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I. RESUMEN 
A pesar de los avances en los útlimos años para el control de la tuberculosis (TB), esta 

enfermedad sigue siendo la primera causa de muerte por un agente infeccioso a nivel global.  

La inmunopatogénesis de la TB es muy compleja, para el control de la infección los monocitos 

y macrófagos tienen un rol esencial. Hace menos de una década Beham y cols., describieron 

una nueva subpoblación de monocitos CD3+TCR+, y en el granuloma de pacientes con TB la 

presencia de macrófagos TCR+, aparentemente su presencia depende del TNF. Recientemente 

se reportó, en un modelo de infección sistémica con BCG, que existen células mieloides CD3+ 

que pueden ser TCRαβ+ o TCRαβ- y la presencia de ambas poblaciones celulares dependen 

del receptor 1 del TNF (TNFR1). Al momento, no se han descrito la frecuencia de las 

subpoblaciones de monocitos CD3+ en pacientes con TB pulmonar, en este trabajo el objetivo 

principal fue conocer la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ+ y TCRαβ-, así como la 

presencia de las moléculas de la vía de TNF durante el tratamiento anti-TB. A partir de células 

mononucleadas (CMN) de sangre periférica de 29 sujetos con TB pulmonar se realizó 

inmunotipificación por citometría de flujo (anticuerpos anti-CD3, CD14, TCRαβ, TNF, TNFR1 y 

TNFR2), mediante ELISA se midieron los niveles plasmáticos de las formas solubles de los 

receptores del TNF, citocinas proinflamatorias y quimicionas. A todos los pacientes se les 

realizó una valoración clínica, radiológica y microbiológica al momento del diagnóstico (basal), 

a los 2 meses y a los 6 meses posterior al inicio de tratamiento anti-TB. Los resultados revelaron 

que la frecuencia de monocitos CD3+ se encuentra incrementada basalmente y disminuye a los 

6 meses de tratamiento anti-TB y predomina la subpoblación de monocitos CD3+TCRαβ-. Se 

observó también, que la expresión del tmTNFR2+ en los monocitos se encuentra disminuida al 

inicio y durante el tratamiento. En plasma destacamos que los niveles de sTNFR1 y sTNFR2 

estuvieron incrementados al momento del diagnóstico y disminuyeron a los 2 y 6 meses de 

tratamiento anti-TB.  En conclusión, la frecuencia de monocitos CD3+TCR+/TCR- está 

incrementada en pacientes con TB pulmonar y disminuye posteriormente al inicio del 

tratamiento anti-TB, sugiriendo que estas subpoblaciones tienen un papel en la infección aguda 

por Mycobacterium tuberculosis.  
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II. INTRODUCCIÓN 
Definición. 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mycobacterium 

tuberculosis (M.tb). M.tb pertenece al complejo Mycobacterium tuberculosis (M.bovis, M. 

caprae, M.canettii, M. africanum, M. microti, M. orygis, M. pinnipedii, M. suricattae y M. mungi). 

La TB es una enfermedad transmitida vía aérea, en el 85% de los casos causa daño en el 

pulmón y en un porcentaje menor por afección extrapulmonar. Del 90 a 95% de los sujetos que 

cursan con infección primaria por M.tb eliminan al bacilo o controlan la infección permaneciendo 

en un estado latente, solo del 5 al 10% desarrollarán TB activa, los principales factores de riesgo 

asociados a la reactivación son la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), 

desnutrición y el tratamiento para neutralizar el factor de necrosis tumoral (TNF), otros factores 

de riesgo para TB son diabetes, tabaquismo y alcoholismo (1).  

 
Epidemiología.  
La TB se encuentra entre las 10 primeras causas de muerte a nivel global, según datos de la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2018 se estimaron 10 millones  (9.0 a 11.11 

millones) de casos nuevos de TB y 1.2 millones de muertes por TB en personas negativas a 

VIH, se reportó una incidencia global de 130 casos /100,000 habitantes, dos tercios de todos 

los casos de TB predominan en 8 países: India (27%), China (9%), Indonesia (8%), Filipinas 

(6%), Pakistán (6%), Nigeria (4%), Bangladesh (4%) y Sudáfrica (3%).  Se estima que el 3.4% 

de los casos nuevos de TB y 18% de los casos previamente tratados son resistentes a 

rifampicina (RR-TB) o multifarmacorresistente (MDR-TB por sus siglas en inglés) que son 

simultáneamente resistentes a rifampicina e isoniacida, el porcentaje mayor de estos casos 

predomina en India, China y la Unión Soviética (2). 

 

La región de las Américas  contribuye con el 3% del total de los casos de TB a nivel global. 

México ocupa el tercer lugar en América Latina en el número de casos estimados de TB (28,000 

casos), sólo por debajo de Brasil y Perú (3). La tasa de incidencia global de TB en México 

reportada por la OMS en 2018 es de 23 casos (rango18-29) por 100,000 habitantes (2), sin 

embargo, en algunos estados la incidencia es mayor; para la semana 52 del 2018 en  Baja 

California se reportó una tasa de incidencia de 45.7/100,000, Sonora 33.1/100,000, Tamaulipas 
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30.7/100,000, Guerrero 29.1/100,000  y Sinaloa 27.6/100,000 habitantes. El número de casos 

de TB predomina en hombres y un rango de edad productiva (25 a 44 años) (4).  El número de 

casos de TB reportados por Secretaria de Salud muestra la persistencia de la enfermedad, sin 

alcanzar al momento la disminución de la incidendia propuestas por la OMS  para el 2025  

dentro de la estrategia para el fin de la TB .  

 
Respuesta inmune innata y adaptativa en tuberculosis. 
Los bacilos de M.tb son inhalados en el tracto respiratorio donde infectan a macrófagos 

alveolares y células epiteliales. La micobacteria ingresa al macrófago por fagocitosis, este 

proceso puede ser mediado por diversos receptores de membrana como los receptores Fcγ, 

receptor tipo 3 del complemento (CR3), receptor de manosa (RM), receptores scavenger entre 

otros, y tiene como finalidad degradar al patógeno (5). Sin embargo, la micobacteria utiliza 

diversos mecanismos para evadir la respuesta inmune, por ejemplo; inhibe la fusión del 

fagosoma-lisosoma permitiendo su sobrevida dentro del macrófago de manera indefinida, se ha 

propuesto que la fagocitosis mediada por RM favorece este mecanismo de evasión de la 

respuesta inmune (6,7). 

 

En el parénquima pulmonar, las células reclutadas en el sitio de infección por M.tb inician la 

formación de una estructura celular llamada granuloma, que tiene por objetivo contener y/o 

eliminar al bacilo (8).  El granuloma esta conformado por diversas poblaciones celulares, en su 

centro predominan macrófagos espumosos, células gigantes multinucleadas y macrófagos 

epiteliales o epiteloides (9). Los macrófagos son células diferenciadas de monocitos que migran 

de la circulación sanguínea al parénquima pulmonar expresando el receptor de quimiocina 

CCR2 (10). 

 

Las células linfoides también forman parte del granuloma, principalmente participan linfocitos T 

CD4+ con perfil pro-inflamatorio (Th1), los cuales rodean el granuloma y producen citocinas 

como TNF e IFNγ las cuales ayudan a mantener la estructura del granuloma (9), también hay 

linfocitos B y linfocitos T reguladores que producen IL-10, TGFb e IL-35 y ayudan a regular la 

respuesta pro-inflamatoria (11,12). Los granulomas que se forman en el hospedero son 

heterogéneos entre si con variabilidad en la protección y control de la micobacteria.  La 
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formación de los granulomas es compleja, se han desarrollado diversos modelos in vitro y 

murinos para estudiarlos con el fin de desarrollar terapias dirigidas a mantener la integridad de 

su estructura (13). 

 
Monocitos y Macrófagos. 
Los monocitos son derivados de células progenitoras mieloides producidas en la médula ósea, 

migran a torrente sanguíneo donde constituyen alrededor del 10% de las células sanguíneas 

periféricas. En presencia de las quimiocinas atrayentes de monocitos como MCP-1 (también 

conocido como CCL2) los monocitos migran hacia los tejidos donde se diferencian en 

macrófagos. Se han descrito en general tres supoblaciones de monocitos  basados en la 

expresión de CD14 ( co-receptor de toll-like receptor 4) y CD16 (Fc gamma receptor IIIa): 

monocitos clásicos (CD14++, CD16-) (80-95%), intermedios (CD14+, CD16+) (2-8%), y no 

clásicos (CD14+, CD16++) (2-11%) (14). Los monocitos clásicos tienen mayor capacidad para 

fagocitar, diferenciarse a macrófagos o células dendríticas y son proinflamatorios , secretan 

TNF, expresan mayores niveles del receptor de quimiocina 2 (CCR2) y menos niveles del CX3 

receptor de quimiocina 1 (CX3CR1). En el contexto de las infecciones micobacterianas, los 

monocitos proporcionan información valiosa sobre el estado inmunológico de los pacientes, 

algunos estudios los han propuesto como biomarcadores para la evaluación de moléculas de 

expresión como HMBG1 (High-mobility group protein 1), IL-26, CD163 (scavenger receptor) y 

la combinación de CD64, LTF y RaB33a en monocitos de pacientes con TB (14). 

