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1. Antecedentes

Se estima que 10,6 millones de personas enfermaron de tuberculosis en 2021, en comparacion
con 10,1 millones en 2020, y 1,6 millones de personas murieron de tuberculosis en 2021 (incluidas
187 000 personas que vivieron con el VIH), en comparacion con 1,5 millones en 2020 (incluidas
214 000 personas que viven con el VIH). Ademas, la tasa de incidencia de tuberculosis aumenté
un 3,6% en 2021 en relacion con 2020, lo que sugiere una inversion de la tendencia de
disminucién de casi el 2% por afio durante las Ultimas dos décadas. La carga de la tuberculosis
farmacorresistente también aumenté un 3 % entre 2020 y 2021, con 450 000 casos incidentes de
tuberculosis resistente a la rifampicina notificados en 2021. Una persona que tiene diabetes tipo
2 tiene 3 veces mas probabilidades de desarrollar tuberculosis que los no diabéticos. (1)

La alta susceptibilidad a las infecciones, incluida la tuberculosis, es una causa importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes con diabetes, y la causa probable del aumento de la
prevalencia y la complicacién de las infecciones en pacientes con DM es la disfunciéon inmune (2

y 3)

El complejo de Ghon es un hallazgo no patognomaénico en radiografia de térax que es significativo
para la tuberculosis pulmonar (PTb). La ubicacién del complejo de Ghon suele ser subpleural y
predominantemente en la parte superior del I6bulo inferior 0 en la parte inferior del I6bulo medio
0 superior. Sin embargo, se puede encontrar en cualquier parte del pulmén. También se debe
tener en cuenta que un solo paciente puede tener multiples complejos de Ghon. El trabajo original
describié los hallazgos de la autopsia de pacientes con tuberculosis pulmonar primaria; se
observé un solo complejo en 72,4%, y dos complejos en 14,7%; en el otro extremo del espectro,
el 3,5% de los pacientes tenian cinco o mas complejos de Ghon. (4)

Los granulomas primarios que surgen de los eventos de infeccidn inicial también son
morfolégicamente distintos de los granulomas postprimarios que se forman a través de la
encapsulacion de la neumonia caseosa de la propagacion broncogénica de Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) en individuos previamente expuestos a la bacteria. (5)

Después de la infeccién primaria, M. tuberculosis puede progresar de una de tres maneras. La
infeccién primaria puede ser erradicada del cuerpo por el sistema inmunolégico. La infeccién
puede persistir en un estado latente y controlado, a veces llamado tuberculosis latente, que puede
durar indefinidamente; o, incluso la infeccion primaria puede pasar por alto la latencia y progresar
para causar enfermedad sintomatica, a veces denominada tuberculosis activa. (6)

Dada la diversidad de tipos de granulomas y la naturaleza de su ensamblaje, existe una
heterogeneidad considerable en la organizacion de granulomas individuales. En el patrén general
en el que las regiones centrales son ricas en macréfagos que algunos han sufrido transicion
epitelioide, y las poblaciones de linfocitos tienden a estar confinadas a la periferia formando una
corona rica en linfocitos rodeando al granuloma. En los bordes se organizan con las células
presentadoras de antigeno en foliculos linfoides terciarios que permiten la presentacion local del
antigeno en el sitio de la infeccion. En granulomas necroticos, las bacterias se encuentran en el
ndcleo necrotico de granulomas, mientras que escasas bacterias viven intracelularmente dentro
de regiones ricas en macréfagos. En granulomas celulares Mtb reside en regiones centrales del
granuloma, con ausencia de necrosis evidenciando que Mtb reside intracelularmente,
predominantemente en poblaciones de macréfagos que comprenden el ndcleo de estos
granulomas (7 y 8)



La formacion organizada de granulomas disminuye reconocimiento de Mtb. Resultando en
reprogramacion de macréfagos e induccion de células epitelioides dentro del granuloma,
limitando la capacidad para reconocer o migrar a las bacterias dentro de las regiones centrales
del granuloma. Los neutréfilos son reclutados preferentemente en las areas del granuloma
deficientes para la transformacion epitelial, lo que sugiere que la epitelizacién limita el
reclutamiento de estas células. (9)

La diabetes tipo 2 aumenta el contagio MTb en las vias respiratorias incluso en ausencia de
cavitaciones, lo que puede estar relacionado con una mayor carga bacteriana pulmonar y/o una
alteracion en el microambiente de las vias respiratorias. En hiperglicemia crénica hay elevacién
de TNFa e IL-1B y carga bacteriana extrapulmonar. Por lo tanto, la gravedad de la enfermedad
puede deberse a la expresion alterada de citoquinas particulares y la posterior respuesta inmune
celular a la infecciéon por MTh. Los altos niveles de IL-17 e IL-8 en la diabetes con Tb pueden
estar relacionados con una mayor infiltracién granulocitica y patologia, y estos subproductos de
la hiperglucemia crénica, combinados con el estrés oxidativo, inducen una respuesta
proinflamatoria que contribuye a una inflamacién mas grave y a la enfermedad de TB con diabetes
tipo 2. La infeccion por M. tuberculosis con un diabético no logra controlar el crecimiento
bacteriano debido al aumento de los niveles de citoquinas antiinflamatorias e IL-4 que inhibe la
expresion de IFNy, lo que resulta en una rapida progresion de la enfermedad antes del inicio de
la inmunidad adaptativa a M. tuberculosis en pacientes diabéticos. (10)

