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RESUMEN

Antecedentes: La susceptibilidad genética a tubercul osis pulmonar
(TbP) ha sido asociada al sistema HLA (antigenos de los leucocitos
humanos) del MHC (complejo mayor de histocompatibilidad), prin-
cipalmente con los antigenos HLA-DRy -DQ. Dado lo anterior, €
objetivo de este estudio caso-control no pareado, fue determinar la
asociacionde TbP conlosantigenosHLA-DRy-DQ en pacientesque
asistian a una unidad médica del IMSS.

Métodos: Losfenotiposdel sistemaHLA de casos (n=50) y controles
(n=417), se definieron serol gicamente por la técnica de microlin-
focitotoxicidad dependiente de complemento. Loslinfocitos B fueron
obtenidos utilizando inmunoperlas. Las frecuencias alélicas y ha-
plotipicas, equilibrio de Hardy-Weinberg y el desequilibrio de
ligamiento, se determinaron mediante el programa computacional
Arlequinversion 3.01, y el riesgorelativo (RR) medianteel programa
Epimax Table Calculator.

Resultados: Los alelos HLA-DR11(5), -DR16(2) y -DQ7(3) y los
haplotipos/DR11(5)-DQ7(3),/DR14(6)-DQ5(1) y/DR16(2)-DQ7(3)
fueron més frecuentes en casos que en controles (RR>1, p<0.05).
LosalelosHLA-DR17(3) y DQ8(3) y los haplotipos /DR17(3)-DQ2
y /IDR4-DQ8(3) fueron mas frecuentes en controles que en casos
(RR<1, p<0.05).

Conclusiones: Estos resultados sugieren asociacion entre TbP y
HLA-DRY-DQ en esta poblacion mestiza mexicanay son similares
a los encontrados en otros estudios caso-control no pareados a
nivel mundial.
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Introduccién

L a tuberculosis pulmonar (TbP) ha sido considerada
por la Organizacion Mundial de la Salud como una
enfermedad reemergente.! Se calcula que diariamente 23
mil personas desarrollan tuberculosis activa y cerca de 5 mil
mueren por esta causa.? La prevalencia mundial estimada
de la tuberculosis es de 30 millones de casos, los cuales en
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SUMMARY

Background: Genetic susceptibility to pulmonarytuberculosis(PTh)
has been associated with the HLA (Antigens of the Human
Leukocytes) systemof theMHC (Major Histocompatibility Complex),
mainly with HLA-DR and-DQ antigens. Based on this assumption
we carried out a case control study to determine the association of
PTbwiththe HLA-DRand-DQ antigensamong a sampl e of patients
attending a medical unit belonging to the Mexican Social Security
System (IMSS).

Methods: HLA system phenotypes from cases (n=50) and controls
(n=417), were defined serol ogi cally using a complement dependent
microlymphocytotoxic assay. B lymphocytes were obtained using
immunobeads. Thealleleand hapl otypefrequencieswer edeter mined
using the Arlequin version 3.01 computer software. Relative risk
(RR) was calculated with the Epimax Table Calculator.

Results: The alelles HLA-DR11(5), -DR16(2) and -DQ7(3) and
haplotypes /DR11(5)-DQ7(3), /DR14(6)-DQ5(1) and /DR16(2)-
DQ7(3) had a higher frequency in cases than in controls (RR>1,
p<0.05). The HLA-DR17(3) and DQ8(3) alelles and /DR17(3)-
DQ2 and /DR4-DQ8(3) haplotypes had a higher frequency among
controls than among cases (RR<1, p<0.05).

