marca Novagen del cual se visualizan 10 bandas de 100 pb cada una).
Los siguientes carriles muestran la amplificacion de ~50 ng de ADN de diferentes
muestras un control negativo fue empieado para el control de calidad de la

amplificacion.
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8.7 Analisis del Polimorfismo del tamafio de fragmentos de restriccion

(RFLP)

8.7.1 Deteccion del SNP en el ex6n 2 cd11c/T—C

Una vez que se tenian los productos amplificados y verificados que la banda
correspondiera a 318 pb en geles de agarosa al 2%, los producios fueron
digeridos enzimaticamente empleando Nci l. En la figura 19 pueden observarse

los fragmentos resuitantes.

182 pb oun
136 pb
114 pb 1
68 pb

Figura 19. Deteccién del SNP en el ex6n 2 del gen cd77c. En la parte derecha se

observa una imagen de gel de agarosa, el carril indicado con la letra H representa al
heterocigoto T/C (182, 136, 114 y 68 pb) y el carril N representa al homocigoto normal
T/T (182 y 136 pb). En la parte izquierda se encuentra el gel de agarosa al 4 %, el
marcador y se observa que las muesiras 7,8 y 9 son heterocigotas T/C, las muestras 1-
6 son homocigotas T/T, el carrii M corresponde al marcador de peso molecular

(Bioline).
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8.7.2 Deteccién del SNP en el promotor del gen cd14/-159 C-T

Una vez que se tenian los productos ampiificados y verificados que la banda
correspondiera a 497 pb en geles de agarosa al 2%, los productos fueron
digeridos enzimaticamente empleando Ava |l. En la figura 20 pueden

observarse los fragmentos resultantes de la digestion enzimatica empleando

Ava ll.
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Figura 20. Deteccion del SNP localizado en el promotor del gen CD14/-159. En la
parte derecha se observa el gel de agarosa, el carril con la letra H representa al
heterocigoto C/T (497, 353 y 144 pb); el carril M representa al homocigoto mutado T/T
(353 y 144 pb); y finalmente el carril N representa al homocigoto normal C/C (497 pb).
En la parte izquierda se encuentra el gel de agarosa al 2.5%, el marcador y se observa
que las muestras 1, 2, 6, 7, 8, 9,11 y 12 son heterocigotas T/C, las muestras 3 y 10 son
homocigotas T/T y las muestras 4, 5y 13 son homocigotas C/C y el carril M representa

el marcador de peso molecular (Novagen).
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8.7.3 Deteccion del SNP en el exdn 4 del gen 8/r4/Asp299Gly A—~G

Una vez que se tenian los preductos amplificados y verificados que la banda
correspondiera a 249 pb en geles de agarosa al 2%, los productos fueron
digeridos enzimaticamente empleando Nco |. En la figura 21 pueden observarse

los fragmenitos resultantes de la digestion enzimatica empleando Nco |

M 38 39 40 41 42 43 44 46 47 48 49 50 51 Ma N H

249 pb

223 pb

Figura 21. En la parte derecha se gbserva el esquema de gel de agarosa, el carril
indicado con la letra N representa al homocigoto A/A (249 pb); el carril H representa al
heterocigoto G/A (249 y 223 pb). En la parte izquierda se encuentra el gel de agarosa
al 3.5%, el marcador y se observa que las muestras 38,4044 y 47-51 son homocigotas
A/A y las muestras 39 y 46 son heterocigotas G/A. y el carril M representa el marcador

de peso molecular (Novagen).
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8.8 Asociacion de los genotipos del polimorfismo del promotor del gen

cd14/-159 con los niveles de CD14m/CD14s

La expresion de CD14 en los monocitos es similar en los sujetos sanos con
diferentes genotipos para el polimerfismo del gen de CD14/-159 (P > 0.05), esta
misma tendencia se observo también para los pacientes con tuberculosis

pulmonar figura 22.