Las moléculas de punto de control inmunitario son receptores inhibitorios expresados en las
células inmunitarias que desencadenan vias de sefializacion inmunosupresora. Estas moléculas
son cruciales para mantener la autotolerancia y para modular la longitud y magnitud de las
respuestas inmunes efectoras en los tejidos periféricos, con el fin de minimizar el dafio tisular
colateral. La sefalizacién a través de estas moléculas puede conducir a las células inmunes
efectoras (especialmente las células T), a un estado conocido como "agotamiento". El
agotamiento de las células T se define por la reduccién de la funcion efectora, la expresion
sostenida de moléculas de punto de control inmunitario (como PD-1), respuestas de recuerdo
deficientes y un estado transcripcional distinto del de las células T efectoras funcionales o de
memoria. Existen numerosos tipos de interacciones activadoras e inhibitorias que ocurren entre
las células presentadoras de antigeno (APC) y las células T, y estas regulan la naturaleza de las
respuestas inmunes. Ahora estd claro que muchos patdgenos y canceres promueven
interacciones inhibitorias entre las células inmunes a través de proteinas de punto de control
inmune para escapar del control inmune. (11)

La expresion de los marcadores asociados al agotamiento por las células T durante la
enfermedad activa es bastante ambigua: a pesar de los éxitos en las terapias contra el cancer
mediante la inhibicién de las moléculas del punto de control inmunitario con anticuerpos anti-PD-
1/PD-L1, las terapias experimentales dirigidas a PD1/PDL1 en modelos de TB in vitro e in vivo
dieron como resultado un control intracelular deficiente de la infeccion de Mtb en lugar de una
mejor resolucién. Lo que sugiere que la PD-1 puede hacer una activacion de células T en lugar
de un marcador de agotamiento durante la TB. Ademas, los informes de reactivacion de LTBI en
pacientes con cancer tratados con anti-PD-1/PD-L1 justifica una nota de advertencia contra esta
terapia en la TB. (12 y 13)

El mecanismo principal de un inhibidor de punto de control inmunitario es eliminar el factor
supresor del tumor en la célula tumoral, lo que la expone al sistema inmunitario del huésped.
Mejorando la actividad de células T, y destruccién de la célula tumoral. Inicia el reconocimiento
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de los receptores de células T a un antigeno en la superficie celular de las células tumorales o
las células huésped. Posterior depende del equilibrio entre sefiales coestimuladoras y
coinhibitorias (puntos de control inmunitario) en las células que interactiian. Cuando las sefales
coestimuladoras abruman a las sefiales coinhibitorias, se produce la activacién de las células T
y viceversa. En la via de muerte programada ligando-1 (PD-L1) / PD-1, cuando PD-1 se involucra
con PD-L1, atenua el receptor de células T y la sefializacién de CD28 a través del reclutamiento
de tirosin fosfatasas, lo que resulta en el agotamiento de las células T. (14)

Se haidentificado que las células dendriticas (DC) que se localizan en las submucosas del tracto
respiratorio interactian directamente con MTB, donde atrapan a los bacilos y los transportan
hacia los nddulos linfaticos (32). Diversos receptores de DC pueden interactuar con
lipoarabinomanano, por ejemplo, DC14 interactia con un complejo trimolecular que se deriva de
LAM con residuos de arabinosa en el extremo terminal (AraLAM), estas moléculas se unirdn a su
vez al analogo de DC14 de nombre proteina de union al LPS. El receptor de manosa (MR)
constitutivo en macréfagos y DC, va a reconocer fructosa y manosa presente en la superficie de
la micobacteria, esta interacciébn mediara la fagocitosis de MTB en ausencia o presencia de
opsoninas (33). Posterior al primer contacto de MTB con CD estas iniciaran el proceso de
maduracién y diferenciacion. Aunque las DC no son el principal blanco de MTB, constituyen un
importante papel puesto que, presentan los antigenos microbianos a los linfocitos T, iniciando asi
una respuesta inmune celular. Se ha logrado identificar que el receptor ICAM-3 (molécula de
adhesion intracelular) asociado a CD (DC-SIGN) interactia con ManLAM de la pared celular de
MTB. DEC205 funciona como un PRR con papel importante en el reconocimiento de MTB. La
respuesta inmune dependiente de CD frente a la infeccién por MTB dependera de la combinacion
de receptores TLR y DC-SIGN que sean activados, primordialmente (15).

Estudios en humanos y ratones han evidenciado que existe un retraso en la reaccion de la
respuesta inmune adaptativa de células T CD4+ frente a MTB, en comparacion a un menor tiempo
de respuesta frente a otros patégenos. Entre 7 y 11 dias posteriores a la exposicion de MTB, se
origina la activacion de las células T CD4+. En ratones la demora se debe a un intervalo de tiempo
entre la infeccion primaria y la migracion de CD infectadas con MTB de los pulmones a los
ganglios linfaticos, donde la micobacteria serd reconocida por células T. Esto conlleva a una
diseminacion de la micobacteria, dandole ventaja (16).

