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1. INTRODUCCION

Mycobacterium tuberculosis infecta a millones de personas en todo el mundo y es la
segunda causa de muerte asociada a una enfermedad infecciosa después de la
enfermedad provocada por el Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).! En 2013, se
reportaron 9.0 millones de nuevos casos de tuberculosis en todo el mundo y un total de
1,5 millones de muertes por tuberculosis fueron reportados por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS).* Se recomienda que el tratamiento estandar de la TB debe durar al
menos seis meses y pacientes sin tratamiento adecuado tienen una tasa de mortalidad
notablemente mas alta y pueden necesitar un tratamiento prolongado, que posteriormente
podrian dar lugar a resistencia a los medicamentos.*

Actualmente el tratamiento de la tuberculosis pulmonar sensible a farmacos de primera
linea se basa en 2 fases, una fase intensiva que consta de 60 dosis administradas de
lunes a sabado con los siguientes farmacos: rifampicina, isoniacida, piracinamida y
etambutol con una una fase de sosten posterior que consta de 45 dosis administradas de
manera intermitente los dias lunes — miercoles — viernes con los siguientes farmacos :
rifampicina e isoniacida.? Sin embargo, la tuberculosis continua siendo un gran problema
de salud publica en nuestro pais manifestada por el alta prevalencia e incidencia y la
mortalidad generada por la enfermedad (en 2010 se presentaron mas de 18 mil casos
nuevos y cerca de 2 mil defunciones por esta causa) ?, asi como una considerable
resistencia a los farmacos de primera linea (en 2013 se presentaron 3.5% de casos con
TB multirresistente) esta causada en ocasiones por los casos de abandono, recaida y
fracaso al tratamiento de primera linea.! Por lo que debe considerarse la implementacion
de nuevos agentes terapeuticos que actuen de manera independiente de los efectos
bactericidas y bacteriostaticos de los farmacos de primera linea.

La basqueda de nuevos tratamientos efectivos para la cura de la tuberculosis incluyen la
identificaciéon de actividad o efecto micobactericida de farmacos ya autorizados para su
uso en humanos y que han sido disefiadas para el tratamiento de otras enfermedades, en
este caso podemos citar las estatinas que se prescriben para el control de la
hipercolestorolemia, pero debido a que inducen mecanismos asociados con la autofagia
se ha demostrado que estos farmacos exhiben actividad micobactericida.®> Recientemente
se ha reportado que farmacos como las biguanidas incluyendo la metformina tienen
actividad micobactericida y su posible uso en el tratamiento de la tuberculosis esta en
estudio.* Por otra parte el uso de inmunomodulares ha sido también ampliamente
explorado en el tratamiento de la tuberculosis, resaltando el uso de la vitamina D como
coadyuvante en el tratamiento de la tuberculosis.

La vitamina D se considera un inmunomodulador (sustancia que tiene la capacidad de
aumentar o disminuir la respuesta inmune dependiendo de la enfermedad) en ambos
niveles; Innato y adaptativo en la enfermedad tuberculosa por los mecanisnos que
posteriormente se mencionaran.’



La vitamina D, sobre todo aislada a partir de aceite de higado de bacalao, se ha utilizado
para el tratamiento de la tuberculosis desde 1930.° La vitamina D ejerce diferentes efectos
sobre los mecanismos inmunolégicos aunque el mecanismo exacto que une la vitamina D
en el tratamiento de la tuberculosis sigue siendo poco clara, la vitamina D puede reducir la
duracién del tratamiento de la tuberculosis, contribuyendo a la mejora del sistema
inmunolégico y sus respuestas contra Mycobacterium tuberculosis.’

La forma activa de la vitamina D, el calcitriol (1, 25-dihidroxivitamina D3),°

induce la liberacion de péptido antimicrobiano por parte de los macréfagos, estudios in
vitro demuestran que la activacion del receptor de reconocimiento de patrones, el Toll like
receptor 2 (TLR2) induce la muerte de M. Tuberculosis asociada a la produccién de
catelecidina LL37 y, que este efecto es dependiente de la Vitamina D. Las catelecidinas
son componentes esenciales de la respuesta inmune innata de vertebrados, pues ademas
de sus funciones antimicrobianas, modulan la respuesta inflamatoria y la quimio atraccién
de células inmunes. El gen que codifica para la catelecidina humana es el hCAP18/LL37 y
su expresion se induce en presencia de lipopolisacarido, interleucina 6 y acido retinoico.
La proteina precursora generada por la traduccién del RNA mensajero hCAP18, es
modificada proteoliticamente por una proteasa de serina para formar un péptido de 37
aminoacidos conocido como LL37, con actividad bactericida. Ademas de su efecto
bactericida, se ha observado que la LL37 modula la respuesta inmune en otros niveles
promoviendo la expresion de interleucina 1 y 8. La LL37 no es el Unico péptido
antimicrobiano generado en presencia de M. tuberculosis y cuya sintesis se induce por la
Vitamina D. En monocitos humanos se ha demostrado que la lipoproteina 19 kD, un
componente de la pared de M. tuberculosis, promueve la produccion de Beta defensina 4
(DEFB4), este péptido tiene un efecto bactericida directo sobre M. tuberculosis
demostrado in vitro, el gen que codifica para DEFB4 es regulado a nivel transcripcional
por la Vitamina D.”

