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RESUMEN

Antecedentes: Dentro de los factores que intervienen en la degradacion y
remodelacion del tejido pulmonar por tuberculosis (TB) se encuentran las MMPs,
MDPs y TIMPs. Asimismo, se sabe que la hiperglicemia conlleva a mayor riesgo
de fracaso en el tratamiento de TB. La hiperglicemia podria mediar la actividad de
dichos biomarcadores de forma indirecta mediante el incremento del estrés
oxidativo, que puede ser cuantificado mediante la expresion de HO-1. Materiales
y Métodos: estudio piloto de tipo descriptivo. Se midié la concentracion de los
biomarcadores en muestras de lavado bronco-alveolar (BALF) utilizando ELISAS
y Luminex©. Se realiz6 andlisis univariado mediante SPSS Statistics-26®.
Objetivo: Comparar los niveles de MMPs, MDPs, TIMPs y HO-1 en BALF de
pacientes con TB e hiperglicemia y pacientes con TB normoglicémicos y evaluar
la asociacion entre la hiperglicemia y estrés oxidativo con dichas variables.
Resultados: El grupo con TB-Hiperglicemia presento mayor presencia de cavernas
comparado al grupo TB-Normoglicemia. La concentracion media de MMP-1(85.5
pg/ml) y PHIN (4.5 ng/ml) fue mayor en el grupo de TB-Hiperglicemia (p=0.715y
0.114 respectivamente). En el andlisis de cluster jerarquico, el Gnico grupo que
logra formar un cluster es el de TB-Hiperglicemia. Finalmente, el grupo TB-
Hiperglicemia y TB-Normoglicemia presentaron mayor nimero de correlaciones
entre los biomarcadores estudiados(p<0.05). Conclusiones: Existe una elevacion
de biomarcadores inflamatorios tales como MMPs, MDPs, TIMP y HO-1 en
muestras de BALF, y dicho perfil de expresion se asocia a su estatus diagndstico de

TB y su estatus glicémico.

Palabras claves: Tuberculosis, Metaloproteinasas de la Matriz, Hiperglicemia



ABSTRACT
Background: Among the factors involved in degradation and remodeling of lung
tissue as part of tuberculosis infection include MMPs, MDPs and TIMPs. Likewise,
it is known that hyperglycemia leads to an increased risk of failure of TB treatment.
Hyperglycemia could indirectly mediate the expression of these biomarkers by
increasing oxidative stress, which can be quantified by HO-1 activity. Material and
Methods: Descriptive pilot study. The concentration of biomarkers in
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) samples was evaluated using ELISAs and
Luminex©. Univariate analysis was performed using SPSS Statistics-26®
Objective: Compare the levels of MMPs, MDPs, TIMPs and HO-1 in BALF of TB
patients with hyperglycemia and TB patients with normoglycemia and evaluate the
association between hyperglycemia and oxidative stress with these variables.
Results: TB-Hyperglycemia group presented more pulmonary caverns compared
to TB-Normoglycemia group(p=0.248). The mean concentration of MMP-1 (85.5
pg/ml) and PIIIN (4.5 ng/ml) was higher in TB-Hyperglycemia group (p=0.715 and
0.114, respectively). In the hierarchical cluster analysis, the only group that
manages to form a cluster is TB-Hyperglycemia. Finally, TB-Hyperglycemia and
TB-Normoglycemia groups presented more correlations between the studied
biomarkers (p<0.05). Conclusions: There is an elevation of inflammatory
biomarkers such as MMPs, MDPs, TIMP and HO-1 in BALF samples, and this
expression profile is associated with their diagnostic status of TB and their glycemic

status.

Keywords: Tuberculosis, Matrix Metalloproteinases, Hyperglycemia



I. INTRODUCCION

La Tuberculosis (TB) es una de las principales causas de muerte en el
mundo(1). Méas del 95% de las muertes por TB se producen en paises de bajos y
medios ingresos(2). Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS), en el 2021,
9.9 millones de personas se enfermaron con TB y 1.5 millones murieron por esta
infeccion. Esta alta prevalencia de la enfermedad, es debido a la transmision eficaz
que posee Mycobacterium tuberculosis (Mtb)(1). La TB es una infeccion bacteriana
causada por Mtb que compromete a los pulmones principalmente, pero también
puede infectar otros érganos (3).