Los linfocitos T CD4+ van a reconocer antigenos presentados por moléculas MHC/HLA de clase
Il, produciendo IFN-Y y provocando una activacion de los MA. Diferentes clases de células T
CD4+ van a participar en inmunidad frente a MTB, la mas estudiada son las células Th1l, para su
mantenimiento y desarrollo requieren de IL-12 y T-bet, secretan IFN-Y, aunque en algunas
ocasiones también puede producir TNF e IL-2. Las células Thl7 en ratones aumentan la
respuesta inmune frente a una vacuna con BCG, y también son importantes ya que participan en
la formacion del granuloma maduro (17).

La citocina IL-17 producida por este tipo de células esta involucrada en la respuesta inflamatoria
frente a patbgenos como MTB. Las células T reguladoras (Tregs) se encuentran en cantidad
elevada en pacientes con TBA, siendo mayor su frecuencia en zonas tisulares en tuberculosis
miliar y pleural. Estas células dependen del factor de crecimiento transformante de citocinas 3 y
de FoxP3. Su papel frente a la infeccién de tuberculosis se evidencia en un estudio en ratones
donde se observé que aquellos ratones que desarrollaban tuberculosis latente contaban con
niveles altos de células Treg en sangre periférica, previo a ser infectadas con la micobacteria; en
comparacion con ratones que desarrollaron tuberculosis activa estos contaban con un bajo nivel
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de células Treg antes de la inoculacion con MTB. También se visualiz6 que la presencia de
moléculas como CD279 y CD152 denotan un agotamiento de Tregs resultando en una reduccion
de la carga bacteriana en pulmones (18).

Las células T de memoria y efectoras se pueden clasificar con el uso de técnicas que detectan
marcadores de superficie, como moléculas de adhesién y receptores de quimiocinas. Los
linfocitos T de memoria se pueden dividir en CD62L+ 0 CD62L-. Las células CCR7+ CD45RA- se
denominan linfocitos T de memoria central (TCM) y se pueden encontrar en tejido linfoide
secundario, aquellas que son CCR7- CD45RA- se les conoce como células de memoria efectora
(TEM) se suelen alojar en tejidos periféricos y finalmente aquellas CCR7- CD45RA+ se les conoce
como células T efectoras (TE). Estudios en macacos y humanos han llevado a la identificacion
de células T con caracteristicas similares a las células madre y las llamaron células madre T de
memoria (TSCM), continuaron investigando a esta poblacion y descubrieron la existencia de otro
tipo de célula T los cuales nombraron linfocitos T naive (TN) que son CCR7+ CD45RA-, cuentan
con sobreexpresion de CD95, expresion superficial de CD62L, y ausencia de marcadores de
activacion celular como CD25, CD44 y CD69. La estimulacién antigénica continua causa una
perdida gradual de la capacidad de memoria y de la produccién de citocinas. En diferentes
estudios se ha evaluado la presencia o ausencia de los subtipos celulares del tipo T en respuesta
a agentes como el VIH, virus de la hepatitis C (VHC) y en MTB, donde se observé que las células
TEM se multiplican ante el estimulo de IL-7 e IL-5, inversamente TCM prolifera y se transforma
en TEM ante la ausencia de estas citocinas (19).

EL IFN-y es una citocina que se detecta con mayor relevancia ante una infeccién de MTB, las
personas con TBA presentan mayores niveles de esta citocina en el liquido de lavado bronco
alveolar (BAL) y va disminuyendo frente a un tratamiento exitoso. La disminucion de IFN-y por
parte de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se asocia a una patologia de
TB mas grave, esto se puede deber a que las PBMCs de personas con TBA tienen una incidencia
mayor a la apoptosis que las personas sanas y esto conllevaria a una menor cantidad de células
capaces de producir IFN-y. Por otro lado, la disminucion del interferon nos puede indicar que las
células T efectoras son las que estan actuando contra MTB. IFN-y actia en la maduracion del
endosoma, induce la produccién de péptidos antimicrobianos y también LGR-47, proteina que
ayuda a la sobrevivencia de los linfocitos T efectores y los protege de la accidon apoptética
inducida por IFN (20 y 21).

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento contra el cancer disefiado para estimular la respuesta
inmunitaria natural del cuerpo para combatir el cancer. Donde los anticuerpos pueden bloquear
las interacciones inmunosupresoras entre las células presentadoras de antigenos o las células
cancerosas con células T, para mejorar las respuestas inmunitarias. El bloqueo por anticuerpos
restablece las funciones de las células T. Los dos mejores ejemplos son el bloqueo de PD-1y
CTLA4, que se expresan en las células T efectoras y median el agotamiento cuando estan en
contacto con sus ligandos, PD-L1 y CD80 / CD86 respectivamente. Si bien el desarrollo de la
inmunoterapia se ha restringido al tratamiento del cancer, existe un gran interés en el papel de
estos anticuerpos para las enfermedades infecciosas. (22)



2. Planteamiento del problema:

Hay evidencia escasa en el comportamiento de la respuesta inmune celular en pacientes con
hiperglicemia continua, ya que este estado mantiene un agotamiento celular de CDA4+,
manifestando una disminucion de la respuesta inmune ante infecciones crénicas. Esto conlleva a
estudiar las alteraciones condicionadas por la diabetes tipo 2 descontrolada, ya que en estos
pacientes la respuesta inmune tiende a responder de manera poco eficiente por disminucion en
poblacidn de linfocitos y con esto se mantiene una cascada de sefializacién deficiente para limitar
el crecimiento de las micobacterias y otros microorganismos.