No hubo diferencia en la concentracion de CD14s entre los genotipos para el

SNP CD14/-159 en el caso de los sujetos sanos ni de los pacientes con

tuberculosis pulmonar (P > 0.05), figura 23.
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Figura 22. Asociacion de la expresion de CD14 en monocitos de controles y

pacientes con tuberculosis pulmonar con los genotipos del SNP encontrado en

el promotor del gen de CD14/-158.
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Asociacion de genotipos de CD14/-159 y CD14s
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Figura 23. Asociacion de la concentracion de CD14s en sueros de controles y
pacientes con tuberculosis pulmonar con los genotipos del SNP encontrado en

el promotor del gen de CD14/-159.
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8.9 Analisis de frecuencias Alélicas y genotipos

Los genotipos y los alelos de los SNPs presentes en CD11c/exén 2 T C, el
promotor del gen de CD14/-159 C T y del exén 4 del gen de TLR4/Asp299Gly A
G fueron obtenidos de 114 controies, 104 pacientes con tuberculosis pulmonar
y 67 contactos y analizados para determinar si existia alguna asociacién con el

desarrollo o susceptibilidad a tuberculosis pulmonar.

8.9.1 Frecuencias de genotipos y alelos del SNP en CD11c/ex6n 2T —C

El homocigoto TT en el SNP encontrado en el exén 2 del gen de CD11c¢ fue el
mas frecuente en todos los grupos analizados (89.5-956%), también se
encontraron algunos sujetos que fueron heterocigotos (T/C), pero no se
encontro el homocigoto CC en nuestra poblacion de estudio. Las frecuencias
de los genotipos de toda la poblacién estudiada fue del 94.03% para el

homocigoto TT y 5.96% para el heterocigoto.

El alelo T fue mas frecuente en los grupos de estudio con 84.8, 97.6 y 97.8% en
contactos, pacientes con tuberculosis pulmonar y controles, respectivamente.
La frecuencia de los alelos de toda la poblacién estudiada fue del 97.01% para
el alelo T y 2.99% para el alelo C. No se encontrd diferencia significativa entre

las frecuencias genctipicas y alélicas en los grupos analizados (Tabla 8).
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Tabla 6. Frecuencias de genctipos vy alelos en el exén 2 del gen CD11¢/T-»C

en controles, pacientes con tuberculosis pulmonar y sus contactos.

Genotipos Control Pacientes Contactos OR (IC 95%)
n (%) TBP P

TT 109 (95.6) 99 (95.2) 60 (89.5) 1.101 (0.309-3.917)
P =0.567*

TC 5(4.4) 5(4.8) 7 (10.5)

CcC 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0)

Total 114 (100) 104 (100) 67 (100)

Alelo

n (%)

T 223 (97.8) 203 (97.8) 127 (94.8) 1.099 (0.313-3.805)
P = 0.566*

c 5(2.2) 5({2.4) 7 (5.2)

Total 228 (100) 208 (100) 134 (100)

El numero en el paréntesis indica la frecuencia.

*Comparacién entre las frecuencias de los controles y pacientes con

tuberculosis pulmonar empleando la Prueba exacta de Fisher.
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8.9.2 Frecuencias de genotipos y alelos del SNP en el promotor CD14/-159

La frecuencia del genotipo CD14/-159 TT fue alta en los pacientes con
tuberculosis pulmonar (35.6%) comparada con el grupo control (12.3%),
P < 0.0001. La frecuencia del genctipo heterocigoto fue muy similar en todos los
grupos (entre 40.3-55.3). La frecuencia del genotipo CD14/-159 TT en los
contactos fue del 22.4%, pero de los 7 contactos que desarrollaron tuberculosis
pulmonar el 50% tentan este genotipo. Las frecuencias de los genotipos de toda
la poblaciéon estudiada fue del 27.37% para el homocigoto CC, 49.47% para el

heterocigoto CT y 23.16% para el homocigoto TT.

