NN
s C

VNiVERSiDAD
P SALAMANCA

ESTUDIO DE GENES DE AUTOFAGIA Y LA
SUSCEPTIBILIDAD A TUBERCULOSIS EN
ESPANOLES

Giselle Castillo Villa

FACULTAD DE MEDICINA
2021


Giselle Castillo Villa


Giselle Castillo Villa
2021





IBSALS:

Instituto de Investig acion °°° \/ N i\/rl:RSi DA\ D
Biomédica de Salamanca @ B SZ‘\L:‘\/N\ f\N(’:‘\

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

EL DR. D. ROGELIO GONZALEZ SARMIENTO, CATEDRATICO DEL
DEPARTAMENTO DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE SALAMANCA

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado “Estudio de genes de autofagia y su asociacion con la
susceptibilidad a tuberculosis en espafioles”, que presenta la Médico Dna. Giselle
Castillo Villa ha sido realizado bajo mi direccion en la Unidad de Medicina Molecular
del Departamento de Medicina y retne, a mi juicio, originalidad y contenidos
suficientes para que sea presentado ante el tribunal correspondiente y optar al titulo de

Doctora por la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste y a los efectos oportunos, expido el presente certificado

en Salamanca a 17 de marzo de 2021.

FDO. Dr. D. Rogelio Gonzalez Sarmiento


Giselle Castillo Villa
17 de marzo de 2021.





A mi familia






RESUMEN

Estudios recientes han demostrado que la susceptibilidad a tuberculosis se
encuentra parcialmente influenciada por autofagia y los diferentes alelos polimorficos
en genes relacionados con la autofagia (ATG) tiene un papel determinante en la
respuesta del huésped hacia la infeccion por Mtbh. Analizamos las muestras de DNA de
54 individuos con tuberculosis latente, 78 con enfermedad tuberculosa y 230 controles
de origen espaiiol. Realizamos un analisis por genotipos de los SNP (single nucleotide
polymorphisms) ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10 rs1864183 and
ATGI16L1 rs2241880 mediante sondas TagMan.

Hemos observado que la distribucion de genotipos entre los individuos sanos y
pacientes con tuberculosis ha arrojado diferencias significativas para los portadores del
genotipo GG de ATG2B rs3759601, pues estos individuos podrian tener un menor
riesgo de desarrollar la enfermedad. Individuos portadores del alelo ATG10 rs1864183
T podrian tener una menor susceptibilidad a la infeccion, si bien, tendria un rol

protector a la infeccion tuberculosa en este grupo poblacional.

Existen diferencias en la distribucion de genotipos y alelos de variantes
genéticas de autofagia y estas diferencias podrian afectar, al menos de forma parcial,
el riesgo y progresion de la infeccion tuberculosa. Nuestros hallazgos podrian tener
relevancia en la comprension que tenemos del control genético de la respuesta inmune

contra micobacterias, y sobre la progresion de infeccion a enfermedad activa.
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Una de las enfermedades infecciosas que mas ha influenciado la historia de la
humanidad es la Tuberculosis (TB). De este modo, continta afectando la salud de
millones de individuos y sigue siendo la causa de miles de muertes, por lo que se

considera un problema de salud global, sobretodo en paises con bajos recursos .

El agente causal de la tuberculosis en humanos es M. tuberculosis (Mtb). Esta
enfermedad produce un amplio espectro de presentaciones clinicas 2. Pese a su alta
incidencia, la mayoria de las infecciones permanecen en un estado de respuesta inmune
persistente a la micobacteria sin presencia de manifestaciones clinicas, que se

denomina infeccidn latente por tuberculosis (ILTB) .

La autofagia es una compilacion de procesos de homeostasis presente en células
eucariotas que entrega porciones del citoplasma u otros elementos citoplasmaticos a
los lisosomas para su destruccidon o eliminacion. Como consecuencia, la induccion de
la autofagia en macréfagos es un mecanismo altamente efectivo en la eliminacion de
Mtb anivel intracelular. Asimismo, se ha descubierto que la capacidad de este patégeno
para secretar efectores e inhibir este mecanismo es muy importante para su
supervivencia 3. En todo caso, la autofagia puede superar el bloqueo que Mtbh impone
en la maduracion del fagosoma y entrega al lisosoma %1415,

La autofagia, desde la perspectiva genética, es un mecanismo que depende de
genes relacionados con la autofagia (ATG) 61714182206 Diferentes estudios genéticos
han observado que existen tasas mas altas de tuberculosis en gemelos monocigoticos
en comparacion con gemelos dicogdticos o hermanos, ademas de la presencia de
diferencias raciales en la resistencia y progresion a la enfermedad 2'2?. La
susceptibilidad a la tuberculosis podria estar determinada por factores hereditarios en
el huésped, como la presencia de variantes en genes que afectan la interaccion entre el
huésped y las micobacterias 23731,

Actualmente, muchos de los mecanismos implicados en la eliminacion de Mtb
continuan sin ser dilucidados por completo y no han sido confirmadas diferencias en

la susceptibilidad genética entre individuos con infeccion o enfermedad tuberculosa.

Nos proponemos examinar a una poblacion espafiola de individuos sanos, y
pacientes con tuberculosis para determinar la asociacion entre polimorfismos de ATGs
y la susceptibilidad a infeccion latente o enfermedad. Al mismo tiempo, este estudio

incluye el analisis de las caracteristicas demograficas de la poblacion y el estudio
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descriptivo de las posibles interacciones entre ambiente y genes que podrian predecir
la progresion de la enfermedad. Asi pues, el analisis de ATGs sobre la susceptibilidad
podria ayudar a descifrar otros mecanismos implicados en la respuesta a micobacterias,
con la posibilidad de generar herramientas efectivas para la prevencion y control de

esta enfermedad.

1. TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad que ha hecho parte de la historia de la
humanidad desde la antigliedad y contintia siendo una causa principal de muerte en
paises en via de desarrollo entre los adultos jovenes e individuos con VIH . El impacto
que ha tenido la epidemia en diferentes comunidades, sumado a la preocupacion
mundial por el incremento del nimero de casos de tuberculosis multirresistente (MDR-

TB), han acentuado la necesidad de mejorar la prevencion y el control de la tuberculosis
32

1.1. LA EPIDEMIA POR TUBERCULOSIS

Aproximadamente 1.3 millones (rango, 1.2—1.4 millones) de muertes por
tuberculosis se presentaron entre las personas VIH negativo en 2017, y unos 300 000
(rango, 266 000—335 000) muertos entre la poblacion con diagnostico de VIH. Cerca
de un tercio de la poblacion global ha sido expuesta a Mtb y potencialmente infectada
1Y solo un porcentaje de ellos adquiere la infeccion y una tasa atin mas baja presenta
progresion a la enfermedad 3. Sin embargo, existe un riesgo mayor si las personas
padecen TB-VIH, uso de corticoides o inhibidores de TNA-a, diabetes, insuficiencia

renal y silicosis.

La tuberculosis es la causa décima causa de muerte a nivel mundial y desde el
2011 ha sido la causa de muerte principal por enfermedad infecciosas, por encima de
VIH/SIDA. Muchas de estas muertes se podrian prevenir con el diagnostico y
tratamiento adecuado. Positivamente, se ha reportado que la poblacién que ha recibido
tratamiento ha tenido una tasa global de éxito del 82% en el afio 2016 y los paises con
un sistema de salud universal y adecuada cobertura tienen un porcentaje menor del 5%

de muertes .
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Un alto porcentaje (82%) de las muertes en pacientes sin VIH fue referido en
2017, en regiones africanas y del Sudeste asiatico vigiladas por la OMS. Ademas, un
85% de todas las muertes por TB-VIH correspondio a estas regiones. La India fue el
pais con tasas mas elevadas, con un 32% para personas TB-VIH positivo y un 27% de
la poblacion TB-VIH negativo dentro de la tasa global. Entre los sujetos infectadas con
VIH, el riego de muerte a 10 afios por enfermedad se encontrd entre un 53% y un 86%,
comparados con los individuos con TB-VIH negativo con una expectativa menor de
3% 33,

La severidad de la epidemia varia radicalmente entre paises. En los paises ricos
en recursos, se observaron menos de 10 casos por 100 000 personas, unos 150 a 400
en los 30 paises con alta incidencia de tuberculosis, y cerca de 500 casos en paises

como Sudafrica, Lesoto, Mozambique y Filipinas, como se describe en la figura 1.
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Figura 1. Incidencia mundial de tuberculosis.

El riesgo de desarrollar la enfermedad para los individuos con VIH fue 20 veces
mayor, comparado con el resto de la poblacion a nivel mundial. La incidencia por sexo
y edad se muestra en la figura 2. La incidencia de casos se presento con mas frecuencia
en individuos del sexo masculino (64%), siendo mas alta para las personas mayores de

55 afos, y solo un 36% para mujeres y nifias.
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1.1.1. LA BRECHA DIAGNOSTICA

Aunque el diagnodstico y tratamiento de la tuberculosis evita numerosas
muertes, existen dificultades en la deteccion y tratamiento de esta enfermedad. Dentro
del listado de los 30 paises con mayor incidencia de la OMS, con una incidencia total
del 87% de los casos a nivel mundial, se encuentran India (27%), China (9%),
Indonesia (8%), Filipinas (6%), Pakistdn (5%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y
Sudafrica (3%).

La incidencia de tuberculosis es mas alta en hombres. En este grupo poblacional
se presentan las mayores dificultades en el diagndstico y deteccion de la enfermedad.
Alrededor de 10 millones de individuos desarrollaron enfermedad tuberculosa en 2017:
con un total de 5.8 millones de hombres, 3.2 millones de mujeres y 1 millon de nifios.
La mayoria de la poblacion afectada corresponde a adultos y nifios mayores de 15 afios
(90%), 9% de ellos con diagnostico de TB-VIH. La mayoria de los nuevos casos
ocurrieron en la region del Sudeste Asiatico (44%) Africa (25%) y el oeste de la region
Pacifica (18%); Europa y América reportaron un 6% y 3% de la tasa global

respectivamente >,

Global

5-14 I ——

Figura 2. Distribucion global de mortalidad en tuberculosis por grupo de edad y sexo (rojo:
femenino; Verde: masculino).

Age group (years)
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En 2017, se determind que un nimero de 558.000 personas (rango de 483 000—
639 000) desarrollaron tuberculosis resistente a tratamiento con rifampicina (el
medicamente mas efectivo de primera linea), y 82% de esta poblacion presentd MDR-
TB (multidrug-resistant TB) 3%, Muchos de estos casos (18%) se observan en
individuos que han sido tratados por tuberculosis en el pasado y se ha notado en un
3.5% de nuevos casos. Los paises con la incidencia mas alta de MDR-TB corresponden
a India (24%), China (13%) y Rusia (10%), para un total de 50% de todos los casos
globales de MDR-TB. Dentro de los pacientes que presentaron MDR-TB en 2017,

8.5% (95% IC, 6.2—11%) se estim6 que tiene XDR-TB (extensively drug-resistant TB)
34

En 2018, se ha puesto en marcha una iniciativa conjunta («Find. Treat. All.»)
con el Fondo Mundial y la Alianza Alto a la tuberculosis para acelerar la respuesta al
aumento de casos y para mejorar el acceso a la atencidon, en consonancia con los
esfuerzos generales de la OMS para lograr la cobertura sanitaria universal. Como parte
de los Objetivos de Desarrollo del Milenio, MDGs por sus siglas en inglés, se han
establecido metas a nivel global para detectar y tratar 40 millones de personas con
tuberculosis en el periodo comprendido entre 2018-2022 !, y reducir dramaticamente

el nimero de casos para el afio 2030.

Dentro de objetivos mas relevantes se encuentra el desarrollo de vacunas para
prevenir la adquisicion de la infeccion o desarrollo de la enfermedad, la creacion de
nuevos tratamientos y métodos diagnosticos asequibles para poblaciones con bajos
recursos y disminuir la duracion del tratamiento estandar en individuos enfermos. En
la actualidad existen 12 vacunas, 20 drogas nuevas, junto con diferentes regimenes de

tratamiento en ensayos clinicos *.

1.2. HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD

En la figura 3, podemos observar el ciclo de transmision de la tuberculosis en
humanos via aerosol. Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es inhalado a partir de micro
gotas suspendidas en el aire, que contienen de uno a tres microorganismos ¢, Después
del contacto inicial entre Mtb y las vias respiratorias de otro huésped, pueden
presentarse tres diferentes situaciones: la erradicacion completa a través del sistema

inmune, adquirir la infeccion tuberculosa o la progresion a enfermedad activa 7.

Durante la infeccion, Mtb permanecera en un estado metabolicamente latente,

manteniendo una relacion dindmica con el huésped a través de la regulacion de los
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nutrientes disponibles. Por otra parte, aproximadamente el 5% de las personas
infectadas progresan rapidamente a tuberculosis primaria *%. En estos individuos, los
bacilos se pueden replicar y propagar mecanicamente gracias a la erosion de las
lesiones caseificantes en las vias respiratorias. En este punto, existe un mayor riesgo
de la transmision de la enfermedad para los convivientes y contactos cercanos del

paciente. En ausencia de tratamiento, se produce la muerte en hasta el 80 por ciento de

los casos .
50 millones de casos nuevos de P 9 millones de casos nuevos de
infeccién tuberculosa por afio ~ V¢{ enfermedad tuberculosa anuales

-
~

-

Reservorio

Reinfeccién

Reactivacién S ¢/~

2 billones con infeccién latente

I | \ |

Enfermedad tuberculosa

v

Individuo enfermo bacilifero

Mtb es fagocitado por Macréfagos alveolares

Figura 3. Transmision de la tuberculosis en humanos.

La posibilidad de transmision de la infeccion estara determinada por el grado
de replicacion bacteriana, duracion de la enfermedad y el nimero de contactos
susceptibles expuestos 8. La reactivacion de la tuberculosis resulta de la proliferacion
de bacterias latentes adquiridas durante la infeccion primaria; Se ha estimado que el

riesgo de por vida de reactivacion es del 5% al 10% en la poblacion general ¥7.

1.3. PATOGENESIS

Las capas externas de la envoltura compleja de las micobacterias estan
constituidas en un 60% por una bicapa lipidica, que es altamente hidrofobica y es un
determinante en su capacidad de virulencia **. Los 4acidos micdlicos, 4cidos grasos de
cadena larga 3-hidroxi, son el sello de la envoltura celular de Mycobacterium
tuberculosis (Figura 4). La pared celular contiene ademas peptidoglicano,

arabinogalactano, 4cido micolico y lipoarabinomanano (LAM) 3.

Una vez en la via aérea del huésped, los bacilos se distribuyen en las areas de
mayor ventilacion pulmonar, particularmente en campos medios, mas cominmente en

el 16bulo medio derecho, segmentos superiores de los 16bulos inferiores y segmentos
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anteriores de los 16bulos superiores donde seran fagocitados por macrofagos alveolares
36

Los bacilos capturados por fagocitosis son sometidos al efecto de una
acidificacion progresiva (Figura 5). Este pH acido dentro del fagosoma en maduracion
activa las enzimas hidroliticas, péptidos antimicrobianos catidnicos y especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS y RNS), que finalmente degradaran los lipidos

y proteinas bacterianas 3

Lipopolisacaridos

Proteina

Lipido A

) Membrana
Acido micdlico .. Externa

" " Lipoproteina
S5 N e

LAM . .%..‘.‘..".".""@"

Peptidoglicano

Bicapa lipidica

Fosfolipidos

Figura 4. Envoltura lipidica de Mycobacterium tuberculosis.

Early
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\

M. tuberculosis

pH 6.4

Figura 5. Fagocitosis de Mycobacterium tuberculosis.
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Mtb puede evitar la erradicacion mediada por macrofagos y residir en las
células desprovistas de contenido lisosémico debido a un bloqueo en los flujos de Ca2
+, recibiendo nutrientes por activacion selectiva de la via dependiente de Rab. Dos
fosfatidilinositoles glicosilados de M. tuberculosis, lipoarabinomanano (LAM) y
phosphatidyl-myo-inositol mannosides (PIM), dirigen estos procesos. LAM inhibe la
adquisicion de componentes endosomicos/lisosémicos tardios, mientras que PIM

activa la fusion con compartimentos endosémicos tempranos .

Ernst et al., han detallado los receptores de superficie de macrdéfagos
involucrados en la captacion de M. tuberculosis. Han demostrado que el ingreso a los
macrofagos mediante el empleo de multiples receptores como los receptores Fc y DC-
SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin)

determinara su capacidad de supervivencia #'.
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Figura 6. El granuloma.: lesion morfologica caracteristica de la tuberculosis:
Consistente en una coleccion organizada y localizada de células inmunes situadas alrededor de un
centro necrotico. Modificado de Cadena

Los macrofagos infectados migran y, por lo tanto, transportan Mtb a diferentes
sitios de las vias aéreas y tejido pulmonar (cadena), generando una respuesta
proinflamatoria localizada que dara lugar a la formacion de los granulomas, el sello
distintivo anatomo-patoldgico de la tuberculosis *! (Figura 6). Dentro de su arquitectura
se encuentran un nucleo necrotico acelular central, denominado caseum, rodeado

principalmente de macrofagos que se encuentran en diversas etapas de activacion, y
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una cubierta linfocitica de células T CD4 +y CD8 +, células B, ademas de neutrofilos,

células dendriticas y fibroblastos con un borde fibrético externo 42

En los casos donde existe reactivacion, los granulomas también pueden
contribuir a la proliferacion y diseminacion temprana de M. tuberculosis, pues la
maduracion del granuloma (sélido, necroético, caseoso) ocurre a diferentes velocidades
y tipicamente culmina en la coexistencia de todas las formas de lesion durante la

tuberculosis activa 3°.

1.4. EL ESPECTRO DE LA INFECCION A ENFERMEDAD
TUBERCULOSA

1.4.1. TUBERCULOSIS LATENTE

La tuberculosis latente se define como un estado de respuesta inmune
persistente a M. tuberculosis, sin evidencia clinica de enfermedad activa, con el
potencial de progresion o reactivacion de la tuberculosis en cualquier momento durante

la vida de un individuo infectado 38.

Los individuos con tuberculosis latente pueden contener la propagaciéon de la
infeccion mediante la formacidon de granulomas, donde los bacilos subsistiran en estado
inactivo hasta que se presenten las condiciones fisiologicas adecuadas para su
replicacion. Por ejemplo, en los granulomas caseosos, las micobacterias experimentan
un incremente de su metabolismo y replicacion dentro del granuloma. Por tanto, la
identificacion y el tratamiento de la tuberculosis latente puede reducir el riesgo de
desarrollar la enfermedad hasta en un 90 por ciento de individuos y proteger la salud
de las personas y del publico en general al reducir la cantidad de posibles fuentes

futuras de infeccion 3.

1.4.2. ENFERMEDAD TUBERCULOSA

1.4.2.1. TUBERCULOSIS PULMONAR

La tuberculosis pulmonar exhibe un cuadro clinico cldsico que se caracteriza

por la presencia de disnea, tos, esputo, hemoptisis, fiebre, sudoracion nocturna, pérdida
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de apetito y peso . Aunque las manifestaciones clinicas varian segin la edad del
individuo y la carga de M. tuberculosis en los pulmones puede correlacionarse con la
presencia de sintomas, la tos y la disnea son los mas comunes °. Los individuos

sintomaticos tienen mas probabilidades de tener esputo con una baciloscopia positiva.

La tos puede indicar el grado de progresion de la enfermedad, en etapas
iniciales puede estar ausente o tener una presentacion matutina insipiente y puede ser
no productiva. Con el avance de la enfermedad, se vuelve persistente durante todo el
dia hasta tener un predominio nocturno y se acompafia de la produccion de esputo
amarillo o amarillo verdoso. La erosion endobronquial y el desprendimiento de caseum
generan hemoptisis, que no suele ser masiva y se presenta en estadios avanzados de la

enfermedad +°.

En cuanto a la fiebre, suele tener una presentacion diurna con un periodo afebril
temprano en la mafiana y un aumento gradual de la temperatura durante todo el dia,
alcanzando un pico al final de la tarde o la noche. La presencia de sudores nocturnos
es mas comun en formas avanzadas de la enfermedad #. En caso de lesiones extensas
del parénquima pulmonar o neumotodrax, se suele presentar disnea. Ademas, si existe
lesién o invasion de la pleural estard acompafiada de dolor toracico que empeora
durante la respiracion. Ocasionalmente, este tipo de presentacion puede progresar a un

empiema franco .

1.4.2.2. TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR

La enfermedad tuberculosa suele estar confinada a torax, pero también puede
tener una localizacion 6sea, gastrointestinal, linfatica, sistema nervioso central, cabeza
y cuello, genitourinaria y cardiovascular. La tuberculosis miliar, tuberculosis
diseminada, se produce por el crecimiento exponencial de la micobacteria y su
propagacion hematogena. Alrededor del 15% de los casos comprometen cabeza y el
cuello, con lesiones cervicales bilaterales indoloras, denominado escrofula *7. La figura
7 muestra las diferentes localizaciones de tuberculosis extrapulmonar y los porcentajes

de frecuencia segun el CDC 8,

La tuberculosis extrapulmonar tiene una presentacion clinica heterogénea pues
afecta a cualquier 6rgano del cuerpo, con hallazgos clinicos que dependen de diferentes
patrones de progresion y a menudo puede imitar a otras enfermedades, por eso su

importancia como diagnostico diferencial 4. Esta forma de tuberculosis depende de la
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edad, grupo étnico, cepa de M. tuberculosis, y es especialmente frecuente en huéspedes

inmunocomprometidos.

Ganglionar
42%

Pleural

21%

Peritoneal
eningea 4o,
5%

M Ganglionar M Peritoneal Meningea Genitourinaria mPleural mOsea M Otras
Figura 7. Frecuencia de las diferentes formas de tuberculosis extrapulmonar.

Generalmente, la mayoria de los nifios con M. Tuberculosis pueden ser
asintomaticos o pueden tener adenopatias retroauriculares *°. La forma ganglionar de
la tuberculosis (Figura 8), es la mas frecuente dentro de las localizaciones

extrapulmonares.

Habitualmente, los pacientes desarrollan fatiga, pérdida de peso, sudores
nocturnos, tos y fiebre. La anorexia, y el malestar son manifestaciones comunes y
pueden ser las Unicas caracteristicas de presentacion en algunos individuos con
tuberculosis extrapulmonar. En individuos inmunocomprometidos puede ser
asintomatica, rapidamente progresiva y fatal 3.

Figura 8. Linfadenopatia cervical izquierda con necrosis central.
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1.5. DIAGNOSTICO

1.5.1. FACTORES DE RIESGO DEL HUESPED

En los paises con menores tasas de incidencia de tuberculosis, se han observado
disminuciones sustanciales en los niveles de morbilidad y mortalidad como resultado
de la mejora en las condiciones generales de vida de los individuos. Por tanto, las
condiciones socioeconomicas influyen considerablemente en el riesgo de enfermarse
de tuberculosis *°. En este sentido, la identificacion de los factores de riesgo asociados
a la tuberculosis constituye un aspecto central en los esfuerzos para prevenir infeccion
y enfermedad (Tabla 1).

Uno de los aspectos clinicos determinantes al momento de padecer tuberculosis
es la presencia de confeccion por VIH, en particular, los individuos con un recuento de
CD#4 inferior a 200 células/ml se encuentran en mayor riesgo de adquirir la infeccion.
Los pacientes de edad avanzada (disminucion de la inmunidad celular asociada con el
envejecimiento), y los individuos en tratamiento con inmunosupresores (especialmente
pacientes con artritis reumatoide y la enfermedad de Crohn en uso prolongado de anti

TNF vy esteroides) constituyen un grupo especialmente vulnerable a la enfermedad °'.

Tabla 1. Factores de riesgo asociados a infeccion por Mtb o progresion de la infeccion a enfermedad.

Factores de riesgo

~ Ancianos ~ Fumadores

~ Uso de inmunosupresores ~ Trabajadores sanitarios

~ Diabéticos ~ Infeccion por VIH y SIDA

~ Enfermedad renal cronica ~ Enfermedad pulmonar preexistente

~ Patologias hemato-oncolégicas ~ Individuos procedentes de regiones en las

que la tuberculosis es endémica*

~ Antecedentes de trasplante de ~ Individuos Institucionalizados
organos (Residencia de ancianos)

~ Indigentes ~ Usuarios de drogas por via parenteral

* E1 CDC incluye a la mayoria de los paises de América Latina y el Caribe, Africa, Asia, Europa del
Este y Rusia *

La diabetes mellitus es de especial interés, pues La Organizacion Mundial de
la Salud y la Federacion Internacional de Diabetes consideran que es una pandemia
mundial; por tanto, sus implicaciones en la incidencia de tuberculosis son significativas

!. En la tabla 2, observamos el valor de riesgo relativo para tuberculosis en individuos
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segiin su condicion clinica, independientemente de los resultados obtenidos en la
prueba de tuberculina **. Los pacientes con antecedentes de bypass yeyunoileal y
silicosis tendrian un mayor riesgo de adquirir la enfermedad. La determinacion de estos
antecedentes meédicos es crucial durante la evaluacion clinica de pacientes con
sospecha de tuberculosis en las areas de atencion primaria y en unidades de urgencias

hospitalaria °.