La respuesta inmune local del huésped consiste en la formacion del
granuloma, el cual es una estructura que rodea y mantiene en estado de latencia al
Mtb (3). El tiempo en que permanezca en este estadio depende de mdltiples factores,
pero principalmente del estado del sistema inmune del huésped(3). En el momento
en que las defensas del huésped estén alteradas debido a la senescencia del sistema
inmunoldgico, o se encuentren suprimidas, como ocurre en patologias como
diabetes o el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), la Mtb puede reactivarse
y conducir a la destruccion de la matriz extracelular del tejido pulmonar,
provocando dafio tisular y cavitaciones (3,4).

Durante los dltimos afios, se han realizado multiples estudios sobre los
factores que intervienen en la degradacion tisular durante la infeccion por Mth. Uno
de los mas importantes, es la produccion de las metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMPs) por las distintas células que componen el granuloma (5-7).
Las MMPs son proteasas dependientes de zinc, que se encargan de regular la

remodelacion y reparo de los componentes de la matriz extracelular (8). Estas



pueden ser clasificadas segun el tipo de tejido sobre el cual tienen accion, tales
como colagenasas (MMP-1 y MMP-8), gelatinasas (MMP-2 y MMP-9)
estromielinasas (MMP-3 y MMP-10) y elastasas (MMP-7 y MMP-12). El
conocimiento que se tiene sobre su mecanismo de accion, asi como su relacién
durante los procesos inflamatorios e infecciosos es reciente.

Se ha encontrado evidencia que demostraria el rol de MMPs en la
degradacién de la matriz pulmonar (9-11) y en la activacién y migracién de células
inmunes hacia el sitio de infeccion (10-14), importante para la formacion del
granuloma. En modelos in vitro, demuestran que macrofagos, monocitos y
fibroblastos al ser estimulados por Mtb, incrementan la expresion de MMP-1, 3, 8,
9y 10 (6,9,11,12,14,15). Los niveles de MMPs varian de distinta manera a lo largo
de la infeccidn y estan sujetas a la concentracion de los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPS) (6). En un estudio se analizé la expresion de MMPs en
el lavado bronco alveolar (BALF) de pacientes con TB en tratamiento y
demostraron que el tratamiento poseia un efecto modulador en la expresion de las
MMPs(16). Otro estudio analizé las concentraciones de MMPs en muestras de
esputo inducido de pacientes con TB, encontrandose que los niveles de MMP-1, 3
y 8 no se reducen del todo al final del tratamiento (16), lo cual podria explicar la
presencia de limitaciones en la funcion pulmonar a pesar del tratamiento contra la
TB.

La actividad de las MMPs puede ser medida mediante el andlisis de sus
productos de degradacién de la matriz (MDPs). Procolageno I11 N-terminal (PI11N)
es un MDP que se encontrd elevado en esputo inducido y plasma de pacientes con

TB, estando correlacionado con un incremento de MMP-8 (20). El incremento de



ambos factores estuvo asociado al estado de destruccion del tejido pulmonar, por lo
que se utiliz6 como marcador diagnéstico de TB con una sensibilidad del 89.5% y
una especificidad del 65% (17).

Uno de los factores que podrian estar afectando esta respuesta inmune es la
glicemia de los pacientes con TB. Existe evidencia que los pacientes con reciente
diagndstico de TB, desarrollan una hiperglicemia transitoria, la cual esta asociada
a un riesgo en fracasar en el tratamiento de TB (OR=3.33 [CI 1.38-8.06](18).
También existe evidencia que demuestra que los pacientes con la comorbilidad TB
-Diabetes (DM) tienen peor resultado al tratamiento y una presentacién clinica méas
severa(19). En un estudio, se encontrd que la hiperglicemia increment6 los niveles
de citoquinas proinflamatorias producidas por macréfagos estimulados con Mtb in
vitro (23). Esta alteracion podria estar asociada a la sobreproduccion de especies
reactivas de oxigenos (ROS), generando estrés oxidativo, que desencadena un mal
funcionamiento celular y posible dafio tisular exacerbado (21). En otro estudio, se
analizaron los niveles de estrés oxidativo, mediante la medicion de heme oxigenasa
1(HO-1), y MMP-1, y se encontr6 que la HO-1 tenia la capacidad de regular a la
MMP-1 sugiriendo que podria tener efectos en la degradacion tisular pulmonar en
la infeccion por TB (22).