Otro mecanismo micobatericida potenciado por la vitamina D es la produccion de
intermediaros de oxigeno, se ha encontrado que la 1,25- Vitamina D3 actla para suprimir
el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis en macréfagos y que este efecto se inhibe
por NG monometil-L-arginina, lo que sugiere que la vitamina D induce la produccion de
NO y puede jugar un papel en la defensa del huésped contra tuberculosis humana.'®"*

La vitamina D induce cambios biol6gicos a través de la unién con su receptor (VDR) y de
esta manera modular las respuestas del huésped. El VDR localizado en el citoplasma de
la célula, es esencialmente, un factor de transcripcion que pertenece a la familia de
receptores nucleares de hormonas esteroideas que regulan la respuesta a ligandos
hidrofébicos, que se difunden libremente al interior de las células. Una vez unido el VDR a
su ligando, el complejo VDR — Vitamina D activa la transcripcién por heterodimerizacion
con los receptores retinoides (RXR) y se transloca al nicleo donde se asocia en sitios
especificos de reconocimiento del DNA llamados elementos de respuesta VDR (VDRES),
gue son secuencias de nucleétidos ubicadas en el promotor de los genes blanco o en las
regiones llamadas potenciadores, induciendo la sintesis de RNA mensajero y la sintesis



de proteinas. El VDR regula una gran cantidad de genes en los seres humanos entre
ellos, estan incluidos los genes de respuesta inmune como la catelicidina LL37.°

Por otro lado, existe un extenso nimero de publicaciones en los que se ha utilizado la
vitamina D como tratamiento coadyuvante en pacientes con tuberculosis pulmonar.

Recientemente Martineau ** y colaboradores evaluaron el efecto coadyuvante de la

vitamina D en la conversion del cultiv bacteriologico del esputo de paciente con
tuberculosis pulmonar, para lo cual, reclutaron 126 pacientes recientemente
diagnosticados con tuberculosis pulmonar y bacilos acido alcohol resistente visibles en la
baciloscopia. De forma aleatoria 62 pacientes recibieron 2.5 mg de vitamina D los dias 0,
14, 28 y 42, ademas del tratamiento anti - tuberculosis. 64 pacientes fueron asignados al
grupo que no recibié Vitamina D. A todos los pacientes incluidos en el estudio se les
realizé la genotificacion de las fenotipos TaqL Y FokL del receptor de vitamina D. Los
resultados demostraron que los pacientes que recibieron Vitamina D tuvieron un tiempo
medio de negativizacion del cultivo de 36 dias, el cual fue significativamente menor al
tiempo de negativizacion del grupo que no recibié Vitamina D (43.5 dias, P=0.14). Los
autores concluyeron que la administracion de 4 dosis de 2.5 mg de Vitamina D increment6
su concentracién en pacientes en la fase intensiva de tratamiento.

Por este estudio se sugiere que la suplementacién puede acortar la duracién del
tratamiento o beneficiar a los pacientes con TB. Recientemente, varios ensayos clinicos
publicados han informado de los efectos de la suplementacion con vitamina D en el
tratamiento de la tuberculosis.”**’ Sin embargo, los resultados han sido inconsistentes.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis pulmonar es una enfermedad infectocontagiosa que se presenta en todo
el mundo, con una incidencia y prevalencia variables. La OMS la considera como la
segunda causa de muerte por agente infeccioso.’

A pesar del descubrimiento en la décadas de los 50s del siglo pasado del primer
tratamiento (estreptomicina) activo frente al bacilo de la tuberculosis, el tratamiento actual
no es eficaz en todos los casos lo que genera recaidas y fracasos al tratamiento. Por otra
parte se ha reportado que pacientes con tuberculosis pulmonar presentan niveles
deficientes de Vitamina D, la cual tiene actividades inmunomoduladoras y es capaz de
inducir mecanismos bactericidas. Por lo que en el presente estudio se evaluaron los
efectos de la administracién de Vitamina D durante la fase intensiva del tratamiento de la
tuberculosis pulmonar sobre la conversion bacteriolégica y la actividad bactericida de
celulas de sangre periferica obtenidas durante el tratamiento farmacologico.

3. JUSTIFICACION

Segun el reporte global de tuberculosis de la OMS del 2014,' se diagnosticaron 9.0
millones de casos nuevos en el afio 2013, de los cuales murieron 1.5 millones de
personas. Aungque México no esta entre los 22 paises con mayor carga de la enfermedad,
cuenta con una incidencia de 16.7 x 100,000 habitantes, la enfermedad sigue causando
muchas muertes estimandose la mortalidad en 1.8 x 100,000 habitantes en el afio 2008.

Estudios observacionales publicados entre 1989 y el 2008, han encontrado una
asociacion entre los niveles bajos de vitamina D y el riesgo de progresion de la
tuberculosis, ?* reportando que los niveles séricos bajos de vitamina D se asocian a un
mayor riesgo de tuberculosis activa, sugiriendo un papel potencial terapéutico de la
suplementacién con vitamina D en pacientes con tuberculosis activa e hipovitaminosis D.
En este sentido la bibliografia reporta un solo ensayo clinico que ha estudiado el efecto de
la suplementacion con vitamina D en este tipo de pacientes, encontrando resultados
variables en poblacion inglesa, pero ninguno se ha realizado en poblaciones hispanas, por
lo qgue no se han considerado factores genéticos y ambientales que pueden afectar los
niveles de vitamina D que no han sido evaluados en nuestra poblacion.



4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢,Cudles son los efectos microbioldgicos e inmunoldgicos en pacientes que reciben

vitamina D como coadyuvante al tratamiento convencional en pacientes con tuberculosis
pulmonar sensibles a farmacos de primera linea?

5. HIPOTESIS
La co — administracién de Vitamina D y de farmacos anti tuberculosis se asocia a:

1. Respuesta al tratamiento medido como la rapida negativizacion de las
baciloscopias y los cultivos en pacientes con tuberculosis pulmonar.