Ademads, pacientes en estado de tuberculosis latente, al disminuir en este caso por diabetes tipo
2, se reactiva la micobacteria (en general el material biolégico que se encuentre dentro del
granuloma) ya que la cascada que mantenia el granuloma “quiescente”, se altera y permite que
se reproduzca de manera exponencial la micobacteria causando infeccién postprimaria. Esta
respuesta inmune disminuida se favorece en pacientes con inflamacién crénica condicionando
estados de agotamiento celular de los linfocitos T CD4+.



3. Justificacion:

El proyecto se enfoca en medir la carga de expresidn de la molécula de agotamiento y muerte
celular PD1 y su interaccién con el ligando PDL1 y PDL2 en pacientes con diabetes y en un grupo
control sin diabetes. Asi como en familiares directos en contacto al paciente con tuberculosis. Por
lo tanto, se observé el comportamiento de esta molécula en pacientes con y sin diabetes, asi
como la correlacion con la severidad de la tuberculosis y su afectacién multisistémica.



4. Hipétesis:

Comportamiento de la molécula de agotamiento celular PD1 celular de linfocitos T en personas
con diabetes tipo 2 y grupo control sin diabetes, con tuberculosis activa o tuberculosis latente en
hospital de tercer nivel.

Dado el comportamiento de la gravedad de la infeccion por tuberculosis en los pacientes con
algun tipo de inmunocompromiso, se espera encontrar relevancia en la carga de moléculas PD-
1/PDL-1 en pacientes diabéticos y comparativamente disminuida en los pacientes sin diabetes
tipo 2 o alguna enfermedad en relacién con carbohidratos, ya que al conocer los factores que
aumentan esta union de receptor — ligando podemos deducir que ante mas grave sea la infeccion,
mayor riesgo de progresion de enfermedad e incluso de morbimortalidad.

En los pacientes con infecciébn de tuberculosis y que no tengan alguna alteracion con los
carbohidratos, se espera una mejor respuesta para el tratamiento antirtuberculoso, con mayor
tolerancia a cambios intersticiales pulmonares, menores sintomas de gravedad y menor riesgo
de requerir ventilacién mecanica invasiva.

Asi como en los pacientes con tuberculosis latente, se espera encontrar una carga baja de
moléculas PD1/PDL1 o PDL2, para que pueda mantener la capacidad de continuar en modo
latente el granuloma para no poder manifestar una enfermedad activa hasta que la inmunidad se
encuentre comprometida.



5. Objetivos:
a. General:

Relacionar niveles de molécula PD1 de los linfocitos T en pacientes con diabetes tipo 2 e infecciéon
activa de tuberculosis asociada a su gravedad de cuadro clinico.

b. Especificos:

Relacionar niveles de moléculas PD1 de linfocitos T en tuberculosis latente de familiares directos
de pacientes con tuberculosis activa.

Comparar niveles de moléculas PD1 de linfocitos T en pacientes con tuberculosis activa y
tuberculosis latente.

Evidenciar comportamiento de molécula de agotamiento celular de linfocitos T en la poblacion
mexicana con tuberculosis activa y portadores de diabetes tipo 2.
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6. Metodologia:
a. Tipo y diseio del estudio

Prospectivo, comparativo, longitudinal y analitico.
b. Poblacion y tamaio de la muestra

Los individuos que participaran en este estudio se reclutaron de la Clinica de Deteccién Temprana
de Diabetes, en el servicio de Medicina Interna, y en el servicio de Neumologia del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga” de la Secretaria de Salud. El proyecto fue aprobado
por los Comités de Investigacion y de Etica en Investigacion de dicho Hospital (clave de registro
DI1/21/503/05/21). Se incluyeron a individuos que cumplieron con los criterios de seleccion durante
el periodo del estudio.

c. Criterios de inclusion, exclusidn y eliminacion
i. Criterios de inclusion:

Se seleccionaron individuos con criterios de inclusion de cada uno de los grupos de estudio; se
les invito a participar en el estudio plasmando autorizacién al firmar una carta de consentimiento
informado.

Grupo 1 (Individuos con TB activa sin diabetes tipo 2): Se incluyeron individuos entre 20 y 65
afios diagnosticados en su primer episodio de TB pulmonar activa, segun estudios radiolégicos
y microbioldgicos (tincién de Ziehl-Neelsen, cultivo y prueba de GeneXpert MTB/RIF) en el
servicio de Neumologia. Se incluyeron individuos en los cuales la prueba de GeneXpert
MTB/RIF indico que estan infectados con una cepa de M. tuberculosis sensible a
rifampicina, lo que sugiere que el individuo respondera satisfactoriamente al tratamiento
de primera linea.