Debido a que aldn existe vacios en la fisiopatologia de la TB
(especificamente en la relacion de la degradacion tisular y el rol de la glicemia) este
estudio tiene como proposito evaluar si la hiperglicemia y el estrés oxidativo
conducen a una mayor degradacion de la matriz pulmonar que se veré reflejada en
los niveles de MMPs, MDPs y TIMPs en BALF. Como se mencion0 anteriormente,

la mayoria de estudios realizados respecto a los mediadores de la degradacién



tisular en la infeccion por Mtb se han realizado en muestras de plasma y esputo
inducido, por lo que utilizar BALF permitira estimar de forma méas precisa lo que
ocurre a nivel pulmonar. La evidencia que este estudio busca evaluar es importante
como informacion preliminar en la blsqueda de biomarcadores que permitan

evaluar el éxito de tratamiento contra la TB.

I1. OBJETIVOS
o Comparar los niveles de MMPs, MDPs, TIMPs y HO-1 en BALF de

pacientes con TB con hiperglicemia y pacientes con TB sin hiperglicemia.

o Evaluar la asociacion entre hiperglicemia y estrés oxidativo con los valores
de MMPs, MDPs y TIMPs en las muestras de BALF de los pacientes con

TB.



I1l. MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio: El presente estudio es un estudio piloto de tipo descriptivo
que evalla los niveles basales de MMPs, MDPs, TIMPs, glicemia y estrés

oxidativo en muestras de lavado bronco-alveolar.

Poblacion: Individuos mayores de 18 afios con sospecha de diagnostico de TB,
provenientes del servicio de Neumologia del Hospital Cayetano Heredia (HCH)
que fueron programados para la realizaciébn de una broncoscopia para la

obtencion de lavado bronco-alveolar (BALF) por fines diagndsticos.

Muestra: Los criterios utilizados para seleccionar la muestra a partir de la

poblacién descrita fueron:

o Individuos mayores a 18 afos.

o Pacientes con TB: Aquellos pacientes que tengan un diagnostico
confirmatorio (cultivo y/o biopsia) compatible con tuberculosis

o Grupo control: Aquellos individuos que en el cultivo y la biopsia no son

compatibles con tuberculosis.

Como criterio de exclusion los sujetos no presentaban anemia severa (Hb < 7 g/dl)

Tamarno muestral: Al no haber mucha evidencia disponible sobre rol de MMPs,

MDPs y glicemia, no se pudo hacer un célculo muestral. Asimismo, realizar una

broncoscopia para la extraccion de BALF para el diagnostico de TB no es un

procedimiento rutinario. Por estas razones, se plante0 este estudio como piloto para

ver su factibilidad y brinde la informacion necesaria para hacer el calculo de tamafio

de muestra requerido en estudios mas grandes en el futuro. El total de paciente

enrolados fue 12 pacientes con TB y 18 controles.



Definicion de variables (Ver anexo para més detalles): La variable dependiente
fue la “expresion de MMPs”, la variable independiente fue “Glicemia del paciente”
y las covariables: fueron “Expresién de MDPs, TIMPs, Perfil oxidativo”
Procedimientos y Técnicas

Recoleccidn y procesamiento del BALF: Una vez terminada la fibrobroncoscopia,

se extraia una muestra minima de 3ml del volumen total del lavado
bronchoalveolar. Se movilizaban las muestras al laboratorio de tuberculosis en el
IMT-UPCH, donde eran filtradas y esterilizadas a través de una membrana 0.2 um
(Millipore) para ser alicuotadas y congeladas a -80°C.

Perfil de MMPs, TIMP-1, PIIIN y HO-1: Las muestras de BALF fueron analizadas

utilizando el protocolo descrito por R&D systems (LMP008) para la evaluacién de
MMPs usando el Multiplex Perfomance Essay (Luminex®©). Este inmunoensayo
utiliza los principios de flujometria para medir de forma simultanea distintos
metabolitos en una sola muestra. Las MMPs analizadas fueron MMP-1, MMP-3,
MMP-8 y MMP-9. Los valores minimos de deteccion fueron 23 pg/ml, 77 pg/ml,
84 pg/ml y 118.3 pg/ml respectivamente.