2. El aumento de mecanismo bactericidas de la respuesta inmune contra
Mycobacterium tuberculosis en células de sangre periférica obtenidas durante el
tratamiento farmacolégico.



6. OBJETIVOS

Objetivo General:

Evaluar el efecto de la suplementacion con vitamina D en la evolucion clinica y el tiempo
de negativizacién de las baciloscopias y cultivos en pacientes que reciben tratamiento de
tuberculosis pulmonar con farmacos de primera linea.

Objetivos Especificos:

1. Determinar si hay una correlacién entre los niveles séricos de Vitamina D y la
respuesta al tratamiento farmacolégico de la tuberculosis.

2. Determinar el efecto del tratamiento de vitamina D sobre la actividad bactericida y
la fagocitosis de monocitos de sangre periférica obtenidos de pacientes con
tuberculosis durante el tratamiento farmacolégico y la administracién de vitamina
D.

3. Evaluar el perfil de citocinas producidas por células de sangre periférica de
pacientes con tuberculosis con o sin suplementacion con vitamina D en respuesta
a la estimulacién in vitro con antigenos micobacterianos.



7. MATERIAL Y METODOS

a) Disefio del estudio

Se llevé a cabo un ensayo clinico (controlado, aleatorizado, abierto, estudio de eficacia)
en pacientes que fueron atendidos en la clinica de tuberculosis del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias. Los pacientes fueron reclutados a partir de Noviembre de
2014 a Junio de 2016.

b) Poblacién en estudio

Se incluyeron 8 pacientes con diagnostico reciente de tuberculosis pulmonar
bacteriolégicamente confirmada por baciloscopia en serie de tres y por cultivo positivo
para M. tuberculosis sensible a farmacos de primera linea (rifampicina, isoniacida,
pirazinamida y etambutol), los cuales seran agruparon de la siguiente forma:

1) pacientes que recibieron Vitamina D (VD) (n=4)
2) pacientes que no recibieron vitamina D (SVD) (n=4)

Todos los pacientes recibieron el tratamiento farmacologico de la tuberculosis con
farmacos de primera linea en esquema TAES (60 dosis de rifampicina, isoniacida,
etambutol y pirazinamida en la fase intensiva y 45 dosis de rifampicina e isoniacida en la
fase de sostén), para lo cual fueron referenciados al centro o unidad de salud
correspondiente para su seguimiento farmacolégico de manera diaria o intermitente segun
la fase de tratamiento para la tuberculosis. Para el seguimiento clinico en el INER a cada
paciente se le solicitdé presentarse al INER en las semanas 0, 2, 4, 6 y 8 del la fase
intensiva de tratamiento.

Se incluyeron a 5 hombres y 3 mujeres con un intervalo de edad entre 19 y 62 afios, con
diagnéstico de tuberculosis confirmado por baciloscopias y cultivo positivo, sin evidencia
documentada de haber recibido tratamiento previo para la tuberculosis, con valores de
hemoglobina mayor a 10 g/dL y dispuestos a otorgar su consentimiento por escrito para
participar en el estudio.

Criterios de exclusién

1. Que el voluntario se niegue a firmar la carta de consentimiento informado.

2. Que el voluntario ya no desee donar su muestra sanguinea para el seguimiento
del estudio.

3. Que presente efectos secundarios adversos.

4. Pacientes con diagnéstico de VIH, 0 que no estén dispuestos a consentir la
realizacién de la prueba.

5. Enfermedad inflamatoria intestinal.

6. Hepatitis aguda o crénica.

7. Enfermedad renal crénica.



8. Cardiopatias.

9. Cancer.

10. Antecedentes de alcoholismo o drogadiccién.
11. Enfermedad pulmonar crénica.

12. Procesos infecciosos activos.

13. Enfermedades autoinmunes.

c) Metodologia
Aleatorizacion de voluntarios

Se reclutaron los voluntarios que hayan firmado la carta de consentimiento, se utilizo un
programa estadistico EPIDAT 4.0 para la aleatorizacién de los voluntarios. Se ingreso el
total de voluntarios calculados y el numero de grupos (2) asi el programa asignaba a que
grupo iba cada voluntario y el numero de codificacion correspondiente en cada grupo.

Grupos de tratamiento
Se obtendran dos grupos de trabajo de acuerdo a las siguientes caracteristicas.

A los pacientes incluidos en el grupo 1 (administraciéon de vitamina D) se les
proporcionara una dosis diaria de 2 mg (equivalente a 200 Ul) de vitamina D durante los
dos primeros meses del tratamiento antituberculosis, a los pacientes en grupo 2
(administracion de placebo) se les proporcionara una dosis diaria durante los dos
primeros meses del tratamiento antituberculosis, La evaluacion clinica del paciente se
realizé cada quince dias. La evaluacién inmunolégica y bacteriolégica se evaluard en
mismo tiempo descrito.

Caracteristica Grupo Vit D Grupo Sin Vit D
Dosis 200 Ul NA

mg administrados/ dia 2 NA

Periodicidad Diaria Diaria

Fase del tratamiento en el que se | Fase Intensiva Fase Intensiva
administra

Via de administracion Oral Oral

Tiempo de administracion 2 meses 2 meses
Periodo de seguimiento 2 meses 2 meses

Se contemplo durante el seguimiento clinico del paciente la eventualidad de detectar
efectos adversos a la vitamina D, los cuales serian debidamente atendidos registrados y
reportados al comité dentro de los tiempos inmediatos a su ocurrencia.