Conclusions: These results indicate an association between PTb
with the HLA-DR and -DQ antigens in a Mexican sample. Our
results are similar to those found in the international literature.
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su mayoria son ThP. Aproximadamente 80% de estos casos
ocurre en los paises en desarrollo tales como los latinoame-
ricanos, y en especial PerU, donde la incidencia y la preva-
lencia son especialmente altas.®

La infeccion por bacilos de Mycobacterium tuberculosis
multidrogorresistentes, asi como la infeccion por el virus de
la inmunodeficiencia humana estan propiciando la disemina-
cion de la enfermedad en ambitos econémicos y sociales
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antes no previstos.* Estudios recientes han considerado que
las amplias diferencias en la virulencia entre las diferentes
cepas del patdgeno son indicativas de una gran coevolucion
entre los humanos y la enfermedad. En otras palabras,
desde el punto de vista filogenético, la coevolucion del
agente infectante con el huésped es una concordancia de la
genética de la micobacteria con la genética del hospedero.®

La TbP es una enfermedad multifactorial, cuyo desarro-
llo e historia natural resulta de la interaccion de factores
ambientales y genéticos.*

Los antigenos de los leucocitos humanos HLA (human
leukocyte antigens) del MHC (major histocompatibility com-
plex) han sido asociados con susceptibilidad o resistencia a
TbP. Cuando dicha asociacién conlleva mayor riesgo rela-
tivo (RR) de padecer ThP, se conoce como asociacion
positiva (RR>1). Por el contrario, la asociacion de los
antigenos HLA con resistencia a TbP se conoce como
asociacion negativa (RR<1).t

Meyer y colaboradores® reconocen que la inmunosupre-
siony el progreso de la enfermedad parecen ser controlados
por el sistema HLA.

En algunos estudios se ha encontrado asociacion posi-
tiva entre TbP y varios antigenos HLA clase | en diferentes
grupos humanos, pero los antigenos de esta clase han
variado de una poblacion a otra.”® Por otro lado, los antige-
nos clase Il HLA-DR y -DQ han presentado una mayor
consistencia en la asociacion.”®*? A su vez, en algunos
estudios se ha encontrado asociacion negativa de la TbP con
los antigenos HLA-DR y -DQ.1215:24-26

Desde el punto de vista clinico, se ha sugerido que el
conocimiento detallado y amplio de estos marcadores gené-
ticos en los pacientes con TbP, permite evaluar rapidamente
la naturaleza de un proceso tuberculoso, definir su prondstico
y bajo estas bases, elegir el tratamiento adecuado que debe
consistir en una quimioterapia mas agresiva y especifica en
aquellos pacientes con antigenos HLA que predisponen a un
cuadro clinico més severo.”

Dado lo anterior, el objetivo del presente estudio de caso-
control no pareado fue conocer si existe asociacion entre la
TbP y los antigenos HLA-DR y -DQ.

Material y métodos
Poblacién y disefio de muestreo

Se realiz6 un estudio de caso-control no pareado en pobla-
cibn mestiza mexicana, no emparentada y cuyos cuatro
abuelos nacieron en algunos de los cinco estados que
conforman el Noreste de México: Nuevo Ledn, Tamaulipas,
Coahuila, San Luis Potosi y Zacatecas; de estos se integra-
ron dos grupos: casos y controles.

Casos
Se incluyeron derechohabientes de la Unidad de Medicina

Familiar 28 del Instituto Mexicano del Seguro Social, suscep-
tibles a TbP. Definimos como susceptibles a todos los
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pacientes con diagnéstico de ThP. Esta poblacién derecho-
habiente del IMSS corresponde a la Jurisdiccion Sanitaria 1
de la Secretaria de Salud en el estado de Nuevo Ledn, la cual
tiene su circunscripcion en el poniente del Municipio de
Monterrey. El estudio se desarrollé por entrevista personal a
50 personas que acudian a consulta, con diagnéstico clinico
de TbP. Se realiz6 un muestreo no probabilistico (por casos
consecutivos) en un periodo de un afio?” a pacientes de uno
u otro sexo, sin importar la edad, con imagen radiologica
sugerente de TbP y baciloscopia positiva (presencia de
BAAR en frotis de esputo); el diagndstico de TbP se confirmoé
posteriormente por cultivo micobacteriolégico. Los casos
excluidos fueron los que tuvieron una o varias de las siguien-
tes caracteristicas:

a) Parentesco del candidato a participante con otro pacien-
te incluido en este grupo.

b) Cultivo negativo para micobacterias del complejo de la
tuberculosis.

c) Sida.

d) Tratamiento con medicamentos inmunosupresores.

e) Pacientes que no aceptaron participar en el proyecto.