 

Los macrófagos son células derivadas de monocitos, pertenecen al sistema fagocítico 

mononuclear, son células presentadoras de antígenos y producen diversas citocinas. Los 

macrófagos especializados en los tejidos, originados en su mayoría durante la etapa 

embrionaria se nombran conforme a su localización: macrófagos intestinales en los intestinos, 

macrófagos alveolares en el pulmón, histiocitos en los tejidos conectivos, células de Kupffer en 

el hígado, células mesangiales en el riñón, células microgliares en el cerebro y osteoclastos en 

el hueso. De manera simplificada, los macrófagos se clasifican en dos subpoblaciones de 

acuerdo al microambiente expuesto, los macrófagos activados clásicamente (M1) se diferencian 

por estímulos como lipopolisacáridos (LPS), IFNg y por el factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), producen citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1b, IL-18, 
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IL-12), expresan altos niveles del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (MHC II) y de 

CD68, CD80 y CD86; por el contrario, los macrófagos activados alternativamente (M2), se 

diferencian a partir de estímulos como el factor estimulante de colonias (CSF-1), IL-4, IL-10, 

TGF-b, IL-13, infecciones por helmintos y hongos, los M2 secretan citocinas anti-inflamatorias 

como IL-4 y Arginasa-1 y expresan marcadores de superficie como CD200R, CD163, CD206 e  

IL-4R. En general los macrófagos M1 son parte de la respuesta Th1 se han asociado con 

enfermedades autoinmunes, obesidad y procesos infecciosos (10). Los macrófagos M2 forman 

parte la respuesta Th2, predominan en enfermedades alérgicas, parasitosis y  se han 

identificado durante la angiogénesis y remodelación de tejidos dañados (15).  

 

Aunque la evidencia experimental sobre las subpoblaciones M1 y M2 es abundante, 

recientemente han sido descritas otras subpoblaciones de macrófagos que aún requiere de más 

estudios para conocer integramente sus características. Algunas de estas subpoblaciones son: 

macrófagos asociados a tumores (TAM por sus siglas en inglés) que inducen angiogénesis, 

linfogénesis, remodelación del estroma, supresión inmune y metástasis, tienen un perfil dual de 

M1 y M2 ya que comparten con producción de IL-10 e IFNg. La presencia de los TAM  se ha 

asociado con peor pronóstico en ciertos tumores. Los macrófagos CD169+ predominan en la 

médula y cápsula de ganglios linfáticos y en la zona marginal del bazo, estos macrófagos no 

fagocitan pero son importantes reguladores de la eritropoyesis, se han relacionado a trastornos 

hematológicos y en glomerulonefritis. De manera más reciente fue descrita una nueva población 

de macrófagos que expresan el receptor de células T (TCR) (10).    

 
El complejo TCR/CD3  
El TCR es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, estructuralmente es un 

heterodímero compuesto de dos cadenas  ab o gd, cada cadena tiene dos dominios con un 

enlace disulfuro intracatenario que abarca 60 a 75 aminoácidos, presentan un dominio variable 

y otro constante, tiene una región transmembranal corta de 21 o 22 aminoácidos con carga 

positiva, esta región interacciona con los residuos del complejo CD3 que continen aminoácidos  

con carga negativa. El receptor TCRab  se expresa del 90 a 99% de los linfocitos, mientras que 

el TCRgd sólo del 1 al 10%. La molécula CD3 esta conformado por 2 heterodímeros: cadenas 

ge, cadenas de y un homodímero cadena zz (16). 
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 El complejo TCR/CD3 induce un cambio en la conformación de la cadena CD3e exponiendo 

secuencias ricas en prolina (PRS), la molécula Nck es reclutado a los PRS, posteriomente Lck 

es asociado con Nck y activa el TCR, mediando la fosforilación de los dominios motivo de 

activación del inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM por sus siglas en inglés), presentes en 

los tallos citoplasmáticas del CD3zz, de esta forma se recluta a la proteína ZAP-70 y finalmente 

ocurre una cascada de señalizacion para fosforilar a LAT y SLP-76 para culminar con el proceso 

de activación, proliferación y diferenciación de las células (17).  El TCRab tiene un alto grado 

de especificidad e interactúa con antígenos peptídicos procesados y presentados a través de 

las MHC clase I y II en la superficie de las células presentadoras de antígeno (18,19). 

 

A nivel génico, las cadenas bg del TCR están localizadas en el cromosoma 7 y las  cadena ad 

en el cromosoma 14, la región variable del TCR para el reconocimiento de antígenos se genera 

por un reordenamientos de los segmentos V (variable), D (diversity) y J (joining) similar al 

reordenamiento para la generación de los anticuerpos, la función del TCR se ha descrito 

principalmente para el reconocimiento de antígenos y no para la señalización, por lo que su 

interacción con el CD3 es fundamental para activar las vías de señalización intracelulares (17). 

 

El TNF, y  receptor 1 y 2 del TNF (TNFR1 y TNFR2, respectivamente) 
El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citocina proinflamatoria producida por diferentes 

células del sistema inmune: monocitos, macrófagos, células T y B. Inicialmente es sintetizada 

como una proteína transmembranal (tmTNF) que se expresa en homotrímeros estables. De la  

forma transmembranal se forma la forma soluble (sTNF) una citocina homotrimérica de 51kDa, 

la forma tmTNF es escindida de la membrana celular por la acción proteolítica de la enzima de 

conversión de la metaloproteasa del TNF (TACE) (18).   

 

El TNF ha sido ampliamente descrito como una citocina pro-inflamatoria, sin embargo, esta 

función es atribuida principalmente a la forma sTNF. Ambas formas del TNF pueden 

interaccionar tanto con TNFR1 como con TNFR2 para inducir activación celular, además los 

receptores también pueden encontrarse en forma soluble o de membrana (20). Se ha descrito 

que en la vía de señalización del TNFR1 se recluta el receptor del TNF asociado a factor 2 

(TRAF2) y activa a al factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 
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activadas (NFκB), además también tiene un dominio de muerte asociado al TNFR1 (TRADD) 

que activa caspasa 8 para inducir apoptosis. Por otro lado, se ha descrito que la vía de 

señalización de TNFR2 recluta al complejo TRAF2-cIAP1/2, que es relevante para inducir 

también la activación de NFκB, pero en contraste con TNFR1, TNFR2 no tiene dominio de 

muerte y no solo estimula la translocación de NFκB por el complejo IkB kinasa (IKK) por  la vía 

clásica, sino también usa vías alternativas (20,21). Se ha descrito que la señalización de TNFR2 

puede inducir citotoxicidad y proliferación de células linfoides, evidencia experimental reciente 

ha mostrado que las células supresoras de origen mieloide (MDSC) requieren de la interacción 

del tmTNF (expresado en MDSC) con tmTNFR2 (expresado en linfocitos T CD4+) para llevar a 

cabo su función supresora, sugiriendo que esta interacción regula procesos inflamatorios 

exacerbados (22). 

 

En el contexto de la TB, el TNF tiene un papel esencial en su inmunopatogénesis, estudios 

experimentales han demostrado que el bloqueo del TNF o sus receptores afecta la formación 

del granuloma, en un modelo murino de TB pleural se observó que ratones TNF−/− y TNFR1-

R2−/− no forman granulomas, presentan una inflamación exacerbada y los animales mueren 

como consecuencia de una infección diseminada (23).  Estudios  clínicos y epidemiológicos 

también han reportado que el uso de terapias anti-TNF  (adalimumab, infliximab, y etarnecept) 

incrementa el riesgo de reactivación de TB en enfermedades como artritis reumatoide, 

espondilitis anquilosante, artritis psoriásica y otras enfemedades inflamatorias crónicas (24). 
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III. ANTECEDENTES 
La subpoblación de monocitos CD3+TCRαβ+ fue descrita por primera vez en sangre periférica 

de sujetos sanos en el 2011 por Beham y cols., ellos demostraron que 5% de los monocitos de 

circulación sanguínea son TCRαβ+, también identificaron macrófagos TCRαβ+ que 

predominaban en la zona epiteloide de los granulomas en el parénquima pulmonar de sujetos 

con TB pulmonar activa. Los autores también utilizaron un modelo de infección in vitro con BCG 

y demostraron que el porcentaje de macrófagos TCR+ incrementaba hasta cuatro veces y que 

al inhibir el TNF con un fármaco anti-TNF (infliximab), la población de macrófagos TCR+ 

disminuía significativamente. En este estudio, concluyeron que los macrófagos TCRαβ+ forman 

parte del granuloma en pacientes con tuberculosis pulmonar y que el TNF juega un papel 

primordial para mantener esta subpoblación celular (25). 