Obtencion de muestras bioldgicas

1. Se solicito a los voluntarios de ambos grupos; expectoracion matutina del mismo
dia que acudieron a sus citas programadas (0, 2, 4, 6 y 8 semanas) posterior al
inicio del estudio, dicha muestra fue llevada por el médico residente participante al
servicio de microbiologia clinica para ser procesada y realizara baciloscopia y
cultivo para M. tuberculosis.

2. Se solicito una muestra de sangre en una cantidad aproximada de 30 ml para la
realizaciéon de las determinaciones inmunoldgicas antes de la administracion del
tratamiento. Posteriormente, se obtuvieron muestras de sangre de todos
voluntarios que reciben el tratamiento anti-tuberculosis con o sin suplementacién
con vitamina D a la semana 0, 2, 4, 6, y 8. Estas muestras de sangre se utilizaron
para la realizacién de las evaluaciones inmunoldgicas (determinacion de citocinas
y expresion de genes de la respuesta inmune y determinaciones de niveles de
vitamina D) en los distintos tiempos de evaluacion mencionados anteriormente y
seran procesados en el departamento de investigacion en microbiologia.

3. Determinacion de vitamina D. Se determinaron los niveles de vitamina D en las
muestras de plasma de pacientes con tuberculosis antes y durante el tratamiento
anti-tuberculosis en la fase intensiva en presencia o ausencia de suplementacion
con Vitamina D, en los tiempos previamente mencionados.

4. Obtencion de células mononucleares de sangre periférica. Las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC peripheral blood mononuclear cells)
se obtuvieron por centrifugacion sobre Ficoll-paque (16) y se re suspendieron en
medio de cultivo RPMI complementado con 2% de suero humano.

5. Determinacion de fagocitosis y control del crecimiento intracelular de M.
tuberculosis . Para determinar la fagocitosis y la actividad bactericida de los
monaocitos periféricos de pacientes con tratamiento con y sin Vitamina D, se utilizo
la tincion con Ziehl-Neelsen y cuenta de unidades formadoras de colonias (CFU).
Para estas determinaciones las células fueron infectadas por triplicado para
evaluar fagocitosis y en triplicados en paralelo para la cuentas de CFU. Los
monocitos fueron colocados en placas de 96 pozos a una concentracién de 10°
células por pozo e incubados por 16 horas en medio RPMI al 10% de suero
humano a 37°C y 5% de CO,. El sobrenadante de cultivo fue eliminado y las
células infectadas con M. tuberculosis cepa H37Ra (avirulenta) a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.1 y 1 respectivamente. Después de una hora
de infeccion el sobrenadante se desecho y las bacterias libres fueron eliminadas
por lavados consecutivos con RPMI. Los pozos para evaluar la fagocitosis fueron
tefiidos para su analisis por citometria o bien por la técnica de ZN. Por otro lado
los ensayos destinados para la determinacion de la actividad bactericida, las



células fueron incubadas por periodos de 1 hora, 24 horas, 4 y 7 dias. Después el
sobrenadante se recolectd para determinacién de citocinas y las células fueron
lisadas con una solucion de PBS al 0.1% de SDS. Diluciones seriales de los
lisados se cultivaron por triplicado en medio Middlebrook 7H10 y las CFU se
determinaron a los 21 dias de incubacién a 37° C y 5% de CO,

d) Procesamiento y analisis estadistico
Las variables de los resultados se describieron como medias y error estandar. Las
pruebas de hipétesis se hicieron con prueba T para dos muestras. Se consideraran como

significativas aquellas diferencias con una P < 0.05. El analisis estadistico se realiz6 con
el programa SPSS 14.0.
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8. DEFINCION DE VARIABLES

INDEPENDIENTES

DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL ESCALA DE INDICADOR
CONCEPTUAL MEDICION
Edad Afios transcurridos desde el Numérica Afios cumplidos
w nacimiento a la fecha del estudio discreta
|_
& Genero Sexo del individuo Nominal 0 )Femenino
O dicotémica 1) Masculino
<
o
Peso Cantidad de kilogramos que Numérica Kg
d pesa un individuo discreta
[a)
n Talla Designa la altura de un individuo Numérica M
H discreta
<
r Comorbilidades Padecimientos concomitantes a Nominal Diabetes mellitus
<>E Tuberculosis pulmonar VIH
IMC indice sobre la relacion entre el peso y Numérica Kg/m2
la altura discreta
Glucosa sérica Nivel de glucosa sanguinea Cuantitativa mg/dl
discreta
Hemoglobina Proteina presente en el torrente Cuantitativa mg/dl
sanguineo que permite el transporte discreta
< de oxigeno
3
] Leucocitos Célula sanguinea efectora de la Cuantitativa cel/mm3
e respuesta inmune discreta
ICInJ mg/dl
Creatinina Producto de desecho del Cuantitativa
metabolismo normal de los masculos discreta
. - mg/d
Albumina Proteina que se encuentra en gran Cuantitativa
proporcion en el torrente sanguineo discreta
TGO/TGP Enzimas que cumplen una funcion Cuantitativa u/L
metabélica intracelular discreta
DEPENDIENTES
DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL ESCALA DE INDICADOR
CONCEPTUAL MEDICION
< Prueba utilizada para determinar Numérica P T
8 Baciloscopia bacilos en una muestra determinada discreta
)
o
5 Cultivo Método para la multiplicacién de Nominal Positivo +
s microorganismos dicotémica Negativo —
< Vitamina hidrosoluble esencial para Cuantitativa
9 Vitamina D mantener el equilibrio mineral del discreta ng/dl
pr cuerpo
o
x
]
0
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9. IMPLICACIONES ETICAS