Tabla 2. Riesgo relativo para tuberculosis comorbilidades (comeamdo con individuos sanosz.

Condicion clinica Riesgo relativo
VIH/sida 100-500
Gastrectomia 2-5
Cortocircuito yeyunoileal 27-63
Trasplante de érgano sélido

Renal 37
Cardiaco 20-74
Carcinoma de cabeza o cuello 16
Silicosis 30
Diabetes mellitus 2,0-4,1
Insuficiencia renal cronica, hemodialisis 10,0-25,3

Entre otros, se ha determinado que algunos factores de riesgo socioecondémicos
modificables, como la poca ventilacion, contaminacion del aire en la vivienda, y
antecedentes de tuberculosis pueden ser predictores de infeccion y tuberculosis activa,

exacerbando atin mas el circulo vicioso que existe entre de la pobreza y la enfermedad
52

1.5.2. DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS LATENTE

| Tuberculina ‘

[

! l

Inmunocompetente Inmunodeprimidos Con vacuna Sin vacuna
y nifos antituberculosa antituberculosa

Negativo ‘ 4—{ IFN-y H Positivo
No infectado Infectado

Figura 9. Algoritmo para el diagnostico de tuberculosis latente. Pasos para descartar el diagnostico
de infeccion por tuberculosis, con el uso de la prueba de tuberculina e IGRAs. Modificada del
consenso para tuberculosis de la SEPAR
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En relacion con el diagndstico de la infeccion tuberculosa se utilizan pruebas
que evaltian principalmente la inmunidad celular: la prueba cutdnea de tuberculina
(TST) y el analisis de sangre del ensayo de liberacion de interferon gamma (IGRA)
(Figura 9). Las indicaciones para la eleccion de una de estas pruebas estan definidas

segun las diferentes guias clinicas en cada pais 34,

En regiones con recursos limitados, se prefiere le uso de la prueba cutanea de
tuberculina, pues esta supone un coste menor y tiene una sensibilidad similar a los

IGRAs aunque es inferior en especificidad *4.

El uso de pruebas para el diagnostico de tuberculosis latente estara indicado en
individuos con factores de riesgo para desarrollar la enfermedad y aquellos grupos
poblacionales donde la prevalencia de la infeccion es alta. Conjuntamente, se incluird
a pacientes que reciben terapia inmunosupresora y con infeccion por VIH, dado su

elevado riesgo de reactivacion 4.

Es de destacar que la enfermedad puede ser asintomatica en pacientes con VIH,
y todos los pacientes que presentan pruebas positivas para tuberculosis latente
requieren de un estudio previo al inicio del tratamiento. Este estudio incluiria la
elaboracion de una historia clinica completa, examen fisico exhaustivo, pruebas

microbioldgicas y radioldgicas 4.

1.5.3. DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD TUBERCULOSA

1.5.3.1. RADIOLOGIA Y TECNICAS DE IMAGEN

Los pacientes que cumplan criterios compatibles con tuberculosis, posterior a
la realizacion de la historia clinica y exploracion fisica, deberian someterse a estudios
radiologicos como parte de la aproximacion inicial mandatoria en casos con sospecha

de infeccion o enfermedad.

La radiografia de torax es una prueba esencial en el estudio de pacientes
sintomaticos y con presencia de factores de riesgo epidemiologicos asociados a
tuberculosis >°. Los hallazgos observados en las pruebas de imagen permitirian

determinar la extension y actividad de la enfermedad tuberculosa (Tabla 3).
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Tabla 3. Hallazgos radiologicos y asociacion con actividad de la enfermedad tuberculosa.

Criterios radioldgicos

Criterios de actividad Criterios de inactividad
~ Cavitaciones ~ Fibrosis
~ Noédulos miliares ~ Bronquiectasias
~ Signos de diseminacion ~  Granulomas calcificados
brocdgena
~ Adenopatias mediastinicas ~ Ganglios calcificados
~ Derrame pleural ~ Engrosamiento o retraccion pleural
~ Consolidaciones ~ Patrén de destruccion pulmonar
~ Opacidades en vidrio deslustrado ~ Patron enfisematoso

Otras pruebas de imagen utilizadas, como la tomografia axial computarizada
(TAC) y la resonancia magnética (RM), pueden ser necesarias en los casos donde hay
sospecha clinica, no se puede descartar tuberculosis por pruebas microbiologicas o la
radiografia de torax tiene resultados no concluyentes, asi como en las formas
extrapulmonares. La TAC de torax (Figura 10 y 11), puede efectivamente confirmar el

diagnostico de hasta un 89% de los casos con tuberculosis asintomatica 3.

Figura 10. TC de torax mostrando multiples opacidades redondeadas, milimétricas, en relacion con
patrén miliar .

437



§ 4

Figura 11. TAC de torax con contraste. Consolidaciones en vértices pulmonares y cavitaciones.
Se objetiva diseminacion endobronquial, por la presencia de nodulillos y lesiones ramificadas
centrolobulillares (flecha negra).

1.5.3.2. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Cuando las pruebas de imagen sugieren diagnostico de tuberculosis pulmonar
se procedera a la toma de 3 muestras de esputo, tomadas en dias distintos o separadas
al menos por 8 horas de diferencia, para realizar diagndstico por medios

microbiologicos 48,

La técnica mas utilizada para el diagnodstico rapido de la tuberculosis es la
tincion acido-alcohol resistente, por ser un método simple, accesible y rapido . La
deteccion de bacilos acido-alcohol resistentes es sinonimo de tuberculosis activa, un
individuo es considerado bacilifero con un resultado de la prueba positivo, un
porcentaje variable (30-50%) de los pacientes no serd bacilifero, por lo que una

baciloscopia negativa nunca puede descartar la enfermedad.

Las tinciones mas utilizadas son las tinciones de Ziehl-Neelsen y la fluorescente
de Auramina-Rodamina, con una especificidad similar para ambas. Las tinciones
permiten la identificacion de todos los miembros del género Mycobacterium en

muestras organicas >4,

El diagndstico definitivo de tuberculosis pulmonar se establece con el
aislamiento de M. tuberculosis por el cultivo en muestras esputo, liquido pleural o

ta4q



INTRODUCCION

lavado bronco alveolar, entre otras, ademas de el aislamiento en otros tejidos corporales
4654 El cultivo de muestras constituye la prueba cardinal para le diagnostico, es la
herramienta mas sensible y puede resultar positivo con tan solo 10 bacterias/ml. Las
micobacterias son microorganismos de crecimiento lento y requieren de 2-6 semana
para presentar un crecimiento visible, y aqui radica una de las dificultades en el uso de

los cultivos 4.

Una vez se confirma la enfermedad con el aislamiento de la micobacteria, el
uso del antibiograma es esencial para determinar la susceptibilidad a isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol (tratamiento antituberculoso de primera linea),
ademas de la identificacion de la cepa y establecer el curso de tratamiento adecuado.
Al mismo tiempo, las técnicas microbioldgicas son herramientas esenciales para
valorar la buena respuesta clinica, cuando se confirma la negativizacion de los cultivos

y se ratifica la eficacia del tratamiento antituberculoso utilizado >°.

El uso de técnicas moleculares de amplificacion esta indicado como adyuvante
en el diagnoéstico de la tuberculosis al permitir un diagnéstico rapido (24-48 horas).
Estas amplifican una secuencia especifica de acido nucleico que se puede detectar
mediante sondas. La obtencion de una prueba de amplificacion positiva (con o sin
positividad de baciloscopia) en un paciente con sospecha de clinica se considera
suficiente para el diagndstico de tuberculosis .

1.6. TRATAMIENTO

En individuos con infeccion latente por M. tuberculosis, se utiliza la isoniazida
como tratamiento preventivo para el desarrollo de la enfermedad. El uso de un régimen
profilactico en pacientes con pruebas de tuberculina positiva ha disminuido las tasas
de tuberculosis activa y muerte en paises con alta incidencia de la enfermedad. El curso
de este tratamiento tiene una duracion de 9 meses y puede prolongarse en personas
infectadas por el VIH en regiones con una alta incidencia de tuberculosis 4.

Dentro de las recomendaciones de la OMS, todas las personas infectadas por el
VIH y con una prueba cutanea de tuberculina positiva recibirdn terapia preventiva con

isoniacida durante al menos 6 meses 3*.
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Tabla 4. Régimen de tratamiento antituberculoso segun condicion clinica.

Condicion clinica y comorbilidades Riesgo relativo
Pulmonar y extrapulmonar 2HRZE/4AHR
Régimen alternativo 2HRZS/4AHR*
Hepatopatia crénica grave 2HRE/7HR
Meningitis, tuberculomas 2HRZE/10HR
Silicosis, espondilitis TB con afeccion neurologica 2HRZE/THR

E: etambutol; H: isoniacida; R: rifampicina; S: estreptomicina; TB: tuberculosis; Z: pirazinamida.
* Etambutol puede sustituirse por estreptomicina (2HRZS/4HR)

El esquema farmacologico estandar para la tuberculosis activa incluye cuatro
medicamentos de primera linea (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol). El
régimen antituberculoso tiene una duracion habitual de seis meses y constan de dos
fases: una fase intensiva, seguida de una fase de continuacion (Tabla 4) 3*. La mayoria
de los pacientes reciben los cuatro fAirmacos en la fase intensiva durante dos meses (R,
H, Z y E); se utiliza para disminuir las probabilidades de desarrollar resistencia
secundaria a la rifampicina en poblaciones con una alta tasa de resistencia primaria a

la isoniazida.

La adherencia a el tratamiento pautado es fundamentes durante la fase
intensiva, pues la carga bacteriana es elevada y la posibilidad de desarrollar resistencia
a los medicamentos es mas alta. La etapa de continuacion tiene una duracion de cuatro
a siete meses, incluye el uso de isoniazida y rifampicina (4RH) **. Una vez M.
tuberculosis es aislado en cultivos y se determine su sensibilidad a estos farmacos

mediante antibiograma, se podra proceder con la suspension de etambutol 4.

El tipo de resistencia puede ser primaria, cuando existe resistencia a uno o mas
de los diferentes tratamientos antituberculosos en cepas obtenidas de pacientes no
tratados previamente, y la resistencia secundaria se ha definido como la presencia de
resistencia a tratamiento antituberculoso en pacientes que habian recibido tratamiento

previo para tuberculosis 3.

El tratamiento de la TB susceptible a los medicamentos suele ser satisfactorio,
aunque pueden presentarse recaidas en individuos que presentan cavitaciones,
enfermedad extensa, inmunosupresion y persistencia de cultivos positivos después de
2 meses de tratamiento. En este sentido, los pacientes que tendrdn una extension de
hasta 9 meses de tratamiento 34**. El tratamiento integral de la tuberculosis activa
deberd incluir la deteccion de resistencia a los medicamentos y el VIH, y apoyo al

paciente para la adecuada adherencia al tratamiento.
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2. LA AUTOFAGIA

El descubrimiento de la macroautofagia, denominada simplemente autofagia,
es un evento importante en el esclarecimiento de los diferentes mecanismos de
homeostasis celular 3%°7. Su gran impacto cientifico fue reconocido en 2016, cuando
se otorgo el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina a Yoshinori Ohsumi, gracias a su
innovador trabajo sobre los diferentes mecanismos de autofagia basica. En particular,
fueron identificados y caracterizados los genes relacionados con la autofagia (ATG),

implicados en la nucleacion, iniciacion y maduracion de los autofagosomas 3%

Las células experimentan cambios rapidos para adaptar su metabolismo y
protegerse frente posibles dafos, utilizando multiples vias celulares que involucran la
accion concreta de diversas vias de respuesta ante el estrés. Tras la activacion de la
autofagia, se forman vesiculas de doble membrana, conocidas como autofagosoma, que
secuestran organulos, proteinas o porciones del citoplasma, para su degradacion >7-6%61,
Aunque se han observado diferentes vias de eliminacion, los autofagosomas capturan
los elementos citoplasmaticos para la degradacion de la carga 2.

La autofagia puede ser modulada por diferentes factores metabodlicos,
fisiologicos, inmunologicos (citoquinas e inmunidad innata) y/o farmacologicos (por
ejemplo, rapamicina). En concreto, el agotamiento de nutrientes en células de
mamiferos in vitro induce la autofagia en minutos, siendo conocido como su inductor
fisioldgico mas potente %°. Conjuntamente, existen diferentes moléculas que regulan la
autofagia inducida por inanicion; entre las cuales, mTOR (mammalian target of
rapamycin) y AMPK (AMP-activated Ser/Thr protein kinase) han sido las proteinas

mas caracterizadas.

La autofagia es un componente central en la respuesta integrada frente al estrés
celular %, permitiendo que la célula sobreviva ante diferentes estimulos nocivos. Por
consiguiente, funciona como un proceso de localizacién y degradacion de contenidos
citoplasmaticos en respuesta a la inanicion o el estrés proteotoxico y oxidativo, ademas

de enfermedades degenerativas, inflamatorias, neoplasicas e infecciosas %463,
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2.1. MECANISMO MOLECULAR DE AUTOFAGIA

Tabla 5. Proteinas relacionadas con la autofagia en mamiferos y sus homologos en levaduras.

Mamiferos Levaduras Funcion/complejo

ULK1/2 Atgl Serina/Treonina quinasa. Complejo Atgl/ULK
ATG2 Atg2 Proteina de membrana. Sistema ATG9

ATG3 Atg3 Enzima tipo E2, esencial para la conjugacion de Atg8
ATG4 A-D Atgd Cistein proteinasa que activa y deslipida Pro-LC3
ATGS Atg5 Complejo ATG12-ATGS

Beclinl Vps30/Atgb Complejo Vps34 PI3P quinasa

ATG7 Atg7 Enzima tipo E1. Conjugacion tipo ubiquitina
LC3A,B,B2,C, Atg8 Tiene conjugacion tipo ubiquitina con PE
GABARAP,L1,L.2

ATGY Atg9 Proteina transmembrana, parte del sistema ATG9
ATGI10 Atgl0 Enzima tipo E2 para la conjugacion de Atgl2
ATGI2 Atgl2 Complejo ATG12-ATGS

ATGI13 Atgl3 Complejo Atgl/ULK

ATGI14L Atglé Subunidad del Complejo PI3K de clase I11

ATGI6L Atgl6 Proteina implicada en la conjugacion ATG8-PE
FIP200 Atgl7 Complejo Atgl/ULK

WIPI1/2 Atgl8, Atg21 | Proteina de membrana periférica

P150 Vpsl5 Proteina serina/treonina quinasa. Complejo PI3K de clase I1I
VPS34 Vps34 Complejo PI3K de clase III

Nuestra comprension basica del mecanismo molecular de la formacion de
autofagosomas proviene principalmente del estudio de los ATGs, identificados

inicialmente en levaduras 7:66-68

. En consecuencia, la regulacion de este proceso
molecular depende de las ATGs, con un total de 30 proteinas que coordinan multiples
modificaciones post-traslacionales en todas las fases a través de una gran variedad de
vias 7!, Muchas de las ATGs involucradas en la formacion de nuevos autofagosomas,
se pueden separar en 5 grupos organizados jerarquicamente en complejos funcionales

17 (Tabla 5):

1. Complejo tetramérico ULK (the unc-51-like kinase complex): formado
por ULK1, ATG13, FIP200 (focal adhesion kinase family- interacting protein 200kD)
y la proteina ATG10, regulado por AMPK y mTOR.

2. ATG?Y: proteina que proporciona las bicapas lipidicas en el proceso de

formacion de autofagosomas.

3. Complejo proteico PI3K de clase 11 (class 11l phosphatidylinositol 3-
kinase complex): compuesto por VPS34 (Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic unit
3), ATG6 (Beclin-1), ATG14 y VPS15. Estas ATGs dependen de la fosforilacion por
complejo ULK.
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4. Complejo ATG12-ATGS5/ATGI16L1: posterior a la expansion de la
membrana. Se requiere de una reaccion similar a la ubiquitinacion para el enlace

covalente de Atgl2 con Atg5, seguido de una asociacion con ATGI6L1.

5. En mamiferos, existen cuatro Atg4 (Atg4A-B) y al menos seis ortélogos
de Atg8, entre los cuales LC3, GABARAP y GATE16 han sido los mas estudiados 72

AMPK regula positivamente autofagia mediante la fosforilacion de ULK1
(Unc-51-like kinase I) en los sitios de activacion 73. Ademas, controla el estado
energético de la célula determinando el AMP: ATP ratio. Asi, durante la inanicion y
bajos niveles de energia, AMPK actia como elemento esencial al integrar varios
estimulos de estrés con el inicio de la autofagia. Varias quinasas “aguas arriba” pueden
activar la AMPK mediante la fosforilacion de un residuo de treonina en su subunidad

o catalitica 74.

H
-E-G) - 5% -
PAS %m ",

autophagosome autolysosome
phagophore lysosome

initiation elongation closure maturation degradation

O VMP1 o mAtg9 D class | Ptdins3k complex @ ULK1/2 complex
OTPSBINPZ o LC3-lI %Atgﬁ—Ath-AtgﬁL complex 8 permeases

Figura 12. Ruta de la autofagia y procesos moleculares en células de mamiferos.
Modificado de Yang et al., 2010

La proteina mTOR controla negativamente la mayor parte de las ATGs,
mediante la fosforilacion en los sitios de inactivacion. mTOR regula el complejo ULK1
quinasa para su union con el complejo mTORC1 (mammalian target of rapamycin
complex 1) °. Este complejo esta formado por mTOR, Raptor (Rapamycin-sensitive
adapter protein of mTOR) y la proteina LSTS. Los aminoacidos activan mTORCI, a
través de la familia Rag de GTPasas, que interactian directamente con Raptor y
reclutan mTORC] a la superficie lisosomal 7. Ademas de ser inhibido por AMPK y
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condiciones de inaniciéon, mTORCI1 también se inhibe en ausencia de factores de

crecimiento como la insulina y el factor de crecimiento similar a la insulina ’.

2.1.1. ORIGENES DE LA MEMBRANA DE AISLAMIENTO

El mecanismo central de autofagia comienza con la formacién de una
membrana de aislamiento, también llamada fagosforo 7®. Dentro de las posibles fuentes
de membrana para la nucleacion inicial del fagosforo se incluyen las vesiculas COPII
(Coat complex protein II), reclutamiento de lipidos por ATGY9, la membrana
mitocondrial externa 7°, la membrana plasmatica 8 y las membranas que se originan a
partir de estructuras del omegasoma (subdominios de especializados de RE) 60:68.79-84
(Figura 12).

2.1.2. INICIACION Y NUCLEACION DEL FAGOSFORO

Primeramente, la activacion del complejo ULK quinasa lidera la iniciacion de
fagosforo. ULK1 y ULK2 desempefian un papel clave en la induccion de autofagia,
actuando como inhibidores de mTORC1 7. Tras la inhibicion de mTORC, por
inanicion u otros estimulos, se disocia del complejo ULK quinasa, iniciando asi el
ensamblaje del fagosforo 2. ULK1 puede fosforilar Ambral (activating molecule in
BECNI regulated autophagy) ¥, logrando la liberacion del complejo PI3K Clase

I11/Beclin 1 e iniciar la biogénesis .

Simultaneamente, dos proteinas VAP (vesicle-associated membrane protein),
VAPA y VAPB, interactuan con FIP200 y ULK1, lo que contribuye a la estabilizacion
del complejo ULK1/FIP200 (el complejo Atgl de mamifero) en los sitios de formacion
de autofagosomas ®. La interaccion entre FIP200 y WIPI2 (WD Repeat Domain,
Phosphoinositide Interacting 2) también favorece la iniciacion del fagosforo % (Figura
13).

Los subdominios de especializados de RE, denominados omegasomas,
proporcionan plataformas para la nucleacion del fagosforo ¥!, que empieza cuando el
complejo proteico PI3K de clase III es activado. El complejo ULK1/FIP200 se encarga
de interactuar con el complejo PI3K para la generacion de fosfatidilinositol-3-fosfato
(PI3P) por fosforilacion de Vps34. Posteriormente, PI3P se encarga de marcar el lugar
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para la nucleacion del fagosforo, para que se convierta en un autofagosoma completo
68

Los adaptadores de TLR (toll-like receptor), MyD88 y TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f8), también pueden interactuar con Beclin 1,
lo que reduce la unién de Beclin 1 a Bcl-2 promoviendo la autofagia. Igualmente,
TRAF6 (tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factor 6), media la
ubiquitinacién de Beclin 1 ligada a K63 durante la autofagia inducida por TLR4,

incrementando la actividad de PI3K clase III %7.

Por otra parte, Bcl-2, Bel-XL y Mcl-1, son proteinas reguladoras negativos de
la autofagia a través de la interaccion inhibitoria de su surco de unién a BH3 con el
dominio BH3 de Beclin 1 ®. Entonces, cuando produce la disociacién Beclin 1/Bcl-2,

se activa la nucleacion ¥, fase necesaria para la formacion final del autofagosoma.
9

2.1.3. EXPANSION DE LA MEMBRANA DEL AUTOFAGOSOMA POR
SISTEMAS DE CONJUGACION

Seguido de la inclusion de las particulas a degradar, empieza la expansion de la
membrana %. Después de la elongacion, la membrana se fusiona consigo misma para
formar una doble membrana *°. Dos sistemas de ubiquitina han sido relacionados con

el proceso de expansion (Figura 13):

El primer sistema involucra el complejo multimérico ATGI12-
ATGS5/ATG16L1, conformado por la conjugacion covalente de Atgl2 a Atg5, con la
ayuda de Atg7 y AtglO0, al asociarse con Atgl6 de manera no covalente, necesario para

la formacion del pre-autofagosoma y que funciona como la ligasa E3 de LC3 73,

La reduccion el Ca2 + citosolico produce un aumento de los niveles celulares
de Atg5 y del conjugado pro-autofagico Atgl2-Atg5 °'. El segundo, es el sistema de
conjugacion de ATGS: incluye la lipidacion de LC3 para generar LC3-1, la version
citoplasmatica de LC3, por medio de la proteasa Atg4. Posteriormente, las proteinas
ATG7 y ATG3 efectian la conjugacion de LC3-I con fosfatidiletanolamina (PE) para
formar LC3-1I (LC3-phosphatidylethanolamine) *°.
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Figura 13. Formacion y expansion de la membrana del autofagosoma.

La proteina LC3-II se considera necesaria para la elongacion y el cierre de la
membrana, y permanecera en la capa interna autofagosomica hasta el momento de la
degradacion. La deteccion bioquimica y microscopica de LC3-II se usa ampliamente
para medir la actividad autofagica °>. También, es un fundamental para el reclutamiento
de la carga por un mecanismo dependiente de proteinas ubiquitinadas que identifican
sustratos a través de sus dominios UBA, y el dominio LIR servird como adaptador al
momento de la eliminacion 73,

En contraste con la mayoria de las otras proteinas ATGs, ATG9 es la unica
proteina transmembrana que se puede mover rapidamente entre numerosos

compartimentos distintos a través del citoplasma 3%, ATG9 proporciona lipidos y
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otros reguladores para la membrana del fagosforo, requiriendo de Atgl/ULKI1 y la
actividad de la proteina quinasa Vps34 833494 ATG2 se une los bordes de la membrana
en crecimiento con el RE, y simultdineamente, conecta ATG9 con los extremos del

fagosforo %%,

2.1.4. CIERRE AUTOFAGOSOMA Y FUSION CON LISOSOMAS

Algunas de las proteinas mencionadas actian en multiples pasos de la via de
autofagia, y su funcidon tardia durante la maduracion del autofagosoma puede
enmascararse por su papel en los pasos anteriores de la formacion del fagosforo. Por
ejemplo, ATG8, ATG14 y PI3P desempenan papeles importantes en la formacion y
maduracion del autofagosoma 797,

Rab2 estd involucrado en la maduracion autofagosoma. Se encarga de localizar
autofagosomas e interactiia con el complejo HOPS (Homotypic fusion and protein
sorting) para promover el proceso de maduracion °®. Otra GTPasa, Rab7, promueve la
maduracion en autofagosomas, conformando el conjugado Monl-Ccz1-Rab7 para
completar el reclutamiento del complejo HOPS °%!%°  Ademas, PI3P facilita la
utilizacion de Mon1/Cczl1 y estabiliza la unién con Rab7 en autofagosomas, ayudando
en el reclutamiento de la proteina WIPI en la membrana del fagosforo °7-1%°,

Fosfolipidos como PI3P, son utilizados para fijar el complejo HOPS a la membrana
100

Miembros de la familia ATG8, GTPasas de Rab, el complejo UVRAG (UV
radiation resistance- associated gene protein) y las proteinas SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) actian de manera

coordinada para mediar el proceso de cierre y fusion del autofagolisosoma '01-102,

El cierre final del fagosforo parece completarse por el complejo proteico

ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) '3

, Y se acompaia de un
cambio en la morfologia eliptica de las membranas a la forma esférica sellada de los

autofagosomas ',

53 %



v Starvation

UDP-GIcNAc

Amphisome/Autolysosome/
Late endosome/Lysosome

Autophagosome

O Lcs

—@= STX17
———D SNAP29
<a—— % OGlcNAcylated SNAP29

—@ VAMP7/8

Figura 14. Factores implicados en la fusion del autofagosoma con lisosomas.