 

En años subsecuentes Fuchs T y cols., describieron que macrófagos TCR+ están presentes en 

otras patologías  como en ateroesclerosis y algunos tumores. En placas ateromatosas de las 

carótidas, se identificaron macrófagos espumosos positivos para TCRαβ+ y  en un modelo 

murino de ateroesclerosis también se comprobó la acumulación de éstos en las capas de la 

pared vascular de las carótidas (26). En tejidos de carcinomas (cáncer de esófago, cáncer de 

colon y en metástasis de cáncer colorrectal) se encontraron que más del 40% de la población 

de macrófagos expresaban TCRαβ+ (27).  

 

Recientemente, en el Laboratorio de Inmunología Integrativa del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias (INER), en un modelo murino de infección sistémica con el bacilo 

de Calmette-Guérin (BCG) se observó un incremento de las células mieloides CD3+ y se 

identificó la presencia de dos subpoblaciones mieloides CD3+, una que co-expresa el TCR 

(CD11b+CD3+TCRαβ+) y otra negativa al TCR (CD11b+CD3+TCRαβ-). Además, los datos 

sugieren que el reclutamiento de células mieloides CD3+TCRαβ- depende de la presencia del 

TNFR1 y ambas subpoblaciones fagocitan a la micobacteria secretando citocinas como TNF, 

IL-6 e IL-10 (28).  En otro estudio demostraron que en macrófagos diferenciados a partir de 

monocitos de sujetos sanos, existen también dos subpoblaciones  de macrófagos CD3+: 

CD3+TCRαβ+ y CD3+TCRαβ-, las cuales expresan moléculas como HLA-I, HLA-II y Receptor 

de Manosa, además secretan un perfil pro-inflamatorio diferente inducido por la vía de 
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activación dependiente de CD3 y tmTNF: los macrófagos CD3+TCRαβ+ liberan mayor IL-1b, 

IL-6, MCP-1 e IP-10, mientras que los CD3+TCRαβ- liberan  INFg, TNF y MIP1b . De acuerdo 

a la expresión de las moléculas, se sugiere que estos macrófagos también tengan funciones 

similares a los clásicos como presentadores de antígenos y fagocitosis, además al activarse 

con anti-CD3 y anti-TNF liberan un perfil de citocinas proinflamatorias y quimiocinas, que 

podrían estar  faciltando la migración de células al sitio de la infección.  En este mismo estudio 

utilizando un modelo de TB pleural con infección con BCG se sugiere que el tmTNF, y no la 

forma sTNF, es indispensable para mantener la presencia de células mieloides CD3+ en el sitio 

de la infección (29).  

 

En suma, estos datos sugieren que los monocitos CD3+ son relevantes durante las infecciones 

micobacterianas, y su presencia aparentemente es dependiente de la vía de las moléculas del 

TNF. Al momento, no hay estudios que evalúen la frecuencia de los monocitos 

CD3+TCRαβ+/TCRαβ- que se encuentran en circulación sanguínea en pacientes con TB 

pulmonar,  y no se conoce si esta subpoblación puede relacionarse con la evolución clínica 

durante el tratamiento anti-tuberculosis. 

 
IV. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 

La TB es la principal causa de muerte por un agente infeccioso a nivel global. A pesar de los 

avances en la investigación, el tratamiento disponible es prolongado y han incrementado los 

casos con resistencia a los fármacos. Parte de la limitante para combatir la enfermedad es la 

complejidad de su inmunopatogénesis. La descripción de nuevas subpoblaciones celulares 

como los monocitos CD3+ aporta conocimiento acerca de la respuesta inmune de esta 

enfermedad. 
 

V. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
¿Cuál es la frecuencia de la subpoblación de monocitos CD3+ TCRαβ+/TCRαβ- en pacientes 

con tuberculosis pulmonar durante el tratamiento anti-tuberculosis? 
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VI. JUSTIFICACIÓN 
El incremento de las poblaciones de monocitos durante la infección por tuberculosis, es de gran 

interés por el rol que tienen para diferenciarse en macrófagos en el parénquima pulmonar, los 

cuales son fundamentales para la formación de granuloma y consecuente control de la 

enfermedad.  Al momento, no existen estudios que evalúen el comportamiento de las 

subpoblaciones de monocitos CD3+ TCRαβ+/TCRαβ- durante la evolución clínica.  

 

VII. HIPÓTESIS  
Las subpoblaciones de monocitos CD3+TCRαβ+/TCR αβ- en pacientes con tuberculosis 

pulmonar disminuyen posterior al tratamiento anti-tuberculosis  
 

VIII. OBJETIVO GENERAL 

Cuantificar las subpoblaciones de monocitos CD3+TCRαβ+/TCRαβ- durante el tratamiento anti-

tuberculosis. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
1. Caracterizar fenotípicamente las subpoblaciones celulares de monocitos con anticuerpos de 

membrana dirigidos contra CD14, CD3 y TCRab. 

2. Cuantificar la frecuencia de las moléculas presentadoras de antígeno: CD1a, CD1b, CD1c, 

C1d, que expresan las subpoblaciones de monocitos CD3+TCRαβ+/TCRαβ-. 

3. Cuantificar la presencia de las moléculas de la vía del TNF:  tmTNF y sus receptores 

transmembranales (tmTNFR1 y tmTNFR2) en las subpoblaciones de monocitos CD3+ 

TCRαβ +/TCRαβ-. 

4. Medir en plasma las citocinas proinflamatorias: TNF, IFNγ e IL-1β 

5. Medir en plasma las formas solubles de los receptores del TNF:  sTNFR1 y sTNFR2 

6. Medir en plasma las quimiocinas: MCP-1 e IP-10 
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IX.MATERIAL Y MÉTODOS 

Diseño del estudio 
Estudio tipo cohorte.  

Prospectivo, longitudinal. 

Lugar del estudio 
Laboratorio de Inmunología Integrativa del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

“Ismael Cosío Villegas”. 

Servicio Clínico 2 y Clínica de Tuberculosis del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias “Ismael Cosío Villegas”. 

Descripción de la población  
Población por estudiar: 
Sujetos mayores de 18 años con diagnóstico de TB pulmonar, diagnosticado por muestra 

biológica pulmonar (expectoración, biopsia pulmonar o lavado bronquioloalveolar)  y que 

cuenten con prueba de baciloscopia positiva o con GeneXpert/MTB positivo y con cultivo 

positivo de M. tuberculosis.  

 
CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN  

Criterios de inclusión  
1. Sujetos mayores de 18 años en quien se establece el diagnóstico de tuberculosis 

pulmonar.  

Criterios de exclusión  
1. Enfermedad neoplásica 

2. Infección por Virus de Inmunodeficiencia Humana. 

3. Enfermedades reumatológicas 

4. Insufiencia Renal Crónica 

Criterios de eliminación  
1. Pacientes que presenten reacciones adversas graves a los fármacos anti-tuberculosis. 

2. Pérdida de seguimiento.  

3. Muerte. 
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Número necesario de sujetos de investigación 
Se consideró una muestra a convención de 20 sujetos. 

 

Población de estudio 

El periodo de reclutamiento se realizó del 30 de abril 2018 al 30 de enero de 2019. Se invitó a 

participar al estudio, a sujetos mayores de 18 años con diagnóstico de TB pulmonar que 

acudieron a urgencias y hospitalizados en el INER, sin tratamiento anti-TB al momento del inicio 

del estudio. Posterior a la valoración de los criterios de selección se firmó el consentimiento 

informado, se programó para toma de muestra en el Laboratorio Clínico del INER y se dieron 

citas de seguimiento en la Clínica de Tuberculosis a los 2 y 6 meses de tratamiento posterior al 

inicio del tratamiento anti-tuberculosis. 