Se realizo un ensayo clinico en pacientes atendidos en la clinica de tuberculosis del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. El proyecto fue registrado y autorizado
por el comité de etica del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER);
Ismael Cosio Villegas el 31 de Enero de 2014. A todos los pacientes se les informo de
manera amplia y precisa a cerca del estudio (beneficios personales, investigacion medica
y posibles efectos adversos) y posteriormente si estuvieron de acuerdo se es incluyo si
estuvieron dispuestos a otorgar su consentimiento por escrito para participar en el estudio.
Al grupo de intervencién se le administro una dosis diaria de 2 mg (200 Ul) durante la fase
intensiva del tratamiento antituberculosis, al grupo restante se administré placebo (con
respecto a la Vitamina D) durante la fase intensiva del tratamiento antituberculosis.

No se reportaron efectos adversos (relacionados con la administracion del farmaco,
placebo y en las intervenciones para obtencion de muestras sanguineas). El estudio
permitio conocer la relaciéon de los niveles de vitamina D y la enfermedad, esto nos
permite avalar junto con estudios anteriores que se han realizado, el potencial benefico
del uso de Vitamina D como tratamiento coadyuvante al tratamiento convencional en
pacientes con Tuberculosis pulmonar e hipovitaminosis D.
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10. RESULTADOS

Caracteristicas basales de los participantes

En total se incluyeron 8 pacientes en el estudio, divididos en 2 grupos (tabla 1); 4 al grupo
que recibié vitamina D y 4 al grupo que recibidé placebo (SVD) junto con el tratamiento
convencional para la tuberculosis. Participaron 5 hombres (3 en el grupo de Vitamina D y
2 al grupo de placebo) y 3 mujeres (1 en el grupo de Vitamina D y 2 al grupo de placebo).
Los resultados fueron expresados en medias; La edad fue similar entre los grupos siendo
un poco mayor la del grupo de vitamina D (41.2 afios), medidas antropométricas peso y
altura mayores en el grupo de placebo (66.5 kg y 1.64 m respectivamente) y los pacientes
con vitamina D con tendencia al sobrepeso (26.9 Kg/m?. En parametros de laboratorio
muy similares los grupos excepto en la glucemia que fue mayor en el grupo que recibio
vitamina D (explicado por que 2 pacientes presentaban DM a diferencia del grupo placebo
con 1 solo paciente con DM). Y ninguno de los pacientes fue positiva para la prueba VIH
y/o presentaba otras formas de inmunodepresion.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de laboratorio en pacientes que recibieron vitamina D y
pacientes que no recibieron vitamina D.

Varigbe v  svD  valorp
e 4 :
‘Genero (M/F) 311 22 -
'Edad (Aflos) | 41.2 (28 -58) 37 (19-62) 0.724
[Peso(Kg) | 60.7(45-82) 66.5 (51 — 78) 0.122
‘Altura(m) | 1.60(1.43-1.79) 1.64(1.52-1.77) 0.523
JIMC (Kg/m?) | 26.9(19.2-32.5) 23.7 (22 -30.8) 0.427
_ 146.5 (99 — 222)  127.5 (94 — 183) 0.642
[Hb(g/idl) | 13.4(124-15.4) 13.8(12.9-14.4) 0.623
_ 8.3 (5.5 —12-2) 7.1(55-9) 0.491
_ 0.92 (0.82-1.09) 0.72 (0.65 —0.82) 0.38
"Albumina (mg/dl)  3.65 (3.25-4.05) 3.15 (2.95 — 3.35) 0.90
_ 21.2 (17 - 32) 43.0 (26 — 72) 0.961
17.2 (7 — 25) 27 (23 - 32) 0.82
bmM 24 1/4 -
VIR /4 0/4 -

IMC = indice de masa corporal, Hb =, Hemoglobina, TGO= Aspartato aminotransferasa, TGP = Alanino
aminotransferasa, DM = Diabetes mellitus, VIH = Virus de la inmunodeficiencia humana.
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Evolucion microbiolégica de la baciloscopia

Como se puede observar en la tabla 2; En el grupo de VD: en 3 pacientes las
baciloscopias fueron negativas a los 15, 30 y 45 dias, 1 de estos 3 pacientes negativizo de
manera inicial, sin embargo a los 60 dias nuevamente fue positiva y en un paciente la
baciloscopia persistié positiva a los 60 dias. El tiempo promedio de negativizaciéon de la
baciloscopia en el grupo fue de 30 dias.

En el grupo de SVD: en 3 pacientes las baciloscopias fueron negativas a los 15 dias, 1 de
estos 3 pacientes negativizo de manera inicial sin embargo, a los 60 dias nuevamente fue
positiva, en un paciente la baciloscopia persistio positiva a los 60 dias. El tiempo promedio
de negativizacion de la baciloscopia en el grupo fue de 15 dias, menor a comparacion al
grupo anterior (Grafica 1).

Evolucion microbiolégica del cultivo

Como se puede observar en la tabla 3; En el grupo de VD: el cultivo microbiolégico de 3
pacientes fueron negativos, 2 a los 30 dias y 1 a los 45 dias con un tiempo promedio de
negativizacion en el grupo de 35 dias, tiempo menor a comparacion del grupo de SVD. Un
paciente el cultivo microbiolégico persistio positivo a los 60 dias.

En el grupo de SVD: el cultivo microbiolégico de 2 pacientes fueron negativos a los 30 y
60 dias con un tiempo promedio de negativizacion en el grupo de 45 dias. Dos pacientes
el cultivo microbioldgico persistio positivo a los 60 dias.