Las frecuencias alélicas de CD14/-159 T fueron estadisticamente altas en los
pacientes con tuberculosis pulmonar (P < 0.0001) comparadas con el control
(60 y 40%, respectivamente) (Tabla 7). La frecuencia alélica de toda la

poblacidn estudiada fue del 52.01% para el alelo C y 47.99% para el alelo T.
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Tabla 7. Frecuencias de genotipos y alelos en el promotor de! gen de CD14/-

188 C—HT en controles, pacientes con tuberculosis pulmonar y sus contactos.

Genotipos Control Pacientes  Contactos OR (IC 95%)
n (%) TBP P

cec 37 (32.4) 16 (15.4) 25 (37.3) 6.112 (2.613-14.296)
P < 0.0001*

CT 63 (55.3) 51 (49) 27 (40.3)

il 14 (12.3) 37 (35.6) 15 (22.4)

Total 114 (100) 104 (100) 67 (100)

Alelo

n (%)

C 137 (60) 83 (39.9) 77 (57.5) 2.267 (1.545-3.328)
P < 0.0001*

T 91 (40) 125 (60.1) 57 (42.5)

Total 228 (100) 208 (100) 134 (100)

El numero en el paréntesis indica la frecuencia.

*Comparacién entre las frecuencias de los controles y pacientes con

tuberculosis pulmonar empleando la Prueba exacta de Fisher.
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8.9.3 Frecuencias de genotipos y alelos del SNP en TLR4/Asp299Gly A—G

No se encontraron diferencias entre las frecuencias de los genotipos de
TLR4/Asp299Gly entre los pacientes con tuberculosis pulmonar y los controles,
cuyas frecuencias para el homocigoto AA fueron muy similares (90.4 y 86.5%,
respectivamente). Las frecuencias de los heterocigotos fueron bajas pero
similares en todos los grupos analizados (entre 3.5-8.3%). El hamocigoto GG no
fue encontrado en nuestra poblacion de estudio. Las frecuencias de los
genotipos de toda |a poblacion estudiada fue del 93.33% para el homocigoto AA

y 6.67% para el heterocigoto AG.

El alelo A fue el mas frecuente en nuestra poblacién, pero no se encontré
diferencia significativa entre los grupos analizados, ver tabla 8. La frecuencia
alélica de toda la poblacion estudiada fue del 96.7% para el alelo A y 3.3% para

el alelo G.
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Tabla 8. Frecuencias de genotipos y alelos en el SNP TLR4/Asp299Gly en

controles, pacientes con tubercuiosis pulmonar y sus contactos.

Genotipos Control Pacientes Contactos OR (IC 95%)
n (%) TBP P

AA 110 (96.5) 94 (90.4) 62 (92.5) 8.112 (2.613-14.296)
P =0.096"

AG 4 (3.5) 10 (9.6) 5 (7.5)

GG 0 (0.0) 0 (0.0) 0(0.0)

Total 114 (100) 104 (100) 67 (100)

Alelo

n (%)

A 224 (98.2) 198 (95.2) 129 (86.3)  2.227 (1.545-3.328)
P =0.101*

G 4(1.8) 10 (4.8) 5(3.7)

Total 228 (100) 208 (100) 134 (100)

El nimero en el paréntesis indica la frecuencia.
*Comparacion entre las frecuencias de los controles y pacientes con

tuberculosis pulmonar empleando la Prueba exacta de Fisher.
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CAPITULO IX