Adicionalmente se incluyó un grupo control de 5 donadores sanos, partimos de concentrados 

leucocitarios de personas que acudieron al banco de sangre del INER. 

 
Toma de muestra 
En el Laboratorio Clínico del INER  fue realizada la toma de muestra, se realizó asepsia del 

área a puncionar, con uso de material estéril se tomaron 24 ml de sangre periférica venosa; 16 

ml se recolectaron en 2 tubos BD Vacutainerâ CPT (cell preparation tube with sodium heparin) 

de 8 ml c/u para investigación; 4 ml se recolectaron en tubo con EDTA (medición de biometría 

hemática y hemoglobina glicosilada) y 4 ml en tubos sin anticoagulante (medición glucosa, 

creatinina, urea, BUN, proteínas totales, albúmina, bilirrubinas, transaminasas, 

deshidrogrenasa láctica y fosfatasa alcalina). Los tubos de CPT se trasladaron a temperatura 

ambiente en recipiente hermético al Laboratorio de Inmunología Integrativa del INER, en un 

tiempo no mayor a 30 min para ser procesados. 

 
Obtención de Células Mononucleares (CMNs) 
Las CMNs fueron separadas de la muestra de sangre periférica usando tubos de BD 

Vacutainerâ CPT, se procesaron a temperatura ambiente de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante, se centrifugaron a 1800xg durante 30 min, posteriormente se tomaron 2 ml de 

plasma y se almacenaron en alícuotas a -70ºC. Del tubo CPT se obtuvieron la capa de CMNs 

y se realizó  un lavado añadiendo 10 ml de buffer fosfato salino (PBS) al 1% (PBS: 8.06g NaCl, 
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0.22g KCL, 1.15g Na2HPO4, 0.2g KH2PO4, pH 7.24). La viabilidad celular se midió utilizando 

azul de tripano en el sistema TC20â  (Biorad), las CMNs se almacenaron con suero fetal bovino 

(SFB) más dimetilsulfóxido (DMSO), con una relación del 90% y 10% respectivamente,  a -70º 

C en tanque de nitrógeno líquido.  

 

Inmunofenotipificación por citometría de flujo 
Las frecuencias de las subpoblaciones fueron analizadas por citometría de flujo.  El 

procedimiento consistió en descongelar las CMNs, se lavaron con PBS al 1%  a 500xg por 5 

min y se procedió a la tinción de viabilidad de acuerdo a las instrucciones del fabricante con el 

kit Zombie Redä (PE-TEXAS-RED) BioLegend. Posteriormente se realizó la tinción celular por 

30 min a 4ºC con anticuerpos de superficie conjugados con fluorocromos:  CD3 (APCy7) Clona 

HIT3a, CD14(BV510) Clona M5E2, HLA-DR (FITC) Clona L243, TCRab(BV421) Clona IP26, 

TCRgd(PE)BD Clona B1 , CD1a(PeCy5) Clona HI149, CD1b(FITC)BD Clona M-T101, CD1c 

(PerCP) Clona L161, CD1d (PE)BD CD1d42, tmTNF (APC) Clona MA11, TNFR1/CD120a (PE) 

Clona W15099A y TNFR2/CD120b (PEC y 7) Clona 3G7A02 BioLegend (ver Tabla 1 de Anexo). 

Las células fueron fijadas con formaldehído al 2%, se lavaron con Buffer de Tinción Celularâ 

(BioLegend), finalmente se analizaron en el citómetro de flujo. Al menos 50,000 eventos fueron 

adquiridos por cada muestra. Los datos fueron recolectados con el citómetro FACS ARIA II (BD) 

y se analizaron con el software Flow Jo (Tree Star).  

 
Evaluación de citocinas mediante Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzima (ELISA) 
Los niveles de citocinas fueron medidos en plasma mediante técnica de ELISA. Se utilizaron 

los kits Human IFNg-ELISA Max Deluxe Set (Cat 430104 BioLegend), Human TNF-ELISA Max 

Deluxe  (Cat 430201 Biolegend), Human IL1b-ELISA Max Deluxe Set (Cat. 437004 Biolegend), 

Human MCP-1/CCL2 ELISA Max Deluxe Set (Cat 438804 Biolegend), IP-10 (Cat 439904 

Biolegend), TNFRI (Cat DY225-05 R&D Systems) y TNFRII (Cat DY726 R&D Systems) (ver 

Tabla 2 de Anexo),  en todos los casos se siguieron las instrucciones de acuerdo al fabricante.   
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X. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Las variables cualitativas se expresaron como porcentajes. Las variables continuas se 

expresaron como media ± error estándar (ES) o mediana e intervalo intercuartilar (IQR 25-75). 

Para evaluar la normalidad en los datos, utilizamos el test D´ Agostino-Pearson. Para evaluar 

las diferencias entre más de dos grupos se utilizó ANOVA de 2 vías con corrección de Bonferroni 

en comparaciones múltiples para muestras paramétricas y Kruskall-Wallis con  corrección de 

Dunn para comparaciones múltiples en muestras no paramétricas. Se consideró significativo un 

valor de p<0.05 a dos colas. Los resultados se analizaron con el software GraphPad Prism 

(versión 5.3) 

 

XI. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Este estudio de investigación fue aprobado por el Comité de Ética e Investigación del Instituto 

Nacional de Enfermedades Respiratorias, Ismael Cosío Villegas, en la Ciudad de México, 

México con la clave INER/CEI/B0718.  

 

Los investigadores fueron responsables de asegurar que el estudio se realizara de acuerdo con 

el protocolo, los lineamientos actuales de la Buenas Prácticas Clínicas (GCP) y los requisitos 

de regulación pertinentes. La GCP es un estándar de calidad científica y ética internacional, 

para diseñar, conducir, registrar y reportar estudios que incluyan la participación de sujetos 

humanos. La adherencia a este estándar ofrece el aseguramiento público de que los derechos, 

la seguridad y el bienestar de los sujetos del estudio están protegidos, lo que es congruente con 

los principios que se originaron en la Declaración de Helsinki, y de que los datos del estudio 

clínico son veraces. Cada sujeto dio su consentimiento informado por escrito, de acuerdo con 

los requisitos locales, después de que se le explicó completamente la naturaleza del estudio. 

La recolección y el procesamiento de datos personales de los sujetos enrolados en este estudio 

se limitarón a aquellos datos necesarios para los fines de esta investigación. Se mantuvo en 

todo momento la confidencialidad de los datos de los sujetos incluidos. 

 

Investigación con riesgo mínimo de acuerdo con lo establecido en el Art. 17 del 

REGLAMENTO de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud. 
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XII. RESULTADOS 
a. Características clínicas de los participantes.  
Se reclutaron 39 sujetos con diagnóstico de tuberculosis pulmonar, 10 sujetos fueron 

eliminados: 3 por pérdida de seguimiento, 2 presentaron reacciones adversas al tratamiento 

anti-TB (Síndrome de DRESS, intolerancia a la vía oral), 1 por defunción, 2 abandonaron 

tratamiento anti-TB y en 2 sujetos se aisló cultivo de Mycobacterium bovis. De los 29 sujetos 

incluidos en el estudio, 21 (72%) tuvieron cultivo de M.tb positivo pansensible y 8 (28%) tenian 

resistencia a algún fármaco de primera línea (rifampicina o isoniacida),  en todos los cultivos 

positivos se realizaron pruebas de farmacosensibilidad (PFS) (Figura 1).  

 

En total se analizaron 29 sujetos que presentaron una mediana de edad de 41 (27-47) años, 16 

(55%) mujeres y 13 (45%) hombres. La comorbilidad más frecuente diagnosticada fue diabetes 

mellitus tipo 2 (DM2) en 11 (38%) sujetos, el resto de las características basales de la población 

de estudio se describen en la Tabla 1. Durante el seguimiento de los pacientes se realizó 

baciloscopias y cultivo de micobacterias, al final del tratamiento se pudo catalogar como curado 

al 82%(24) de los sujetos con cultivo negativo para M.tb, en 4 (14%) sujetos no fue posible  

obtener muestra de expectoración al final del tratamiento, sin embargo tuvieron mejoría clínica 

y radiológica durante el seguimiento, por lo que fueron catalogados como término de 

tratamiento, sólo 1 (4%) paciente con TB sensible a los 6 meses presentó cultivo M.tb positivo, 

por lo que se decidió alargar la fase de mantenimiento, a los 9 meses de tratamiento anti-TB, 

finalmente se reportó el cultivo negativo y se catalogó como curado, el resto de las 

características microbiológicas se describen en la Tabla 2. 