La proteina UVRAG, compite con Atgl4 por unirse a Beclin 1 y puede
promover la actividad del complejo PI3K de clase III, originando la fusion del
autofagosoma con el lisosoma tardio 7®. La proteina ATG14, también se localiza en
autofagosomas sellados y se une al dominio central SNARE STX17 para estabilizar el
complejo STX17-SNAP29 favoreciendo el proceso de fusion *7. LAMP2 promueve la
fusion de lisosomas con autofagosomas '°' (Figura 14).

Rab7 interactia con factores de anclaje en lisosomas, como EPGS5, PLEKHM 1
y HOPS, para promover el ensamblaje de complejos t-SNARE durante la fusion con
los autofagosomas *°. Recientemente, ha sido informado que los complejos SNARE
pueden promover la eficacia de la fusion con diferentes poblaciones de lisosomas que
contienen niveles variables de VAMP7/8 (VAMP-3 (vesicle-associated membrane
protein 7/8) y STX7 '% (Figura 14). Finalmente, el desmontaje del complejo SNARE
en membranas postfusion es un proceso esencial catalizado por NSF (M-
ethylmaleimide-sensitive factor) y aSNAP, para completar el proceso de fusion %5,
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El ambiente acido de los lisosomas no es esencial para la fusion autofagosoma-
lisosoma. Una vez finalizada la fusion, la capa interna decorada con LC3 y los
contenidos se liberan para su degradacion por enzimas hidroliticas, que sirve como
plataforma para la activacion de mTORC1 %, A continuacion, los productos de la
descomposicidn se transportan nuevamente al citoplasma para ser reutilizados por la

célula 197,

2.1.5. AUTOFAGIA SELECTIVA

Christian de Duve, uno de los investigadores pioneros en el estudio de la
autofagia, fue uno de los primeros en sugerir la existencia del un mecanismo cuya

finalidad es la eliminacion de carga citoplasmatica '°8,

Una de las funciones de la
autofagia es la eliminacion de sustratos citosélicos ubiquitinados o agregados proteicos
109 La autofagia selectiva es el mecanismo que utilizan las células para el marcaje y
degradacion de particulas citoplasmaticas, organulos dafiados, agregados proteicos o
patogenos intracelulares, contribuyendo a la homeostasis celular al deshacerse de

elementos nocivos en el citoplasma 3110,

La via de autofagia selectiva se ha vinculado con diferentes enfermedades e
infecciones en humanos; También, al igual que la autofagia no selectiva, es activada
por estimulos externos como estrés oxidativo, hipoxia o ayuno prolongado ''!. Las
proteinas receptoras especificas (SLR) se encuentran implicadas en la defensa contra
patogenos en el citosol celular. Estas proteinas se unen a la carga a degradar (Figura

15), y la entregan a la membrana del autofagosoma que se encuentra en formacion
112,113

En resumen, los receptores selectivos de autofagia se dividen esencialmente en
dos grupos: dependientes e independientes de ubiquitina. Las bacterias y mitocondrias
comparten el sistema de reconocimiento por receptores dependientes de ubinitina 4,
Esto quiere decir que son reconocidas a través de cadenas de poliubiquitina unidas a
ellas a través de su UBD (dominio de asociacion a ubiquitina) ''. Precisamente, el
receptor mas estudiado de este tipo es p62 (también conocido como SQSTMI:
sequestosome 1) que tiene diferentes dominios implicados en varios mecanismos
celulares ''®, e interactia con LC3 permitiendo unir el sustrato con el autofagosoma

para su consecuente degradacion 7113,
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3. AUTOFAGIA Y TUBERCULOSIS

Mycobacterium tuberculosis, fue uno de los dos primeros patdgenos cuya

102

degradacion fue vinculada con en el proceso de eliminacion autofagica '“*. La autofagia

suministra componentes citoplasmaticos para la degradacion lisosomal '

y se
involucra en la defensa de la tuberculosis generando respuestas de inmunidad innata y
citoquinas °. Conjuntamente, puede capturar y eliminar bacilos de Mtb a través de las

propiedades liticas y antimicrobianas exclusivas de los autofagosomas 2.

La capacidad de Mtb de replicarse y sobrevivir en los macréfagos del huésped
es central para su patogénesis, y su virulencia estd asociada directamente con su
crecimiento intracelular '%'L'1°  Precisamente, Mtb ha desarrollado diferentes
mecanismos para evitar su eliminacion intracelular, uno de esto es el bloqueo la

maduracion del fagosoma %120,

Por otra parte, Deretic y colaboradores han demostrado que la maduracion del
fagosoma y la eliminacion de la micobacteria pueden ser restaurados con la induccion

102,121

exdgena de la autofagia, convirtiéndolos en organelas micobactericidas con el

uso de sistemas de eliminacion asociados a LC3 22,

Los bacilos presentes en el citosol se erradican mediante autofagia selectiva,
independientemente de corresponder a una pequefia proporcion de la carga total
intracelular de Mtb '23. En definitiva, la autofagia degrada bacilos de Mtb intracelulares

funcionando como un efector innato fundamental contra la infeccidon micobacteriana
121,124,125

3.1. AUTOFAGIA, INMUNIDAD Y TUBERCULOSIS

Algunos de los mecanismos implicados en la activacion de la autofagia después
de una infeccion bacteriana no se han podido entender integramente '??. Diferentes
autores han descrito la regulacion que ejerce la autofagia sobre la respuesta
inflamatoria, pues contribuye tanto a la secrecion de citoquinas proinflamatorias (IL-
la, IL-1b, y IL-18), como a la secrecion de las proteinas citosolicas conocidas como

"alarminas" 7-20:126,

En cuanto a las citoquinas, las respuestas Th1 y Th2 tienen efectos opuestos en
la formacion de fagosomas '?%; mientras que las citoquinas de tipo Th2 bloquean la

formacion de autofagosomas, las citoquinas de tipo Thl la incrementan 7. IFN-g, una
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citoquina Thl primordial, puede activar la autofagia en macréfagos a través de IRGM1
(miembro de la familia las GTPasas) '?’. Asimismo, TNF-a parece favorecer las
respuestas antimicrobianas y autofigicas desencadenadas por el IFN-g 5128 en
conjunto con otras citoquinas como IL-2, IL-6, CCL2, que favorecen positivamente la

respuesta autofagica contra micobacterias 28,
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Figura 16. Eliminacion de M. tuberculosis mediante autofagia.
Modificado Bento et al., 2015
IL-1b, citoquina esencial para el control de la infeccion, permite la eliminacion
de M. tuberculosis en macrofagos, a través del adaptador TBK-1 (TANK-binding
kinase 1) en células huésped. La via de sefalizacion del receptor de IL-1 utiliza a
MyD88 como adaptador, que es un paso clave para la regulacion de la respuesta inmune
y el control temprano de los bacilos intracelulares '%°.

El sistema de secrecion ESX-1 del bacilo, permeabiliza el autofagosoma,
exponiendo el DNA bacteriano y permitiendo su identificacion en el citosol celular '3°,

En los ultimos afios, diferentes estudios han identificado la proteina STING (stimulator
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of interferon genes), encargada reconocer el DNA de doble cadena de origen exdgeno,
e implicada en la produccion de citoquinas 3132, Durante la infeccion, la enzima cGAS
(cyclic GMP-AMP synthase), genera el dinucledtido cGAMP que es reconocido por

STING, permitiendo la amplificacion de la respuesta inmune via IFN-p tipo I 39,

En consecuencia, el DNA de Mtb funciona como una sefial para inducir la
autofagia en los macréfagos tras ser identificado por STING, desencadenando la
activacion de TBK1 y el marcaje de la micobacteria con péptidos derivados de
ubiquitina '3°. Ponpuak et al. realizaron un analisis del rol de p62 en el proceso de
autofagia contra Mtb ''2, TBK1 fosforila el receptor p62, incrementando su afinidad
por los sustratos de ubiquitina unidos a Mtb ''°, permitiendo su entregan al
autofagosoma (Figura 16). Se ha observado que macrdéfagos con ausencia de STING

son altamente susceptibles a la infeccion 133,

La tuberculosis es la infeccion oportunista mas comun en VIH en estadios
avanzados de la enfermedad (C3) y la capacidad que tiene Mtb de sobrevivir en
macrofagos, destaca la importancia de los procesos de trafico intracelular durante las

infecciones '34.

La induccién de procesos de autofagia anti-Mtb también se ha indicado como
parte de la interaccion directa entre células T especificas y macrofagos infectados 3.
Este mecanismo afecta la generacion de respuestas a los HLA 11 (Human Leukocyte
Antigen Type II) y las células T CD4+, impactando el desarrollo, diferenciacion,
polarizacion y homeostasis de las células T 3¢, HLA II facilita el secuestro de bacilos
ubiquitinados en los fagosomas y la consecuente fusion con lisosomas. Los péptidos
generados después de la captura y destruccion de Mtb en autofagolisosomas, son

reciclados y ayudan en la produccion de moléculas de HLA de clase 11 %7,

La autofagia es regulada, entre otros, a través de PRRs (Pattern recognition
receptor), como las ligandinas TLR y TLRs, TRAF6, y receptores tipo NOD
(nucleotide- binding oligomerization-domain) ''*13%. Los TLRs actian a través de
MyD88, relevante en la respuesta inflamatoria a la infeccion tuberculosa. Ademas, los
receptores TLR2, TLR4 y TLRO parecen ser los principales TLRs implicados en el
reconocimiento de micobacterias y la produccion de moduladores antimicrobianos y

citoquinas en la infeccion por Mtb 138,

NODI Y NOD2, receptores citosolicos para el peptidoglicano de Mtb, se

encargan de reclutar ATGI6L1 al sitio de entrada de la bacteria en células no
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fagociticas, macrofagos y linfocitos '3° y puede activar la autofagia a través de RIPK2
y ULK1 en respuesta a Mtb y otras infecciones 2.

Existen importantes agonistas hormonales relacionados con la activacion de
autofagia por IFN-g, incluyendo el metabolito de la vitamina D derivado del calcitriol,
también conocido como 1,25-dihidroxivitamina D3 o 1,25-dihidroxicolecalciferol.
Diferentes estudios en macréfagos humanos, han corroborado el papel sinérgico entre

IFN-g y calcitriol para la eliminacion de Mtb durante la induccion de la autofagia
121,124,140,141

El calcitriol se genera en el rifion y circula a muy bajas concentraciones en el
suero. Sin embargo, puede generarse adicionalmente en macréfagos humanos a partir
de su precursor calcidiol (presente en concentraciones mucho mas altas en el suero)
por medio de la hidroxilasa 1-a especifica generada por macrofagos en respuesta a la

142

activacion de los TLRs '**. Los niveles bajos de calcitriol y calcidiol en el suero se han

asociado con la susceptibilidad a la tuberculosis 43

3.2. LA DEFENSA DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS FRENTE A LA
AUTOFAGIA

Mtb interfiere con el trafico de la membrana intracelular en macréfagos
infectados a través de muchos factores 44, Algunos de estos factores son producto de
mecanismos moleculares que antagonizan la autofagia y que se han analizado en

profundidad, asi como su relacion con la virulencia de esta cepa '%7.

Mycobacterium tuberculosis es un patégeno humano altamente adaptado que
ingresa a los macrofagos del hospedador, donde se guarda en fagosomas y bloquea la

biogénesis de fagolisosomas 44143

, generando una inhibicion que es fundamental para
la infeccion tuberculosa, latencia y progresion a enfermedad, ademas de favorecer su

diseminacion y suprimir su deteccion por parte del sistema inmunologico del huésped
6,40,146

Mtbh  mejora su supervivencia intracelular produciendo la @ 1-
aminoacetiltransferasa Eis (Enhances 60ntracelular survival), que aumenta los niveles
de IL-10 y activa la via PI3K/Akt/mTOR/p70S6K para restringir la actividad

1

autofagica de macréfagos !'. Eis también inhibe la generacion de ROS (Reactive

oxygen species) '2 y acetila Lys-55 en una fosfatasa especifica de la quinasa JNK
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(c-Jun N-terminal kinase). La accion de JNK es esencial para la activacion del

regulador clave de autofagia Beclin 1, por lo que suprime la autofagia '3

En individuos con tuberculosis, las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) producen IL-4 e IL-13, dependientes de STAT6 (Signal Transducer And
Activator  Of Transcription 6). Bdasicamente, estas interleucinas inhiben
predominantemente la autofagia, por encima de otros inductores fisiologicos,
disminuyendo la sensibilidad de las células a IFN-y para restringir la formacion de

autofagosomas 23,

Mtb genera una reprogramacion metabdlica de los macrofagos infectados al
aumentar las gotas lipidicas (reservas de lipidos, como los triglicéridos y los ésteres de
colesterol), bloquear la maduracion del fagosoma, reduciendo la capacidad autofagica

de la célula y evitando asi su erradicacion 102119,

Ciertos estudios han indicado que ESX-1, un sistema de secrecion tipo VII de
Mtb, libera ESAT-6 (Early secreted antigenic target of 6 kDa) para bloquear la fusion
autofagosoma-lisosoma evitando la eliminacion en células dendriticas 7. También, se
ha informado que ESAT-6 se une a otro sustrato de secrecion de ESX-1, CFP-10 (10-
kDa culture filtrate protein), para inhibir la formacion de autofagosomas y sobrevivir

en macrofagos al disminuir los niveles de la proteina ATGS8 2°.

Finalmente, las infecciones por micobacterias estimulan la activacion de mTOR
(mTOR inhibe la autofagia) o inducen la autofagia, dependiendo de la virulencia de la
especie o cepa. Un GWAS (Genome-wide association study) identific6 genes de
huésped vinculados a la inhibicion de la autofagia durante la infeccion por Mth H37Rv
147 Algunos de estos genes aumentan su expresion durante la infeccion, pero sus

funciones en las vias de autofagia no han sido esclarecidas completamente.

3.3. TRATAMIENTO ANTITUBERCULOSO BASADO EN LA AUTOFAGIA

El régimen estdndar de tratamiento actual para los casos de TB no resistente
implica la combinacion de diferentes combinaciones de fArmacos durante 4-12 meses:

148 Han sido

rifampicina, isoniacida (INH), pirazinamida (PZA) y etambutol
identificados vinculos inesperados entre la accion de la quimioterapia antituberculosa
y la autofagia. La isoniazida y la pirazinamida, medicamentos antituberculosos de
primera linea, requieren de procesos de autofagia para su plena eficacia contra la

erradicacion de la micobacteria a nivel intracelular '%°.
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La liberacion de productos bacterianos estimula la autofagia en macrdéfagos
infectados durante el tratamiento con isoniacida o pirazinamida. Esta maquinaria esta
basada en la produccion de ROS de fuentes mitocondriales y NADPH oxidasa '»
corroborando el papel de ROS mitocondrial en la induccion de la autofagia '*° (Figura
17). En este sentido, la induccion farmacologica de la autofagia puede superar la
inhibicion generada por ESAT-6 2, lo que respalda previas observaciones sobre el
efecto que tienen las citoquinas Thl en la activacion de la autofagia y favorecer la

erradicacion de la bacteria 28150,
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Figura 17. Farmacos antituberculosos en la induccion de la autofagia.

En el presente, diferentes desafios se han enfrentado en cuanto a el tratamiento
antituberculoso, por ejemplo, el aumento de la tasa de cepas resistentes a multiples

farmacos de Mtb, la falta de adherencia a tratamiento y las dificultades propias de la
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coinfeccion con VIH !. La alta eficacia de estos antibidticos en colaboracion con la
autofagia puede explicar las propiedades bactericidas de la pirazinamida y su accion
antimicobacteriana en macrofagos infectados. Ademads, se ha indicado que varias
particulas inductoras de la autofagia también inhiben Mtb sin actuar primero sobre las
bacterias !>, apoyando la posibilidad de nuevos medicamentos antituberculosos

basados en autofagia.
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4. GENETICA HUMANA Y SUSCEPTIBILIDAD A TUBERCULOSIS

Aproximadamente 1.700 millones de personas, el 23% de la poblacion mundial,

tiene infeccion tuberculosa latente (ILTB) '-32.

Independientemente de la alta
incidencia de esta infeccion, no todos los sujetos expuestos a este patdgeno se infectan,
y muchos de los individuos afectados desarrollardn una infeccion asintomatica que no
progresara a enfermedad activa (entre el 90% y 95%) 42151,

Una de las dificultades en el estudio de la patogénesis de esta patologia es la
heterogeneidad de su forma clinica. En comparacion con otras enfermedades
complejas, muchas investigaciones sobre la tuberculosis han tenido un éxito restringido
dadas las diferentes etapas en la presentacion de la enfermedad y los obstaculos para
diagnosticar sus diferentes formas clinicas. En ambas presentaciones, hay una variedad
de respuestas inmunitarias, aspectos clinicos y microbiolodgicos que crean un espectro

de manifestaciones en el huésped +.

Los mecanismos implicados en la progresion de la infeccion a la enfermedad
son poco entendidos, y los marcadores biologicos de latencia siguen siendo en su
mayor parte desconocidos °1:152, El proceso de evolucion de la TB se define por la
relacion multifacética entre los factores ambientales, las micobacterias y la resistencia
del huésped al patdogeno, asi como todos los factores de riesgo adicionales que

modifican las interacciones entre ellos 133154,

La progresion de la TB ocurre en hasta el 15% de los individuos con infeccion
latente tuberculosa, y el 5% de los individuos infectados desarrollan TB activa dentro
de los dos afios posteriores a la infeccion, después de un periodo muy corto de latencia
32 Aquellas personas diagnosticadas dos afios después se denominan casos de
"reactivacion" de la enfermedad tuberculosa * Los individuos restantes, que
desarrollan tuberculosis clinica mas adelante en la vida, tienen un menor riesgo de

progresion a medida que pasa mas tiempo desde la infeccion 3313,

La mayoria de los casos de progresion de la TB no pueden explicarse de forma
completa con la edad, la inmunosupresion adquirida o el uso de inmunomoduladores o
alcohol. Por lo tanto, una parte del riesgo de reactivacion permanece sin explicacion en
sujetos inmunocompetentes 46, Un ejemplo claro de este dilema ocurrié en 1926,
cuando un grupo de nifios fue inmunizado accidentalmente con una cepa virulenta de
Mtb en Alemania. En este programa de salud publica, 251 bebés recibieron la misma

dosis de bacterias dentro de los 10 dias del nacimiento y, como consecuencia, 127 nifios
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presentaron la enfermedad radiologicamente, 77 murieron y 47 no mostraron evidencia

de tuberculosis 136157,

Estudios genéticos anteriores han confirmado que las altas tasas de correlacion
para la TB activa son mayores entre gemelos monocigoticos que en gemelos
dicigbticos, independientemente de la presencia de diferencias étnicas en la
susceptibilidad 2"!33. En estudios de contactos, entre el 30% y 50% de las personas
con una exposicion alta a corto plazo no se infectan, lo que revela una heterogeneidad

sustancial en la susceptibilidad a la infeccion '8,

La evidencia de numerosos estudios epidemioldgicos ha confirmado que
existen variaciones genéticas relacionadas la susceptibilidad a tuberculosis y los
diferentes fenotipos de la enfermedad observados en humanos 2893116159166 Todos
estos estudios implican claramente que los factores genéticos del paciente y el patdogeno
tienen un papel critico en la latencia y progresion de la infeccion. El objetivo de este
capitulo es analizar los polimorfismos de los genes humanos que influyen en la
variabilidad interindividual de la susceptibilidad a la micobacteria y la tuberculosis

activa.

4.1. TUBERCULOSIS COMO ENFERMEDAD POLIGENICA EN
HUMANOS

En los ultimos 15 afos, las encuestas clinicas y epidemiologicas han acumulado
datos suficientes para respaldar que los factores genéticos humanos desempenan un

papel importante en la susceptibilidad y la historia natural de la tuberculosis
19,25,30,153,162,167

La susceptibilidad de un individuo esta relacionada con su region de
procedencia, y el grado de susceptibilidad depende de las tasas de incidencia de
tuberculosis en las zonas donde vivian sus ancestros %1%, Algunos, pero no todos, los
genes estudiados se han asociado sistematicamente con cada poblacion evaluada 2,
Estos resultados resaltan la seleccion ancestral y las dificultades que supone el analisis
entre diferentes poblaciones étnicas, pues existe un sesgo étnico en la evaluacion del
riesgo de la enfermedad. Por ejemplo, se ha documentado que las poblaciones africanas
recién expuestas a TB (grupos subsaharianos expuestos a las cepas europeas de M. tb)

y los nativos americanos presentan tasas elevadas de tuberculosis 70172,
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Daya et. al., observaron que los linajes de Europa, sur de Asia y este de Asia se
han asociado con resistencia a la enfermedad activa, en contraste, los linajes africanos
se relacionan con un mayor riesgo de tuberculosis '®. Ademas, un reciente estudio de
asociacion de genoma completo (GWAS) en poblaciones de antigenos de leucocitos
humanos de clase Il con ascendencia europea, las variantes se correlacionaron con la

proteccion contra la progresion a enfermedad activa en individuos infectados !73.

42. EL PAPEL DE LAS VARIANTES GENETICAS EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A LA TUBERCULOSIS.

El estudio de la agregacion étnica y familiar de las infecciones fue la primera
evidencia que confirmo la hipotesis de que algunas enfermedades infecciosas tienen
una naturaleza poligénica '7*, lo que implica que el resultado de las interacciones
micobacterias-huésped también esta determinado por polimorfismos de ciertos genes
23,28,30.93,116,139-166 ' Fgta seccion reune informacion sobre las variantes genéticas en
humanos que aumentan o disminuyen el riesgo de adquisicion de la infeccion por

micobacterias y el desarrollo de su forma clinica.

Solamente una pequeia proporcion de los estudios han tenido como objetivo
identificar las variantes genéticas que contribuyen a la susceptibilidad a la infeccion;
sin embargo, existen datos fehacientes de estudios clinicos que apoyan el impacto
genético en el contagio de la micobacteria. La prueba cutanea de tuberculina (TST, por
sus siglas en inglés) es el método mas utilizado para el diagndstico de infeccion latente.
La induracién de la piel generada por la TST es producida por depdsitos intradérmicos

de antigenos de Mtb (coleccion de histiocitos y células T) !33,

Thye et al., observaron que el haplotipo del promotor del gen IL-10
(22849A/21082A/2819C) se ha encuentra con mayor frecuencia en sujetos de Ghana
con TST positiva que en sujetos con TST negativa '7°. En relacion con estos hallazgos,
individuos de Brasil que portaban el genotipo GG de IL-10 en el SNP (Single
Nucleotide Polymorphisms) 21082A, presentaron una tasa de negatividad de TST 1,5

veces mayor en comparacion con los individuos portadores de los genotipos AA y AG
176

En un GWAS realizado en Uganda se encontrd que las regiones cromosdmicas
2921 - 2924 y 5p13 - 5922 estaban relacionadas con la persistencia de TST negativo
en una poblacion de pacientes con VIH '77. Ademas, un analisis realizado entre grupos
de familias estimo una tasa del 17% en la heredabilidad de las respuestas a IGRAs '8,
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En otro estudio, realizado en poblaciones del noreste de Tailandia, se observo que un
polimorfismo (2518A/G) del gen CCL2 (C-C Motif Chemokine Ligand 2) es esencial
en el trafico de macrofagos, y fue asociado con la susceptibilidad a infeccion

tuberculosa '7°.

Las variaciones genéticas, que codifican las moléculas HLA de clase I, el
receptor P2X7, el SLC11A1 (anteriormente conocido como NRAMPI), el promotor
de IFN, la IL-1B, los receptores TLR 1 y 2, y el TNF, se han relacionado con la
susceptibilidad a las micobacterias, aunque el riesgo atribuible absoluto de cada
polimorfismo es moderado '8-185, Las variaciones genéticas de TOX, SLC11A1, IFN-
v, CD14, SP110, CCL2, CD209, MBL, VDR y TLR, entre otras, se trataran en esta

seccion.

Baghdadi y colaboradores, han descubierto que la predisposicion a la
tuberculosis pulmonar y el de inicio temprano de la enfermedad estan asociadas a la
region cromosomica 8q '#. Un estudio mas extenso de esta region cromosoémica, en
una poblacion de sujetos de Marruecos y Madagascar, reconoci6 que las variantes del
gen TOX estaban relacionadas con el inicio temprano de PTB en sujetos menores de
25 afios '7. El gen TOX codifica un factor nuclear que esta involucrado en el desarrollo
de células T CD4p 88139 esenciales durante la respuesta inmune contra micobacterias
190 También, se ha descrito que el locus en el cromosoma 11p13 tiene un efecto

protector en poblaciones de Gambia y Sudafrica '°'.

Aunque no ha sido replicado en todos los estudios, se demostro la asociacion
entre el gen SLC11A1 con las respuestas de activacion de macrofagos infectados con
Mtb. Mas recientemente, se ha reunido suficiente evidencia para sugerir que muchos
de los polimorfismos de este gen pueden relacionarse con la resistencia a tuberculosis
en poblaciones de Africa Occidental 192, Asia 3, Sudafrica '°* y Japon %%, lo que ha
motiva la realizacion de un metanalisis de estas variantes genéticas para confirmar su

196 M4s recientemente, los estudios sobre

asociacion con la susceptibilidad
polimorfismos SLC11A se asociaron significativamente con pacientes con PTB en

poblaciones africanas, europeas y asiaticas 7.