La TIMP evaluada fue TIMP-1 y fue analizada utilizando el protocolo de ELISA
descrito por R&D systems (DY970-05) siendo el valor minimo de deteccién de
31.25 pg/ml.

El MDP evaluado fue el PIIIN, para el que se realizé una prueba de ELISA
siguiendo el protocolo descrito en el kit de Cloud-Clone Corp. (SEA573Hu) cuyo
valor minimo de deteccién fue de 6.25 ng/ml. De la misma manera, la expresion
de HO-1 fue analizada utilizando el protocolo de ELISA descrito en el kit de

Cusabio (CBS-E08266h) siendo el valor minimo de deteccién 15.6 ng/ml.



Todos los procedimientos descritos fueron realizados en la Universidad Peruana
Cayetano Heredia y en el laboratorio de inmunologia del IMT-UCPH.

Perfil Glicémico: Se realiz6 mediante la prueba de Hemoglobina Glicosilada

(Hb1Ac) en el laboratorio clinico Medlab.

Aspectos éticos del estudio: El protocolo y el consentimiento informado del
presente estudio fueron presentados y aprobados por el Comité de Etica
Institucional de la Universidad Peruana Cayetano Heredia y del Hospital Cayetano
Heredia. Se aseguro la confidencialidad a los pacientes mediante la codificacion
numerica de las fichas y las muestras bioldgicas. Se les solicito a los participantes
almacenar dichas muestras por 10 afios para estudios futuros relacionados a la
inmunidad en pacientes con TB y/o en estudios genéticos de las cepas aisladas de
Mtb. Toda la informacién recopilada fue trabajada en computadoras a la que solo
el equipo investigador y solo el personal de investigacion autorizado tendré acceso.
Como parte del estudio, se brindd los resultados de hemoglobina glicosilada al
paciente.

Plan de andlisis: Para el analisis estadistico, los datos sin identificadores
personales fueron colectados de 30 personas, y almacenados en el Excel® para
luego ser procesados en el programa IBM SPSS Statistics 26®. Las variables
cualitativas fueron descritas con porcentajes y para compararlas se utilizé el test
Chi — cuadrado. Se evalu la distribucion gaussiana mediante el test de Shapiro-
Wilk. Las variables continuas fueron descritas con medidas de tendencia central

de acuerdo a su distribucion no normal (medianas y rangos intercuartiles).

La poblacion del estudio fue clasificada de acuerdo al estatus diagndstico de

tuberculosis y a su estatus glicémico, usando el parametro de hemoglobina



glicosilada (HbAlc). Aquellos pacientes con HbAlc > 5.7 fueron clasificados
en el grupo con hiperglicemia (parametro indicado por la Asociacion
Americana de Diabetes)(23). Dicha clasificacion resultd en los siguientes cuatro
grupos: TB — Hiperglicemia, TB — Normoglicemia, No TB — Hiperglicemia y

No TB — Normoglicemia.

En el analisis univariado, se comparo la expresion de MMP-1, MMP-3, MMP-
8, MMP-9, TIMP-1, HO-1 en los cuatro grupos de estudio. Para comparar dicha
expresion se realizo la prueba de Kruskal-Wallis. Para evaluar la correlacion
entre los biomarcadores en los distintos grupos se realizé la prueba de Rho de
Spearman y se utilizd6 una matriz de correlaciébn para mostrar nuestros

resultados.

Se identificd 1 paciente con datos faltantes en el analisis de la MMP-1, 11
pacientes en el analisis de MMP-8 y 9 pacientes en el analisis de MMP-9. Estos
datos faltantes fueron producto la expresion de las MMPs en cuestion, las cuales
se encontraron por debajo del rango de deteccion del Multiplex

ELISA(Luminex®©).

Finalmente, se realizd un analisis de cluster jerarquico (Método de Ward) y un
mapa de calor para identificar los perfiles de expresion de los distintos
biomarcadores en los sujetos de estudio. Todos los andlisis fueron realizados

con un nivel de significancia estadistica p < 0,05.