 

Cabe señalar que en nuestro estudio de los 4 sujetos que tuvieron baciloscopias positivas al 

segundo mes, 1 sujeto tuvo crecimiento de M.chelonae, en 1 sujeto no creció M.tb y en 2 si se 

reportó cultivo positivo para M.tb, por otra parte en otros 3 sujetos con baciloscopias negativas 

se reportó cultivo positivo M.tb. En total de los 5 sujetos con cultivo positivo de M.tb a los 2 

meses, 2 de estos sujetos tenian TB farmacorresistente, 2 DM2, 4 sujetos tenían lesiones 

cavitarias  y 1 sujeto tenía antecedente de alcoholismo y desnutrición (IMC16 kg/m2 ). 
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Con respecto al tratamiento,  los pacientes con TB pulmonar sensible recibieron el esquema de 

de acuerdo a la NOM-006-SSA2-2013 que consiste en  2 meses fase intensiva: rifampicina (R), 

isoniacida (H), pirazinamida (Z) y etambutol (E) y 4 meses de  fase de mantenimiento con R e 

H, con estrategia de tratamiento acortado estrictamente supervisada (TAES). Los pacientes con 

TB pulmonar farmacorresistente recibieron tratamiento de acuerdo con las recomendaciones 

internacionales de la OMS y dictaminado por el grupo Grupo Asesor Nacional de 

Farmacorresistencia (GANAFAR) de la Secretaría de Salud. En la Tabla 3 del Anexo se describe 

el patrón de resistencia y el tratamiento de los casos TB farmacorresistentes. 

 

 

Figura 1. Diagrama de flujo de los sujetos evaluados en el estudio. 
 

 
 
 
 
 

ELIMINADOS: 10 sujetos
3 No acudieron a citas 
subsecuentes
2 Reacción grave a fármacos 
2 Abandonaron tratamiento 
2 Cultivo de Mycobacterium bovis
1 Muerte

39 sujetos reclutados

29 sujetos en estudio

M.tb sensibe: 21 sujetos
M.tb resistente: 8 sujetos
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Tabla 1. Características clínicas y demográficas basales de la población. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Los datos fueron representados con numero con % (porcentajes), mediana e intervalo 

interquantil (IQR 25-75). Abreviaturas: DM2= diabetes mellitus tipo 2, EHL=exposición a 

humo de leña, IMC= Índice de masa corporal, Hb = hemoglobina, TGO= transaminasa 

glutámico-oxalacética. TGP= transaminasa glutámico-pirúvica DHL= deshidrogenasa 

láctica. 

 
 
 

Variables Total n= 29 Valores de Referencia 

Edad (años) 41 (27-47) 
 

Mujeres/Hombres n(%) 16(55%)/13(45%) 
 

DM2 n(%) 11 (38%) 
 

Alcoholismo n(%) 2 (7%)  

Tabaquismo n(%) 9 (31%)  

EHL n(%) 9 (31%)  

IMC kg/m2 21.4 (18-23) 
 

Leucocitos  10 (8 -13) 4 - 10 x103 cells/mm3 

Neutrófilos 7.9 (6 -10) 2 - 7.5 x103 cells/mm3 

Linfocitos  1.5 (1-1.8) 1 - 4 x103 cells/mm3 

Hemoglobina  12.5 (11-14) 11.5-17 mg/dL 

Glucosa  104 (92-145) 74-106 mg/dL 

Creatinina  0.7 (0.5-0.9) 0.7-1.20 mg/dL 

Hb glicosilada% 6.3 (5.6-9.5) 
 

Albúmina 3.3 (3-4) 3.5 - 4.8 mg/dL 

TGO 18 (13-26) 14-64 UI/L 

TGP 17 (11-25) 15-41 UI/L 

DHL 162 (143-181) 98 -192 U/L 

FA 92 (79-109)  
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Tabla 2. Características microbiológicas de los pacientes en estudio. 

 
 

b. Estrategia de análisis para la caracterización fenotípica de monocitos 
CD14+CD3+TCRαβ+/ TCRαβ- mediante citometría de flujo 
Mediante citometría de flujo se realizó inmunofenotipificación para la cuantificación de las 

subpoblaciones celulares de monocitos, la estrategia de análisis se presenta en la Figura 2. 
Inicialmente se delimita la región de células por FSC (forward scatter) contra SSC (side scatter) 

posteriormente se delimitan las células  individuales (singlets) para evitar incluir células que no 

son doble positivas sino dos células juntas; posteriormente, las células vivas se seleccionaron 

a partir de la región negativa al colorante PE-Texas Red. Finalmente, se seleccionó la región 

de células CD14+, dentro de dicha ventana se evaluó la expresión de CD3 y TCRαβ, delimitando 

N=29 Basal 2 meses 6 meses

Baciloscopia 

Negativa 5 (17%) 20 (68%) 24 (82%)

1+ 4 (14%) 2  (7%) 0

2++ 5( 17%) 1 (4%) 0

3+++ 15( 52%) 1 (4%) 1 (4%)

No se realizó 0 5 (17%) 4(14%)

GeneXpert MTB/RIF                                

MTB (+) RIF (-) 14 (49%)

MTB (+) RIF (+) 6 (20%)

MTB (-) RIF (-) 2 (7%)

No se realizó 7 (24%)

Cultivo de M. tuberculosis

Positivo (+) 29 (100%) 5 (17%) 1 (4%)

Negativo (-) 0 19 (66%) 24 (82%)

No se realizó 0 5 (17%) 4(14%)

Otros microrganismos aislados

C. Immitis
M. Chelonae
M. Fortitum

1 (3.5%)
1 (4%)
1 (4%)

1 (4%)
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con ello las subpoblaciones de monocitos (Figura 2a). Una vez delimitadas las regiones de 

monocitos CD3+TCRαβ+,  CD3+ TCRαβ- y  CD3-, la frecuencia de subpoblaciones de 

monocitos que co-expresan a las moléculas tmTNF, tmTNFR1, tmTNFR2, CD1a, CD1b, CD1c 

y CD1d fueron evaluadas (Figura 2b).  

 

 
Figura 2. Estrategia de análisis para evaluar las subpoblaciones de monocitos CD3+ así 
como la co-expresión de moléculas de la vía del TNF y presentadoras de antígeno de 
origen lipídico. a) Gráficos de zebraplots representativos de un paciente con TB, se seleccionó 

la región de células CD14+, dentro de esta población se delimitaron las subpoblaciones de 

monocitos cuadrantes Q1(CD14+CD3+TCRαβ-),Q2(CD14+CD3+TCRαβ+) y Q4(CD14+CD3-). 

b) Histogramas representativos que  muestran la la expresión de tmTNF, tmTNFR1 y tmTNFR2 

y las moléculas CD1a, CD1b, CD1c, CD1d dentro de cada subpoblación. 
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c. Monocitos CD3+ incrementan en pacientes con TB y disminuye en respuesta al 
tratamiento anti-TB. 
La frecuencia de la subpoblación de monocitos CD3+ está incrementada significativamente en 

los pacientes con TB al momento del diagnóstico comparado con los sanos, sin embargo esta 

frecuencia disminuye a los 6 meses de tratamiento anti-TB (Figura 3b). Por el contrario, la 

frecuencia de monocitos CD3- se encontró disminuida al momento del diagnóstico e incrementó 

de forma significativa a los 6 meses tratamiento anti-TB, efecto esperado ya que los CD3+ 

disminuyen (Figura 3c). 

 

 
 
Figura 3. Incremento de la frecuencia de monocitos CD3+ en pacientes con TB pulmonar. 
a) Gráficos de zebraplots representativos de un paciente con TB, del gate de CD14+ se limitaron 

las poblaciones CD3 y TCRαβ. b) Frecuencia de monocitos CD3+ basal, 2 meses y 6 meses. 

c) Frecuencia de monocitos CD3- basal, 2 meses y 6 meses. Los datos se muestran con 

gráficos box plot con mediana e IQR (5-95).  Sanos=3 TB=20. Análisis estadístico realizado con 

Kruskal-Wallis con comparasiones múltiples de Dunn. *p<0.05 **p<0.01. 
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d. Monocitos CD3+TCRαβ-, pero no CD3+TCRαβ+, disminuyen en pacientes con TB en 
respuesta al tratamiento anti-TB. 
Al comparar dentro de la región de monocitos CD3+ se identificó la co-expresión del TCRαβ, 

nuestros datos muestran que los pacientes con TB al momento del diagnóstico tienen 

incrementada la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ- comparado a los sujetos sanos, 

interesentemente esta frecuencia disminuye en respuesta al tratamiento anti-TB (Figura 4b). La 

subpoblación de monocitos CD3+TCRαβ+ está incrementada en los pacientes con TB al 

momento del diagnóstico, sin embargo, esta subpoblación no disminuye de manera significativa 

en respuesta al tratamiento anti-TB (Figura 4c). 