Dentro de los genes HLA, HLA-DR2 (Human Leukocyte Antigen — DR isotype)
ha sido relacionado regularmente con la tuberculosis en numerosas poblaciones en
Rusia '8 Tailandia '*°, e India '%2. El alelo HLA-DQBI1 * 0503, ha presentado una
asociacion a susceptibilidad para padecer tuberculosis activa en una poblacion
camboyana >*°. Ademas, Tong y colaboradores, han realizado un metanalisis que reveld
que varios polimorfismos del gen HLA-DRB1 (Human Leukocyte Antigen — DR Beta
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1) podrian contribuir al riesgo de tuberculosis, especialmente en las poblaciones del
este de Asia 2!,

Uno de los polimorfismos mas estudiados de IFN-y (1874T/A), una citoquina
crucial para el control de la infeccion por Mtb 2°2, se ha relacionado con el riesgo de
tuberculosis en algunas poblaciones como de Espafia 23, China 2%, y Sudafrica 2%,
Otros SNPs del gen de IFN-y, A1616G, se asociaron a la susceptibilidad a la
tuberculosis en diferentes etnicidades 2%, y se ha descrito que los sujetos con genotipos
asociados a baja produccion de IFN-y tienen un mayor riesgo de desarrollar

tuberculosis activa 207,

Ademas, se encontré una conexion entre la resistencia a la enfermedad y los
alelos del gen que codifica el receptor IFN-y (IFN-yR), en sujetos de Africa occidental
y Croacia 2929 Se determiné que un polimorfismo en el promotor del gen CD14
(posicion —159) aumenta la actividad del alelo variante, lo que afecta la respuesta a las
micobacterias al disminuir la secrecion de IFN-y 2!°, El mismo SNP se analizd en un
metanalisis, que concluyd que este SNP estaba asociado con un mayor riesgo de

tuberculosis en asiaticos, pero no una poblacion caucésica 2!,

Las proteinas surfactantes SP-A (Surfactant protein A) y SP-D (Surfactant
protein D) reconocen y se unen a las moléculas de manosa en la superficie de las

micobacterias 22

. Floros et al., Informaron sobre varios polimorfismos en los genes
humanos SP-A1 y SP-A2 que afectan la susceptibilidad del huésped a la tuberculosis
en una poblacion mexicana 2!3. Se encontraron asociaciones similares entre los mismos

SNPs y TB pulmonar en poblaciones etiopes e indias 2!4213,

Diversos polimorfismos de los genes TNF-a y TNFR (tumor necrosis factor
receptor) se han analizado ampliamente, dado el papel esencial que desempefian en el
secuestro de Mtb en el granuloma durante la infeccion latente. Diferentes estudios han
descrito dos mutaciones en el gen TNF-a (-238 (G/A) y —-308 (G/A) que estan
asociadas con la tuberculosis pulmonar en una poblacién colombiana, aunque esta
relacion no fue detectada en grupos de Turquia, India o Camboya. La asociacion entre
la enfermedad tuberculosa y los polimorfismos de los genes que codifican TNFR1 y

TNFR2 también fue observada en poblaciones de Uganda, Sudafrica y Ghana 216,

Los polimorfismos en el exén 1 (codones 54, 57 y 52) del gen MBL (Mannose-
binding lectin) producen niveles séricos bajos de MBL, lo que aumenta la posibilidad

217

de infecciones ='’. Muchos de los estudios que investigan la influencia de las variantes

genéticas de MBL en la susceptibilidad a la tuberculosis son controvertidos, ya que
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existen resultados mixtos en subpoblaciones especificas 2!32!°. Ademas, no se ha
encontrado una conexion significativa entre los genotipos MBL2 y el metanalisis de la
tuberculosis pulmonar de 17 estudios en humanos 2.

La influencia del gen DC-SIGN (posicion - 336 en la region promotora de
CD209) en la respuesta inmune proinflamatoria a Mtb fue confirmada e el 2008 por
Vannberg et al. 2?°. Otras dos variantes promotoras de este gen (-871A / G y —336A /
G) se han asociado con la susceptibilidad a tuberculosis en una poblacioén sudafricana,
aunque estas asociaciones no fueron significativas en otras poblaciones en China y

Tinez 221-223

Se ha demostrado que los polimorfismos en IL-12RB1 (Interleukin 12 receptor
S 1) aumentan la susceptibilidad a la tuberculosis en las poblaciones chinas, marroquies

y japonesas 224223,

Souza y colaboradores, analizaron los SNP en genes de
inflamasomas en una poblacion de la Amazonia en Brasil con alta incidencia de la
infeccion; describiendo una asociacion entre los polimorfismos de NLRP3 (NLR
Family Pyrin Domain Containing 3) y CTSB (Cathepsin B) con la resistencia a la TB

pulmonar activa y su relacion con el alelo de P2X7 en este grupo poblacional 2%6.

4.3. GENES RELACIONADOS CON LA AUTOFAGIA EN LA
SUSCEPTIBILIDAD A TUBERCULOSIS

La autofagia se asocia con la erradicacion de micobacterias, y la capacidad de
las bacterias para evitar este mecanismo determina sus posibilidades de supervivencia
10,114.227-229 Hay mas de 30 proteinas relacionadas con la autofagia (ATG) que regulan
el proceso autofagico a través de una gran variedad de vias de sefalizacion. Coordinan
multiples modificaciones postransduccionales en todas las fases, desde la iniciacion,
formacion y fusion del autofagosoma con el lisosoma !8:63-230-232,

El uso de IFN-y para inducir la autofagia disminuye la supervivencia
intracelular de Mtb y aumenta la maduracion de los fagosomas micobacterianos
mediante la colocalizacion de Mtb y Beclin-1 92233, La fusion de lisosomas para
eliminar micobacterias intracelulares depende, entre otras, de la ruta de autofagia
inducida por ATP que es regulada por el Ca2 +y el receptor P2X7 234, En consecuencia,
los genes en la ruta de autofagia que codifican estas moléculas controlan la
supervivencia intracelular de Mtb '*7. Se ha encontrado un efecto protector para el
desarrollo de la enfermedad en el SNP de P2RX7 (posicion 762 del exdén 1), para
sujetos estudiados en Gambia. Estos hallazgos demuestran que la regulaciéon mediada
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por ATP/P2X7 tiene un papel relevante en el control de la tuberculosis en humanos ',
Por lo tanto, la susceptibilidad a la tuberculosis esta parcialmente influenciada por la
autofagia y diferentes alelos polimoérficos en los genes que codifican ATGs estan

involucrados en la respuesta del huésped a la infeccion por Mih 15-93:126,166,235-241

El riesgo de desarrollar la tuberculosis en pacientes de Corea, Tunez y Turquia,
se ha relacionado con dos polimorfismos de TLR2: R753Q y R677W 24228 'y también
en una poblacion en Vietnam ?#*, En un estudio reciente han sido evaluados 71 SNPs
de la familia de los TLR entre individuos caucésicos, afroamericanos y africanos
occidentales, observando correlaciones significativas con dos polimorfismos de TLR2

(una insercion/supresion en —196 a —174) y una variante de TLR9 243,

En otro anélisis del polimorfismo de TLR4 (Asp229Gly), observaron que
podria conferir riesgo para desarrollar la enfermedad en pacientes infectados por el
VIH de Espafia y Tanzania. Por otra parte, Se encontr6 que la susceptibilidad a la
tuberculosis en las poblaciones de Africa occidental y Argelia estaba relacionada con
la variante S180L en la proteina adaptadora TIRAP (TIR Domain Containing Adaptor
Protein); aunque esta asociacion no se reportd en las poblaciones de Rusia, Ghana e
Indonesia 24°. Mas recientemente, otros estudios han corroborado la relacion entre los

polimorfismos de TLR y la susceptibilidad a TB activa 23%-247:248,

Se requiere catelicidina durante la activacion de ATGS y el complejo beclinl
para la eliminacion de Mtb por la Vitamina D3 '*°. En consecuencia, los niveles bajos
de calcidiol y calcitriol se correlacionaron con la susceptibilidad a la infeccion 21141,
Ciertos polimorfismos en el gen del receptor de vitamina D (VDR) también se han
asociado con una mayor susceptibilidad cuando se combinan con la deficiencia de

calcidiol 24,

Bornman y colaboradores, observaron que los haplotipos de VDR, en lugar de
alelos, podrian ser responsables de una mayor susceptibilidad a la TB en una poblacion

de Africa occidental 2.

Por el contrario, se ha observado que numerosos
polimorfismos de VDR (Bsml, Apal, Fokl, Taql) estan asociados con la resistencia a
la tuberculosis 2°°. Al mismo tiempo, ha sido publicado que TLR1 y TLR2 amplifican
la expresion del gen VDR y vitamina D1-hidroxilasa en monocitos humanos, lo que

lleva a la erradicacion de M¢b intracelular 42,

La mayoria de los estudios genéticos han identificado asociaciones de los alelos

polimoérficos de IRGM (Immunity-related GTPase family M) con un efecto protector

251-253

para tuberculosis en poblaciones chinas y coreanas , aunque se ha considerado
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254

un factor de riesgo en otras poblaciones =*. Contrario a la mayoria de las variantes de

IRGM, cada uno de los SNP estudiados en TLR parece ser un factor de riesgo para el

desarrollo de la patologia 24243253,

En ciertos casos, asociaciones opuestas se encontraron en el mismo alelo en
diferentes poblaciones. El analisis de 22 polimorfismos en 14 genes de autofagia en
una poblacion indonesia encontré una asociacion de la enfermedad tuberculosa con
variantes genéticas en LAMP1 y MTOR, aunque se perdid la significacion estadistica

después de la correccion por comparaciones multiples 28,

La tuberculosis sigue siendo una infeccion mortal en muchas regiones del
mundo y es imperativo descubrir estrategias para la erradicacion de esta enfermedad.
Aun no se ha demostrado una diferencia genética entre individuos con infeccion y los
que progresan a enfermedad. Por tanto, el andlisis de otras conexiones genéticas entre
el riesgo de tuberculosis y los genes relacionados con la autofagia tiene implicaciones
importantes para descubrir los aspectos genéticos que controlan la respuesta inmune a

micobacterias y la historia natural de la enfermedad.

Asimismo, se ha sugerido que polimorfismos especificos pueden servir como
marcadores de la susceptibilidad a la TB en algunos grupos étnicos. En este estudio,
examinamos los sujetos con tuberculosis latente, pacientes con tuberculosis activa y
controles sanos en una poblacidon de origen espafiol para evaluar las asociaciones entre
4 SNP de genes relacionados con la autofagia, ATG2B, ATGS, ATG10y ATGI6L1y
determinar el enlace de estos polimorfismos con la predisposicion a la tuberculosis
latente y activa. Del mismo modo, se han estudiado las caracteristicas demograficas de
esta poblacién y las interacciones genético-ambientales que pudieran predecir la
susceptibilidad de la enfermedad.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La tuberculosis es la primera causa de muerte por enfermedades infecciosas en
el mundo y las formas resistentes a tratamiento continuan siendo un problema para los
sistemas sanitarios a nivel global 3>!48256  Aproximadamente el 5-10% de los seres
humanos infectados con M. tuberculosis desarrollard la enfermedad clinicamente
activa, sin embargo, en la mayoria de las personas no da lugar a la erradicacion
bacteriana. El tratamiento incompleto o la falta de adherencia de los pacientes a

menudo generan resistencias a los medicamentos, asociadas a mutaciones genéticas
102,154

La autofagia es un proceso celular evolutivamente conservado que permite la
supervivencia y homeostasis celular, ademas de realizar el transporte de componentes
celulares enddgeno hacia los compartimentos vacuolares liticos para su degradacion .
Como consecuencia, la induccion de la autofagia en macrdéfagos es un mecanismo
altamente efectivo en la eliminacidon de Mtb a nivel intracelular, y la capacidad de este
patdgeno para evadir el proceso es muy importante para su supervivencia %!10:11:63.125

Actualmente, la tuberculosis es un problema que afecta a grandes grupos
poblacionales, sobre todo, en paises con bajos recursos; por tanto, identificar a los
sujetos que han sido recientemente expuestos/infectados es imprescindible para su

control en programas de salud.

No existen pruebas para pronosticar cual de los dos mil millones de personas
con infeccion latente son mas propensos al desarrollo de la tuberculosis activa; pues
los mecanismos moleculares responsables de este progreso no se han dilucidado por
completo. Finalmente, se ha sugerido que polimorfismos especificos pueden servir
como biomarcadores para evaluar la susceptibilidad a infeccion y el riesgo de

progresion a TB en algunos grupos étnicos.

En este estudio, planteamos que existen diferencias a nivel de SNPs de genes
relacionados con la autofagia, ATG2B, ATGS5, ATG10 y ATG16L1, entre sujetos con
infeccion latente, pacientes con tuberculosis activa y controles sanos en una poblacion
de origen espafiol. Adicionalmente, nuestra hipdtesis es que existe una influencia de
dichas variantes de genotipos en la evolucién clinica y gravedad de esta enfermedad.
Los genes relacionados con la autofagia tienen una funcion esencial en la erradicacion
de Mtb. Asimismo, se han convertido en genes ampliamente analizados para

determinar su asociacion a la susceptibilidad genética a la enfermedad.

75 F



El presente, es el primer estudio de casos y controles para valorar diferencias
de los genes de autofagia, ATG2B, ATGS5, ATG10 y ATGI16LI1, en individuos

espainoles con tuberculosis.

HIPOTESIS

“Proponemos que las variantes de genes relacionados con autofagia podrian
contribuir a la respuesta de poblacion caucdsica espafiola a Mrb, determinando el

resultado de la infeccion y/o el desarrollo de la enfermedad activa”.

OBJETIVOS GENERALES

1. Realizar un estudio descriptivo de una poblacion con diagnéstico de
tuberculosis latente y tuberculosis valorados en el Complejo Asistencial de Avila, el
Hospital Virgen de la Concha de Zamora y el Hospital Clinico Universitario de
Salamanca en los ultimos 6 afios; analizando los datos demograficos, microbiologicos,

radioldgicos, factores asociados, y tratamiento.

2. Determinar si las variantes alélicas de los genes de autofagia, ATGI6L1,
ATGI10, ATGS y ATG2B, podrian estar implicados en el desarrollo de la infeccion
tuberculosa, al valorar su asociacion entre pacientes con infeccion latente y sujetos sin

tuberculosis.

3. Analizar la distribucion de genotipos y alelos de genes de autofagia entre
individuos sanos y con tuberculosis, para valorar la posibilidad de encontrar un alelo

protector o predisponente a el desarrollo de enfermedad Tuberculosa.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Examinar las caracteristicas demograficas de esta poblacion y las interacciones
genético-ambientales que pudieran predecir la susceptibilidad de la enfermedad, al
relacionar diversos factores (comorbilidades, intolerancia o sensibilidad a farmacos,
etc.) con la distribucioén de los genotipos de los genes de autofagia mencionados en

pacientes con tuberculosis.

2. Evaluar, en pacientes con tuberculosis o tuberculosis latente, la afectacion
hepatica y hematoldgica durante el tratamiento y compararla con la distribucion de los

polimorfismos mencionados.

3. Analizar la evolucidon clinica (criterios de gravedad, éxitus, reingreso,
resultados de cultivos) segun la localizacion y complicaciones de la tuberculosis de
pacientes con tuberculosis y estudiarla segin la distribucion de los genotipos de los

polimorfismos mencionados.
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SUJETOS DE ESTUDIO Y METODOS

1. DISENO DEL ESTUDIO

Realizaremos un estudio analitico retrospectivo de cohortes con pacientes
diagnosticados de tuberculosis, incluyendo infeccion tuberculosa latente (ILTB) o
tuberculosis activa de cualquier localizacion. Hemos documentado variables de
informacion demografica de cada paciente, estilo de vida, antecedentes personales,
hallazgos de examen fisico, resultados de pruebas de imagen y de laboratorio, entre
otras caracteristicas clinicas necesarias para confirmar el diagnostico de tuberculosis.
De igual forma, se ha hecho seguimiento del tratamiento y evolucion de los pacientes

desde la fecha de inclusidn en el estudio hasta la actualidad.

Este andlisis ha sido realizado en las provincias espafiolas de Salamanca y
Zamora, que tienen una poblacién conjunta aproximada de 500.000 habitantes durante
el periodo de este estudio. Los pacientes de estudio han sido seleccionados de la
poblacion tratada en el Hospital Clinico Universitario de Salamanca y Hospital Virgen
de la Concha de Zamora, en el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2010 y el
31 de diciembre de 2017.

2. MUESTRA

Este estudio cuenta con una muestra total de 362 individuos, seleccionados
entre 2010 y 2017; fraccionados de la siguiente manera: 230 sujetos sanos para el

Grupo control y 132 pacientes con tuberculosis para el Grupo TB (Figura 19).

54 pacientes

Grupo A-ILTB
132 pacientes

Grupo TB

78 pacientes
Grupo B-TB

362 Individuos

230 sujetos sin TB
Grupo Control

Figura 18. Distribucion de participantes por grupo.
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Ademas, los pacientes pertenecientes al Grupo TB han sido subdivididos en
Grupo A-ILTB: 54 pacientes diagnosticados de infeccion tuberculosa latente, y Grupo
B-TB: 78 pacientes que presentaron enfermedad tuberculosa activa. Todos los sujetos
de estudio - casos y controles - han sido emparejados por edad-sexo y pertenecen al

mismo grupo étnico.

2.1. DEFINICION DE CASOS

2.1.1. SUJETOS SANOS (GRUPO CONTROL)

Se analizaron muestras de DNA de sangre periférica de 230 individuos mayores
de 18 afios que no tenian antecedentes personales de tuberculosis. Se consideraran
controles a pacientes mayores de edad que hayan otorgado el consentimiento
informado que no hayan padecido tuberculosis o sintomas clinicos relacionados con
esta enfermedad y que no cumplan ninguno de los criterios de exclusion que se exponen

a continuacion.

2.1.2. PACIENTES (GRUPO TB)

Se ha considerado paciente con ILTB (Grupo A-ILTB) a quien:

¥ Tiene resultados positivos en la prueba de QuantiFERON®-TB test (QFT-
Plus)

¥ No posee historia de enfermedad tuberculosa activa

¥ A fecha de inclusion, no presenta sintomas de tuberculosis (disnea, dolor

toracico, sudoracidon nocturna, fiebre, hemoptisis, y/o pérdida de peso, etc.)

¥ Tiene hallazgos de estudios de alguna prueba de imagen (radiografia, TAC,

RMN, etc.) negativos para enfermedad activa

+ Exhibe prueba de mantoux positiva, evidenciado tras la administracion de
PPD intradérmico y lectura de la induracion a partir de 48 horas

correspondiente s un valor 5 mm a 15 mm — dependiente de las
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comorbilidades del paciente — (remitirse a secciéon de diagnostico para

tuberculosis en introduccion)

¥ Tiene antecedentes de inmunosupresion o vacunados previa con BCG y
presenta positividad de técnicas de inmunoensayo (QFT-Plus, ELISpot),
pues las pruebas de mantoux presenta altas tasas de falsos negativos en este

tipo de pacientes.
Se consider6 paciente con enfermedad tuberculosa (Grupo B-TB) a quien:

¥ Presenta TBP activa tras la identificacion de Mycobacterium tuberculosis

en cultivos de esputo, de aspiracion traqueal, etc.

¥ Se ha evidenciado la presencia de bacilos en muestras biologicas, mediante
la realizacion de pruebas de tincion especificas (Zhiel-Neelsen y la tincion

de auramina)

¥ Manifiesta sintomatologia clinica asociada a tuberculosis (tos,
expectoracion mucopurulenta o hemoptoica, hemoptisis, disnea o dolor
toracico, pérdida de peso, etc.) y pruebas de imagen o laboratorio que

soportan el diagndstico

¥ Tiene confirmacion de enfermedad tuberculosa diagnosticada por

facultativo con pruebas radioldgicas o de anatomia patoldgica

¥ Exhibe extension de la enfermedad a 6rganos o tejidos fuera del parénquima
pulmonar (TBEP), por ejemplo: ganglios linfaticos, abdomen, meninges,

tracto genitourinario, piel, articulaciones y huesos

¥ Ha sido diagnosticado de TBEP por facultativo, a través de citologia de
aspiracion con aguja fina, analisis bioquimicos, hallazgos histopatoldgicos
o de imagen tipicos compatibles con TB en tejido extrapulmonar, o
evidencias clinicas solidas consistentes con TBEP

¥ Ha mostrado clinica compatible con la enfermedad y ausencia de pruebas
de laboratorio positivas, pero ha manifestado mejoria después del

tratamiento empirico con tratamiento antibidtico para tuberculosis

En todos los casos diagnosticados de TBEP, se utilizaron exdmenes de esputo
y radiografias de torax para investigar la afectacion del parénquima pulmonar.
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2.2. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

184

Criterios de inclusion de pacientes Grupo TB:

+

Pacientes que hayan otorgado su consentimiento informado (ver anexo),
con diagnodstico de TB o ILTB procedentes de del Hospital Virgen de la

Concha y del Hospital Clinico Universitario de Salamanca

Paciente de raza caucasica: solo se incluyeron sujetos espafioles en el
estudio. Por lo tanto, la muestra total de este analisis esta compuesta
totalmente por caucasicos, sin ninguna otra etnia (africana, hispana o

asiatica)

Pacientes mayores de 18 afios que no cumplan ninguno de los criterios de

exclusion

Criterios de exclusion general:

+

Sujetos no nacidos en territorio espafiol y de raza diferente a la caucasica

Cualquier trastorno médico o psicologico que no permita al paciente

completar el estudio o firmar el consentimiento informado

Reaccion alérgica conocida a los farmacos mas frecuentes en el tratamiento

de tuberculosis (isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol)

Antecedente de haber recibido cualquier tratamiento experimental en los 30

dias previos a la entrada en el estudio

Seran excluidos del estudio genético los pacientes con diagnostico de
enfermedades inmunosupresoras, incluyendo diabetes e infeccion por VIH
o VHC
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3. RECOLECCION DE DATOS

Todas las variables han sido incluidas en una base de datos disefiada
exclusivamente para la recogida de estas. La informacion demogréfica de los pacientes
se recopilé mediante un cuestionario de consulta (Anexo 3) y los numeros de historia
clinica de los pacientes se utilizaron para obtener los datos clinicos necesarios. La
recoleccion de datos fue realizada mediante la revision manual de la historia clinica de

los pacientes y el uso de la aplicacion institucional Jimena versiones 3.0 y 4.0.

3.1.DATOS SOCIODEMOGRAFICOS Y ANTECEDENTES PERSONALES

En la tabla 6, se enumeran las variables tomadas inicialmente para el analisis
descriptivo de la poblacion con tuberculosis. Incluyendo datos de antecedentes

personales tomados durante la consulta de inclusion en el estudio.

Asimismo, otros antecedentes, en relacion con enfermedad tuberculosa, se han
considerado de relevancia para su determinacion durante la elaboracion del formulario
de consulta como son antecedentes de abuso de sustancias, diagndstico o tratamiento
previo para TB o ILTB, etc. Estos items pueden ser encontrados en detalle en el anexo
3.

Tabla 6. Datos Eersonales y antecedentes médicos.

Variables sociodemograficas

Sexo Uso de Corticoides

Masculino

Femenino Convivientes TB
No

Tipo de residencia Si

Urbano

Rural Comorbilidades

Enfermedades granulomatosas

Grupo de edad Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
Edad menor 55 Patologias oncologicas
Edad 55 6 mas Artritis Reumatoide (AR)
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3.2. VARIABLES CLINICAS

En este apartado, han sido documentados diferentes datos de laboratorio,

microbiologicas, anatomia patoldgica y de imagen; fecha de diagnoéstico, sintomas y

signos clinicos en el momento de diagndstico, reingreso, localizacion de la enfermedad

tuberculosa (TBP y TBEP). Las manifestaciones clinicas se han clasificado en fiebre,

tos, disnea, hemoptisis, sindrome constitucional y asintomatico. Para efectos de este

analisis las variables se han clasificado como se muestra en la tabla 7.

En cuanto a determinaciones analiticas, se valoraran resultados de laboratorio
a fecha de diagnodstico de TB o ILTB; incluyendo VSG, hemograma y PCR. Otras

pruebas séricas para analizar incluyen la funcidon renal (urea y creatinina sérica),

albiimina, proteinas totales, enzimas hepaticas de citdlisis y colestasis (AST, ALT,

bilirrubina, FA y GGT), para valorar posibles efectos adversos de los farmacos

antituberculosos utilizados.

Tabla 7. Variables clinicas y de laboratorio.