IV. RESULTADOS

Datos demograficos:

La tabla 1 muestra las caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio. Se
enrold un total de 30 individuos. La distribucion de los participantes segln sexo,
el 50% eran mujeres. La mediana de edad fue 43 afios para el grupo TB —
Hiperglicemia (11C32-63), mientras que para el grupo TB — Normoglicemia fue

28 afios (11Q26-46).

En el grupo de No TB-Hiperglicemia, 3 de 12 pacientes (25%) presentaron el
diagnostico previo de Diabetes Mellitus tipo 2; mientras que para los grupos de
TB-Hiperglicemia y No TB-Normoglicemia fue de 1 paciente (17%) para cada

grupo respectivamente.

Respecto al compromiso pulmonar, en el grupo TB — Hiperglicemia 3 de 6
pacientes (50%) presentaron compromiso bilateral y el resto (50%),
compromiso unilateral. Por otro lado, los 6 pacientes (100%) del grupo TB-

Normoglicemia presentaron compromiso unilateral.

Respecto al nimero de cavernas, 4 de 6 pacientes (67%) del grupo TB —
Hiperglicemia tuvo la presencia de al menos una caverna, mientras que 4 de 6
pacientes (67%) del grupo TB-Normoglicemia no presentd ninguna caverna

(p=0.248) (Ver Figura 1)

Expresién de las MMPs

La distribucion en la expresion de las MMPs evaluadas en los grupos de estudio

se muestran en la figura 2.



La concentracion media de MMP-1 muestra la mayor mediana de 85,5 pg/ml
en el grupo TB — Hiperglicemia respecto al resto de grupos (p=0,715). Por otro
lado, la expresion de MMP-1 en el grupo de No TB — Hiperglicemiay No TB

— Normoglicemia es menor con una mediana de 39.3 pg/ml para ambos grupos.

Al evaluar los niveles de MMP-3, estos presentaron un aumento no significativo
con una mediana de 207.4 pg/ml para el grupo TB — Normoglicemia en
oposicién al grupo No TB — Normoglicemia con una mediana de 116.6 pg/mi

(p=0.176).

La expresion de MMP-8 se encuentra elevada en el grupo No TB -
Normoglicemia con una mediana de 56547.7 pg/ml y en el grupo No TB —
Hiperglicemia con una mediana de 15914.2 pg/ml (p=0.601) comparado con los

otros grupos.

Los niveles de MMP-9 en el grupo No TB — Normoglicemia presenta la mayor
mediana con 19230.8 pg/ml, seguida del grupo TB — Hiperglicemia con una

mediana de 7773.1 pg/ml (p=0.878).

Expresién de TIMP-1

El nivel de expresion de TIMP-1 en 2 distintas diluciones se muestran en la
Figura 2. La expresién de TIMP-1 en la dilucion 1/10 y 1/40 presentan un
incremento en el grupo de No TB- Normoglicemia con una mediana de 10163.4
pg/ml 'y 11912,2 pg/ml respectivamente (p=0.438 y p=0.381).
Es interesante mencionar que en los pacientes del grupo TB — Hiperglicemia y
No TB — Hiperglicemia presentaron los menores valores de TIMP-1 (1/40) con

una mediana de 3398,8 pg/ml y 1668,3 pg/ml respectivamente. (p=0.381).
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Expresién de PIIN

La expresion de PIIIN y como se distribuye este marcador en los grupos de
estudio se muestran en la Figura 2. EI PI1IN presenta un incremento en el grupo
TB — Hiperglicemia con una mediana de 4,5 pg/ml. Por el contrario, en los
grupos TB — Normoglicemiay No TB — Normoglicemia, presenta medianas con

valores menores de 3,8 pg/ml y 3,9 pg/ml respectivamente (p=0.114)

Expresion de HO1

La distribucion en la expresion de HO-1 se muestra en la figura 2. La HO1
muestra un incremento no significativo en el grupo No TB — Hiperglicemia con

una mediana de 551,5 ng/ml (p=0.526)

Analisis de cluster jerarquico y mapa de calor (Figura 3)

A través de este andlisis exploratorio, es importante resaltar que al comparar el
perfil de expresion de los biomarcadores estudiados en los grupos TB-
Hiperglicemia y TB-Normoglicemia, estos logran agruparse casi por completo
(Figura 2A). Ademas, al realizar el mismo analisis, pero comparando los cuatro
grupos, se puede observar que solo el grupo TB — Hiperglicemia continta

presentando un perfil de expresién que forma un conglomerado (Figura 2B).