Controles

Se estudiaron 417 personas que acudian al Hospital de
Especialidades 25 del IMSS en esta ciudad, para posible
donacion renal. Dado lo anterior, el nimero de controles por
casos fue en una proporciéon de 8:1, de acuerdo a lo
propuesto por Coggon y colaboradores? para estudios de
asociacion de una enfermedad con el sistema HLA.

Cultivo de micobacterias: el diagnéstico clinico en los
casos se confirmd por cultivo e identificacion de M. tubercu-
losis (a partir de esputo) en medio de Lowenstein Jensen-
Holm a 37 °C, que se incubd por cuatro a ocho semanas.?

Tipificacion para los antigenos HLA clase II: el aislamien-
to de los linfocitos B se llevé a cabo mediante la técnica de
perlas inmunomagnéticas (inmunoperlas)® y la tipificaciéon
de los antigenos HLA, mediante la técnica serolégica de
microlinfocitotoxicidad dependiente de complemento.3!

Andlisis estadistico: de los datos obtenidos para los
casos y controles se realizaron tres procesos:

a) Los 50 casos con ThP fueron analizados con estadistica
descriptiva mediante el paquete estadistico SPSS ver-
sion 10.0, tomando en cuenta ocho pardmetros sociode-
mograficos: sexo, lugar de nacimiento, escolaridad, in-
greso mensual familiar, vivienda en condiciones de haci-
namiento, consumo de alcohol, abuso de drogas y
tabaquismo; y siete fisiopatoldgicos: aplicacion de BCG,
Combe, familiares con TbP, antecedentes de TbP, pér-
dida de peso, otros sintomas y diabetes mellitus tipo 2.

b) Para el analisis genético de los 467 individuos se utilizd
el programa de Genética de Poblaciones Arlequin versién
3.01. Se determinaron las frecuencias alélicas, asi como
la prueba exacta del equilibrio de Hardy-Weinberg (HW).
La configuracion cis para la asignacion haplotipica y la
determinacion de sus frecuencias para genotipos con
fase desconocida, fueron generadas a través del algorit-
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mo de expectacién maximizada. La prueba exacta de
HW también se realiz6 a nivel haplotipico; asi como la
prueba de razén de probabilidades de desequilibrio de
ligamiento entre HLA-DR y -DQ asumiendo equilibrio de
ligamiento.

c) Delos 15 alelos para HLA-DR, siete alelos HLA-DQ y 26
haplotipos encontrados en los casos y de los 13 alelos
para HLA-DR, siete alelos HLA-DQ y 40 haplotipos
encontrados en los controles, sélo se analizaron cinco
alelos (DR11, DR16, DR17, DQ7 y DQ8) y cinco haplo-
tipos (DR11-DQ7, DR14-DQ5, DR16-DQ7, DR17-DQ2y
DR4-DQ8), cuya frecuencia estuvo incrementada en uno
u otro grupo. En estos alelos y haplotipos incrementados
se célculo de x? RR y su significancia estadistica
mediante el programa Epimax Table Calculator (dis-
ponible en http://www.healthstrategy.com/epiper/htm).
Este paso final se efectu6 para determinar si la

Cuadro I. Descripcién de los factores sociodemograficos de
los enfermos con tuberculosis pulmonar

Variable Frecuencia %

Sexo
Hombres 31 62.00
Mujeres 19 38.00

Nacido en Nuevo Leén
Si 16 32.00
No 34 68.00

Escolaridad
Analfabeta 3 7.50
Primaria 21 52.50
Secundaria 9 22.50
Preparatoria o técnico 5 12.50
Profesionista 2 5.00
No hay dato 10

Ingreso mensual familiar
Hasta 1 salario minimo 8 22.22
2 a 3 salarios minimos 17 47.22
Hasta 4 salarios minimos 4 11.11
Mas de 5 salarios minimos 7 19.45
No hay dato 14

Vivienda en condiciones de hacinamiento
Si 11 26.19
No 31 73.81
No hay dato 8

Consumo de alcohol
Si 15 50.00
No 15 50.00
No hay dato 20

Abuso de drogas
Si 3 12.00
No 22 88.00
No hay dato 25

Tabaquismo
Si 14 48.28
No 15 51.72
No hay dato 21
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asociacion era positiva (RR>1) o negativa (RR<1).