Grupo 2 (Individuos con diabetes tipo 2 y TB activa): Se incluiran individuos entre 20 y 65 afios
gue presenten diabetes tipo 2 segun los criterios de la ADA indicados arriba, que ademas sean
diagnosticados en su primer episodio de TB pulmonar activa, segun estudios radiol6gicos y
microbioldgicos, en el servicio de Neumologia. Se incluiran individuos en los cuales la prueba de
GeneXpert MTB/RIF indique que estan infectados con una cepa de MTB sensible a rifampicina,
lo que sugiere que el individuo respondera satisfactoriamente al tratamiento con antibiéticos de
primera linea.

ii. Criterios de exclusion:

No se incluyeron en este estudio a personas embarazadas, a individuos que estén en tratamiento
con inmunosupresores 0 que sean portadores del virus de inmunodeficiencia humana (HIV), a
individuos con alergia, con cancer o con alguna patologia autoinmune subyacente, o a individuos
gue hayan tenido una cirugia mayor en los ultimos tres meses.

iii. Criterios de eliminacion:

Se eliminaron de este estudio a los individuos con diagndstico de TB pulmonar activa en
los cuales la prueba de GeneXpert MTB/RIF indique que estan infectados con una cepa de
MTB resistente a rifampicina. También se eliminaron a los individuos cuyas muestras de
sangre no sean Optimas para su procesamiento, y a aquellos individuos que retiren su
consentimiento informado.
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d. Variables a evaluar y forma de medirlas
i. Analisis de la respuesta de linfocitos T

La participacion en este proyecto de investigacion implico la donacién de una muestra de
24 ml de sangre periférica en una sola ocasién. La sangre se obtuvo mediante puncién
percutanea con un sistema Vacutainer estéril y desechable; la cantidad de sangre extraida
no represento ningun riesgo para el individuo. En cada toma de muestra se obtuvieron 2 tubos
con heparina de litio equivalente a 12 ml de sangre periférica, para prueba de QuantiFERON. Se
dio seguimiento a todos los participantes hasta que concluyo el estudio, para determinar si alguien
de los individuos de los grupos 1, 2, 4 y 5 desarrollé TB activa.

Todos los individuos que participaron en el estudio se les realizo prueba de Quantiferén. Esta
prueba contiene cuatro tubos: 1) Control Negativo; 2) Control Positivo; 3)
Tubo con los antigenos de MTB ESAT-6 (esxA, Rv3875) y CFP10 (esxB, Rv3874) (que
activan principalmente linfocitos T CD4); 4) Tubo con ESAT-6, CFP10, y otros antigenos de
MTB que activan principalmente linfocitos T CD8. A cada tubo se le adiciona 1 ml de sangre
anticoagulada con heparina de litio, y se incuba durante 24 h. Se toman alicuotas de 50 ul de la
sangre para analizarlas por citometria de flujo; los linfocitos T CD4 y T CD8 se clasifican en las
siguientes subpoblaciones: naive (TN, CD45RA+ CCR7+), de memoria central (TCM, CD45RA-
CCR7+), de memoria efectora (TEM, CD45RA- CCR7-) y efectoras (TE: CD45RA+ CCR7-). En
cada una de estas subpoblaciones se midio la expresién de CD279 (PD-1), CD152 (CTLA-4),
CD25 (cadena alfa del receptor de interleucina 2), CD62L (L-selectina), CD69 (marcador de
activacion temprana), CD95 (receptor de muerte FAS), CD127 (subunidad alfa del receptor de
interleucina 7) y Ki67 (marcador de proliferacién celular).

ii. Inmunoproliferacion de las diferentes poblaciones de linfocitos T.

Se coloco 50 pyL de sangre periférica en tubos de poliestireno y se adiciono un volumen
previamente titulado de los anticuerpos para la Inmunofenotipificacion (CD3, CD4, CDS8,
CCR7 y CD45RA) y moléculas de interés (PD-1, CTLA-4, CD95, CD25, CD69, CD62L,
CD127 y Ki67), se incubo durante 15 minutos a 4 °C, en obscuridad. Al término de la
incubacion se agregd a cada tubo 1 mL de solucion de lisis de eritrocitos y se realizd0 una
segunda incubacion durante 10 a 15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Posteriormente se centrifugo a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente y se
desechd el sobrenadante. Se realiz6 un lavado agregando 1 mL de PBS 1x, se homogenizo
y centrifugd a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente, decantando el
sobrenadante. Se realiz6 un segundo lavado bajo las mismas condiciones. Finalmente, las
células se resuspendieron en 500 uL de paraformaldehido al 1% y se almacenaron a 4°C,
protegiendo de la luz hasta su adquisiciébn en el citbmetro en un periodo no mayor a 72
horas. Las muestras se adquirieron en el citometro FACSAria Il de la central analitica de la
Unidad de Desarrollo e Investigacion en Bioterapéuticos (UDIBI) de la Escuela Nacional de
Ciencias Bioldgicas. Los datos obtenidos se analizaron mediante el programa FlowJo. Los
anticuerpos empleados se adquirieron en BioLegend y Thermofisher conforme a los
paneles disefiados (Tabla 2). Para la seleccion de los fluorocromos se utilizd el programa
en linea Flow Cytometry Panel Builder de Thermofisher, introduciendo los parametros del
citometro de la UDIBI, los fluorocromos mas brillantes se asignaron a las marcas de interés
gue presentan una menor densidad antigénica. Sin embargo, también se consideré la
existencia de los anticuerpos con el fluorocromo de interés, de manera inversa se asigharon
fluorocromos de media a baja brillantez a moléculas de membrana que tienen una mayor
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densidad antigénica. Se utilizaron controles de isotipo para los marcadores CD62L, CD127
y Ki68 (PE/Cyanine7 Mouse IgG1, k Isotype Ctrl), para las marcas PD-1, CTLA-4 y CD95