Niveles sericos de Vitamina D

Como se puede observar en la tabla 4; En el grupo de VD los niveles séricos basales de
Vitamina D (antes de recibir el tratamiento) fueron mayores en cada uno de los pacientes
en comparacion con los niveles séricos de los pacientes del grupo control, con un nivel
promedio de Vitamina D de 21.45 ug/dl (Grafica 2) a comparacién del grupo SVD que
presento un nivel promedio de Vitamina D de 10.82 ug/dl.

Con respecto a los niveles séricos de vitamina D durante la fase intensiva de tratamiento
en pacientes que recibieron tratamiento coadyuvante con Vitamina D, no se encontraron
elevaciones considerables de dichos niveles durante los tiempos de control (tabla 5) e
inclusive al termino del tratamiento los niveles fueron inferiores a comparacion con los
basales.

De manera similar se comporto el grupo de que no recibio vitamina D (esperado en este
grupo por no recibir tratamiendo coadyuvante con Vitamina D), se omitieron las tomas de
los dias 15 y 45 por no esperar cambios considerables en los niveles séricos de Vitamina
D al ser el grupo control (tabla 5).
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Tabla 2. Evolucién microbioldgica de la baciloscopia en pacientes que recibieron vitamina
D y pacientes que no recibieron vitamina D.

Paciente | Microorganismo Baciloscopia
Inicio 15 dias | 30 dias 45 dias 60 dias

VD1 M. tuberculosis + = - - +

VD2 M. tuberculosis +++ +++ +++ ++ ++
VD3 M. tuberculosis + + . - -

VD4 M. tuberculosis +++ +++ +++ . -

SVD1 M. tuberculosis +++ +++ ++ + T
SVvD2 M. tuberculosis +++ = 2 - ++
SVvD3 M. tuberculosis + = . - -

SVvD4 M. tuberculosis +++ - . - -

Negativo - : No se observan BAAR en 100 campos observados.

Positivo +: Se observan menos de un bacilo por campo en promedio en 100 campos observados.
Positivo ++: Se observan de 1 a 10 bacilos por campo en promedio en 50 campos observados.
Positivo +++: Se observan mas de 10 bacilos por campo en promedio en 20 campos observados.

Tabla 3. Evolucion microbiol6égica de cultivo en pacientes que recibieron vitamina D y
pacientes que no recibieron vitamina D.

Paciente | Microorganismo Cultivo
Inicio 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

VD1 M. tuberculosis + + = - -
VD2 M. tuberculosis + + + - -
VD3 M. tuberculosis + + = - -
VD4 M. tuberculosis aF + + + +
SVvD1 M. Tuberculosis + + + T -
SVvD2 M. Tuberculosis | + + + + +
SVvD3 M. Tuberculosis | + + + + +
SVvD4 M. tuberculosis + + = - -

15



Tabla 4. Niveles séricos basales de Vitamina D en pacientes que recibieron vitamina D y

pacientes que no recibieron vitamina D.

VD1
VD2
VD3
VD4

SVvD1
SvD2
SVvD3
SvD4

19.7 ug/dl
25.1 ug/dl
15.7 ug/dl
25.3 ug/dl

14.4 ug/dl
7.75 ug/dl
7.97 ug/dl
13.2 ug/dl

Tabla 5. Niveles séricos de Vitamina D en los determinados tiempos del estudio en
pacientes que recibieron vitamina D y pacientes que no recibieron vitamina D.

60 dias

VD1
VD2
VD3
VD4

SVvD1
SVvD2
SVvD3
SvD4

Inicio
19.7
25.1
15.7
25.3

14.4
7.75
7.97
13.2

15 dias
27.2
25.4
15.8
21.1

30 dias
15.5
27.5
17.2
21.2

111
8.87
151
6.82

45 dias
12.7
24.7
15.2
194

16.2
22.9
15

18.6

10.4
6.37
12.5
9.46
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Grafica 1. Tiempo medio de negativizacion de baciloscopia y de cultivo en pacientes que
recibieron vitamina D y pacientes que no recibieron vitamina D.
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Grafica 2. Promedio de niveles basales séricos de vitamina D en pacientes que recibieron
vitamina D y pacientes que no recibieron vitamina D.
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11. DISCUSION

La vitamina D ejerce diferentes efectos sobre los mecanismos inmunolégicos aunque el
mecanismo exacto que une la vitamina D en el tratamiento de la tuberculosis sigue siendo
poco clara, la vitamina D puede reducir la duracién del tratamiento de la tuberculosis,
contribuyendo a la mejora del sistema inmunolégico y sus respuestas contra
Mycobacterium tuberculosis.’

En nuestro estudio encontramos el tiempo medio de la negativizacion del cultivo
microbiologico fue de 35 dias para el grupo que recibio Vitamina D el cual fue menor al
tiempo de negativizacién del grupo que no recibio vitamina D con 45 dias sin ser
estadisticamente significativo.

Donde si encontramos datos contradictorios fue en el tiempo medio de la negativizacion
de la baciloscopia, que para el grupo que recibio Vitamina D fue de 30 dias, tiempo menor
respecto al grupo que no recibio Vitamina D con un tiempo medio de negativizacién de la
baciloscopia de 15 dias; Esta situacion pudo deberse a: a) la baciloscopia es un un
procedimiento operador dependiente (personal con poca experiencia puede arrojar
resultados falsos positivos 0 negativos), b) la baciloscopia no detecta de manera unica
bacilos del complejo mycobacterium tuberculosis, ¢) la baciloscopia puede detectar otras
bacterias como ejemplo nocardia y d) puede detectar bacilos no viables (micobacterias
muertas).