DISCUSION

La tuberculosis es un problema de salud mundial, la cual se creia controlada a
principios de los 60’s, pero ha incrementado nuevamente con |la aparicién del
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y de nueva cepas drogo-resistentes.
No obstante lo anterior, muchos factores se suman para aumentar la
susceptibilidad a desarrollar tuberculosis pulmonar, entre ellos se encuentran: |a
diabetes mellitus, la carga genética (tanto del huésped como del patéogeno), las
drogas inmunosupresoras, la autoinmunidad, la nutricién, la edad, el abuso de
alcohol, la falta de programas de control, entre otros. "% Los mecanismos de
interaccién molecular huésped-parasito se encuentran descritos para M.
tuberculosis a través de moléculas como CD11c y CD14, las cuales se
encuentran involucradas en la entrada de la micobacteria a la célula huésped.
Por su parte, TLR4 se comporta come un coreceptor de CD14. La interaccion
del complejo LPS-CD14-TLR4 participa en la induccién de la respuesta inmune
celular contra la micobacteria. Actualmente, la bisqueda de biomarcadores
especificos de diversas enfermedades se ha intensificado, por lo que en la
tuberculosis no se han hecho esperar dichos estudios. El objetivo de este
estudio fue el establecer si CD14m/CD14s y TLR4 pudieran ser candidatos

como biomarcadores de la evolucion de |a tuberculosis pulmonar.
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Adicionalmente, se decidio estudiar el receptor de complemento tipo 4 (CD11c),
CD14 y TLR4 como biomarcadores asociados con la susceptibilidad a
desarrollar tuberculosis pulmonar, debido a los pocos estudios que existen en

relacion a éstos y la tuberculosis.

Este estudio aporta datos sobre los niveles de CD11¢, CD14m/CD14s y TLR4
en monocitos de cada uno de los grupos estudiados, asi como de las
frecuencias de los polimorfismos estudiados en cada uno de los genes y su

posible asociacién con la tuberculosis pulmonar.

La expresion de CD11c en monaocitos de pacientes con tuberculosis pulmonar,
asi como en los contactos fue alta. Nuestros datos, concuerdan con resultados
publicados previamente para otras enfermedades infecciosas. Stent en 1994,
menciono un incremente significativo en la IMF de CD11c sobre monocitos de
pacientes infectados con VIH;'® mientras que Brunealti y col. en el 2008,
refirieron un incremento en la expresion de CD11¢c en pacientes con choque

séptico. '’

En este estudio se encontrd que los pacientes con fuberculosis pulmonar
presentaron altos niveles de CD14 a la superficie de los monocitos, asi como
también altos niveles sericos de CD14s antes de iniciar el tratamiento antifimico
sin embargo, ambos valores, tanto de CD14 de membrana como de CD14
soluble disminuyeron después de 6-7 meses de tratamiento. Resultados

similares han sidc reportados en diferentes muestras, por ejemplo Hoheisel y
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col. en 1995 encontraron niveles elevados de CD14 soluble en fluido de lavado
broncoalveolar de pacientes con tuberculosis pulmonar.®® Jufferman y col. en
1988 y Pacheco y col en 2004, reportaron altos niveies de CD14 soluble en
sueros de pacientes con tuberculosis activa, los cuales disminuyen durante el
tratamiento antifimico como se observo también en este trabajo.'% ' En este
afno nosotros reportamos que los monocitos de pacientes con tuberculosis
pulmonar y extrapulmonar presentaron altos niveles de CD14 de membrana.*?
En este trabajo se observé que no solo los pacientes con tuberculosis pulmonar
tenian altos niveles de CD14m y CD14s, sino también los contactos
intradomiciliarios de estos pacientes, datos contrarios fueron reportados por
Juffermans, quién no encontré diferencia significativa entre los valores de CD14
soluble entre sus controles y los contactos empleados en su estudio. Sin
embargo, nuestros datos confirman lo reportado por otros investigadores y
sugieren que puedan ser biomarcadores de prondstico o0 de respuesta al
tratamiento antifimico.'>% El incremento en los niveles de CD14 juega un
papel importante en la activacién de la respuesta inmune mediada a través de
este receptor y su coreceptor TLR4, lo cual es esencial en etapas tempranas de
la infeccion. Sin embargo, los incrementos de CD14m y CD14s no son
especificos de la tuberculosis, datos similares han sido encontrados en otras
patologias tanto infecciosas como no infecciosas tales como. brucelosis,
choque séptico, sarcoidiosis, pacientes infectados con el VIH o enfermedades