Tabla 2. Disefio de los paneles a utilizar.

Fluorocromos Panel 1 Panel 2 Panel 3 Panel 4 Panel 5 Panel 6
1|PE-Dazzle 594 CD3 CD3 CD3 CD3 CD3 CD3
2|PE CD4 CD8 CD4 CD8 CD4 CD8
3|Alexa Fluor 488 CD45RA CD45RA CD45RA CD45RA CD45RA CD45RA
4|APC CCR7 CCR7 CCR7 CCR7 CCR7 CCR7
5|APC-fire 750 PD-1 PD-1 CD25 CD25 CD25 CD25
6|PE-Cy7 CTLA-4 CTLA-4 CD62L, CD1R7, Ki67 |CD62L, CD127, Ki67
7|PerCP-eFluor 710  [CD95 CD95 CD69 CD69 CD69 CD69

se utilizaron controles de fluorescencia menos uno (FMO), tanto para linfocitos T CD4+
como CD8+. Las clonas que se emplearon son las siguientes, CD3 (HIT3a), CD4 (OKT4),
CD8, (SK1), CD45RA (HI100), CCR7 (G043H7), PD-1 (EH12.2H7), CTLA-4 (L3D10), CD95
(DX2), CD25 (M-A251), CD69 (FN50), CD62L (DREG-56), CD127 (A019D5) y Ki67 (Ki-67).

iii. Titulacién de anticuerpos

Se realizd una extraccién de 20 ml de sangre periférica mediante venopuncién con sistema de
vacio BD Vacutainer®. Posteriormente se realizd la extraccion de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) mediante gradiente de densidad usando una relacién 1:2 de ficol y
sangre periférica. Se adiciono 4ml de ficol a un tubo cénico y en seguida se adicionaron 8ml de
sangre periférica deslizandola por las paredes lentamente. Se centrifug6 a 1500 RPM durante 35
minutos. Se extrajo el halo de células mononucleares y se adiciono 7 ml de PBS, posteriormente
se llevo a centrifugar nuevamente a 1500 RPM durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante
y se realiz6 un segundo lavado bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas, se
decantd el sobrenadante y se resuspendi6 el boton celular en 1 ml de medio AIM-V®. Se llevo a
cabo el conteo y viabilidad de mononucleares mediante la tincion de exclusién con azul tripano,
se colocaron 1.5 millones de células por pozo en placa de 24 pozos (Corning™ Costar™) en un
volumen final de 1.5 mL de medio AIM-V. A cada pozo se le adicioné 30 uL de fitohemaglutinina
(PHA al 3%) y se dejo incubando durante un periodo de 48 horas. Finalmente se realizdé una
tincibn de membrana con 4 volumenes distintos del anticuerpo, 0.5, 1, 2 y 3 L, los tubos se
adquirieron en el citometro de la UDIBI y en el citometro BD FACSAriaFusion Il de la Escuela
Superior de Medicina. Para las marcas CD3, CD4, CD8 y CD45RA se realizé la titulacion de
anticuerpos a partir de una tincibn de membrana con una muestra de sangre periférica toral,
siguiendo los pasos del apartado anterior.
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Tabla 3. Titulacién de anticuerpos.

Anticuerpo Volumen titulado
CD3-PE-Dazzle 594 clona HIT3a 0.1 pg/pL
CD8-PE clona 35B 0.2 pg/uL
CD4-PE clona OKT4 0.2 pg/pL
CD45RA-Alexa Fluor 488 clona HI100 0.4 ug/uL
CCR7-APC clona 3D12 0.75 pg/uL
PD-1-APC-Alexa Flior 750 clona EH12.2H7 0.4 pg/uL
CTLA-4-PE-C7 clona 14D3 0.3 pg/pL
FAS-PerCP-eFluor 710 clona DX2 0.3 pg/uL
CD25-APC-Alexa Flaor 750 clona M-A251 0.4 pg/uL
CD69-PerCP-eFluor 710 clona FN50 0.75 pg/uL
CD62L-PE-C7 DREG56 0.3 pg/pL
CD127-PE-C7 clona eBioRDR5 0.3 pg/pL
Ki67-PE-C7 clona SolA15 0.4 ug/uL

Se muestra la concentracién que se eligid para cada uno de los anticuerpos.
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7. Resultados

Este documento es un brazo correspondiente al protocolo previamente descrito. El cual esta
basado en analizar la expresion de mdultiples proteinas y receptores para la supervivencia de las
poblaciones de linfocitos en diferentes panoramas.