Para esto, se crearon tablas de contingencia 2 x 2

donde las columnas corresponden a los grupos de

estudio (controles y casos) y las hileras correspon-

den a:

1) Numero de individuos para cada uno de los alelos o
haplotipos incrementados y especificos.

2) La diferencia del total de controles (n=417) y de
casos (n=50). El nivel de significancia para todas las
pruebas fue <0.05.

Resultados

La edad de los 467 individuos estudiados vari6é de 18 a 79
afios. En los 50 casos obtenidos del IMSS se observaron los
siguientes factores:

a) Sociodemogréficos: una prevalencia de TbP de 68% en
personas nacidas fuera del estado de Nuevo Leodn,
escolaridad primaria en 52.5%, ingreso familiar mensual
alrededor de dos a tres salarios minimos, 26% vivia en
condiciones de hacinamiento, 50% consumia alcohol,
12% era adicto a alguna droga de consumo y 48% era
adicto al tabaco (Cuadro I).

b) Fisiopatolégicos: méas de 50% recibi6 la vacuna BCG,
38% fue Combe positivo, 23% tenia familiares con tuber-
culosis, 40% tenia antecedentes de haber padecido tu-
berculosis, 87.50% presento pérdida de peso en diferen-
tes proporciones, aproximadamente 18% fue positivo
para otros sintomas sugerentes de TbP y casi 38% tenia
antecedentes de padecer diabetes mellitus tipo 2 (Cua-
dro 11).

En el cuadro Ill se presentan las frecuencias génicas
para los alelos HLA-DR y -DQ en casos y controles. Se
encontré que ambos grupos estaban en equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0.05). Para los casos se encontraron 26
haplotiposy en desequilibrio de ligamiento (x>=164.28,gL=72,
p=0.000001) y para los controles 40 haplotipos y en desequi-
librio de ligamiento (x?=1789.87, gL=84, p=0.000001). Las
diferencias estadisticas para las frecuencias alélicas y ha-
plotipicas entre los casos y los controles se presentan en los
cuadros IV y V, respectivamente.

En el cuadro IV se presentan los RR para los alelos DR
y DQ, cuyas frecuencias se encontraron incrementadas
significativamente en casos y controles. Los alelos DR11(5),
DR16(2) y DQ7(3) tuvieron frecuencias mas altas en los
casos que en los controles mostrando una asociacion posi-
tiva con TbP (RR>1), mientras que los alelos DR17(3) y
DQ8(3) tuvieron frecuencias mas altas en los controles que
en los casos, mostrando una asociacion negativa (RR<1).

En el cuadro V se presentan los RR para los haplotipos
HLA-DR/DQ incrementados significativamente en casos y
controles. Los haplotipos /DR11(5)-DQ7(3), /[DR14(6) -DQ5(1),
/DR16(2)-DQ7(3) tuvieron frecuencias mas altas en los casos
gue enlos controles mostrando una asociacion positiva (RR>1).
Ademas se observa que en el haplotipo /DR14(6)-DQ5(1),
tanto el antigeno DR14(6) como el antigeno DQ5(1) se asocian
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Cuadro Il. Descripciéndelos factores fisiopatolégicos delos
enfermos con tuberculosis pulmonar

Cuadro lll. Frecuencias génicas estimadas paralos loci HLA-
DRy -DQ en personas cony sin tuberculosis pulmonar