aUtOinmunes_57.1 01,104-106
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En nuestros resultados reportamos altos niveles de TLR4 en monocitos de
pacientes con tuberculosis pulmonar antes de iniciar su tratamiento antifimico y
dichos niveles disminuyeron de manera similar a los de CD11¢ y CD14 después
de 6-7 meses de tratamiento. Yan y col. en el 2004, reportaron que el LPS
induce el incremento en la expresién de TLR4 sobre |a superficie de células
mononucleares.'” Como en el caso de CD14, los niveles de TLR4 se han
encontrado elevados en diversas patologias tales como: sepsis, sepsis severa,

choque séptico, asi como también con el virus de la hepatitis C.'°"108

El genotipo TT y el alelo T para el SNP en el gen cd77c fueron los mas
frecuentes en nuestra poblacién (94 y 97%, respectivamente). No se encontré
diferencia significativa entre los grupos estudiados. Las frecuencias son
semejantes a las reportadas para poblaciones Asiaticas y Africanas, segln el
GeneCard, donde en ambos casos el 100% de la poblacién estudiada presenté
el genotipo TT.’® Por otro lado, difiere de las reportadas para la poblacién
Europea. Poco se conoce de (a asociacion de este polimorfismo con
enfermedades, pero existen otros SNP en el gen de CD11c como en el SNP
localizado en el exén 9 y en la regién 3" no traducible, los cuales han sido

asociados con colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn. **

La frecuencia del alelo T del promotor del gen ¢d74 en el grupo control fue de
40% cercano a lo reportado por otros autores con grupos controles de

diferentes paises tales como: Estados Unidos de América. Republica Checa,
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Iran y Alemania.”’#77 1% Levan y col. en el 2001, reportaron que la presencia
del genotipo CD14/-159TT disminuye la afinidad del factor transcripcional Sp1
(proteina de unién al promotor del gen cd74), lo cual ellos sugieren que
incrementa la actividad transcripcional del gen cd74 y se traduce en un aumento
en la produccién de CD14 soluble.®® A pesar de lo reportado por Levan,
nuestros resultados sugieren que no existe alguna influencia del genotipo sobre
los niveles de CD14 tanto de membrana como sofuble. Nuestros hallazgos

estan de acuerdo con los reportados por Pacheco y cof. en el 2004'%

» Ya que
ellocs no encontraron asociacion entre los genotipos del SNP CD14/-159 y los
niveles de CD14s. El genotipo TT del polimorfismo del promotor de CD14/-159
ha sido asociado con diferentes enfermedades de caracter infeccioso y no-
infeccioso tales como: brucelosis en un poblacién Irani”, con la funcion
pulmonar en granjeros de E.U.A."'°, periodontitis cronica’™, enfermedad de
Crohn'®| infeccién por Chlamydia pneumoniae'", entre otras. La frecuencia del
genotipo CD14/-1597T fue alta en los pacientes con tuberculosis pulmonar
(35.6%) cercana a la reportada en las enfermedades anteriormente
mencionadas, especiaimente con brucelosis (causada por un patégeno
intracelular, similar a lo que pasa con tuberculosis). Los pacientes quienes
presentaron el alelo T en el promotor del gene cd74 tuvieron un riesgo mayor
estadisticamente significativo de desarrollar tuberculosis pulmonar que aquellos
que no lo presentaron. Lo anterior es apoyado por nuestros hallazgos
encontrados en los contactos, donde el 50% de los contactos quienes

desarrollaron tuberculosis pulmonar presentaron el alelo T. Contrario a nuestros

resultados, Pacheco y col. en el 2004, reportaron que no existe una asociacion
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entre el polimorfismo en el promotor del gen cdi4 y la tuberculosis en una