Variables clinicas

Hallazgos para pruebas de Imagen y laboratorio

Clinica al diagndstico
Fiebre

Tos

Disnea

Hemoptisis

S. Constitucional
Asintomatico

Otros

Resultado de cultivos
Sensible a todos
Resistentes

Cultivos negativos

Localizacion de la TB
TBP

TBEP

TBP+TBEP

Neumonia LS Hemoglobina
Neumonia LM y LI Leucocitos
Cavitaciones/Necrosis Plaquetas
Derrame Pleural Urea
TB Miliar Creatinina
Otras Sodio Sérico
Normal Proteinas Totales
Albumina
Presencia de anemia AST
No anemia ALT
Anemia (M<12 — H<13) BI TO
FA
Sodio GGT
Na <125 TP
125-129,9 TTPA
130-134,9 PCR
135-139,9 VSG

Na de 140 6 mas
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Por otra parte, se recogeran los resultados de la tincion de muestras biologicas
por auramina o Ziehl-Neelssen, el cultivo de micobacterias por Lowenstein Jensen,

PCR y antibiograma.

En las pruebas de imagen, los informes radiologicos fueron evaluados de forma
independiente y posteriormente informados en relacion con los hallazgos de la
radiografia de torax, TAC o RMN, etc. La mayoria de los pacientes en el Grupo B-TB
tuvieron seguimiento con radiografias realizadas en el momento del diagnostico y en
los meses posteriores de tratamiento, o cuando se considerd pertinente para valorar el

estado de la enfermedad o la eficacia terapéutica.

A efectos de este analisis, las lesiones radioldgicas han sido clasificadas
principalmente en ocupaciéon del espacio aéreo (condensacion) (lobulo superior-LS,
medio-LM e inferior - LI), cavitaciones o necrosis, derrame pleural, TB miliar y otras

lesiones.

La denominacion de lesion cronica de parénquima pulmonar destruido por Mtb
se basé en una historia clara de TB actual o pasada, junto con hallazgos radiologicos
de parénquima pulmonar destruido, pérdida de volumen pulmonar o cambios
bronquiectaticos secundarios, verificados mediante radiografias de térax o tomografia

computarizada por un radiologo.

3.3. RESPUESTA A TRATAMIENTO DE TUBERCULOSIS

Desde el punto de vista de tratamiento, se ha revisado el régimen empirico
pautado, su duracidén y si existio suspension de este por alguna causa (alteracion
hematoldgica, alteracion hepatica, intolerancia, etc.), y tratamiento suplementario

pautado (vitaminas).

Para evaluar la progresion y la eficacia del tratamiento, se ha realizado un
seguimiento clinico del paciente determinando cambios en sintomatologia, pruebas de
imagen, conversion de las pruebas microbiologicas, criterios de gravedad,
complicaciones, lesiones radiologicas residuales tras el tratamiento y éxitus (Tabla 8).

Los pacientes han sido clasificados de acuerdo con los criterios de la OMS 34,
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Curacion

Tratamiento
completo

Fracaso terapéutico

Muerte

Abandono

No evaluado

Tabla 8. Resultados de tratamiento.

El paciente ha completado el tratamiento y, ademas, presenta al
menos un cultivo o baciloscopia negativas en muestras tomadas
al final del tratamiento, como minimo, en otra ocasidon previa.

El paciente que ha completado el tratamiento, con mejoria
clinica y que no cumple criterios para ser clasificado como
curacion o fracaso terapéutico.

Paciente que cinco meses después de iniciado el tratamiento, y
habiéndolo realizado correctamente, contintia con baciloscopias
o cultivos positivos.

Paciente que ha fallecido por cualquier causa durante el curso
del tratamiento.

Paciente que ha interrumpido el tratamiento durante dos o mas
meses, sin que se deba a una decision facultativa.

Paciente que no recibid tratamiento, se ha mudado de residencia
y/o sus resultados terapéuticos son desconocidos.
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4. ESTUDIOS INMUNOLOGICOS Y MOLECULARES

Los SNPs (Polimorfismos de Nucledtido Unico) son variaciones que se
localizan en regiones especificas de la secuencia nucleotidica del genoma,
representando las variaciones genéticas mas abundantes. Los polimorfismos de genes

implicados en autofagia que seran analizados en este estudio se muestran en la tabla 9.

Para la realizacion de los estudios de polimorfismos de genes relacionados con
la autofagia se han analizado muestras de DNA extraido de sangre periférica. En todos
los casos las muestras se obtuvieron mediante venopuncion ante-cubital, se recogieron

en tubos de 10mL con EDTA y se conservaron a 4°C hasta su procesamiento.

Tabla 9. PolimorZzsmos estudiados en este trabal'o.

SPN GEN CAMBIO CAMBIO SONDA SONDA REFERENCIA
DNA PROTEINA VIC FAM COMERCIAL
rs3759601 ATG2B  4512C>G p.QI383E  C G C_9690160_20
rs2245214 ATGS C>G (nwon) - C G C_3001905 20
rs1864183 ATG10 929C>T  p.T212M C T C_11953871_10
rs2241880 ATGI6L1  1153A>G  p.T300A A G C_9095577_20

Los polimorfismos se han seleccionado por localizarse en la secuencia
codificante o en regiones reguladoras de la expresion. No obstante, uno de ellos es un
polimorfismo intrénico debido a la ausencia de informacidn en cuanto a la distribucion
poblacional de los polimorfismos codificantes descritos hasta el momento en la

mayoria de estos genes

4.1. EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA de muestras de sangre periférica y epitelio bucal se llevo
a cabo utilizando solventes organicos. Con este método se aisla el DNA cuando se
adhiere fenol:cloroformo a la muestra, favoreciendo la aparicion de 2 fases: una fase
organica que contiene los lipidos y las proteinas disueltas y otra que contiene el DNA

correspondiente a la fase acuosa superior.
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Figura 19. Fases de la extraccion de DNA de sangre periférica.

El protocolo para la extraccion de DNA a partir de sangre periférica tiene dos
etapas. Inicialmente, se procede al lisado celular de la muestra. Se toman 10ml de
muestra sanguinea para centrifugacion repetida en ¢adH2O estéril y se crea un botén
celular conformado Unicamente por las células mononucleadas. Este pellet es
resuspendido en tampon Fornace (0.25M Sacarosa, S0OmM Tris-HCI1 pH 7.5, 25mM
KCl, SmM MgCl2) para no fraccionar la pared celular de los globulos blancos y se

procede con una centrifugacion durante 10 minutos a 1500r.p.m. para su precipitacion.

Una vez mas, se utiliza el tampdn Fornace para resuspender el boton celular,
junto con EDTA (4cido etilendiamino tetraacético) 10mM pH 8, permitiendo la
inactivacion de nucleasas. Asimismo, se afiade SDS (dodecil sulfato sédico) a una
concentracion final del 1% para romper las membranas celulares y para degradar
proteinas se adiciona proteinasa K (AppliChem) a una concentracion final de 50ug/mL.

A continuacion, la mezcla se incuba a 55°C durante 8-16 horas, este periodo de
incubacion es fundamental porque la lisis celular debe ser homogénea antes de afiadir
fenol. Una vez finalizado este paso, se procede a la extraccion y purificacion del DNA
(Figura 18).

En la segunda etapa, la muestra es tratada con fenol tamponado a pH 8 y CIAA
(cloroformo:alcohol isoamilico 24:1), se agita por inversion, ademas de recibir su
respectiva centrifugacion para separar la muestra en dos fases. La fase acuosa se
traslada a un tubo limpio, evitando el contacto con la fase organica.
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Posteriormente, el DNA que ha sido tomado de la fase acuosa se lava con CIAA
para separar, mediante centrifugacion, posibles moléculas organicas o residuos
celulares que estén presentes en la muestra. La fase acuosa, que contiene el material
genético, es aislada de nuevo para afiadir etanol absoluto frio y precipitar el DNA. Se
realiza una ultima limpieza con etanol al 70% (este lavado puede ser repetido para
mejorar la purificacion de la muestra), y se deja secar el precipitado de DNA. En ultimo
lugar, el DNA se resuspende en 200ul ddH20 estéril.

4.2. PURIFICACION Y CUANTIFICACION DE DNA

La concentracién de DNA de cada muestra y la posible contaminacidn proteica
se calculd en un espectrofotdmetro automatico Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher
Scientific, Johannesburgo, Sudafrica). El cociente DO 260/DO 280 sirve para medir
longitud de onda a la que se absorbe el DNA y las proteinas respectivamente, se
consideraron aceptables los valores comprendidos entre 1.6 y 2, siendo el optimo 1.8.
En los casos en los que se encontrd contaminacion por proteinas, solventes organicos

o RNA se procedi6 a una nueva purificacion de la muestra.

La purificacion de fragmentos de DNA procedentes de la amplificacion fue
realizada mediante PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) segun las recomendaciones del fabricante. Las muestras de DNA
fueron almacenadas en tubos Eppendorf® a -20°C para evitar la degradacion

progresiva del DNA y una posible contaminacidon por microorganismos.

4.3. DISCRIMINACION ALELICA MEDIANTE PCR CON SONDAS
TAQMANT™

La discriminacion alélica con sondas TagMan™ puede emplearse para detectar
dos variantes de la secuencia de un tunico nucledtido en una muestra. Los ensayos de
genotipado de SNP pueden detectar mutaciones o polimorfismos especificos conocidos
dentro de una secuencia de genes, y se basan en la capacidad de detectar una sola
mutacion de cambio de base. Hemos utilizado la discriminacion alélica con sondas
TagMan™ para analizar los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATGS5 rs2245214,
ATGI10 rs1864183 y ATG16L1 rs2241880.
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Tabla 10. Sondas son utilizadas en el analisis mediante PCR, identificadas como fluorocromos VIC y

FAM.
Fluorocromo Max. Abs (nm) Max. Em (nm)
VIC 538 554
FAM 495 435

Las sondas utilizadas en este ensayo son complementarias a los polimorfismos
estudiados y se unen a las secuencias correspondientes durante la fase de ampliacion
del DNA diana por PCR. Especificamente, se conectan a el nucle6tido no polimérfico
o el polimérfico, marcados con un fluorocromo diferente en el extremo 5 y un
quencher en el extremo 3. La DNA polimerasa se desplaza a lo largo de la cadena
hidrolizando el extremo libre 5° de la sonda, generando la liberacion del fluorocromo
del quencher lo que desencadena la fluorescencia de una de las sondas o de ambas
(Figura 19).

Los ensayos de PCR se realizaron utilizando TagMan™ Genotyping Master
Mix 2x (Applied Biosystems) a una concentracion de sonda de 2x. La reaccion se realizéd
en placas de 96 pocillos en un volumen de reaccion total de 10uL. En cada fila de
muestras, existe un control que no contiene DNA y los niveles de fluorescencia
detectados se deben inicamente a la sonda no liberada. Una vez cargadas la muestras,
las placas de reaccion se ponen en termocicladores StepOne® Plus Real Time PCR™
(Applied Biosystems) que contienen un lector de fluorescencia y son calentadas durante
2 minutos a 50 ° C, durante 10 minutos a 95 ° C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos
a95°Cya60°C durante 1,5 minutos.

Al finalizar la reaccidn, se determinan los niveles de fluorescencia de ambas
sondas en cada pocillo utilizando un software automatizado, a través de un diagrama
de agrupacion 2D en el que la ubicacion 2D de cada muestra esta determinada por la

compatibilidad de las sondas de deteccion y su grado de fluorescencia.
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Figura 20. Emision de fluorescencia dependiente de la hibridacion de oligonucleotidos especificos de
alelo mediante un ensayo de discriminacioén alélica TagMan™.
Modificado de Isler et. al, 2007 %77,

4.4. INMUNOENSAYOS

Los ensayos QuantiFERON®-TB se llevaron a cabo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante (Oxford Immunotec, Abingdon, Reino Unido).
Rapidamente, las muestras de sangre se procesaron dentro de las 4 h de la recoleccion.
Se aislaron células mononucleares de sangre periférica mediante centrifugacion en
gradiente de densidad, y se ajusto la concentracion celular de manera que cada uno de

los cuatro pocillos de la placa de ensayo contenia 2,5 x 105 células.

Las células se estimularon con medios (control negativo), fitohemaglutinina
(control positivo) o péptidos de los antigenos especificos para la tuberculosis ESAT-6
o CFP-10, durante 16 a 20 h con di6xido de carbono al 5% a 37 ° C. El IFN-y liberado
por células individuales se observd como manchas o puntos. El conteo automatico de
puntos se realizo utilizando un lector de placas ELISpot (Autoimmun Diagnostika
(AID), Strassberg, Alemania).
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5. ANALISIS ESTADISTICO

En este estudio, considerando unas diferencias entre la prevalencia de un
polimorfismo del 3% vs 15% entre casos y controles se estima necesario un tamafio
muestral de 89 pacientes y 89 controles para una potencia estadistica del 80%, con un
nivel de confianza del 95% (significacion del 0.05). Calculando un 10% como
proporcion esperada de pérdidas, el tamafio muestral ajustado a pérdidas es de 100

pacientes (tuberculosis activa y latente) y 100 controles.

Las variables cualitativas seran expresadas como frecuencias y/o porcentajes,
se compararan utilizando la prueba de t de Student o la prueba de la U de Mann-
Whitney, en caso de no cumplir el supuesto de normalidad. Las variables cuantitativas
se indicardn con su media y desviacion tipica, también se ha comparado el ajuste de las
variables a la distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov; El test-
x2 de Pearson o test de Fisher fue utilizado para comparar la distribucion de genotipos
entre los sujetos de estudio y controles.

La asociacion ente los SNPs de ATG y el estatus de la enfermedad fue
expresada en odds ratios (OR) y sus respectivos intervalos de confianza del 95% (CI)
usando modelos de regresion logistica. Una P < 0.05 fue considerada estadisticamente
significativa. Para analisis de mas de dos grupos se utilizara el test de ANOVA,
considerandose estadisticamente significativo un valor de p<0.05. Todo el analisis
estadistico fue realizado usando SPSS version X (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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6. ASPECTOS ETICOS E INFORMACION DE PACIENTES

Las muestras tomadas de todos los pacientes incluidos en el estudio se han
obtenido tras la firma voluntaria del consentimiento informado (Anexo 1) y han sido
almacenadas en el repositorio de la Unidad de Medicina Molecular/Banco de DNA del
IBSAL.

Los sujetos de estudio han recibido informacion verbal y escrita adecuada sobre
esta investigacion antes de obtener su consentimiento. Se ha proporcionado una hoja
de informacidn para el paciente en el idioma local y preparada segin las normas

vigentes (Anexo 2).

Los pacientes podran retirarse libremente del estudio en cualquier momento sin
tener que dar ninguna explicacion. Se debera retirar a los sujetos del estudio cuando se
dé cualquiera de las siguientes situaciones: retirada del consentimiento informado;
aparicion de algin evento que sea clinicamente relevante y que afecte a la seguridad
del paciente.

Toda la informacion (personal, clinica, y los datos provenientes de la
investigacion con material bioldgico) recogida en su nombre se tratara con arreglo a la
Directiva 95/46/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995,
relativa a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos
de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, el Real Decreto 1720/2007, de 21
de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento que la desarrolla. En caso de cesion
de datos a terceros paises, se garantizara un nivel de proteccion equivalente al de

nuestra legislacion.

En la elaboracion y disefio de este protocolo se han observado los principios
¢éticos para las investigaciones médicas en seres humanos, recogidos en la Declaracion
de Helsinki. El protocolo del estudio ha sido aprobado por el Comité Etico del

Complejo Hospitalario Universitario de Salamanca, Espaiia.
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RESULTADOS

1. PERFIL SOCIODEMOGRAFICO Y CLINICO

Muestra
250 250
200 200
150 150

100 100
50 50
0 0

Grupo Control Grupo TB Grupo A-ITBL Grupo B-TB

Figura 21. Distribucion del total de los individuos incluidos en el estudio segun el grupo al que
pertenecen.

En el andlisis final hemos incluido 362 sujetos, y han sido separados en dos
grupos con distribuciones de sexo y edad similares para evitar sesgos; 230 individuos
sanos pertenecen al grupo Control (63,5%) y 132 pacientes conforman el Grupo TB
(36,5%). Este ultimo grupo se ha subdividido en dos, con cincuenta y cuatro sujetos
diagnosticados con infeccion latente en el Grupo A-ILTB (14,9%) y setenta y ocho
(21,5%) pacientes que han presentado enfermedad tuberculosa conformando el Grupo
B-TB (Figura 20).

En el grupo TB (n=132), la edad media de todos los pacientes fue 53,9 afos al
momento de diagnostico, con una desviacion estandar de £14,9. La mayoria de los
sujetos tuvo residencia en zonas urbanas al momento de inclusion en el estudio
(71,4%). Un 48% de los pacientes son menores de 55 afios, y el porcentaje restante
(52%), tuvo una edad mayor o igual a 55 afios al momento de el diagndstico de
tuberculosis (Figura 21). Conjuntamente, observamos que mas de la mitad de los
pacientes tuberculosos (54%) ha tenido antecedentes de tratamiento previo con

corticoides. En cuanto a las comorbilidades, las enfermedades mas frecuentes fueron
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las enfermedades granulomatosas y oncologicas con unos porcentajes de 23% y 20,6%

de respectivamente (Anexo 5).

Género

H Masculino <55afios

H Femenino w>55afios

Tipo de vivienda Convivientes con TB

m Urbana No

m Rural uSi

Figura 22. Datos demograficos en pacientes del Grupo TB

1.1. PERFIL SOCIODEMOGRAFICO Y CLINICO DEL GRUPO B-TB

El subgrupo B-TB (n=78) esta constituido por individuos que han manifestado
la enfermedad tuberculosa, y presenta un porcentaje de hombres (61,1%) que supera a
la poblacion de mujeres (38,9%). La mayoria de los participantes (70,8%) viven en
zonas urbanas y un alto porcentaje (38,5%) habia recibido tratamiento previo con
corticoides (Tabla 11).

Por otra parte, los sintomas mas frecuentes en esta poblaciéon al momento del
diagndstico de la enfermedad son: tos (20,5%), fiebre (15,4%) y sindrome
constitucional (13,7%). Valorando las pruebas de imagen diagnosticas realizadas, se
ha determinado que la localizacién de las lesiones pulmonares fue mas frecuente
(22,7%) en el 16bulo superior, seguido del 16bulo medio e inferior (17,4%).

En términos de lateralidad, la tuberculosis pulmonar (TBP) se presentd un
43,1% en el pulmoén derecho, 22,4% en pulmon Izquierdo y bilateral para el 34,5% de
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los pacientes. Cabe destacar que el 18,0% de los pacientes de este grupo ha presentado

lesiones tipo cavitacion o necrosis como resultado de la enfermedad.

En cuanto a estudios microbiologicos, se observd que un 9,6% de pacientes
habia presentado resultados en el antibiograma positivos para Mtb resistente a por lo
menos un farmaco antituberculoso. Estos pacientes no cumplieron criterios para ser
diagnosticados de tuberculosis multirresistente (MDR-TB). Al menos la mitad de estos
sujetos presentaron resistencia a isoniacida o estreptomicina; dos de ellos exhibieron
resistencia secundaria por haber recibido tratamiento para tuberculosis en afios

anteriores.

Al realizar una evaluacion de la duracion del tratamiento, apreciamos que la
media de tiempo fue de 6,85 (£ 1,803DS) meses (Tabla 11). Cerca de un tercio de los
pacientes del grupo B-TB (n=25) necesit6é de al menos dos ingresos hospitalarios para
el tratamiento de tuberculosis durante el tiempo de realizacion de este estudio, con una
media de 1,76 reingresos atribuible a cada individuo. La mayoria de los pacientes que
tuvieron que reingresar en el hospital tenia una edad mayor o igual a 40 afios (72,0%).

Solo uno de los pacientes del grupo B-TB falleci6 a causa de la enfermedad.

En el anexo 5, se puede observar una correlacion de los resultados de cultivos
con la duracion y respuesta a tratamiento antituberculoso. Para efectos de este analisis,
hemos agrupado a los pacientes que se han curado o han completado el tratamiento en
el grupo de respuesta satisfactoria a tratamiento. Un 79,6% de los pacientes tuvo una
respuesta satisfactoria a la terapia, y algunos de los pacientes no fueron evaluados por
ausencia de resultados de estudios microbiologicos o dificultades en el seguimiento por

el desplazamiento a otras provincias.

La curacion o fracaso de tratamiento no se puede determinar en pacientes con
cultivos negativos pues estos parametros se evalian en concordancia a la conversion
de los cultivos positivos (remitirse a la tabla 8, en el capitulo de métodos). Por tanto,
la respuesta a tratamiento de estos pacientes se ha basado en la mejoria clinica y la
buena evolucion de los hallazgos en pruebas de imagen, laboratorio y de anatomia

patologica.
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Tabla 11. Datos demogrdzlcos en pacientes del Grueo B-TB.

Grupo B-TB
Sexo Localizacion de la TB
F 38,9% TBP 58,3%
M 61,1% TBEP 27,8%
TBP+TBEP 13,9%
Residencia
Urbano 70,8% Hallazgos para pruebas de Imagen
Rural 29.2% Neumonia LS 22.7%
Neumonia LM y LI 17,4%
Tratamiento previo Cavitaciones/Necrosis 18,4%
Corticoides 38.,5% Derrame Pleural 10,4%
No corticoides 61,4% TB Miliar 3,3%
Otras 33,6%
Comorbilidades Normal 1,7%
Enfer. Granulom. 12,5%
EPOC 16,7% Anemia
Patologias oncologicas 25,0% No anemia 64,6%
Artritis Reumatoide 5,6% Anemia (M<12 — H<13) 35,4%
Otras 40,2%
Hiponatremia
Convivientes con TB Na <125 2,8%
No 52,8% 125-129,9 1,4%
Si 47,2% 130-134,9 9,7%
135-139,9 40,3%
Cuadro Clinico > 140 31,9%
Fiebre 15,4%
Tos 20,5% Duracion de tratamiento
Disnea 11,1% < 6 meses 4.2%
Hemoptisis 7,7% 6 meses 70,7%
Sind. Constitucional 13,7% > 6 meses 22.3%
Asintomatico 10,2% No informacion 2,8%
Otros 21,4%
Pacientes Reingresados n=25
Resultado de cultivos Media de reingresos 1,76 = 1,3DE
Sensible a todos 50,7%
Resistentes 9,6%
Cultivos negativos 39,7%
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RESULTADOS

1.2. DATOS ANALITICOS PARA EL GRUPO A-ILTB Y EL GRUPO B-TB
A continuacidn, realizamos un analisis comparativo de las caracteristicas
demograficas de los pacientes en los Grupos B-TB y A-ILTB (Anexo 5). Los
individuos con tuberculosis presentaron una mayor incidencia de enfermedades
oncologicas (25%) y EPOC (16,7%), ademas de presentar diferencias significativas

(p=0,009) en cuanto a la distribucion de granulomas en imagen y anatomia patologica
(Anexo 5. Tabla 22).

Datos demograficos de los Grupos B-TB y A-ITBL

ALBUMINA >4.1 G/DL 25.60%

ALBUMINA <4.1 G/DL 69.50%

NO GRANULOMAS 22.50%

GRANULOMAS F

m Grupo B-TB Grupo A-ITBL

Figura 23. Diferencias significativas al comparar los Grupos B-TB y A-ILTB en pruebas diagnosticas.

En la tabla 12, se exponen los diferentes valores analiticos recopilados durante
el estudio para los grupos B-TB y A-ILTB, con un analisis de los valores medios y de
desviacion estandar de estos datos. Existieron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios de hemoglobina (12.984+2.02-13.89+2.27;
p=0,032), sodio sérico (137.45 £ 5.84 - 140.75 £ 2.57; p=0,001) y albumina sérica
(3.76 £ 0.63 -4.08 £ 0.93; p=0,047).
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Tabla 12. Valores analiticos de los Grueos B-TB y A-ILTB.

Laboratorio Grupo B-TB Grupo A-ILTB P

Hemoglobina 12.98 £ 2.02 13.89 £ 2.27 0,032
Leucocitos 8.32 £3.67 8.22 £3.25 0,883
Plaquetas 289.91 + 124.64 267.91 £ 108.56 0,344
Urea 36.76 £23.90 39.51£13.35 0,452
Creatinina 1.32 £1.73 1.05 +1.06 0,367
Sodio Sérico 137.45+£5.84 140.75 £ 2.57 0,001
Proteinas Totales 6.88 +1.018 6.97 £ 0.63 0,569
Albimina 3.76 £ 0.63 4.08 £0.93 0,047
AST 28.11 £ 36.15 23.28 £9.95 0,381
ALT 27.11 £ 31.54 29.04 £ 25.73 0,735
Bilirrubina Total 0.54 £0.29 0.48 £0.31 0,321
Fosfatasa Alcalina 95.80 £ 90.32 73.86 +29.41 0,128
GGT 58.70 £ 127.41 66.90 £+ 128.86 0,746
TP 1.29 £1.49 1.13 £0.39 0,611
TTPA 35.69 £5.76 36.18 £ 8.18 0,769
PCR 7.37 £9.43 4,50 £9.22 0,190
VSG 9.22 £33.19 39.00 £ 39.20 0,184

2. ASOCIACION DE POLIMORFISMOS EN GENES RELACIONADOS
CON AUTOFAGIA Y SUSCEPTIBILIDAD A TUBERCULOSIS

En este trabajo hemos estudiado los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATGS
1s2245214, ATGI10 rs1864183 y ATGI6L1 rs2241880 mediante la técnica de
discriminacion alélica con sondas TagMan™, con el propdsito de determinar si se
asocian a cambios en la susceptibilidad o resistencia al desarrollo de tuberculosis. Estos
genes han sido seleccionados porque las proteinas que codifican son esenciales para la

formacion del autofagosoma.