Variable Frecuencia % Alelo HLA Controles Casos
Aplicacion de BCG DR1 0.07314 0.04000
Positivo 23 58.97 DR10 0.00719 0.00000
Negativo 16 41.03 DR103 0.01079 0.00000
No hay dato 11 DR11 0.06355 0.12000
Combe DR12 0.02038 0.01000
Positivo 16 38.10 DR13 0.07314 0.07000
Negativo 26 61.90 DR14 0.05755 0.10000
No hay dato 8 DR15 0.09472 0.04000
- . DR16 0.01918 0.09000
Farplllares contuberculosis DR17 0.07914 0.01000
Si ! 2333 pRris 0.00719 0.01000
No 23 7667 DRy 0.27818 0.25000
No hay dato 20 DRY? 0.06235 0.10000
Antecedentes de tuberculosis DR8 0.14149 0.15000
Si 16 40.00 DR9 0.01199 0.01000
No 24 60.00 DQ2 0.15468 0.11000
No hay dato 10 DQ4 0.14508 0.19000
<10% 16 40.00 DQ6 0.15108 0.14000
>10% 15 37.50 DQ7 0.27578 0.41000
Seignora % 4 1000  DQ8 0.14988 0.03000
Negativo 5 12.50 DQ9 0.00839 0.01000
No hay dato 10
Otros sintomas sugerentes de ThP
Positivo 7 17.95
Negativo 32 82.05 alelo, concuerda con lo mencionado por Mehra y colabora-
No hay dato 11 dores para poblaciones de la India (DRB1*1602),% Polonia
Diabetes mellitus tipo 2 (DRB1*1601),'**? y China, donde este mismo alelo se corre-
Si 11 37.93 lacion6 cercanamente a la incidencia de ThP y se sugiri6 que
No 18 62.07 otra posibilidad es que esté ligado a genes funcionales de
No hay dato 21 susceptibilidad.'® Selvaraj y colaboradores demostraron que

positivamente a TbP Gnicamente en forma haplotipica, ya que
no se encontré asociacion de estos antigenos en forma alélica
y el haplotipo formado por ambos antigenos fue el que tuvo el
mayor RR (7.22). A su vez, los haplotipos /DR17(3)-DQ2 y el
/DR4-DQ8(3) cuyas frecuencias fueron mas altas en contro-
les que en casos, mostraron asociacion negativa (RR<1). En
este grupo de controles, se encontré alos antigenos HLA-DR4
y -DQ2 asociados negativamente a TbP Uunicamente en forma
haplotipica.

Discusion

Para la discusion de los resultados del presente trabajo, los
antigenos del sistema HLA asociados con ThP se han com-
parado con otros informes a nivel seroldgico y para aquellos
en los cuales se han definido por técnicas de biologia molecu-
lar, se ha tomado en cuenta la especificidad serologica
correspondiente al alelo tipificado a nivel molecular.

Haber encontrado al alelo HLA-DR16(2) incrementado
significativamente en casos y con el mayor RR a nivel de
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los genes/productos génicos de HLA-DR2 (antigeno paterno
de DR16) pueden estar asociados con un papel regulador en
el mecanismo de la susceptibilidad a enfermedad en la
tuberculosis.?* Difiere a lo observado en otro estudio en
poblacion mexicana, donde la TbP ha sido asociada al
antigeno HLA-DR15(2) (DRB1*1501).2®

Los resultados respecto al antigeno DR11(5) incrementa-
do significativamente en casos, indicando asociacién positiva
0 mayor riesgo para padecer ThP en este grupo, estan de
acuerdo con los de Dovgaliuk y colaboradores, quienes
encontraron incrementado a su antigeno paterno DR5.°

Cuadro IV. Riesgo Relativo para los alelos HLA-DR y -DQ
incrementados significativamente en personas con y sin
tuberculosis pulmonar

AleloHLA Controles Casos 2 p Riesgorelativo

DR11(5) 53 12 3.850 0.0490 1.95(1.001;3.602)
DR16(2) 16 9 14.991 0.0001 3.881(1.882;6.854)
DR17(3) 66 1 5.913 0.0150 0.121(0.006;0.765)
DQ7(3) 230 41 12.130 0.0010 3.295(1.594;7.171)

DQ8(3) 125 3 11.720 0.0010 0.169(0.042;0.543)
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Cuadro V. Riesgo relativo para los haplotipos /HLA-DR-DQ incrementados
significativamente en personas con y sin tuberculosis pulmonar.