 

 
Figura 4. Los monocitos CD3+TCRαβ- disminuyeron posterior al tratamiento anti-TB. a) 
Gráficos de zebraplots representativos de un paciente con TB en tiempo basal, 2 y 6 meses, 

dentro el Gate CD14+ se limitaron las poblaciones CD3 y TCRαβ. b) Frecuencia de monocitos 

CD3+TCRαβ+ basal, 2 meses y 6 meses. c) Frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ- basal, 2 

meses y 6 meses. Los datos se muestran con gráficos box plot con mediana e IQR (5-95).  

Sanos=3 TB=20. Análisis estadístico realizado con Kruskal Wallis con comparasiones múltiples 

de Dunn *p<0.05 **p<0.01 **** p<0.0001 . 
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e. Durante la TB, la expresión de tmTNF y tmTNFR2 disminuye en las diferentes 
subpoblaciones de monocitos y no mejora a pesar del tratamiento anti-TB. 
Al momento del diagnóstico, las tres subpoblaciones de monocitos de pacientes con TB 

expresan una frecuencia similar de tmTNF+ que los monocitos de sujetos sanos, sin embargo, 

todas las subpoblaciones de monocitos disminuyen de manera significativa su frecuencia de 

tmTNF+ a los 6 meses de tratamiento anti-TB (Figura 5b). En cuanto a la expresión de los 

TNFRs, solo los monocitos CD3+TCRαβ+ tienen disminuída la expresión de tmTNFR1 

comparado con los sanos y se incrementa a los 6 meses de tratamiento anti-TB (Figura 5c). 

Interesentamente, la expresión de tmTNFR2 esta disminuída en todas las subpoblaciones de 

monocitos de pacientes con TB comparada con los provenientes de sanos, además en 

respuesta al tratamiento esta disminución no se invierte, por el contrario, a los 6 meses de 

tratamiento anti-TB existe una disminución aún más significativa comparada con su basal 

(Figura 5d).    

 

 
Figura 5. La expresión de las moléculas de la vía del TNF están modificadas en las 
subpoblaciones de monocitos. a) Histogramas representativos de un sujeto con TB que  
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muestra la la expresión de tmTNF dentro de cada subpoblación en estudio en tiempo basal, 2 

y 6 meses. b)Frecuencia de monocitos tmTNF+  basal, 2 meses y 6 meses.  c) Frecuencia de 

monocitos tmTNFR1+  basal, 2 meses y 6 meses. d) Frecuencia de monocitos tmTNFR2+ basal, 

2 meses y 6 meses. Los datos se muestran en barras con media + ES (error estándar). Sanos=3  

TB=20. Análisis estadístico realizado con ANOVA-2 vías con corrección de Bonferroni. *p<0.05 

***p<0.001 **** p<0.0001  (el signo # indica p<0.0001 comparada con los sujetos sanos). 

 

 
f. Durante la TB disminuye la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ+ positivos a CD1a y 
CD1c.  
Las moléculas de la familia CD1 son moléculas presentadoras de antígenos de origen lipídico 

y existen 4 isoformas: CD1a, CD1b, CD1c y CD1d,  que pueden ser expresadas en la membrana 

de células presentadoras de antígeno (30). Se ha descrito que durante la infección por M.tb la 

expresión de algunas de estas isoformas se encuentra alterada, incluso se ha sugerido el uso 

de tetrámeros de CD1b para cuantificar células T específicas a lípidos y lograr un diagnóstico 

oportuno de TB (31). Nuestros datos muestran que en los monocitos CD3+TCRαβ+ la 

frecuencia de CD1a y CD1c está disminuída comparada con los sanos (Figura 6a y 6c), sin 

embargo, aunque los monocitos CD3+TCRαβ+CD1a+ incrementan a los 2 y 6 meses de 

tratamiento (estadísticamente significativo del basal), este incremento no llega al nivel del que 

presentan los sujetos sanos (Figura 6a). Mientras que la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ-

CD1c+ incrementa a los 2 meses de tratamiento, vuelve a disminuir a los 6 meses (Figura 6c). 

Por el contrario, la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ-CD1b+ incrementa posterior a 6 

meses del tratamiento anti-TB (Figura 6b). Finalmente,  la expresión de la isoforma CD1d no se 

vio afectada en ninguna de las subpoblaciones de monocitos (Figura 6d).  
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Figura 6. Disminución de la frecuencia de los monocitos CD3+TCRαβ+CD1a+  y 
CD3+TCRαβ+CD1c+.  a) Frecuencia de monocitos CD1a+  basal, 2 meses y 6 meses  b) 
Frecuencia de monocitos CD1b+  basal, 2 meses y 6 meses. c) Frecuencia de monocitos CD1c+ 

basal, 2 meses y 6 meses. d) Frecuencia de monocitos CD1d+ basal, 2 meses y 6 meses. Los 

datos se muestran en barras con media + ES. Sanos=3 TB=20. Análisis estadístico realizado 

con ANOVA -2 vías con corrección de Bonferroni. **** p<0.0001 (el signo # indica p<0.0001 

comparada con los sujetos sanos). 
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g. sTNF, sTNFR1 y sTNFR2 incrementan al momento del diagnóstico y disminuyen 
posterior al tratamiento. 
Debido a que las moléculas de la vía del TNF pueden estar presentes en forma soluble y 

transmembranal y después de haber identificado que en el transcurso de la respuesta al 

tratamiento anti-TB, las subpoblaciones de monocitos presentan alteraciones en la expresión 

de tmTNF, tmTNFR1 y tmTNFR2, evaluamos en plasma la forma soluble de dichas moléculas 

mediante la técnica de ELISA. Observamos que los niveles de sTNF están incrementados al 

momento del diagnóstico en pacientes con TB comparado con los sanos y disminuyen a los 2 

y  6 meses de tratamiento anti-TB (Figura 7a). De una forma similar, los niveles de sTNFR1 y 

sTNFR2 también se encuentran incrementados al momento del diagnósitco comparado con  los 

niveles en sanos y disminuyeron a los 2 y 6 meses del tratamiento anti-TB (Figura 7b y 7c, 

respectivamente). 

 
Figura 7. Disminución de sTNFR1 y sTNFR2 durante el tratamiento anti-TB. a) Niveles de 

sTNF  basal, 2 meses y 6 meses.  b) Niveles de sTNFR1 basal, 2 meses y 6 meses. c) Niveles 

de sTNFR2 basal, 2 meses y 6 meses. Datos presentados con gráfico column scatter plots, 
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mediana e IQR (5-95). Sanos=5 TB=29. Análisis estadístico realizado con Kruskal Wallis con 

comparasiones múltiples de Dunn *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 **** p<0.0001. 

 

h. Los niveles de IL-1β, pero no IFNg, disminuyen durante el tratamiento anti-TB. 
Previamente se ha reportado que durante la TB, la presencia de las citocinas pro-inflamatorias 

IL-1β e IFNg son importantes para el control de la infección. Los monocitos son principales 

productores de IL-1β y  se ha demostrado en modelos murinos de infección por M.tb que la 

deficiencia de IL-1 incrementa la carga bacilar (32). Actualmente la liberación de IFNg  por  los 

linfocitos T es utilizada como biomarcador para TB latente (33), por otra parte recordemos que 

IFNg induce la maduración de monocitos a macrófagos M1 (10) . Nuestros datos muestran que 

al momento del diagnóstico, los pacientes con TB  tienen incrementado los niveles de IFNg 

comparado con los sanos pero dichos niveles no disminuyen aún a los 2 y 6 meses de 

tratamiento anti-TB (Figura 8a).  Por otro lado, aunque al momento del diagnóstico los niveles 

de IL-1β no difieren con el valor en sanos, a  los 2 y 6 meses de tratamiento estos niveles 

disminuyeron significativamente (Figura 8b). 