Del cual, para la elaboracion de esta tesis nos centraremos en la proteina de muerte celular en
linfocitos T con nombre PD-1, asi como el receptor para el Antigeno 4 de Linfocitos T Citotoxicos
con acronimo CTLA-4.

De lo planeado, de los meses de mayo del 2023 a julio 2023 se obtuvieron muestras previo
consentimiento de 13 personas, de las cuales, se ordenaron en dos grupos, el primer grupo de
10 personas con tuberculosis ya sea pulmonar, pleural o en otros sitios; el segundo grupo de 3
personas con antecedente o recién diagnostico de Diabetes tipo 2, con diagnostico de
tuberculosis pulmonar 2 casos y un caso de tuberculosis pleural.

Cabe destacar que de todos estos pacientes se obtuvo una muestra al encontrarse hospitalizados
en piso de neumologia adultos en durante los primeros dias del diagnéstico y el inicio de la terapia
dirigida con Dotbal®. Se resumen informacién de cada paciente en las siguientes 2 tablas.

Grupo 1 Sitio de Ferritina  Linfocitos Toxicomanias
infeccion ng/mL absolutos
Persona 1 Pulmonar y 2,578 800 Alcoholismo vy
pleural tabaquismo
Persona 2 * Pleural 879 2,300 Alcoholismo vy
tabaquismo
Persona 3 * Pulmonar 1,123 2,280 Ninguna
Persona 4 Pulmonar, 18,454 200 Ninguna
medula Osea y
rifdn
Persona 5 Pleural 577 920 Ninguna
Persona 6 Pulmonar 1,069 660 Alcoholismo e
inhalantes
Persona 7 Pulmonar y 4,341 940 Alcoholismo vy
Osea tabaquismo
Persona 8 Pulmonar 832 660 Ninguna
Persona 9 Pulmonar Tabaquismo
Persona 10 Pulmonar y 9,872 460 Ninguna
Osea

Tabla 1. Tuberculosis ATS 3 sin diabetes tipo 2
* Pacientes con diagnoéstico de prediabetes por hemoglobina glucosilada en 5.8y 6.2%
respectivamente.

De estas 10 personas, 9 se encuentran evolucionando de manera favorable cumpliendo fase
intensiva en su segundo y tercer mes indicado por severidad de cuadro clinico y extension de
infeccién, sin embargo, una de ellas fallecié en Unidad de Cuidados Intensivos por choque séptico
de foco pulmonar sin aislamiento de otros patégenos.
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Grupo 2 Sitio de Ferritina  Linfocitos Toxicomanias
infeccién ng/mL absolutos
Persona 11 ' Pleural 135 1,100 Tabaquismo
Persona 12 ' Pulmonar 1548 610 Alcoholismo
Persona 13 Pulmonar 359 940 Alcoholismo vy
tabaquismo

Tabla 2. Tuberculosis ATS 3 con diabetes tipo 2

Se decidié agrupar de esta manera para poder comparar el efecto de esta enfermedad con
relacion en la respuesta inmunologica hacia la tuberculosis.

Posterior a la toma de muestra, se analizaron por citometria de flujo separando las poblaciones
de linfocitos T en CD4+ y CD8+ y obtuvieron los siguientes resultados:
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Dentro de toda la poblacién de pacientes con infecciones por tuberculosis que se tratan en
nuestro servicio de Neumologia, se obtuvo una muestra de 13 pacientes con tuberculosis con
diferentes grados de enfermedad en diversos drganos, ya que es bien conocido que esta infecciéon
no solo es a nivel pulmonar.
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Desafortunadamente, hasta el momento de la investigacion no se encontrd bibliografia con
valores de referencia para la expresion del marcador de muerte celular (PD1) de linfocitos T, sin
embargo, la investigacion se centro en el porcentaje de expresién de este marcador en ambos
grupos de poblacién de linfocitos T de pacientes con tuberculosis activa y diabetes tipo 2 y
Unicamente pacientes con tuberculosis activa.