Con respecto a la evolucién microbioldgica nuestros datos correlacionan con los ensayos
publicados anteriormente, un estudio en Londres evaluo el efecto coadyuvante de la
vitamina D en la conversion del cultivo de esputo a negativo Los resultados demostraron
que los pacientes que recibieron Vitamina D tuvieron un tiempo medio de negativizacion
del cultivo de 36 dias, el cual fue significativamente menor al tiempo de negativizacion del
grupo que no recibié Vitamina D (43.5 dias, P = 0.14)."3

Una fortaleza de nuestro estudio que evalud el tiempo medio de negativizacion de la
baciloscopia, aspecto que no fue evaluado en estudios previos.

Con respecto a los niveles sericos de Vitamina D basales y al final del tratamiento de la
fase intensiva; En ambos grupos encontramos algun tipo disminucion considerable,
catalogada como insuficiencia niveles séricos de vitamina D < 30 ug/dl y deficiencia < 20
ug/dl como multiples ensayos han considerado estas definiciones. %%

Los niveles basales del grupo de Vitamina D fueron mas altos (nivel promedio de Vitamina
D de 21.45 ug/dl) que los niveles basales del grupo placebo con un nivel promedio de
Vitamina D de 10.82 ug/dl .

En el grupo que recibié tratamiento coadyuvante con Vitamina D los niveles séricos de la

Vitamina D al final del tratamiento de la fase intensiva no tuvieron cambios considerables
en aumento, si no lo contrario todos los pacientes presentaron una disminucién a
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comparacion de los niveles basales, situacion no esperada debido a la suplementacion de
la Vitamina D y los aportes naturales basados en la dieta y en la exposicion solar. Este
resultado nos orienta a pensar que posiblemente hay algun tipo de afectacion en el
metabolismo de la Vitamina D en pacientes con tuberculosis pulmonar a pesar que se
excluyeron en nuestro estudio a todas las causas organicas que pudieran presentar
alguna alteracién metabdlica (Insuficiencia hepatica, renal, inmunodepresion, cancer,
procesos infecciosos activos, etc.). Situaciéon similar ocurrié en el grupo que no recibid
Vitamina D en el que el 75% de los pacientes finalizaron con niveles séricos disminuidos a
comparacion de los basales.

En estudios previos se han demostrado disminucién de los niveles séricos de vitamina D
en pacientes con tuberculosis pulmonar, sin embargo sus criterios de inclusion y exclusion
eran diferentes. Estos estudios tambien han incluido pacientes con enfermedad hepatica,
enfermedad renal y alcoholicos, caracteristicas donde se podria encontrar alteraciones del
metabolismo de la vitamina D.'*~® Otra fortaleza de nuestro estudio es que se excluyo la
mayoria de las causas que pudiera interferir con el metabolismo de la vitamina D.
Unicamente incluimos a 3 pacientes con DM (enfermedad que ademas se asociado de
manera directa con hipovitaminosis D).

Estudios observacionales publicados entre 1989 y el 2008, han encontrado una
asociacion entre los niveles bajos de vitamina D y el riesgo de progresion de la
tuberculosis, ?* reportando que los niveles séricos bajos de vitamina D se asocian a un
mayor riesgo de tuberculosis activa, sugiriendo un papel potencial terapéutico de la
suplementacion con vitamina D en pacientes con tuberculosis activa e hipovitaminosis D.

Un total de 15 estudios *° fueron incluidos en un meta-analisis en 2013. Se obtuvo el
niamero de sujetos en los grupos de control de TB y en diferentes rangos de
concentracién para explorar el riesgo de TB activa basada en los niveles de vitamina D.
Se establecieron cuatro rangos de concentracién en los articulos originales: < 12,5 ug/dl,
13-25 ug/dl, 26-50 ug/dl, y 51-75 ug/dl. Un aumento significativo del riesgo de TB activa se
identificd en los niveles séricos de vitamina D < 12,5 ug/dl (OR agrupado = 4,556; IC del
95% = 2,200 a 9,435; p <0,001) y 13-25 ug/dl (agrupado OR = 3,797; IC del 95% = 1,935
a 7,405; p <0,001). Aunque el OR combinado de los niveles de 26-50 ug/ dl llegé a 1.561,
la asociacién no fue estadisticamente significativa. (IC del 95% = 0,997 a 2,442; p =
0,051). En el rango de 51-75 ug/dl, no se encontré una asociacién positiva (OR = 1,160;
IC del 95% = 0,708 a 1,900; p = 0,550).

Estos resultados indican que una vitamina D en suero concentracion de < 25 ug/dl se
asocié con un aumento significativo del riesgo de TB activa, mientras que ninguna
asociacion positiva se encuentra en el nivel de 51-75 ug/dl.

Esto nos determina que los pacientes que recibieron Vitamina D estaban en grado de

deficiencia frente a los pacientes que no recibieron Vitamina D que se encontraron como
insuficiencia. Ambos grupos presentaban riesgo de desarrollar tuberculosis activa segun
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por los niveles séricos basales de Vitamina D por lo que la consideracién de administrar
este coadyuvante no fue de manera erronea.

Esto apoyado por los resultados del cultivo microbiolégico; En los pacientes que
recibieron Vitamina D el tiempo medio de la negativizacién del cultivo fue menor a
comparacion del grupo que no recibid, esto nos orienta que a pesar que ninguno de los 2
grupos haya presentado niveles séricos normales de Vitamina D, niveles mas elevados de
esta promueven mecanismos micobactericidas y por lo tanto menor tiempo de
negativizacién de los cultivos.