 
Figura 8. Incremento de IFNy durante la infección por  TB  y disminución de IL-1 β 
posterior al tratamiento anti-TB. a) Niveles de IFNg  basal, 2 meses y 6 meses.  b) Niveles de 

IL-1β basal, 2 meses y 6 meses. Datos presentados con gráfico column scatter plots, mediana 

e IQR (5-95).   Sanos=5 TB=29. Análisis estadístico realizado con Kruskal Wallis con 

comparasiones múltiples de Dunn *p<0.05, ***p<0.001 **** p<0.0001. (#p<0.01 indica la 

diferencia comparada con los sujetos sanos) 
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i. La quimiocina IP-10 disminuye posterior al tratamiento anti-TB.  
Para el proceso de migración de los monocitos del torrente sanguíneo al parénquima pulmonar 

es importante la presencia de quimiocinas como MCP-1 o también llamada CCL2 (quimiocina 

ligando de CCR2) (34), mientras que la quimiocina IP-10 o también llamada CXCL10 (proteina 

inducible de interferon gamma de 10 kDa) es liberada en general por las células presentadoras 

de antígeno y se ha propuesto como un biomarcador para diferenciar TB activa de TB latente 

(35).  Nuestros datos muestran que comparado con los sujetos sanos, al momento del 

diagnóstico los pacientes con TB tienen incrementados los niveles plasmáticos de MCP-1 y 

continua incrementado hasta los 2 meses de tratamiento anti-TB (Figura 9a).  Por otro lado, los 

niveles de IP-10 disminuyeron a los 2 y 6 meses posterior al inicio del tratamiento anti-TB 

comparado con su valor basal, no encontramos diferencia con los niveles de los sanos. (Figura 

9b). 

 
Figura 9. Incremento de MPC-1 al momento del diagnóstico y disminución de IP-10 
posterior al tratamiento anti-TB. a) Niveles de MCP-1  basal, 2 meses y 6 meses.  b) Niveles 

de IP-10 basal, 2 meses y 6 meses. Datos presentados con gráfico column scatter plots, 

mediana e IQR (5-95).   Sanos=5 TB=29. Análisis estadístico realizado con Kruskal Wallis con 

comparasiones múltiples de Dunn *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
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XIII. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 
 
En este estudio investigamos el comportamiento de la población de monocitos CD3+TCRαβ+ 

durante el tratamiento anti-TB, sugiriendo que estos monocitos podrían ser los precursores de 

los macrófagos TCR+ que se describieron por  Beham y cols. en los granulomas de los 

pacientes con TB pulmonar activa (25). La expresión del TCR en células de la inmunidad innata 

no sólo se ha limitado a los monocitos, recientemente neutrófilos TCR+ también se han 

reportado en pacientes con meningitis bacteriana en la fase aguda de la enfermedad (36).  

 

Hasta el momento, la frecuencia de monocitos con el complejo CD3+TCRαβ+/TCRαβ- en 

sangre periférica en pacientes con TB pulmonar y su comportamiento durante el tratamiento 

anti-TB no se había descrito. En este trabajo encontramos que los monocitos CD3+ incrementan 

en los pacientes infectados y disminuyen a los 6 meses de tratamiento anti-TB, sugiriendo que 

esta población podría ser partícipe en el proceso de la infección por M.tb. Al evaluar además 

las subpoblaciones de monocitos CD3+, describimos por primera vez que la subpoblación de 

monocitos que predominan al momento del diagnóstico de TB son los CD3+TCRαβ- y éstos 

disminuyen significativamente posterior al tratamiento anti-TB, por otra parte los monocitos 

CD3+TCRαβ+ se encuentran incrementados al momento del diagnóstico y no observamos 

cambio durante el tratamiento anti-TB, probablemente ambas poblaciones podrían diferir en sus 

funciones.  

 

En cuanto a la presencia de las moléculas de la vía del TNF en los monocitos CD3+ en 

comparación con los monocitos clásicos. Sorpresivamente, observamos que en todas las 

poblaciones de monocitos el tmTNF+ disminuye hasta los 6 meses de tratamiento  y en los 

monocitos CD3+TCRαβ+tmTNF+ disminuye a los 2 y 6 meses de tratamiento con respecto a 

su basal, solamente la frecuencia de monocitos CD3+TCRαβ+tmTNFR1+ se encontró 

disminuida al momento del diagnóstico comparada con los sanos e incrementó a los 6 meses 

de tratamiento anti-TB. Aunado a estos resultados, observamos que la expresión del tmTNFR2+ 

en las diferentes subpoblaciones de monocitos se encuentra disminuida al momento del 

diagnóstico y continua en niveles bajos a pesar del tratamiento anti-TB.  Cabe mencionar que 

la presencia del TNFR1 en las células mieloides es parte de la respuesta inicial contra la 
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infección por M.tb y se requiere para el control de la infección (37), por lo sugerimos que la 

disminución de  las moléculas de la vía del TNF en los monocitos CD3+TCRαβ+ podría 

asociarse con una alteración en la función de estas células. 

 

Nos cuestionamos también acerca de la frecuencia de las moléculas presentadoras de 

antígenos lipídicos en los monocitos CD3+. Se conoce que M.tb induce a través del TLR-2 (toll 

like receptor 2) la expresión de las isofomas del grupo 1 de CD1(CD1a, CD1b y CD1c) en los 

monocitos y su presencia es un marcador para llevar a cabo  el proceso maduración de 

monocitos a célula dendríticas (38). En nuestro estudio llama la atención que sólo se observó 

incremento en las isoformas CD1b en los monocitos CD3+TCRαβ- hasta los 6 meses de 

tratamiento anti-TB. CD1b  tiene la característica particular de presentar lípidos micólicos de la 

pared de la micobacteria (39). Por otro lado, la  frecuencia de  monocitos CD3+TCRαβ+CD1a+ 

y CD3+TCRαβ+CD1c+ se encontró disminuida comparada con los controles sanos.  CD1a 

presenta antígenos lipopéptidos como la molécula DDM (dideoxymicobactina) que promueve el 

crecimiento de  M.tb y CD1c presenta otros lípidos específicos (39). La evaluación de estas 

moléculas es controversial ya que su expresión es baja para la identificación in vivo y otros 

estudios han señalado que M.tb podría bloquear la expresión de las moléculas CD1, como un 

mecanismo de evasión de la respuesta inmune (40). 

  

Debido a los resultados encontrados en la expresión de las moléculas de la vía del TNF en las 

diferentes poblaciones de monocitos, evaluamos la forma soluble  en plasma.  Como se ha 

mencionado anteriormente, la presencia del TNF en las células mieloides es necesaria para el 

control de la infección aguda por M.tb (41) y las formas solubles de sus receptores sTNFR1 y 

sTNFR2 son también marcadores de la inmunidad innata y adaptativa. Previamente se ha 

reportado que los niveles de  sTNFR1  y sTNFR2 disminuyen de manera significativa después 

de la fase intensiva de tratamiento anti-TB y el valor basal de sTNFR1 junto con PCR (proteína 

C reactiva) se han propuesto como biomarcadores predictores para evaluar la respuesta al 

tratamiento anti-TB (42). En otros estudios, se ha reportado que la expresión de tmTNFR1 está 

incrementada en linfocitos y monocitos de pacientes con TB pulmonar y los niveles de sTNFR1 

son mayores en los  pacientes  que tienen cultivo positivo para M.tb, asociado con enfermedad 

severa (43).  En nuestros pacientes encontramos que los niveles de sTNF están incrementados 
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antes del tratamiento anti-TB y disminuyen posterior a los fármacos anti-TB, en cuanto a los 

niveles de sTNFR1 y sTNFR2, ambos incrementaron basalmente y disminuyeron a los 2 y 6 

meses de tratamiento anti-TB. Nuestros resultados concuerdan  en parte, con el  incremento de 

los niveles de sTNFR1 reportado previamente en pacientes con M.tb, no obstante, no hay 

estudios diseñados para evaluar la sensibilidad y especificidad de este posible biomarcador 

para el seguimiento de los pacientes. 