Los linfocitos T CD4 y CD8+ se separaron en 4 grupos acorde a la expresion de sus “Cluster de
Differentiation” de la siguiente manera:

TN: Linfocitos T Naive

TCM: linfocitos T de memoria central
TEM: linfocitos T de memoria efectora
4. TE: linfocitos T efectores

WN =

De la poblacién de linfocitos T CD4+ Naive, se encontré una expresion de PD1 de 5% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 7% de PD1 los
pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD8+ Naive, se encontré una expresion de PD1 de 8% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 26% de PD1
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD4+ TCM, se encontré una expresion de PD1 de 16% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 14% de PD1
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD8+ TCM, se encontré una expresion de PD1 de 12% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 18% de PD1
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD4+ TEM, se encontré una expresion de PD1 de 14% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 4% de PD1 los
pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD8+ TEM, se encontrd una expresion de PD1 de 4% en pacientes
con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 16% de PD1 los pacientes
con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD4+ TE, se encontrd una expresion de PD1 de 11% en pacientes
con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 6% de PDL1 los pacientes
con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD8+ TE, se encontrd una expresion de PD1 de 6% en pacientes
con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 8% de PD1 los pacientes
con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD4+ Naive, se encontrdé una expresion de CTLA4 de 12% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 15% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.
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De la poblacion de linfocitos T CD8+ Naive, se encontré una expresion de CTLA4 de 8% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 26% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD4+ TCM, se encontré una expresion de CTLA4 de 11% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 7% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacién de linfocitos T CD8+ TCM, se encontrd una expresion de CTLA4 de 16% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 36% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD4+ TEM, se encontré una expresion de CTLA4 de 8% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 7% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD8+ TEM, se encontré una expresion de CTLA4 de 8% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 39% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD4+ TE, se encontré una expresion de CTLA4 de 13% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 15% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

De la poblacion de linfocitos T CD8+ TE, se encontré una expresion de CTLA4 de 11% en
pacientes con tuberculosis activa sin diabetes tipo 2, mientras que expresaron un 48% de CTLA4
los pacientes con diabetes tipo 2.

18



8. Analisis de resultados

De todo lo descrito en los resultados, lo mas destacable es la gran diferencia de expresidon de CTLA4 en la
poblacién de linfocitos T CD8+ en poblacidn con diabetes tipo 2 en las 4 subpoblaciones de linfocitos T,
con nada despreciable pequefio aumento de PD1 en las poblaciones de linfocitos T CD4+ Naive y de
memoria central, lo que explica la respuesta deficiente de los linfocitos T citotdxicos y cooperadores ante
una inflamacién crénica como lo es la enfermedad por tuberculosis.

Dado el grado de afectacion de la infeccidn, es proporcional con los valores de linfopenia al inicio del
abordaje diagnéstico, se correlaciono con los titulos de expresion de receptores CTLA4 mds elevados lo
que justifica el hallazgo de linfopenia en estos pacientes, sin importar si tienen diabetes o no.

Otro valor de laboratorio que hay que tomar en consideracion es la ferritina sérica, ya que si bien sabemos,
es un marcador de inflamacién, en pacientes con inflamacién crénica se puede permanecer en valores
normales o en valores elevados, depende el grado de afectacion en que se encuentre,
desafortunadamente en esta investigacion la paciente con el valor e ferritina con mayor elevacién tuvo un
desenlace fatal.

Es importante destacar que en la busqueda de valores de corte para la expresion de PD1 y CTLA4 no se
encontré valor de referencia para ninguna poblacién de linfocitos. Por lo que es imprescindible el realizar
mas investigacidn para obtener referencia en la expresion de estos receptores.
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9. Conclusiones

La investigacion que hay para los marcadores de agotamiento celular en linfocitos esté
practicamente encaminada a pacientes con cancer, necesitamos mas estudios prospectivos que
evidencien el comportamiento de estos marcadores de agotamiento en diferentes enfermedades
crénicas como lo es la infeccion por tuberculosis.

Con los resultados de este protocolo podemos concluir que la expresion de CTLA4 en linfocitos
T CD8+ al encontrarse mas elevado, es un marcador de peor pronostico ya que no asegura la
respuesta correcta de las poblaciones de linfocitos T, por lo que el paciente no tendra una
respuesta inmunoldgica adecuada para limitar el crecimiento del bacilo acido alcohol resistente.

Ademas, falta la evidencia de como se encuentra la expresion de estos marcadores en pacientes
con tuberculosis activa que no tienen criterios de hospitalizacion, se puede pensar que estaria
baja la expresion de estos, sin embargo, falta investigacion para confirmar esta teoria.

Ademas, el presentar un aumento en la expresion de los marcadores de agotamiento celular, no
solo es por inflamacién por infeccion de tuberculosis; la misma diabetes tipo 2 aumenta expresion
de PD1y CTLA4, lo que traduce una mayor susceptibilidad para no limitar el crecimiento de la
micobacteria y asi desarrollar la enfermedad y ademas, desarrollar una expresion de gravedad
de la misma.

De los pacientes que tuvieron tuberculosis sin diabetes tipo 2, en su mayoria fueron jovenes, sin
comorbilidades al momento del diagnéstico de la infeccién por tuberculosis, sin embargo, el no
tener una comorbilidad no limita el desarrollo de una expresion de gravedad de la misma
infeccién, ya que de los 10 pacientes sin diabetes, todos cumplieron con criterios de
hospitalizacion. El criterio que se encontré como detonante de gravedad de la infeccion fue la
alteracion en el peso, ya que 3 de estos pacientes tuvieron IMC < 18 kg/m2 y 7 tuvieron IMC >
25 kg/m2, ademas que 6 pacientes tuvieron antecedente de ser fumadores o consumir drogas
inhaladas y los otros 4 no tuvieron este factor.
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