Las limitaciones de este estudio son el tamafio de la poblacion estudiada (a pesar de
tener un protocolo de abordaje y seguimiento en todos los pacientes por ser un ensayo
clinico no se logro contar con mayor numero de pacientes ya que por condiciones
laborales, de vivienda y otras condiciones no especificidadas no quisieron participar en
nuestro estudio), aun que es una muestra relativamente pequefa los datos arrojados
apoyan a los que se encuentran en la literatura mundial.
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12. CONCLUSIONES

El tiempo medio de negativizacién del cultivo microbiolégico fue menor en el grupo
de VD con 35 dias en comparacién con el grupo de SVD con 45 dias, sin embargo
no lo fue en la negativizacion de la baciloscopia.

Se deben realizar estudios prospectivos para analizar el metabolismo de la
vitamina D en pacientes con tuberculosis pulmonar activa, a pesar que ambos
grupos presentaban deficiencia (grupo SVD) e insuficiencia (grupo VD) en los
niveles séricos de Vitamina D. En el grupo que recibié Vitamina D los niveles
basales y al final de tratamiento fueron mas elevados, por lo que esta asociacion
pudiera contribuir a la mejora del sistema inmunoldgico y sus respuestas contra
Mycobacterium tuberculosis.

La suplementacién con vitamina D como tratamiento coadyuvante al tratamiento
convencional para la tuberculosis pulmonar sensible a farmacos de primera linea
puede ser una opcién viable en aquellos pacientes que presenten hipovitaminosis
D.

Se requiere mas ensayos controlados con mayor numero de poblacion para
apoyar nuestro estudio y determinar la relevancia de administrar Vitamina D en
pacientes con hipovitaminosis D como tratamiento coadyuvante al tratamiento
convencional para la Tuberculosis pulmonar.
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14. ANEXOS

INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
ISMAEL COSIO VILLEGAS

SECRETARIA
DE SALUD

INER

Cuestionario para Protocolo de:

“Efecto de la Vitamina D como Tratamiento coadyuvante en la evolucién en pacientes con
Tuberculosis pulmonar tratados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias”

México D.F.a__ de del 2016
Nombre:
Edad: ___ afios. Sexo:___ Edo. Civil: . Lugar de Origen:
Lugar de Residencia . Ocupacion:
En su familia 6 trabajo hay o hubo enfermos de tuberculosis pulmonar : Si
hubo especifique quien y si recibié tratamiento:
Usted ¢Fuma o fumo? ¢ Cuénto tiempo? #Cigarrillos al dia___
¢Hace cuanto dejo de fumar?__ ;Cocino con lefia?____ #hr/dia #afos
¢ Consume bebidas alcohdlicas? ¢Desde qué edad las consume?
¢ Qué tipo de bebida consume? ¢ Con que frecuencia las consume?
¢Qué cantidad consume? . Consume o consumio6 alguna droga:

¢Padece usted alguna de estas enfermedades:?

Diabetes Mellitus , Enfermedades del Corazon , Enfermedades de los rifiones
(Insuficiencia renal) , Lupus Eritematoso Sistémico ,
artritis: , Colitis , Cancer:

Otra enfermedad especifique:

¢Desde cuando se siente enfermo? . ¢Qué sintomas ha tenido?

Tos con expectoracion____, fiebre , Calosfrios , Pérdida de peso_____

¢ Cuantos kg? Toser Sangre: , Otro sintoma:

¢Le han dicho que usted padece tuberculosis pulmonar anteriormente?

¢Ha recibido tratamiento para esta enfermedad? Especifique cual

Elaboro:
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Efecto de la Vitamina D como Tratamiento coadyuvante en la evolucién en pacientes
con Tuberculosis pulmonar tratados en el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Yo entiendo los propoésitos de este estudio. Entiendo perfectamente los riesgos y
beneficios al participar en este estudio.

Mi participacion en este estudio es libre y voluntaria. No me he sentido en ningun
momento presionado para tomar la decisién de participar.

Entiendo que también me estan solicitando mi autorizacidbn para conservar el material
biolégico, que se obtenga de mis células de sangre. Este material serd usado en futuras
investigaciones para completar los objetivos del proyecto.

He leido todo este consentimiento, o alguien me lo ha leido, y considero que comprendo
lo que se ha mencionado. Se respondié a todas mis preguntas sobre este consentimiento.

Mi firma y/mi huella al calce de esta hoja son mi consentimiento para participar en este
estudio.

Doy mi consentimiento para conservar muestras procedentes de mi sangre,

para futuras investigaciones.

No doy mi consentimiento para conservar muestras procedentes de mi sangre,
para futuras investigaciones.

Nombre (voluntario) Firma (voluntario) Fecha

Nombre (testigo) Firma (Testigo) Fecha

Direccion

N 17 YVI A1 N1
\ { ( S \ D¢ [ pan. M D

Iel. (55)5487 1700 www.iner.salud.gob.mx
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Nombre (testigo) Firma (Testigo) Fecha

Direccion

ENTREVISTADOR/A

Yo he explicado los propésitos de este estudio al voluntario. El voluntario entendié los
propadsitos de este estudio, asi como los riesgos y beneficios que conlleva su participacion.

Nombre del Entrevistador Firma (Entrevistador) Fecha
Investigador
Nombre del Investigador Firma (investigador) Fecha

fa de Tlalpan No, 4502, Col. Seccién XVI, Deleg. Tlalpan, Méx D.F., C.P. 1408

Iel. (55)5487 1700 www.iner.salud.gob.mx
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