 

Finalmente, la medición de las citocinas y quimiocinas durante la infección por M.tb, fue de gran 

relevancia en nuestro estudio, debido a que nos sugiere el microambiente en el que se 

encuentran los monocitos CD3+ en sangre periférica. IL-1b e IFNg  además son importantes 

citocinas que controlan el descenlace de la infección por M.tb y también se han propuesto como 

alternativas para terapias dirigidas al hospedero (32). En los sujetos evaluados  observamos 

que los niveles de IFNg incrementaron al momento del diagnóstico comparado con los sanos,  

sin embargo, no fue signficativa la disminución durante el seguimiento, observamos que algunos 

sujetos elevaron a los 6 meses de tratamiento. Los niveles de IFN g  incrementan en respuesta 

a antígenos de TB,  la disminución de las concentraciones de IFN g podría ser una señal de 

respuesta al tratamiento, sin embargo, se han reportado que existe variabilidad individual en la 

respuesta, si bien la mayoría disminuye en los 2 primeros meses, continua siendo detectable 

hasta las 6 meses de tratamiento, en otros estudios no se ha recomendado como un marcador 

de seguimiento en la clínica, sino solo como un marcador de diagnóstico (44,45). Por otra parte, 

los niveles de IL-1b,  si disminuyeron a los 2 y 6 meses  posterior al tratamiento anti-TB. En  

otros estudios  se ha reportado que IL-1 incrementan basalmente y disminuye al tratamiento por 

lo que se ha propuesto como marcador para TB activa y para seguimiento (46). La medición de  

MCP-1 e  IP-10 fue relevante en nuestro estudio, debio a que su producción es inducida por la 

infección en M.tb y su presencia es importante para formación del granuloma (34,47). IP-10 es  

secretada también por monocitos y macrófagos para atraer linfocitos Th1, se ha propuesto como 

biomarcador para diagnóstico de TB pulmonar y pleural activa, tiene una sensibilidad y 

especificidad de 72.4% y 75.9% respectivamente (49). En nuestro estudio IP-10 disminuyó 

significativamente a los 2 y 6 meses de tratamiento, corroborando una respuesta óptima al 

tratamiento en nuestros pacientes. Los niveles de MCP-1 incrementaron significativamente al 

momento del diagnóstico. La presencia de MCP-1 también se ha asociado con la presencia de 
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monocitos TCR+ (25).  En la clínica MCP-1 tiene alta sensibilidad y especificidad (90.3% y 97% 

respectivamente) como marcardor para el diagnóstico de TB pulmonar y pleural activa (49), 

pero se ha cuestionado como biomarcador de seguimiento, debido  a que los niveles de MCP-

1 llegan a incrementar posterior al tratamiento. Otros biomarcadores que se han considerado 

para evaluar la respuesta al tratamiento son las citocinas proinflamatorias IL-1b e IL-6, proteínas 

de fase aguda (SAA1, PTX3, PCT, PCR) y el factor asociado con la reorganización de tejidos 

(MMP-8) (50).  

 

En los sujetos que tuvieron baciloscopias positivas al segundo mes se documentaron factores 

de riesgo relacionados con conversión tardía del cultivo, como lesiones cavitadas, 

farmacorresistencia, diabetes y desnutrición. Es estos sujetos no observamos el incremento de 

un biomarcador en común. Sin embargo, en el sujeto que persistió con cultivo positivo a los 2 y 

6 meses de tratamiento, observamos mayores niveles de IP-10 y sTNFR2  a los 2 meses de 

tratamiento, además los niveles basales de sTNFR1  fueron mayores que el resto de los sujetos 

y continuaron elevados a los 6 meses de tratamiento anti-TB. 

 

En cuanto a las limitantes de este estudio, debemos considerar que en nuestra población 38% 

tenían DM2. Previamente se ha reportado en sujetos con DM, los monocitos tienen disminución 

de la fagocitosis, además la respuesta en las vías de Th1 y Th17 se encuentran alteradas (51), 

ensayos in vitro han reportado alteración en la produción de citocinas como IL-1b y MCP-1 

(52,53). Ante esto, consideramos que sería necesario realizar otro estudio para evaluar la 

funcionalidad de los monocitos en este grupo de pacientes. Cabe señalar que en un análisis 

post hoc comparamos la frecuencia de monocitos CD3+ entre pacientes con y sin DM y no 

encontramos diferencia en los valores basales. Durante el seguimiento de los pacientes con TB 

pulmonar en algunos casos la obtención de la muestra de expectoración estuvo limitada, sin 

embargo, fue posible en todos los casos tener una evaluación clínica y tuvimos medición de 

marcadores de respuesta favorable al tratamiento como IL-1β e IP-10.  
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En conclusión, nuestro trabajo aporta nuevo conocimiento acerca del comportamiento de las 

subpoblaciones de monocitos CD3+ en pacientes con TB pulmonar, sugiriendo una asociación 

relevante en la resolución de la infección por M.tb. 

 
Perspectivas 
Proponemos evaluar estas subpoblaciones de monocitos CD3+TCRαβ+/TCRαβ en un mayor 

número de pacientes con TB sensible y resistente e incluir otros grupos de pacientes con 

comorbilidades como VIH, DM2 o uso de fármacos inmunosupresores, para comparar la 

frecuencia de esta población e identificar alteraciones.  

 

Este trabajo abre una nueva línea para diseñar estrategias experimentales que tengan por 

objetivo evaluar la función de estas subpoblaciones de monocitos tanto provenientes de sujetos 

infectados con M.tb como en modelos murino o in vitro con la finalidad de identificar el posible 

rol que jueguen especçíficamente en elsitio de la infección..    

 

Con respecto a la búsqueda de nuevos biomarcadores para el monitoreo de la enfermedad, 

nuestros datos mostraron que las formas solubles de los receptores del TNF (sTNFR1 y 

sTNFR2) podrían ser consideradas, por lo que se propone diseñar un estudio para evaluar el 

uso de estos marcadores como predictores de respuesta favorable al tratamiento. 
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XIV. ANEXOS 
Tabla 1. Lista de anticuerpos utilizados en el estudio.  
Anticuerpo Fluorocromo Clona Catálogo Marca 
CD3 APC/Cy7 HIT3a 300318 BioLegend 

CD3 FITC SK7 344804 BioLegend 

CD14 Brillian Violet 510 M5E2 301842 BioLegend 

CD14 PerCP Cy5.5 HCD14 325622 BioLegend 

HLADR FITC L243 307604 BioLegend 

CD1a PE/Cy5 HI149 300108 BioLegend 

CD1b FITC M-T101 555969 BD Pharmigen 

CD1c PerCP L161 331512 BioLegend 

CD1d PE CD1d42 550255 BD Pharmigen 

TNFR1/CD120a PE W15099A 369904 BioLegend 

TNFR2/CD120b PE/Cy7 3G7A02 358412 BioLegend 

TNF APC MAb11 502912 BioLegend 

TNF PerCP Cy5.5 MAb11 502926 BioLegend 

TCRab Brillian Violet 421 IP26 306722 BioLegend 

Zombie Red 

Fixable Viability 

Kit 

PE-Texas Red   423110 BioLegend 

 
Tabla 2. Kits de ELISA utilizados en el estudio 
 Citocina/quimocina/Receptor Catálago Lote Marca 
Human IFNy ELISA  430104 B247782 BioLegend 

TNF ELISA Max Deluxe Set 430204 B244798 BioLegend 

IL-1ß  ELISA Max Deluxe Set 437004 B234825 BioLegend 

TNFR1/TNFRSF1A DY225-05 P144734 R&D Systems 

TNFR2/ TNFRSF1B DY726 P160401 R&D Systems 

MCP-1 ELISA Max Deluxe Set 438804 B244167 BioLegend 

IP-10 ELISA Max Deluxe Set 4339904 B245163 BioLegend 
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Todos los pacientes fueron incluidos antes de iniciar tratamiento anti-tuberculosis y se dio seguimiento a los 2 y 6 
meses de tratamiento anti-TB. Abreviaturas: R:rifampicina, H: Isoniacida, Z: pirazinamida, E:etambutol, Am: 
amikacina, Lfx: levofloxacino, Mfx:moxifloxacino, Pto: proteonamida, Cfz: clofazimina, Lzd: linezolid, Cs:cicloserina 
Hh: altas dosis de isoniacida, Flq: fluoroquinolona, Dlm: delamanid. *Esquema de tratamiento modificado. 
 

Tabla 3. Características del patrón de resistencia y tratamiento en  pacientes con TB 
farmacorresistente. 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Caso Resistencia Esquemas de tratamiento Duración Tratamiento finalizado.

1 H Lfx+ RHZE 6 meses Curación
2 H Lfx + RHZE 6 meses Curación
3 R, H Am, Mfx, Pto, Cfz, Lzd, Hh, Z 12 meses Curación
4 R Am, Mfx, Pto, Cfz, Lzd,  Hh, Z 12 meses Curación
5 R Am, Mfx, Pto, Cfz, Lzd,  Hh, Z 12 meses Curación
6 R Am, Mfx, Lzd, Pto, E, Z 24 meses Continua en tratamiento
7 R,H, Flq Am, Lzd, Cfz, Cs, Pto,Z / Dlm* 24 meses Continua en tratamiento
8 R, H, Z, Eto,S Am, Mfx, Lzd, Pto, Cfz, E 24 meses Continua en tratamiento
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