poblacién Colombiana.'®

Arbour ¥ col. en el 2000, reportaron diversas mutaciones en el gen tird,
principalmente Asp299Gly y Thr39¢9lle, dichas mutaciones demostraron estar
involucradas en la hiporespuesta a endotoxinas.®* Levan y col. en el 2005, no
encontraron una asociacion entre el polimorfismo TLR4 Asp299Gly y la funcién
pulmonar.'"® Raby y col. en el 2002, tampoco encontraron una relacion entre el
polimorfismo TLR4/Asp299Gly y el asma.''? Mockenhaupt y col. en el 2008,
reportaron que dos SNPs en TLR4 (Asp299Gly y Thr3gglle} se encontraban en
mayor frecuencia en nifios Africanos con malaria severa (patégeno
intracelular).®® Rezazadeh y col. en el 2006, reportaron una alta frecuencia del
alelo G del polimorfismo en TLR4/Asp299Gly en pacientes con brucelosis y o
relacionaron con el alto riesgo de desarrollar esa enfermedad.® Sin embargo,
de acuerdo con nuestros resultados y los de Newport y col. en el 2004, no se
encontré una asociacion entre el polimorfismo TLR4/Asp299Gly y la

tuberculosis pulmonar.’”
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1.

CAPITULO X

CONCLUSIONES

Los niveles de CD11¢, CD14m/CD14s y TLR4 antes del tratamiento en
los pacientes se encontraron elevados, pero después de 6-7 meses de
iniciado el tratamiento, los niveles de estas moléculas disminuyeron a los
encontrados en el grupo control. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren
gue dichas moléculas pudieran servir como biomarcadores de pronéstico

y en la respuesta al tratamiento en la tuberculosis pulmonar.

Las frecuencias de los polimorfismos en los genes de CD11¢/T—C en la
posicion +48 del exén 2 y TLR4/Asp299Gly fueron muy similares en los
grupos de estudio (80-96 % para ambos polimorfismos), por lo tanto se
consideran que no son factores de riesgo o susceptibilidad a desarrollar

tuberculosis pulmonar.

El alelo T en la posicidn -159 del promotor de CD14 se encontré con una
frecuencia significativamente mayor en los pacientes con tuberculosis
pulmonar (60%) que en los controles {(40%), lo cual sugiere que es un
factor de riesgo para desarrollar tuberculosis pulmonar. Este resultado se
corrobora por el hecho que este mismo alelo se encontrd con una mayor
frecuencia en los contactos quienes desarrollaron tuberculosis pulmonar

(50%).
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4. No se encontré diferencia entre los genotipos del polimorfismo en el
promotor de CD14/-159 C—T y los niveles de CD14, tanto de membrana

como soluble, lo cual indica que no esta asociado con el incremento o

disminucion de estas moléculas.
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CAPITULO XI

PERSPECTIVAS

e Buscar factores de transcripcion relacionados con la regulacién de la
expresion de CD11c, CD14 y TLR4 durante la infeccién por

Mycobacterium tuberculosis.

e Analizar los polimorfismos de otros genes candidatos como factores de
riesgo o susceptibilidad a desarrollar tuberculosis pulmonar tales como:

el receptor de complemento-3, TLR-2, receptor de manosa, entre otros.

» Desarrollar un estudio prospectivo con pacientes recién diagnosticados
llevando a cabo mediciones mensuales de receptor de complemento
tipo-3, TLR2 y receptor de manosa y corroborar su utilizacién como

biomarcadores de una respuesta favorable del tratamiento.

« Buscar nuevos biomarcadores de pronéstico, resistencia o

susceptibilidad implicados en el desarrollo de la tuberculosis pulmonar.
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CARTA DE CONSENTIMIENTG INFORMADO
PROYECTO:
“Asociacion del patron y polimorfismos de CD11c, CD14 y TLR4 con Ia
susceptibilidad a desarrollar tuberculosis pulmonar’