Por ejemplo, la proteina ATGS interactia de forma no covalente con
ATGI6L1, formando el complejo ATGI2-ATG5/ATGI6L1 que genera
autofagosomas a partir de la elongacion y el cierre de pequenas estructuras de
membrana, siendo indispensable en la eliminacidon de micobacterias a nivel

intracelular.

Para realizar este andlisis se compararon los resultados de las muestras de DNA

extraidas de 132 pacientes con tuberculosis y 230 controles sanos de edades similares.
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RESULTADOS

Realizando modelos Codominantes, dominantes y recesivos. La distribucion de los
genotipos en cada uno de los polimorfismos analizados en el grupo control cumplia el
equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0.1).

2.1. DISTRIBUCION DE GENOTIPOS Y ALELOS PARA ATG2B
RS3759601, ATGS RS2245214, ATG10 RS1864183 Y ATG16L1 RS2241880 EN
EL GRUPO CONTROL Y EL GRUPO TB.

Procedimos a realizar un analisis de estos polimorfismos en diferentes modelos
de regresion para comparar el grupo de sujetos sanos con los pacientes con enfermedad
TB. se encontr6 que el alelo del SNP ATG10 rs1864183-T tiene una frecuencia
significativamente mas elevada en el grupo control (p=0,025, OR=0,702 (IC 95%=
0,515-0,958)), lo que podria indicar que individuos portadores de este alelo tendrian
una menor susceptibilidad a la infeccion tuberculosa en este grupo poblacional (Tabla
13).

Por el otro lado, al realizar el andlisis comparativo de la frecuencia de los
genotipos de los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATGI10
rs1864183 y ATGI6L1 rs2241880, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos Control y TB (Tabla 14). Estos resultados sugieren que
las variantes genéticas no se encuentran relacionada con la susceptibilidad subyacente

a la tuberculosis en este grupo poblacional.

Tabla 13. Distribucion de alelos de los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10
rs1864183 y ATG16L1 rs2241880 en los grupos Control y TB con relacion al riesgo de adquirir
tuberculosis.

SNP Grupo Control  Grupo TB p OR (IC 95%)

ATG2B rs3759601

ATGS rs2245214

ATG10 rs1864183

ATGI16L1 rs2241880

161(35,6%)
291(64,4%)
298 (65,9%)
154 (34,1%)
183 (40,5%)
269 (59,5%)
248 (54,9%)
204 (45,1%)

101(40,1%)
151 (59,9%)
95 (38,3%)

153 (61,7%)
124 (49,2%)
128 (50,8%)
134 (53,2%)
118 (46,8%)

0,241

0,118

0,025

0,666

1
0,827 (0,602-1,136
1
0,321 (0,233-0,443)
1
0,702 (0,515-0,958)
1
1,071 (0,786-1,458)
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Tabla 14. Frecuencias de genotipos en diferentes modelos para ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214,
ATG10rs1864183 y ATGIGL1 rs2241880 en individuos sanos y grupo TB.

SNP Herencia Genotipo (C;ZE?;:)] Grupo TB p OR (IC 95%)
ATG2B Codominantes CC 25(10,9%) 20 (15,2%) 1
rs3759601 CG 112 (48,7%) 64 (49%) 0,418 0,714 (0,368-1,387)
GG 93 (40,4%) 47 (35,8%) 0,632 (0,319-1,253)
Recesiva CC+CG 137 (59,6%) 84 (64,2%) 0,393 1
GG 93 (40,4%) 47 (35,8%) 0,824 (0,529-1,284)
Dominante CcC 25(10,9%) 20 (15,2%) 0,224 1
CG+GG 205 (89,1%) 111 (84,8%) 0,677 (0,360-1,273)
ATGS5 Codominantes CC 95 (41,3%) 46 (35,1%) 1
rs2245214 CG 113 (49,1%) 71 (54,2%) 0,224  0.782 (0.364-1.681)
GG 22 (9,6%) 14 (10,7%) 1.063 (0.506-2.234)
Recesiva CC+CG  208(90,4%) 163(89,3%) 0,259 1
GG 22 (9,6%) 14 (10,7%) 0.932 (0.456-1.905)
Dominante cC 95(41,3%) 46(35,1%) 0,139 1
CG+GG  135(58,7%) 85 (64,9%) 1.346 (0.857-2.114)
ATG10 Codominantes CC 39 (17,0%) 33 (25,2%) 1
rs1864183 CT 107 (46,5%) 62 (47,3%) 0,086 0,685 (0,391-1,198)
TT 84 (36,5%) 36 (27,5%) 0,506 (0,276-0,929)
Recesiva CCH+CT 146 (63,5%) 95(72,5%) 0,080 1
TT 84 (36,5%) 36 (27,5%) 0,659 (0,412-1,052)
Dominante cC 39 (17,0%) 33 (25,2%) 0,060 1
CT+TT 191 (83,0%) 98 (74,8%) 0,606 (0,359-1,024)
ATGI16L1 Codominantes GG 68 (29,5%) 33 (25,4%) 1
rs2241880 GA 116 (50,5%) 73 (56,2%) 0,567 1,297 (0,780-2,156)
AA 46 (20%) 24 (18,4%) 1,075 (0,564-2,050)
Recesiva GG+GA 184 (80%) 106 (81,6%) 0,723 1
AA 46 (20%) 24 (18,4%) 0,906 (0,523-1,567)
Dominante GG 68 (29,5%)  33(56,2%) 0,396 1
GA+AA 162 (70,5%) 97 (74,8%) 1,234 (0,759-2,006)
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2.2. DISTRIBUCION DE GENOTIPOS PARA ATG2B RS3759601, ATG5
RS2245214, ATG10 RS1864183 Y ATG16L1 RS2241880 EN EL GRUPO
CONTROL, Y LOS SUBGRUPOS A-ILTB Y B-TB.

Tabla 15. Distribucion de genotipos para los SNPs ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214, ATG10
rs1864183 y ATGI6L1 rs2241880 en los grupos Control, A-ILTB y B-TB.

SNP Herencia Genotipo Grupo Grupo Grupo p
Control A-ILTB B-TB

ATG2B Codominantes CC 25(10,9%) 4 (7,5%) 16 (20,5%)

rs3759601 CG 112 (48,7%) 26 (49,2%) 38 (48,8%) 0,121
GG 93 (40,4%) 23 (43,3%) 24 (30,7%)

ATGS5 Codominantes CC 95 (41,3%) 18 (34,0%) 26 (34,2%)

rs2245214 CG 113 (49,1%) 30 (56,6%) 41 (54,0%) 0,314
GG 22 (9,5%) 5(9,4%) 9 (11,8%)

ATGI10 Codominantes CC 39 (17,0%)  15(28,3%) 18 (23,1%)

rs1864183 CT 107 (46,5%) 25(47,2%) 37 (47,4%) 0,233
TT 84 (36,5%) 13 (24,5%) 23 (29,5%)

ATG16L1  Codominantes GG 68 (29,5%) 17 (32,1%) 16 (20,8%)

rs2241880 GA 116 (50,5%) 30 (56,6%) 43 (55,8%) 0,296
AA 46 (20%) 6 (11,3%) 18 (23,4%)

Al proceder con el analisis de los genotipos de los grupos A-ILTB y B-TB, se
distinguieron diferencias significativas en el polimorfismo de ATG2B rs3759601 en el
modelo dominante (p=0,043 (OR=0,316 (IC 95% (0,099-1,007)), con este hallazgo se
puede deducir que este SNP tiene un papel relevante en la progresion de la infeccion
tuberculosa latente a tuberculosis activa. En contraste, no se podria inferir que esta
variante genética influye en la susceptibilidad general a la infeccion tuberculosa por la
ausencia de diferencias significativas en el analisis comparativo entre el grupo Control
y el grupo TB (Tabla 16).

En general, los resultados evidencian una asociacion significativa en el modelo
dominante para la variante genética (Tabla 17) ATG2B rs3759601 (p=0,030,
OR=0,473 (IC 95% 0,237-0,941)). Ser portador de el heterocigoto CC podria conferir
un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad tuberculosa (Figura 25). En conjunto con
los resultados de la tabla 16 (ILTB vs TB), estos hallazgos soportan la idea de que este
genotipo de ATG2B se encuentran implicados en la progresion de la tuberculosis y la
susceptibilidad a manifestar la enfermedad.
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Tabla 16. Distribucion genotipica de los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214, ATG10
151864183 y ATG16L1 rs2241880 en pacientes con infeccion (Grupo A-ILTB) y tuberculosis activa

(Grueo B—TBz con relacion al riesgo de erogresio’n a enlermedad tuberculosa.

SNP Herencia/Genotipo Grupo Grupo P OR (IC 95%)
A-ILTB B-TB

ATG2B Codominante

rs3759601 CC 4 (7,5%) 16 (20,5%) 1
CG 26 (49,2%) 38 (48,8%) 0,087 0,365 (0,110-1,218)
GG 23 (43,3%) 24 (30,7%) 0,261 (0,076-0,898)
Recesiva
CC+CG 30 (56,6%) 54 (69,3%) 0,139 1
GG 23 (43,3%) 24 (30,7%) 0,580 (0,281-1,197)
Dominante
CcC 4 (7,6%) 16 (20,5%) 0,043 1
CG+GG 49 (92,4%) 62 (79,5%) 0,316 (0,099-1,007)
ATG5 Codominante
rs2245214 CC 18 (34,0%) 26 (34,2%) 1
CG 30 (56,6%) 41 (54,0%) 0,355 0.864 (0.249-2.996)
GG 5(9,4%) 9 (11,8%) 0.540 (0.165-1.772)
Recesiva
CC+CG 35(66,1%) 67 (88,2%) 0,454 1
GG 18 (33,9%) 9 (11,8%) 0.648 (0.205-2.051)
Dominante
CcC 5(9,4%) 26 (34,2%) 0,316 1
CG+GG 48 (90,6%) 50 (65,8%) 1.449 (0.699-3.005)
ATG10 Codominante
rs1864183 CC 15 (28,3%) 18 (23,1%) 1
CT 25 (47,2%) 37 (47,4%) 0,732 1,233 (0,526-2,893)
TT 13 (24,5%) 23 (29,5%) 1,474 (0,561-3,871)
Recesiva
CC+CT 40 (75,5%) 55(70,5%) 0,533 1
TT 13 (24,5%) 23 (29,5%) 1,287 (0,582-2,843)
Dominante
CcC 15(28,3%) 18(23,1%) 0,499 1
CT+TT 38 (71,7%) 60 (76,9%) 1,316 (0,593-2,919)
ATGI16L1 Codominante
rs2241880 GG 17 (32,1%) 16 (20,8%) 1
GA 30 (56,6%) 43 (55.8%) 0,132 1,523 (0,666-3,481)
AA 6 (11,3%) 18 (23,4%) 3,187 (1,011-10,055
Recesiva
GG+GA 47 (88,7%) 59 (76,6%) 0,082 1
AA 6 (11,3%) 18 (23,4%) 2,390 (0,879-6,498)
Dominante
GG 17 (32,1%) 18 (20,8%) 0,146 1
SNP GA+AA 36 (67,9%) 61 (79,2%) 1,600 (0,733-3,492)
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Tabla 17. Distribucion de frecuencias genotipicas de las variantes genéticas ATG2B rs3759601,

ATGS rs2245214, ATG10 rs1864183 y ATG16L1 rs2241880 en pacientes espaiioles con TB activa

comeamdo con controles sanos.

SNP Herencia/Genotipo  Grupo Grupo P OR (IC 95%)
Control B-TB
ATG2B Codominante
rs3759601 CC 25 (10,9%) 16 (20,5%) 1
CG 112 (48,7%) 38 (48,8%) 0,064 0,530 (0,256-1,097)
GG 93 (40,4%) 24 (30,7%) 0,403 (0,186-0,872)
Recesiva
CC+CG 137 (59,6%) 54 (69,3%) 0,129 1
GG 93 (40,4%) 24 (30,7%) 0,655 (0,378-1,133)
Dominante
CcC 25 (10,9%) 16 (20,5%) 0,030 1
CG+GG 205 (89,1%) 62 (79,5%) 0,473 (0,237-0,941)
ATGS Codominante
rs2245214 CC 95 (41,3%) 26 (34,2%) 1
CG 113 (49,1%) 41 (54,0%) 0,346  1.388 (0.574-3.355)
GG 22 (9,5%) 9 (11,8%) 1.321 (0.557-3.131)
Recesiva
CC+CG 208 (90,4%) 67 (88.2%) 0,356 1
GG 22 (9,6%) 9 (11,8%) 1.337 (0.581-3.078)
Dominante
CcC 95 (41,3%) 26 (34,2%) 0,373 1
CG+GG 135 (58,7%) 50 (65,8%) 1.171 (0.675-2.030)
ATG10 Codominante
rs1864183 CC 39 (17,0%) 18 (23,1%) 1
CT 107 (46,5%) 37 (47,4%) 0,364 0,749 (0,383-1,467)
TT 84 (36,5%) 23 (29,5%) 0,593 (0,288-1,224)
Recesiva
CCH+CT 146 (63,5%) 55(70,5%) 0,080 1
TT 84 (36,5%) 23 (29,5%) 0,727 (0,417-1,267)
Dominante
CcC 39 (17,0%) 18 (23,1%) 0,060 1
CT+TT 191 (83,0%) 60 (76,9%) 0,681 (0,363-1,277)
ATGI16L1  Codominante
rs2241880 GG 68 (29,5%) 16 (20,8%) 1
GA 116 (50,5%) 43 (55,8%) 0,322 1,575 (0,825-3,010)
AA 46 (20%) 18 (23,4%) 1,663 (0,770-3,593)
Recesiva
GG+GA 184 (80%) 59 (76,6%) 0,528 1
AA 46 (20%) 18 (23,4%) 1,220 (0,657-2,266)
Dominante
GG 68 (29,5%) 18 (20,8%) 0,134 1
GA+AA 162 (70,5%) 61 (79,2%) 1,600 (0,862-2,972)
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Figura 24. Distribucion de genotipos para ATG2B rs3759601 en individuos sanos y pacientes con
tuberculosis.



RESULTADOS

3. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE GENOTIPOS PARA LOS
POLIMORFISMOS ATG2B RS3759601, ATGS RS2245214, ATGI10
RS1864183 Y ATGI6L1 RS2241880 Y SU ASOCIACION CON
CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS.

3.1 POLIMORFISMOS, TUBERCULOSIS EXTRAPULMONAR Y
CAVITACIONES.

Al comprobar la distribucion la localizacion anatomica de la TB, observamos
que el 58,3% tuvo tuberculosis pulmonar (TBP), 27,8% tuberculosis extrapulmonar
(TBEP) y un 13,9% presento tuberculosis mixta (TBP+TBEP). Los pacientes con
tuberculosis mixta han sido incluidos en el grupo de TBEP, por presentar al menos una
localizacion fuera de la cavidad toracica. No hubo diferencias significativas entre los
grupos para edad y sexo (Tabla 18).

El sitio mas comun de TBEP ha sido en ganglios linfaticos (30%), seguido de
osteoarticular (20%), tuberculosis diseminada (13,3%) y abdominal (10%%). Dos
pacientes presentaron tuberculosis en el sistema genitourinario y otros dos en
pericardio. Comprobamos la posibilidad de susceptibilidad a presentar tuberculosis
extrapulmonar comparando los SNPs y la localizacion de la tuberculosis, pero en este

caso, no encontramos diferencias significativas.

Distribucion de genotipos segun la presencia de
cavitaciones

90.0%

80.0% ]

70.0% 4 -6 a%
.U7% .0% 75. 4

60.0% 2%

50.0%
40.0%

30.0%

20.0% -8

10.0% 18.6
0.0%

CcC CG + GG cC CG+GG cC CT+TT GG GA+AA
ATG16L1
ATG2B rs3759601 ATG5rs2245214 ATG10rs1864183 152241880
ONo cavitaciones  19.6% 80.4% 40.7% 59.3% 25.0% 75.0% 20.0%  80.00%
OSiCavitaciones  30.8% 69.2% 23.0% 77.0% 15.4% 84.6% 23.0%  77.00%

Figura 25. Andlisis de la distribucion de genotipos en el modelo dominante de los polimorfismos de
ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10 rs1864183 y ATG16L1 rs2241880 y la presencia de
cavitaciones en pacientes con enfermedad tuberculosa.
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Tabla 18. Andlisis de la localizacion de la tuberculosis en pacientes con enfermedad tuberculosa
(Grupo B-TB, n=78) y su relacion con los polimorfismos ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214,

ATG10rs1864183 y ATGIOLI rs2241880.

SNP TBEP TBP p OR (IC 95%)
Sexo M 53,3%  66,7% 0,253 1

H 46,7%  33,3% 0,571 (0,218-1,496)
Edad <55 afnos 46,7% 50,0% 0,780 1

>55 afios 53,3%  50,0% 0,875 (0,342 - 2,236)
ATG2B rs3759601
Dominante CC 16,7% 26,2% 0,338 1

CG + GG 83,3%  73,8% 0,564 (0,173 - 1,836)
ATGS rs2245214
Dominante CC 34,5% 39,0% 0,698 1

CG+GG 65,5%  61,0% 0,822 (0,306 - 2,213)
ATG10 rs1864183
Dominante CC 26,7% 19,0% 0,443 1

CT+TT 73,3%  81,0% 1,545 (0,506 - 4,723)
ATG161.1 rs2241880
Dominante GG 26,7% 17,1% 0,328 1

GA+AA 73,3%  82,9% 1,766 (0,561 - 5,564)

Ademas, realizamos un analisis de la presencia de cavitaciones en el grupo de
pacientes con enfermedad tuberculosa con relacion a los polimorfismos sin encontrar
diferencias significativas para la distribucion de genotipos en el modelo dominante
(Figura 24).

3.2. POLIMORFISMOS Y PRESENCIA DE GRANULOMAS EN
PACIENTES CON TUBERCULOSIS.

Por ultimo, en la tabla 19, mostramos el resultado del analisis de la distribucion
de diferentes genotipos para el modelo dominante de los SNPs estudiados, segun la
presencia de granulomas en el grupo de pacientes con tuberculosis, sin apreciar

asocilaciones.
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Tabla 19. Distribucion de genotipos en el modelo dominante de los polimorfismos de ATG2B
rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10 rs1864183 y ATG16L1 rs2241880 y presencia de granulomas en

imagen y anatomia eatolo’gica en_sujetos del Grueo TB.
Grupo TB (n=132)

SNP Genotipo No Granulomas Si Granulomas P

ATG2B rs3759601

Dominante CC 13,3% 26,3% 0,169
CG+GG 86,7% 73,7%

ATGS rs2245214

Dominante CC 34,6% 38,9% 0,726
CG+GG 65,4% 61,1%

ATG10 rs1864183

Dominante CcC 27,6% 10,5% 0,153
CT+TT 72,4% 89,5%

ATGI16L1 rs2241880

Dominante GG 25,7% 27,8% 1,000
GA+AA 74,3% 72,2%
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DISCUSION

1. POLIMORFISMOS DE AUTOFAGIA Y SU ASOCIACION CON LA
SUSCEPTIBILIDAD A TUBERCULOSIS EN UNA POBLACION
CAUCASICA

La tuberculosis es una enfermedad que afecta a millones de individuos y su alta
prevalencia demuestra que los esfuerzos utilizados en el control de la enfermedad
deben ser reevaluados y mejorados. Por ese motivo, se requiere de una mejora en los
recursos disponibles en investigacion biotecnologica para la investigacion y desarrollo
de nuevas vacunas, técnicas diagnosticas y tratamientos. En consecuencia, se han
establecido metas para disminuir significativamente la incidencia de tuberculosis a
nivel global dentro de los Objetivos de desarrollo del Milenio (ODM) -2%8,

Uno de los retos en el area de la investigacion en la tuberculosis es la dificultad
que supone el diagndstico certero de la infeccidon latente, pues las bacterias no son

observadas directamente en el huésped durante este estadio.

Ademas, la proporcion de personas infectadas por Mtb es 10 veces mayor que

en los individuos con enfermedad activa !-256:259

,y esto ilustra la heterogeneidad en este
grupo clinico, ya que el riesgo de progresion a tuberculosis activa puede depender de
una variedad de factores de riesgo conocidos y desconocidos. Podemos deducir que el
sistema inmune puede contener la carga bacteriana el tiempo suficiente para evitar el
desarrollo de la enfermedad, aunque no siempre se pueda erradicar la infeccion por

complet030’15 1 ,256,260.

El concepto tradicional de la patogénesis de tuberculosis fue declarado
formalmente hace 57 afios, asumiendo que los casos de infecciones en humanos estan
determinados puramente por la exposiciéon a un agente microbiano y su origen se
relaciona con factores medioambientales. Sin embargo, se ha observado que la
incidencia de la infeccion tuberculosa varia en diferentes poblaciones y este tipo de
diferencias no necesariamente se atribuyen a factores meramente sociodemograficos y

medioambientales 169219261

Se describe como la exposicion a la infeccion tuberculosa es reciente en Africa
Subsahariana, a diferencia de los europeos que han sido expuestos a la tuberculosis por
siglos, dando como resultado poblaciones con una susceptibilidad y factores de

proteccion heterogéneos frente la infeccion y enfermedad por Mib.
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En este sentido, se requiere del abordaje de nuevas lineas de investigacion que
analicen el problema desde una perspectiva diferente a la trazada convencionalmente,
permitiendo la identificacion de nuevos biomarcadores para caracterizar la patogénesis

y mejorar nuestra forma de entender las diferentes etapas de la infeccion tuberculosa
119,262

Diferentes estudios han determinado que los factores genéticos desempefian un
papel clave en la determinacidon de la susceptibilidad y resistencia del huésped a la
tuberculosis !74178:186.263 T 3 jdentificacion de los multiples factores que determinan la
compleja susceptibilidad y evolucion clinica de la infeccion tuberculosa nos invita a

una aproximacion a la enfermedad desde un enfoque genético.

Dentro de los genes que han sido estudiados se encuentran los ATGs,
implicados en la sintesis de proteinas relacionadas con la autofagia, fundamentales
para la eliminacion de patogenos intracelulares y cuya importancia en el control de
infecciones ha sido demostrada en diferentes estudios sobre autofagia 20102264265 pf¢p
fue uno de los primeros microorganismos descritos en la caracterizacion preliminar de
este mecanismo durante la erradicacion de infecciones bacterianas, y mas adelante, las

proteinas responsables de la degradacion de la micobacteria 10%:106,113.266

En términos generales, la identificacion de variantes genéticas en diferentes
grupos poblacionales permitiria esclarecer su impacto en el estado activo o latente de
la infeccion por tuberculosis. En este analisis, hemos elegido SNPs en los genes
ATG2B 153759601, ATGS rs2245214, ATGI10 rs1864183 y ATG16L1 rs2241880,
para evaluar el rol que estos polimorfismos tienen en la susceptibilidad y progresion
de la tuberculosis en una poblacion de origen espaiiol.
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2. CORRELACIONES CLiNICAS Y GENETICAS DE LA TUBERCULOSIS
EN UNA POBLACION CASTELLANO LEONESA

En afios recientes la incidencia de tuberculosis en Espafia ha disminuido
considerablemente, aunque los casos de tuberculosis multirresistente (MDR-TB) han
continuado en aumento en este pais y diferentes zonas de Europa ?%’. En términos

generales, esta enfermedad constituye un problema de salud publica a nivel nacional.

En Espafa existe un predominio de la infeccion en adultos jovenes de género
masculino, tanto en los enfermos inmigrantes como en los nacidos en este pais 2%%. En
nuestro grupo de estudio, las mujeres presentan menos infecciones que los hombres
(61,1%), aunque en la actualidad, esa diferencia no se puede atribuir completamente a
las tasas de morbilidad en ambos sexos, factores medioambientales o accesibilidad a
los servicios de salud. En este sentido, algunos autores han sugerido que el sexo
masculino puede desarrollar un nivel mayor de hipersensibilidad a los antigenos

micobacterianos en comparacion con las mujeres 26

Dentro de la distribucion por edades, la mayoria de los participantes con
tuberculosis activa tuvo una edad mayor o igual a 55 afios (52,0%), estas diferencias
podrian deberse a que la poblacion castellano leonesa tiene una poblacion envejecida

en su mayoria (la edad media de Castilla y Leon se sitlia en 46,4 de edad) 2%,

En cuanto a la comparacion de los diferentes valores analiticos entre los grupos
B-TB y A-ILTB, los valores medios de hemoglobina (12.98+2.02-13.89+2.27;
p=0,032), y sodio sérico (137.45 = 5.84 - 140.75 = 2.57; p=0,001) fueron
significativamente diferentes. El mecanismo que genera la hiponatremia en pacientes
con tuberculosis pulmonar es la secrecion inadecuada de la hormona antidiurética.
Entre otras causas de hiponatremia se encuentran la infeccion de la glandulas

suprarrenales, hipotdlamo y meninges 27°.