Haplotipo Controles  Casos X2 P Riesgo Relativo

DR11(5)-DQ7(3) 46 11 4041  0.0440 2.029(1.016;3.787)
DR14(6)-DQ5(1) 4 8 34559 0.0001 7.22(3.607;10.233)
DR16(2)-DQ7(3) 8 4 4390 0.0360 3.297(1.068;6.851)
DR17(3)-DQ2 65 1 5.719 0.0170 0.124(0.006;0.782)
DR4-DQ8(3) 125 3 11.722 0.0010 0.169(0.042;0.543)

Respecto a los antigenos HLA-DQ, haber encontrado
asociacion de tuberculosis con el antigeno DQ7(3), coincide
con lo sefialado por Lombard y colaboradores,® quienes
encontraron a DQB1*0301-0304 asociado a TbP en pobla-
cion de Venda, Sudafrica, y cuya correspondencia serologi-
ca equivale a DQ7(3).%*

En cuanto a los haplotipos HLA-DR/-DQ en asociacion
con ThP, DR14-DQ5(1) concuerda con lo mencionado por
Dubaniewicz y colaboradores, quienes encontraron al haplo-
tipo DRB1*14-DQB1*05 asociado a TbP en poblacion de
Polonia.*? No se hall6 concordancia de nuestros resultados
con lo informado por Mehra y colaboradores,'” y Ravikumar
y colaboradores,?® quienes informan un haplotipo asociado:
/DR15(2)-DQ6(1) (/DRB1*1501-DQB1*0601).

De los haplotipos asociados con TbP en el presente
trabajo, en /DR11(5)-DQ7(3) y /DR16(2)-DQ7(3) puede ob-
servarse que intervienen antigenos para los cuales también
se encontrd asociacion con TbP a nivel de alelo. El haplotipo
/DR14(6)-DQ5(1) es el de mayor RR, tanto a nivel de alelos
como de haplotipos y para cuyos alelos no se encontro
asociacion con ThP en forma aislada en este estudio. Sin
embargo, en este haplotipo DR14(6) fue asociado a ThP en
poblacion rusa®!® y de la India, ademés se identificé como
factor de riesgo para tuberculosis con multiples resistencias
a medicamentos antifimicos,?? y en lo que respecta a DQ5(1)
es mencionado asociado a TbP a nivel alélico por Teran-
Escanddén y colaboradores.®

Haber encontrado al alelo DR17(3) incrementado en con-
troles, indicando asociacion negativa o proteccion contra TbP
en este grupo, esta de acuerdo con lo informado por Cox y
colaboradores para DR3 como antigeno paterno de DR17(3).2

Respecto a los haplotipos cuya frecuencia estéa incre-
mentada significativamente en controles, para /DR17(3)-
DQ2 los resultados s6lo concuerdan con lo informado
anteriormente a nivel alélico; ademas de DR17(3) discutido
anteriormente, DQ2 (DQB1*020) se ha asociado con resis-
tencia a TbP en forma alélica en poblacion de Polonia®® y
respecto a /DR4-DQ8(3), a DQ3 se le ha encontrado
asociado también con resistencia a TbP en forma haploti-
pica (/DRB1*11-DQB1*03),'? y en forma alélica en pobla-
cion tailandesa (DQB1 *0301).%*

Que 68% de los pacientes con TbP no fueran originarios de
Nuevo Ledn (12% de Coahuila y Tamaulipas y 56% de Zaca-
tecas, San Luis Potosi y Durango), indica que este grupo de
casos proviene de otras regiones con alta prevalencia de TbP.
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En conclusion, en esta poblacién mexicana se encontro
asociacion de la TbP con los antigenos HLA-DR y -DQ,
similar a lo encontrado en otros estudios caso-control a nivel
mundial y, por lo tanto, los resultados del presente estudio
sugieren que los antigenos HLA-DR y -DQ y sus haplotipos
pueden desempefiar un papel importante en la fisiopatologia
de la TbP y estar relacionados a un riesgo mas alto de
desarrollar TbP. De validarse esta asociacion mediante
estudios de metaandlisis, la tipificacion de los antigenos del
sistema HLA sera de gran utilidad dentro de la practica
clinica del manejo de los pacientes tuberculosos.
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