Se me ha invitado a participar en el estudio anteriormente mencionado
como paciente, contacto o sujeto control clinicamente sano. Estoy informado(a)
que se me aplicara la prueba de PPD (Mantux), asi como también, se me
realizara una toma de muestra de sangre venosa periférica (2 en el caso de ser
paciente), dichas muestras se utilizaran para la realizacion de estudios de
investigacion en los que se buscara la asociacion de patrones de expresion de
receptores empleados por M. fuberculosis y sus polimorfismos con la
susceptibilidad a contraer tuberculcsis pulmonar. Los resultados obtenidos
seran manejados en forma confidencial y en ningin momento se violara mi
privacidad. Entiendo que mi participacion en esta investigacion no implica
ningun riesgo para mi salud. Entiendo también que el analisis de mis muestras
durante este estudio no implicara ningln costo para mi y que los gastos seran

cubiertos por los investigadores.

Entiendo que estoy en mi derecho de soclicitar cualquier aclaracion y
obtener informacién sobre la investigacidn que solicite en cualquier momento
del desarrollo de la misma. En caso de que tenga cualquier duda o pregunta
me puedo dirigir al Dra. Alma Yolanda Arce Mendoza al teléfono 83 29 42 11.
Ademas entiendo que estoy en la libertad de retirarme en el momento que

desee.
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VOLUNTARIO

NOMBRE:

DIRECCION:

TESTIGO

NOMBRE

DIRECCION:

TESTIGO

NOMBRE:

DIRECCION:

INVESTIGADOR

NOMBRE:

DIRECCION:
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ANEXO Il

CONDICIONES DE DIGESTIONES DE LOS

PRODUCTOS AMPLIFICADOS DE LOS

GENES AMPLIFICADOS
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Reacciones de las digestiones de los productos amplificados de los

genes:

Se estandarizaron las condiciones 6ptimas para las digestiones para la

deteccidn de cada polimorfismo estudiado.

Reacciones de digestion para la deteccion del SNP en CD11c

Reactivos Volumen (pl)
Producto amplificado 10.0
Amortiguador 2.0 (1X)
Enzima Nci | 0.1(1U)
Albimina sérica bovina (ASB) 0.2 (1X)
H20 miliQ =7
Volumen final 20.0
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Reacciones de digestion para la deteccion dei SNP en CD14

Reactivos Volumen (ul)
Producto amplificado 10.0
Amortiguador 2.0 (1X)
Enzima Avalll 0.1(0.5U)
Albamina sérica bovina (ASB) 0.2 (1X)
H.O miliQ 7.7
Volumen final 20.0

Reacciones de digestién para la deteccion del SNP en TLR4

Reactivos Volumen (ul)
Producto amplificado 10.0
Amortiguador 2.0 (1X)
Enzima Nco | 0.1 (0.5 U}
Albamina sérica bovina (ASB) 0.2 (1X)
H;O miliQ 7.7
Volumen finat 20.0
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Nombre: Adrian Geovanni Rosas Taraco.
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e-mail: adrian_rota@yahoo.com
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Bacteridlogo Parasitologo.1995 — 2000.
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50 trabajos de investigacion presentados en Congresos, Simposiums o Foros
Nacional e Iniernacionales.

13 Conferencias impartidas Congresos, Simposiums o Foros Nacional e
Internacionales.

3 Publicaciones en Revistas Nacionales e Internacionales Indexadas y de
arbitraje.

14 Premios en Investigacion Biomédica y 1 Patente en Tramite.
Reconocimientos al Mérito Académico a lo large de Ia licenciatura.
Reconocimiento como mejor Estudiante de Doctorade con Orientacidon en
Inmunologia 2006.

Premio Estatal de la Juventud 2006 en el Area de Actividades Académicas.

98


mailto:adrian_rota@yahoo.com

Asociacién del palrén y polimorfismos de CDt11c. CD14 y TLR4 con la susceptibilidad a desarrollar tubercufosis
pulmonar

Miembro de la Sociedad Mexicana de Inmunoclogia, de la American Society for

Microbiology y la Sociedad Mexicana de Infectologia y Microbiologia Clinica.

Produccién cientifica de la tesis
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