En esta muestra, hemos encontrado que 12 pacientes habian presentado
hiponatremia al momento del diagndstico de tuberculosis, y un 50% de estos pacientes
habia manifestado tuberculosis extrapulmonar. Asi, dos de estos pacientes debutaron
con sintomas de un cuadro confusional y fueron diagnosticados de hiponatremia severa
(valores menores de 120 mEg/L). La hiponatremia fue el signo cardinal presente en el
momento del diagndstico de estos dos pacientes, y seria interesante realizar mas
estudios que permitan determinar factores predisponentes a alteraciones electroliticas

en pacientes con tuberculosis en este tipo de poblaciones.
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Asimismo, observamos que los niveles de albumina fueron mas bajos en el
grupo de pacientes con tuberculosis comparado con los pacientes con tuberculosis
latente, (3.76 = 0.63 - 4.08 £ 0.93; p=0,047). Este tipo de resultados también ha sido
observado por otros autores al comparar participantes con ILTB y tuberculosis 772,
En particular, la infeccion por Mrb genera una disminucion de los niveles séricos de
albumina y la incidencia de malnutricion es elevada en pacientes con tuberculosis

activa 27!,

2.1 ANALISIS, EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS, DE LA
PRESENTACION CLINICA DE TUBERCULOSIS SEGUN LA
DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS DE LOS POLIMORFISMOS DE
ATG2B RsS3759601, ATGS RS2245214, ATG10 Rs1864183 Y ATGI16L1
RS2241880.

Estudios recientes han demostrado que la tuberculosis pulmonar se produce
dentro de los primeros 3 afios de contacto inicial, y que el riesgo disminuye después de
este periodo !. La localizacion de la tuberculosis puede determinar el curso clinico,

complicaciones, el tipo régimen y respuesta al tratamiento.

Consideramos relevante realizar una evaluacion de la localizacion de
enfermedad y las diferentes etapas de la presentacion clinica. Para efectos de este
analisis, dividimos la localizacion de tuberculosis pulmonar (TBP) y extrapulmonar
(TBEP) y decidimos buscar asociaciones entre la autofagia impulsada por variantes

genéticas, que afectan la localizacion de la TB.

La TBEP se manifiesta cominmente como una linfadenopatia generalizada y
una reaccion proinflamatoria mas pronunciada en comparacién con otras formas
clinicas de la enfermedad 27*. En nuestro estudio se presentaron mas casos de TBEP en
mujeres (53,3%), en comparacion con los hombres y el sitio mas comtin de TBEP ha
sido en ganglios linfaticos (30%). Aunque no observamos diferencias significativas en
esta distribucion, estudios recientes han mostrado datos similares, observandose que la
posibilidad de desarrollo de TBEP se increment6 en las mujeres después de 5 afios de

contacto inicial con la micobacteria 274

En contraste, las posibilidades de tuberculosis pulmonar fueron mayores en
hombres dentro de los primeros afios de infeccion inicial 2’4, En nuestra poblacion, la
mayoria de los casos de tuberculosis han tenido una localizacion pulmonar (58,3%), y
la mayoria ha correspondido también a hombres (66,7%). Ademas, no encontramos
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diferencias significativas al comparar la localizacion de la tuberculosis y edad de
pacientes, al dividirles en menores y mayores de 55 afios. Esto coincide con estudios
realizados en EE. UU. # y Turquia 2>

con la TBEP.

que informaron que la edad no estaba asociada

Procedimos a comparar la localizacion de la tuberculosis y su relacion con los
polimorfismos ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10 rs1864183 y ATG16L1
rs2241880 en el modelo dominante, sin encontrar diferencias significativas (Tabla 18).
Otros autores han destacado diferencias significativas en el analisis de otros SNPs, por
ejemplo, en una poblacion de Brasil se observé un mayor riesgo de tuberculosis
pulmonar en sujetos con el polimorfismo rs10754558 en el gen NLRP3 226, Es de
resaltar que los autores no incluyeron a los pacientes con TBEP en el analisis

comparativo y no hubo ningun informe sobre la respuesta a tratamiento.

Por otra parte, Berg et al. han observado una frecuencia significativamente
mayor en los homocigotos del gen CARDS (C10X) en pacientes etiopes con TBEP, en
relacion con individuos sanos de la misma area, lo que indica que el gen CARDS

(C10X) puede ser un factor que contribuya a la alta tasa de TBEP en esta region 276

Un estudio realizado en canadienses con TBEP y VIH positivo, no detectod
asociacion entre la variante genética HAMP-P -582 A> G y tuberculosis de
localizacion pulmonar. Sin embargo, encontraron que el alelo G de HAMP-P -582 A>

G estaba relacionado con un alto riesgo de TBEP 277,

En nuestra muestra hemos excluido a pacientes con VIH o diabetes, pues
consideramos que la seleccion de casos es crucial para nuestras comparaciones. En
particular, los pacientes con infeccion por VIH presentan tasas mas elevadas de
tuberculosis extrapulmonar o diseminada y podria ser que estas comorbilidades afecten

los resultados al momento de evaluar otros grupos poblacionales.

En definitiva, seria interesante continuar el analisis en este grupo poblacional
para determinar si existen variantes en genes relacionados con la autofagia u otros
genes con un papel central en la localizacidon de tuberculosis y pueden explicar en parte,

la alta incidencia de TBEP en la poblacion espafiola.
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2.2 ANALISIS, EN PACIENTES CON TUBERCULOSIS, DE LA
EVOLUCION Y RESPUESTA A TRATAMIENTO PARA TUBERCULOSIS
SEGUN LA DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS DE LOS
POLIMORFISMOS DE ATG2B RS3759601, ATGS RsS2245214, ATGI10
RS1864183 Y ATG16L1 rRS2241880.

Con relacion a las pruebas de imagen, la tuberculosis pulmonar primaria se
manifiesta con afectacion parenquimatosa, linfadenopatias, derrame pleural o
enfermedad miliar, y la localizacion de la infeccion es mds comun en pulmoén derecho
que en izquierdo. La reactivacion de la tuberculosis tiende a afectar a los segmentos
apical y posterior de los l6bulos superiores y el segmento apical de los 16bulos
inferiores 7%, Hemos observado, en nuestros pacientes, que la localizacion de las
lesiones pulmonares fue mas frecuente en el lobulo superior (22,7%), seguido del
l6bulo medio e inferior (17,4%) y en términos de lateralidad, la mayoria (43,1%) tuvo
localizacion en el pulmon derecho (Tabla 11).

El 18,0% de los pacientes de incluidos en nuestro trabajo han presentado
lesiones tipo cavitacion o necrosis como resultado de la enfermedad. Este tipo de
lesiones aparece en el 50% de los casos de tuberculosis por reactivacion o reinfeccion
278 Si bien no pudimos distinguir entre la ocurrencia de lesiones generadas por la
progresion de tuberculosis primaria, reinfeccion o reactivacion de la enfermedad
durante la inclusion de pacientes, la presencia de la mayoria de las lesiones en el 16bulo
superior y un elevado numero de casos con cavitaciones, podriamos suponer que
estamos frente a una poblacion con una alta incidencia de casos por reactivacion de

tuberculosis.

La reactivacion de la tuberculosis se caracteriza por una progresion de la
inflamacion y del tejido necrético, desarrollandose comunicaciones con la via aérea y
presencia de cavidades. La diseminacion brocogena permite la transmision de la

infeccion a otros segmentos y 16bulos pulmonares 3.

La presencia de cavitaciones se correlaciona con la cantidad de bacterias que
pueden ser propagadas en el ambiente y, en consecuencia, a mayor numero de
cavitaciones aumenta el riesgo de propagacion de la infeccion o reactivacion de la
enfermedad. En este sentido, destacamos que la presencia de cavitaciones se considera
una forma severa de la tuberculosis y es de interés el hallazgo de un porcentaje tan

elevado en una poblacion europea.

Por estas razones, procedimos a comparar los porcentajes de individuos con

cavitaciones segun la distribucion de los genotipos de los polimorfismos de ATG2B
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rs3759601, ATGS 1rs2245214, ATGIO rs1864183 y ATGI6L1 rs2241880, sin

encontrar asociaciones significativas en el modelo dominante (Figura 24).

En cuanto a otros estudios de variantes genéticas, se ha descrito que los
individuos portadores del genotipo CD209 -336 GG tienen menor riesgo de desarrollar
lesiones cavitarias de pulmoén. Asi pues, es consistente con la evidencia de que la
micobacteria puede utilizar la uniéon con DC-SIGN para disminuir la respuesta inmune

proinflamatoria 27

. La presencia de cavitaciones se encuentra asociada con la
produccion de citoquinas como IL-4, que generan tasas elevadas de DC-SIGN en

células dendriticas 280,

Es de resaltar que en otro estudio de asociacion con SNPs, las mujeres y los
pacientes reingresados tenia una edad mayor o igual a 40 afios (72,0%), mostrando una
asociacion significativa entre una buena respuesta a tratamiento y el polimorfismos del

gen NLRP3 (Q705K) con mejores respuestas clinicas que los hombres en general 28!

En estos participantes, la duracion media de tratamiento antituberculosos fue
de 6,85 (£ 1,803 DS) meses y un 9,6% de pacientes habia presentado resultados de Mtb
resistente a por lo menos un fairmaco antituberculoso en el antibiograma. Los pacientes
con tuberculosis activa presentaron una tasa satisfactoria de respuesta a tratamiento del
79,6%, y la mayoria de los pacientes con buena respuesta a tratamiento correspondian
a nuevos casos de tuberculosis pulmonar. Sin embargo, las tasas observadas han sido

inferiores a la tasa esperada segun la OMS (85%) 282,

La presencia de casos de reactivacion de tuberculosis en este grupo, indica que
varios individuos han presentado hiperactividad inflamatoria en respuesta a la
enfermedad, entorpeciendo el efecto terapéutico de los medicamentos, y podrian
explicar, en parte, la tasa de respuesta al régimen antituberculoso observada.
Asimismo, diferentes factores han sido asociados a asociados con una mala evolucion
de la infeccion, la edad avanzada, consumo de tabaco y haber recibido tratamiento

antituberculoso en afios anteriores 283,

Por otra parte, durante el seguimiento de los participantes, 13,6% de ellos no
pudieron ser reevaluados pues fueron trasladados a otros hospitales, provincias o no
asistieron nuevamente a consulta. Al reflexionar sobre la proporcion de pacientes que
fueron perdidos durante el seguimiento, se requiere de acciones que mejoren los
protocolos de rastreo efectivos para los pacientes y minimicen las interrupciones

durante el tratamiento antituberculoso.
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En consecuencia, recomendamos enfocar los esfuerzos de monitorizacién en
las poblaciones mas susceptibles a presentar mala respuesta al tratamiento como son

los pacientes de sexo masculino, fumadores y ancianos.

2.3 ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE GENOTIPOS Y ALELOS DE LOS
POLIMORFISMOS ATG2B RS3759601, ATGS RS2245214, ATG10 rRS1864183
Y ATGI6L1 Rs2241880 EN LA SUSCEPTIBILIDAD A INFECCION
TUBERCULOSA

La variante genética ATGS - rs2245214, se relaciona con un cambio intronico,
y su relevancia durante el control de la infeccion tuberculosa ha sido descrita

previamente en otros estudios !16-241.284.285,

Procedimos a realizar el andlisis comparativo de la frecuencia de distribucion
de los genotipos del polimorfismo ATGS - rs2245214 en pacientes con tuberculosis,

comparado con el grupo control, (Tabla 13) sin encontrar diferencias significativas.

En este sentido, el gen ATGS, se encuentra involucrado en la sintesis de la
proteina que se une a ATG12 y ATGI16L1 para generar un complejo multimérico,

28

fundamental para la elongacion de la membrana del autofagosoma 286 y esta

involucrada directamente con la fusion de lisosomas con autofagosomas que contienen

micobacterias 1°.

En el estudio realizado por Kimmey et al. se observo que ATGS tiene un papel
unico durante la infeccion por Mtb, pues al analizar la respuesta de polimorfonucleares
(PMN) en pulmones de ratones carentes de este gen, hubo una acumulacion anarquica
de estas células incrementando la patologia y las condiciones adecuadas para la
expansion de la infeccion 2. ATGS5 tiene una implicacion directa con la maduracion

de los autofagosomas regulando la produccion de LC3 11 287,

Al evaluar las diferencias entre el grupo control y pacientes con tuberculosis
activa (Tabla 17), en funcion de sus distribuciones genotipicas, observamos que los
genotipos del gen ATGS no presentan diferencias significativas en pacientes con
tuberculosis activa comparado con sujetos sanos. Ademas, no hubo diferencias
significativas cuando replicamos este analisis entre los pacientes con tuberculosis

latente y activa.

Con estos resultados, podemos deducir que no se observan diferencias para los

genotipos de ATGS - rs2245214, incluso cuando el grupo a comparar incluye tanto a
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los pacientes con tuberculosis como a los participantes con infeccion latente.
Sugiriendo que este SNP no estaria implicado con la susceptibilidad subyacente a la
infeccion tuberculosa, o directamente involucrado con el riesgo de progresion de la

enfermedad activa en nuestro grupo de pacientes.

En cuanto a el gen ATG10, que codifica una proteina de mismo nombre, es una
enzima E2-like implicada en la conjugacion de ATGS con ATGI2 que finalmente
formaria parte del complejo de membrana ATG12-ATG5-ATG16L3!. El polimorfismo
estudiado, ATG10 rs1864183, se trata de un cambio de una citosina por una timina en

la posicion 929 del gDNA, formando la mutacion de cambio de sentido p. T212M.

Al comparar la distribucion de alelos en los grupos control y TB (Tabla 14),
hemos observado que la distribucion de alelos fue significativamente diferente
(p=0,025, OR=0,702 (IC 95%= 0,515-0,958)) pues los individuos sanos son portadores
del alelo ATG10 rs1864183 T con mayor frecuencia, lo que podria conferir una menor

susceptibilidad a la infeccion tuberculosa en este grupo poblacional.

En el estudio realizado por Songane y colaboradores, observaron que el
polimorfismo de ATG10 rs1864183 estaba asociado con la alta produccion de 1L-8
durante la infeccion tuberculosa 8. Asimismo, IL-8 se ha vinculado con una mejor
respuesta a la infeccion por Mtb, aumentado la habilidad de los leucocitos de fagocitar

y eliminar este bacilo 288,

En conjunto, los datos observados en estos grupos indican que la variante
genética de ATG10 puede tener un impacto positivo en la proteccion contra la
enfermedad tuberculosa gracias a su implicacion directa en la formacion de

autofagosomas y el efecto que tiene sobre la respuesta inmune.

Aunque no observamos otros resultados significativos en cuanto a la
distribucion de alelos para ATG2B 153759601 y ATG16L1 rs2241880 es la primera
vez que se ha descrito que la variante genética ATG10 rs1864183 estaria asociada con
la modulacién del huésped para adquirir la infeccion tuberculosa en una poblacion
europea, ademds de su rol protector durante la infeccion. Por tanto, la deteccion de
estos polimorfismos entre los pacientes con TB puede proporcionar informacion
importante en la evaluacion de los perfiles de riesgo de susceptibilidad a la infeccion

tuberculosa.
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2.4 ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE GENOTIPOS Y ALELOS DE LOS
POLIMORFISMOS ATG2B RS3759601, ATGS RS2245214, ATG10 rRS1864183
Y ATGI16L1 Rs2241880 EN LA PROGRESION DE INFECCION A
ENFERMEDAD TUBERCULOSA

Con la intencion de evaluar la posible asociacion de las variantes genéticas con
la susceptibilidad a padecer la enfermedad activa, analizamos la distribucion de
genotipos entre los participantes con enfermedad tuberculosa e infeccion latente
(Grupo A-ILTB y B-TB). Dentro de los hallazgos destacan los encontrados para el gen
ATG2B, que sintetiza la proteina ATG2B, fundamental en la morfologia y

configuracion final del autofagosoma 2%,

La variante genética ATG2B rs3759601 es un cambio missense p.Q1383E, tras
una transversion de citosina por guanina en la posicion 4512 del gDNA. Los resultados
obtenidos en la distribucion de genotipos para el modelo dominante de ATG2B
rs3759601 han sido significativos (p=0,043 (OR=0,316 (IC 95% (0,099-1,007)).
Especulamos que una diferencia de la distribucion de genotipos en ATG2B entre
pacientes con tuberculosis activa y latente podria conferir una menor posibilidad de

progresion enfermedad tuberculosa (Tabla 16).

Ademas, hemos comparado la distribucion de genotipos entre los individuos
sanos y sujetos con tuberculosis activa, y notamos diferencias significativas entre
frecuencias del genotipo GG ATG2B rs3759601 (p=0,030, OR=0,473 (IC 95% 0,237-
0,941)). La mayoria de los portadores de este genotipo pertenecen a el grupo control,
lo que podria hacernos entender que estos individuos tienen menor riesgo de presentar

el estado activo de la enfermedad.

En apoyo a lo sefialado, se ha descrito que el aumento de la expresion de
ATG2B o la reduccion de la biosintesis de triglicéridos de macrofagos, normaliza la
deposicién de lipidos en los fagocitos infectados y reduce el nimero de micobacterias

intracelulares viables 239289,

En un estudio realizado por Buffen et al., observaron que la autofagia es central
en la modulaciéon de la inmunidad inducida por BCG. El polimorfismo ATG2B
rs3759601 tiene un efecto regulador de la respuesta inmune en modelos in vitro € in
vivo, ademas de relacionarse con el desarrollo y recurrencia de cancer de vejiga

después de el uso de BCG intravesical.
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En resumen, estos resultados sugieren que la variante genética de ATG2B
rs3759601 podria afectar funcionalmente la expresion de la proteina correspondiente,
impactando posteriormente la capacidad del huésped para controlar la infeccion.

La variante genética de ATG16L1 rs2241880 consiste en una transicion de
adenina por guanina que genera una sustitucion missense de treonina por alamina en la
posicion 300 (p.T300A). Nuestros resultados indican que el polimorfismo ATG16L1
1s2241880 no presenta diferencias significativas en cuanto a la distribucion de
genotipos en este grupo poblacional. En este caso, no podemos afirmar que esta
asociado con una mayor susceptibilidad a la infeccion por M. tuberculosis en estos

individuos.

El gen ATG16L1, sintetiza la proteina del mismo nombre que conforma el
complejo ATGI12-ATG5-ATG16L para la expansion de la membrana del
autofagosoma 78286, Precisamente, diferentes polimorfismos de este gen se han
asociado particularmente con enfermedades inflamatorias tipo colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn, reafirmando el papel que tienen las variantes genéticas de

autofagia en el curso clinico de otras enfermedades granulomatosas 290292,

Debido a que los procesos utilizados por ATGI16L1 para conferir
susceptibilidad o proteccion subyacente pueden ser modestos y es probable que la
susceptibilidad del huésped a la tuberculosis esté bajo control poligénico, el andlisis de
la relevancia clinica de este SNP en tuberculosis sigue siendo un topico que requiere

mayor investigacion.

En resumen, con los datos obtenidos sobre la distribucion de genotipos y alelos,
podemos deducir que la resistencia innata a M. tuberculosis podria asociarse con los
genes ATG2B y ATG10, afectando la susceptibilidad del huésped hacia la infeccion y
progresion a enfermedad por su efecto directo en la respuesta inflamatoria durante la
latencia o después de la primoinfeccion. Dicha posibilidad encaja perfectamente con la
funcién esencial que tienen en la formacion de autofagosomas durante el control de la
infeccion. Este es el primer trabajo en el que se sefialan estos polimorfismos como

moduladores de la susceptibilidad a padecer tuberculosis en una poblacion espafiola.
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3. LA TUBERCULOSIS COMO ENFERMEDAD AUTOFAGO-
POLIGENICA

Basandonos en los resultados mencionados previamente, ser portador de
genotipos y alelos especificos podria modificar la posibilidad de adquirir la infeccion
y afectar el estado activo o latente de la tuberculosis al modular el grado de eliminacion
de la micobacteria después de la infeccion. Diferentes autores han apoyado la teoria de
que la susceptibilidad genética a tuberculosis tenga una naturaleza poligénica, donde
la dinamica entre los efectos de polimorfismos en mas de un gen, pueden determinar,
junto con factores ambientales, el grado de predisposicion a infeccion y enfermedad
activa en humanos !%-23:26.29:241,

En este trabajo, los resultados observados en los genes ATG2B y ATGI10
soportan la idea de que las diferentes respuestas de la via de autofagia en macréfagos
estan en directa relacion con diferentes genotipos de autofagia en individuos de origen
espafiol. En contraste a este andlisis, el estudio de los polimorfismos ATG2B
rs3759601 y ATG10 rs1864183 en otras poblaciones no ha demostrado asociaciones
significativas 28. No obstante, esta discordancia puede deberse a varios factores como
son la mezcla de varias poblaciones, presencia de otras cepas de M. tuberculosis, el uso
de diferentes definiciones de casos y controles o tamafos de muestra demasiado

pequenos.

Ciertos autores sefialan que esas disimilitudes de hallazgos entre grupos étnicos
pueden deberse a diferencias intrinsecas en las frecuencias alélicas 2. Adicionalmente,
la filogeografia de las micobacterias implica que los linajes de M. tuberculosis se han
adaptado de forma heterogénea a las variaciones genéticas entre los diferentes grupos
raciales %2. 'Y entendemos que hay subgrupos poblacionales con tuberculosis pulmonar
que tienen factores de riesgo genéticos especificos, sugiriendo que los polimorfismos
pueden servir como marcadores de la susceptibilidad a la tuberculosis solo en algunos

grupos étnicos.

Es importante destacar que el impacto general de los SNPs en la susceptibilidad
a la enfermedad en una poblacion depende de la frecuencia de alelos para ese gen en la
poblacion estudiada. La frecuencia acumulada de estos polimorfismos de ATGs debe
ser lo suficientemente alta como para afectar la susceptibilidad a la tuberculosis clinica
en una poblacion, pues algunas de la asociaciones genéticas identificadas hasta ahora

han tenido un efecto modesto 208241242,
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DISCUSION

En particular, un estudio de asociacion con polimorfismos del gen NRAMP en
una poblacion de Gambia reveld que la presencia de 2 alelos tenia un efecto
acumulativo sobre el riesgo de enfermedad en individuos de esta raza '°2. Dentro de
nuestro analisis, el efecto de ser portador del los alelo ATG10 rs1864183 T no solo
puede ser acumulativo para la reduccion de la destruccion intracelular de micobacterias
inducida por ATGs, sino que también puede conferir un riesgo acumulado de adquirir

o evitar la infeccidn tuberculosa.

Ademas de los polimorfismos genéticos, existen otras caracteristicas

hereditarias que influyen en la susceptibilidad esta infeccion 293

, por ejemplo, la
acetilacion de histonas y la metilacion de DNA aberrante que pueden afectar la
transcripcion y expresion de genes sin afectar la secuencia de nucleotidos 24, Asi pues,
ha sido descrito que M. tuberculosis puede interferir con la regulacion de mecanismos

295

epigenéticos Estas caracteristicas del DNA se transmiten a generaciones

posteriores, aunque se vean afectadas por factores medioambientales 23,

Es fundamental ampliar nuestra comprension de la susceptibilidad en humanos
a la tuberculosis con el uso de técnicas que permitan ilustrar otros mecanismos
polimorficos y epigenéticos. Ademas del genotipado, existen otras técnicas que tienen
el potencial de identificar diferentes variantes en genes de autofagia y que permitirian
la validacién de nuestros resultados y los de otros autores. Una de ellas son los GWAS
(Genome-wide association studies). Sin embargo, ain no se han realizado muchos

estudios de asociacion con esta técnica para la infeccion por M. tuberculosis.

El proyecto International HapMap y otros autores 2%, han demostrado que la
variacion mas comun en el genoma puede representarse por aproximadamente 300 000
SNPs 27 en poblaciones caucasicas. No obstante, estos estudios necesitan un tamafio

de muestra grande para asegurar una potencia adecuada y son muy costosos.

Otra técnica utilizada es el estudio de mapeo (admixture mapping), que es
particularmente indispensable cuando los polimorfismos varian en el mismo grupo
étnico, permitiendo la identificacion de secciones del genoma heredadas de
poblaciones ancestrales y rastrear el loci responsable del fenotipo de interés 2%,
Enfocar esfuerzos en el uso de este tipo de técnicas permitiria encontrar nuevos genes

relacionados con la progresion a la tuberculosis.

En general, en nuestro trabajo reafirmamos que no solo existe una asociacion
entre los SNPs de ATGs y la infeccion por Mtb, sino también que las diferencias en la

distribucion de genotipos y alelos de estas variantes genéticas entre individuos sanos,
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con tuberculosis latente y activa afianzan la relevancia del efecto genético subyacente
en el estado de infeccion tuberculosa en el huésped pudiendo condicionar la evolucion
de la tuberculosis.

La era de la medicina personalizada ya ha comenzado, y puede que no pase
mucho tiempo para ver adelantos en los procedimientos genéticos individualizados que
puedan aplicarse a enfermedades infecciosas como la tuberculosis. Existe la
posibilidad de que hallazgos de esta magnitud puedan contribuir con la idea de utilizar
genes de autofagia como biomarcadores que optimicen el seguimiento y prediccion de
la progresion o recurrencia de la infeccion en individuos con infeccion latente
identificados como portadores de genotipos asociados a una mayor susceptibilidad a la

infeccion.

Asimismo, este enfoque incrementaria los beneficios de un régimen profilactico
agresivo dirigido a individuos en donde el estado latente de la tuberculosis puede tener
una duracidn indeterminada gracias a la presencia de otras comorbilidades y factores
sociodemograficos de riesgo. Todo lo anterior, ofreceria estrategias innovadoras para
el desarrollo de cursos terapéuticos profilacticos y prevenir o retrasar la evolucion a
enfermedad tuberculosa.
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DISCUSION
4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En este estudio se han presentado varias limitaciones. En primer lugar, todavia
existe la necesidad de otros estudios funcionales con un mayor numero de participantes
donde se pueda replicar la validez de nuestros hallazgos y se pueda determinar cémo
los genotipos de ATGs afectan el estado de la tuberculosis activa frente a la latente que
mejoren nuestra comprension de la participacion de la autofagia en la susceptibilidad
y evolucion de la tuberculosis en humanos. Este tipo de confirmacion también podria
ser valorado con un futuro meta analisis de multiples estudios, ofreciendo un analisis

que proporcione un mayor poder estadistico a las asociaciones detectadas.

En segundo lugar, la deteccion de infeccion latente no se realizd en donantes
de sangre. Sin embargo, los métodos actuales, como la prueba cutdnea de tuberculina
y los ensayos de liberacion de interferon gamma, no pueden predecir adecuadamente
la tasa real de individuos con infeccion tuberculosa, pues una prueba positiva no esta

necesariamente asociada con la presencia de bacterias latentes.

A pesar de lo mencionado, este tipo de estudios brindan una idea mas solida del
papel de los ATGs en la respuesta a Mtb, el efecto heterogéneo que tienen en varios

grupos étnicos, los entornos epidemiologicos y los fenotipos clinicos de la tuberculosis.
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CONCLUSIONES

1. La poblacion de pacientes tuberculosos estudiada presenta caracteristicas
demograficas y clinicas similares a las tasas observadas a nivel europeo en cuanto a su
distribucion por género, edad, localizacion de la tuberculosis y respuesta a tratamiento.
Las diferencias significativas observadas entre los participantes con infeccion latente

y tuberculosis activa son las esperadas para la muestra estudiada.

2. Existe una relacion entre variantes genéticas de ATGs con la susceptibilidad y
progresion de la tuberculosis en una poblacion de origen espafiol. Los hallazgos
estarian asociados con un efecto modulador en el huésped portador de alelos
especificos para adquirir la infeccion tuberculosa. Hay diferencias en la distribucion de
alelos de ATGI0 rs1864183, al comparar individuos sanos con pacientes con
tuberculosis. Individuos portadores del alelo ATG10 rs1864183 T podrian tener una
menor susceptibilidad a la infeccion, si bien, podrian representar un rol protector a la

infeccion tuberculosa en este grupo poblacional.

3. Nuestros resultados sugieren que existen diferencias en la distribucion de los
genotipos entre individuos con tuberculosis latente y activa. Ademas, la distribucion
de genotipos entre los individuos sanos y pacientes con tuberculosis ha arrojado
diferencias significativas para los portadores del genotipo GG de ATG2B rs3759601,
apuntando a podria tener un efecto subyacente al estado de la infeccion en el huésped,

pues estos individuos podrian tener un menor riesgo de desarrollar la enfermedad.

4. Durante el estudio de la evolucién clinica de pacientes con tuberculosis, no
hemos encontrado asociaciones significativas al analizar la distribucion de los
genotipos de los polimorfismos de ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10
rs1864183 y ATG16L1 rs2241880, en individuos con cavitaciones en comparacion con

pacientes tuberculosos sin complicaciones.

5. En paciente tuberculosos, no hemos encontrado diferencias significativas al
relacionar la respuesta a tratamiento y evolucién clinica con la distribucion de los
genotipos de los polimorfismos de ATG2B rs3759601, ATGS rs2245214, ATG10
rs1864183 y ATG16L1 rs2241880.
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6. Como una conclusion conceptual final indicamos que la tuberculosis como
enfermedad multifactorial tiene un amplio espectro de respuestas inmunes innatas y
factores sociodemograficos que influyen en su curso clinico. Aplicar un enfoque
multidisciplinario (gendmicos, protedmicos e inmunoldgicos) en la investigacion sobre
a susceptibilidad y progresion a la tuberculosis, permitiria desarrollar una estructura
precisa que capture la heterogeneidad de la historia natural de la infeccion y la
enfermedad. De esta manera mejoraria nuestra comprension de la participacion de la
autofagia en la progresion de la tuberculosis y favoreceria el desarrollo de estrategias

terapéuticas profilacticas para prevenir o retrasar la aparicion de la enfermedad.
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ANEXOS

ANEXO 1. FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO POLIMORFISMOS EN TUBERCULOSIS

Yo,

(nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado. He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con el Dr.

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria. Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1.° Cuando quiera.

2.° Sin tener que dar explicaciones.

3.° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio, y autorizo a que los datos clinicos
obtenidos en el transcurso de este estudio sean:

1.- Registrados y utilizados de conformidad con los criterios explicados en la hoja de informacion.
2.- Puedan ser presentados al promotor del estudio para su analisis cientifico, y a las autoridades
competentes para su verificacion, siempre y cuando se asegure que no se podra relacionar mi
identidad con mis datos (datos disociados).

3.- Sean inspeccionados (sin salir del hospital) como datos personales por representantes
autorizados por el Promotor, asi como por autoridades sanitarias nacionales e internacionales; todo
ello con el fin de verificar los datos y la correcta realizacion del estudio.

Fecha (*) Firma del participante

He comentado este estudio de investigacion clinica con el paciente en un lenguaje comprensible e
idéneo. Considero que he informado completamente al participante de la naturaleza del estudio y
de los posibles beneficios y riesgos derivados del mismo, y creo que el participante ha comprendido
esta explicacion. He entregado una copia de la hoja de informacion sobre el estudio y de este
documento fechado y firmado al paciente.

Firma del investigador: Fecha (*):

Dia / Mes / Ao
(*) Cada firmante del consentimiento debe escribir personalmente la fecha de su firma

Este documento se firmara por duplicado quediandose una copia el investigador y otra el
paciente.
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ANEXO 2. DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

Informacion para los participantes en el estudio genético de tuberculosis
Version 1.0
Estimado Sefior/a,

Mediante el presente documento se le invita a participar en un estudio de
investigacion, cuyo promotor es LA UNIDAD DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS Y GRUPO DE INVESTIGACION DE MEDICINA MOLECULAR
DEL IBSAL. Este formulario le informara de las caracteristicas del estudio y los
procedimientos a seguir en el mismo. Por favor, lea atentamente la informacion
contenida en este formulario y no dude en contactar con su doctor para cualquier
pregunta que le pueda surgir. Asimismo, usted puede consultar con otras personas antes

de tomar una decision.

Objetivo del estudio y antecedentes: El objetivo principal del estudio es
investigar la relacion de diversos polimorfismos genéticos y la tuberculosis. En la
mayoria de los casos, existen varios factores predisponentes a esta enfermedad.
Actualmente se considera que podria estar causada por una interaccion entre factores

medioambientales y factores genéticos.

El objeto de este estudio es el de analizar la relacion entre diversos
polimorfismos genéticos y la presencia de tuberculosis. Los estudios sobre
polimorfismos genéticos comparan la presencia de un marcador genético en individuos
que padecen una determinada enfermedad con respecto a la prevalencia de ese
marcador en una poblacion control. El avance en la comprension de los mecanismos
fisiopatologicos del desarrollo de esta enfermedad infecciosa permitird su tratamiento

mas efectivo.

Como al resto de pacientes a incluir en este proyecto, a usted se le ofrece la
oportunidad de participar en este estudio. Por supuesto usted es libre de no entrar en el

mismo, y si lo hace, podrd abandonar el estudio en cualquier momento que desee.

Procedimientos: Este es un estudio que se realizard en su hospital habitual.
Esta previsto que, si usted decide participar en el estudio, lo haga durante la completa
duracion de este, aunque usted es libre de abandonar el estudio en cualquier momento,

sin dar ninguna explicacion.
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Si acepta participar, debera firmar una hoja denominada consentimiento
informado, o en caso de que exista algin impedimento que haga que no pueda firmarlo,

podré otorgar su consentimiento ante algin testigo, que firmara por usted.

Las exploraciones, pruebas, procedimientos y visitas previstas son las
habituales en el proceso asistencial para la patologia en estudio y no se contempla
ningin procedimiento especifico del estudio que no forme parte de su asistencia

rutinaria.

Si usted consiente su participacion en el estudio se extraera en el momento de
la consulta y en una sola ocasion sangre periférica (10 ml) o muestra de mucosa bucal

obtenida mediante hisopo para la determinacion de diversos polimorfismos genéticos.

Una vez finalizado el tratamiento usted realizara contactos de seguimiento con
su médico (telefébnicamente o en consulta), que no exceden los que se harian de forma

convencional.

Beneficios de su participacion en el estudio: Esperamos que el resultado sea
beneficioso para usted, o que ayude a otros. Los beneficios potenciales de su
participacion en este estudio es el mayor conocimiento de la tuberculosis con el fin de
mejorar en su tratamiento. Incluso, si usted no se beneficia personalmente de este
estudio, la informacion obtenida puede ser 1til en el tratamiento de esta enfermedad en

el futuro.

Riesgos: Minimos (hematoma o rubor local rubor), los tnicos derivados si se
procede a la extraccion de 10 ml de sangre periférica mediante venopuncion antecubital

en tubos con anticoagulante EDTA.

Participacion voluntaria: Su participacion en el estudio es completamente
voluntaria. Usted puede negarse a participar o retirarse del estudio en cualquier
momento sin que de ello se derive ninglin perjuicio ni pérdida de los beneficios a los
que usted tiene derecho. Usted puede interrumpir su participacion en el estudio sin que
por ello se vean afectados sus cuidados médicos en curso.

Nuevos descubrimientos: Todos los nuevos descubrimientos que se realicen
durante el curso de esta investigacion, que puedan influenciar razonablemente en su
deseo de continuar en el estudio, le seran comunicados en cuanto sean disponibles. En

este caso, usted debera firmar un nuevo documento de consentimiento informado.
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Confidencialidad: Con el fin de garantizar la fiabilidad de los datos recogidos
en este estudio, serd preciso que representantes del promotor, miembros del equipo
investigador y, eventualmente, la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios o miembros del Comité Etico de Investigaciéon Clinica tengan acceso a su

historia clinica, comprometiéndose a la mas estricta confidencialidad.

Toda la informacién (personal, clinica, y los datos provenientes de la
investigacion con material bioldgico) recogida en su nombre se tratara con arreglo a la
Directiva 95/46/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 24 de octubre de 1995,
relativa a la proteccion de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de datos
personales, y a la Ley Organica 15/1999 de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos
de Caracter Personal y su normativa de desarrollo, el Real Decreto 1720/2007, de 21
de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento que la desarrolla. En caso de cesion
de datos a terceros paises, se garantizara un nivel de proteccion equivalente al de

nuestra legislacion.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos
personales y a su rectificacion, cancelacion y oposicion, que podra ejercer dirigiéndose
al médico que le atiende en este estudio. En caso de que se ejerciten estos derechos, el
médico lo pondra inmediatamente en conocimiento del promotor como responsable del

fichero.

Comités Eticos: El presente protocolo de estudio ha sido revisado por el
Comité Etico de Investigacion Clinica de los hospitales participantes, que han otorgado
una opinion favorable del mismo. En la elaboracion y disefio de este protocolo se han
aplicado los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos,

recogidos en la Declaracion de Helsinki.

Esperamos que después de leer este formulario, Usted estara suficientemente
informado sobre los procedimientos del estudio. Su médico le contestard a cualquier
pregunta o duda relacionada con este proyecto de investigacion
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ANEXO 3. FORMULARIO DE CONSULTA

HOSPITAL
UNIVERSITARIO
B SALANMIANCA

Nombre del Doctor responsable del paciente:

Nombre del Hospital:

Teléfono de contacto:

DATOS PERSONALES Y EPIDEMIOLOGICOS

FECHA INCLUSION ESTUDIO (debe coincidir con la del consentimiento inf.)

NOMBRE

NHC

FECHA NACIMIENTO

SEXO

VIVO/VIVI EN: medio rural/medio urbano/institucionalizado/otro tipo de hacinamiento

ANTECEDENTES MEDICOS

Tuberculosis previa: SI/NO ¢recibié tratamiento completo?

¢Mantoux o quantiferon® previo a este diagndstico positivo? érecibié tratamiento de tb latente con INH
el tiempo adecuado?

Antecedentes de convivientes con tuberculosis

¢Recibia al diagndstico de la tb tratamiento inmunosupresor/inmunomodulador o padecia alguna
enfermedad que produjera inmunodepresién (DM, etc... no contara VIH)?

Comorbilidad: (enfs que aumentan riesgo: enf. Pulmonar (especificar: ___ ) incluyendo silicosis, IRC,
DM, leucemia, linfoma, ca. cerebral, ca. de cuello, ca. pulmén, bajo peso, by pass ilioyeyunal, ADVP). Otros
especificar:

Tratamientos previos: esteroides, tto urolégico, etc. Especificar:

FECHA DEL DIAGNOSTICO

CLINICA AL DIAGNOSTICO

ASINTOMATICO.
SINTOMATICO: Disnea/ Dolor pleuritico/Fiebre/sindrome constitucional (anorexia) /hemoptisis/otros.

o Especificar otros: pat. Nefrouroldgica, neuroldgica, articular, digestiva, especificar otras:

PRUEBAS DIAGNOSTICAS (MANTOUX, RX, MICROBIOLOGICAS, AP)

Mantoux al diagnéstico? SI NO Quantiferon® al diagndstico? SI NO
Cultivos: esputos auramina POS NEG cultivo POS NEG sensibilidad __
Otros: de: auramina POS NEG cultivo POS NEG

sensibilidad
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¢ Pruebas de imagen:
Rx_(apuntar localizacién:apical,etc)
Diagndstico (otras pruebas) de imagen (especificar)
¢ Anatomia patologica? SI NO Diagnostica de th? SI NO
*  VIH/VHC/VHB: pedidos SI NO SI NO SI NO vacunado

LOCALIZACION

¢ PULMONAR

¢  DERRAME PLEURAL
*  GANGLIONAR

¢ VERTEBRAL

DATOS DE LABORATORIO PREVIOS AL TRATAMIENTO:
*  Hemoglobina/leucocitos/plaguetas:
*  Urea/creatinina:
. Hiponatremia:
. Proteinas totales/Alblmina:
. AST/ALT/BI TO/BI I/FA/GGT:
¢  Coagulacién (en nimero): TP/TTPA:
. PCR:
. VSG:
¢ Sistematico de orina:

CUMPLE CRITERIOS DE GRAVEDAD?: Sl NO

EXITUS? SI NO

REINGRESO POR LA MISMA PATOLOGIA? SI (Nimero: ) NO
COMPLICACIONES?: S| NO

hemoptisis/neumotérax/ shock séptico/bronquiectasias/destruccion pulmonar

extensa/malignidad/tromboembolismo/aspergilosis pulmonar crénica.

SE PRESCRIBIO TRATAMIENTO EMPIRICO CON:
meses

meses

DURACION TRATAMIENTO:

éSe aumenté la duracién del tratamiento? SI  NO
-Por persistencia de cultivo positivo al 22 mes tras tto y tuberculosis pulmonar cavitada.
-Por meningitis tuberculosa
-Por respuesta lenta al tratamiento, espondilitis con afectacién neurolégica
-Por silicosis

SUSPENSION DE ALGUN MEDICAMENTO POR:
. Resistencias ¢Qué farmaco?
. Intolerancia  ¢Cual?
* Toxicidad: hepatica hematoldgica otras ¢Cual?
¢ Comorbilidad:
e Otras causas de la suspensién: colestasis/citolisis/intolerancia gastrica/otras (especificar):

RECIBIO VITAMINA B PARA EVITAR LA NEUROPATIA SI ESTABA CON ISONIAZIDA? S| NO
ALALTA:

Lesién residual radiolégica: SI NO
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ANEXOS

ANEXO 4. TABLA DE DATOS CLINICOS Y MOLECULARES DE LOS
PARTICIPANTES

Tabla 20. Datos clinicos y resultados de genotipado de pacientes en Grupo TB.

ID del
Paciente Diagndstico ATG2B ATG5 ATG10 ATG16L1

1 TB GG CcC T AA

2 TB CG CG CcT AG

3 TB GG CcC T GG
4 TB CcC CG T AG

5 TB CG 0 T AG

6 TB CG CG CcC AA

7 TB GG CcC T AA

8 TB CG CG CcT AA

9 TB CG CG T AA
10 TB CG CG CcT AG
11 TB CG CcC T AG
12 TB CcC CG CcT AG
13 TB CG CcC T AA
14 TB CcC CcC T AG
15 TB CG CcC T AG
16 TB GG CcC CcT AG
17 TB CG CG CcC AG
18 TB CcC CcC T AG
19 TB GG 0 T AG
20 TB CcC CcC CcT AA
21 TB CcC CG T AG
22 TB CG CG CcT AA
23 TB CcC CcC CcC AA
24 TB CG GG CcT GG
25 TB CcC CG T AG
26 TB CcC CG CcT GG
27 TB CG CG CcT AG
28 TB CcC CG CcT GG
29 TB CG CcC T AA
30 TB GG CG CcT AG
31 TB CG GG CcT AG
32 TB GG CG CcC GG
33 TB CG GG T AG
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34 TB CG CG CcT AG
35 TB CG CG CC AG
36 TB CcC GG CcT AA
37 TB CG CG CC GG
38 TB GG GG T AG
39 TB CG CG CcT GG
40 TB CG CG CcT AG
41 TB CG CC CC AG
42 TB CG CG T AG
43 TB CcC CcC T GG
44 TB GG GG CC AG
45 TB GG CC CC AG
46 TB CG CG CcT AG
47 TB CG CG CcT AA
48 TB GG CG CC GG
49 TB GG CC CcT AG
50 TB CG CC CcT AA
51 TB GG CG CC AA
52 TB CcC GG CcT GG
53 TB CcC CG CcT GG
54 TB GG CG CcT AG
55 TB GG CcC CcT AA
56 TB CG CC CcT AG
57 TB CG GG CC GG
58 TB CG CC CcT AG
59 TB CG CG T AA
60 TB CG CG CcT GG
61 TB GG CC CcT AG
62 TB GG CC CC GG
63 TB CcC CG CcT AG
64 TB CG CG CC AA
65 TB GG CC CC AG
66 TB CG GG T 0
67 TB CG CG CcT AG
68 TB CG CC T AG
69 TB GG CC T GG
70 TB CcC CG CcT AG
71 TB CG CG CC AA
72 TB CG CC CcT AG
73 TB CcC CG CcT GG
74 TB CG CG CcT AG
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75 TB CcC CG T AG
76 TB CcC CG T AG
77 TB CcC CG CcT AG
78 TB CcC CG CcT AG
79 ILTB CG GG CcT AG
80 ILTB CG CG T AG
81 ILTB GG CG T AG
82 ILTB CG CG CcT AG
83 ILTB GG CG CcT AG
84 ILTB GG CG CC GG
85 ILTB GG CG CC AA
86 ILTB GG CG T GG
87 ILTB GG CG CcT GG
88 ILTB CG CcC CC AG
89 ILTB CG CG CcT AA
90 ILTB GG CG CcT AG
91 ILTB CG CG CcT GG
92 ILTB CcC CC CcT AA
93 ILTB CcC CC CcT GG
94 ILTB CG CC CC AG
95 ILTB CG CC CC AG
96 ILTB GG CcC T AG
97 ILTB CG CC T GG
98 ILTB CG CC CC AG
99 ILTB GG CG CcT GG
100 ILTB CG CcC T AG
101 ILTB CG CcC CC AG
102 ILTB CG CcC CcT AG
103 ILTB CG CC CC GG
104 ILTB GG GG CcT GG
105 ILTB GG CG CC AG
106 ILTB CG CC CC AG
107 ILTB CG CG CcT AA
108 ILTB CcC GG T GG
109 ILTB CG CG T AG
110 ILTB GG CG T AG
111 ILTB CG CcC T AG
112 ILTB CG CG CC AG
113 ILTB CG CG CC AG
114 ILTB GG CC T GG
115 ILTB GG CG CcT AG
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116 ILTB GG CG CcT AG
117 ILTB CG CG CcT AG
118 ILTB CG CC T AA
119 ILTB GG CG T AG
120 ILTB GG CC CcT AG
121 ILTB GG CG T AG
122 ILTB GG GG CcT GG
123 ILTB GG GG CcT AG
124 ILTB CG CG CcT AG
125 ILTB CG GG CcT GG
126 ILTB CcC CC CC AG
127 ILTB GG CG CC GG
128 ILTB CG CG CcT AA
129 ILTB CG CG CcT GG
130 ILTB GG CG CcT AG
131 ILTB CG CG CC GG
132 ILTB GG CG CcT GG
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ANEXO 5. RESULTADOS ESTADISTICOS

ANEXOS

Tabla 21. Distribucion del total de los individuos incluidos en el estudio segun el grupo al que

Qertenecen.

Frecuencia

Edad (DE)

p

Grupo Control

Grupo TB
Grupo A-ILTB
Grupo B-TB
Total

230 (63,5%)

132 (36,5%)
54 (14,9%)
78 (21,5%)
362

51,71 £ 12,39

53,9 + 14,09

0,000

Tabla 22. Datos demogrd{zcos de los Grueos B-TB y A-ILTB.

Caracteristicas Grupo B-TB Grupo A-ILTB p OR (IC 95%)

Sexo

F 38,9% 40,7% 0,833 1

M 61,1% 59,3% 1,080 (0,526-2,221)
Edad

<55 afos 48,6% 47,1% 0,865 1

> 55 afos 51,4% 52,9% 1,064 (0,518-2,182)
Residencia

Urbano 70,8% 72,2% 0,864 1

Rural 29,2% 27,8% 0,934 (0,427-2,043)
Comorbilidades

Enfer. Granulomatosas 12,5% 37,0%

EPOC 16,7% 3,7%

Patologias oncolégicas 25,0% 14,8%

Artritis Reumatoide 5,6% 3,7%

Otras 40,2% 40,8%

Enf. Granulomatosas 12,5% 37,0% 0,001 1

No enf. granulomatosas 87,5% 63,0% 0.242 (0,099-0,591)
Granulomas en imagen y

anatomia patologica

No 77,5% 94,4% 0,009 1

Si 22,5% 5,6% 0,202 (0,055-0,735)
Albumina

<4.1 g/dL 69,5% 25,6% 0,000

>4.1 g/dL 30,5% 74,4%

Sodio sérico

<139 mEq/1 50,0% 15,9% 0,000

>139 mEq/I 50,0% 84,1%
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Tabla 23. Descripcion de la duracion y respuesta a tratamiento en pacientes con resultados de

cultivos en el Grueo de B-TB.

Caracteristicas Cultivo + Cultivo -

Duracion de tratamiento

< 6 meses 2,3% 4,3%
6 meses 75% 69,6%
> 6 meses 22.,7% 26,1%

Respuesta a tratamiento

Satisfactorio (Curado/Completo) 79,6% 78,6%
Insatisfactorio (Fracaso/muerte) 6,8% -
No Evaluado 13,6% 21,4%

Tabla 24. Datos demogrdzlcos en pacientes del Grueo 1B.

Grupo TB

Sexo Comorbilidades
Masculino 60,3% Enf. granulomatosas 23,0%
Femenino 39,7% EPOC 11,1%

Patologias oncologicas 20,6%
Residencia Artritis Reumatoide 4.8%
Urbano 71,4% Otras 40,5%
Rural 28,6%

Granulomas
<55 afos 48,0% No 84,9%
>55 afos 52,0% Si 15,1%
Tratamiento previo Uso concomitante de Vitamina B
Corticoides 54,0% No 28,9%
No corticoides 40,5% Si 71,0%

Convivientes con TB
No 43,7%
Si 56,3%
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Tabla 25. Andlisis de la distribucion de genotipos en el modelo dominante de los polimorfismos de
ATG2B rs3759601, ATG5 rs2245214, ATG10 rs1864183 y ATGI6LI rs2241880 y la presencia de

cavitaciones en pacientes con enfermedad tuberculosa.

Grupo B-TB (n=78)

ATG2B rs3759601
Dominante

ATGS rs2245214
Dominante

ATG10 rs1864183
Dominante

ATGI16L1 rs2241880
Dominante

CcC
CG + GG

CC
CG+GG

CcC
CT+TT

GG
GA+AA

No cavitaciones
19,6%
80,4%

40,7%
59,3%

25,0%
75,0%

20,0%
80,0%

Si Cavitaciones

30,8%
69,2%

23,0%
77,0%

15,4%
84,6%

23,0%
77,0%

p
0,458

0,342

0,717

1,00
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