Matriz de correlacion

En la Figura 4, el grupo de TB — Hiperglicemia presenta el mayor nimero de
correlaciones positivas entre la HbAlc y los otros biomarcadores (p < 0.05). En
este mismo grupo, se destaca que los niveles de MMP-3 muestran una alta

correlacion positiva con la HbAlc y con la expresion de TIMP-1(1/10) con un

11



rho de 0.86 y 0.98 respectivamente (p < 0.05). Ademas, la expresion del PIHIN
se correlaciona de forma positiva con los niveles de MMP-1y TIMP-1 (1/10)

con un rho de 0.93 y 0.81 respectivamente (p < 0.05).

En el grupo TB — Normoglicemia, los niveles del MMP-1 y MMP-3 presentan
correlacion positiva con un coeficiente de correlacion (rho) de 0,87 (p < 0.05).
A su vez, la expresion de MMP-9 muestra correlacion positiva con los niveles

de PIHIN y TIMP-1 (1/40) con un rho de 0.9 ambos casos (p < 0.05)

En el grupo No TB — Hiperglicemia, la expresion de MMP-9 y TIMP-1 (1/10)

presentan una correlacién positiva con un rho de 0.79 (p < 0.05).

En el grupo No TB — Normoglicemia, los niveles de PIIIN y TIMP-1 (1/10 y
1/40) presentan una correlacion positiva con un rho de 0.81 en ambas diluciones

(p < 0.05).
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V. DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo principal comparar los niveles de
MMPs, MDPs, TIMPs y HO-1 en BALF en pacientes con TB con hiperglicemia 'y
pacientes con TB sin hiperglicemia. Asimismo, tuvo como objetivo secundario
evaluar la asociacién entre hiperglicemia y estrés oxidativo con los otros
biomarcadores inflamatorios en pacientes con TB. Si bien los resultados iniciales
no fueron estadisticamente significativos, esto podria explicarse por el nimero
muestral (baja potencia estadistica). A pesar de ello, nuestro estudio logro responder
a ambos objetivos. Es importante mencionar que nuestros resultados pertenecen a
un estudio exploratorio y se encuentran acorde a la literatura cientifica actual
(11,16,17). Este es el primer estudio que relaciona la actividad de diferentes
biomarcadores inflamatorios en BALF, los cuales intervienen en la fisiopatologia
de TB. Y que, a su vez, busca entender como el perfil de expresion de dichos
marcadores pueden verse asociados a la hiperglicemia y al estrés oxidativo.

Los niveles de MMP-1 y MMP-3 se encuentran elevados en BALF en
ambos grupos con TB, lo cual es consistente con los estudios realizados por
Elkington et al. donde los pacientes con TB presentan una elevacion de 15.6 y 3.6
veces mas de MMP-1 y MMP-3 respectivamente, al compararlos con pacientes
controles en muestras de BALF y esputo inducido(11). Cabe resaltar que el grupo
TB-hiperglicemia presenta correlacion positiva entre la MMP-3 y el nivel de
HbAlc, ademas de una correlacion entre MMP-1 y PIHINP. Esto sugeriria que la
hiperglicemia, podria estar asociada a un incremento en la actividad de las
metaloproteinasas como la MMP3, la cual tiene como accion fisiologica activar a

la MMP-1(6), y que, a su vez al degradar mayor cantidad del tejido pulmonar,
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incrementaria los niveles de PIIIN(17). Por otra parte, en un intento de frenar la
accioén de las MMPs, la expresion de TIMPs podria aumentar, pero no ser suficiente
para evitar una destruccion del tejido(16), lo que explicaria la correlacion positiva
entre la TIMP-1y las MMPs en el grupo descrito. Este mecanismo podria explicar
por qué los pacientes con TB que presentan hiperglicemia transitoria o DM, tienen
un mayor riesgo de falla en el tratamiento(18) y una presentacion clinica méas
severa(19). En contraste, Death et al evalu6 el rol de la hiperglicemia en la
expresion de MMPs in vitro, y encontrd que, al estimular macrdfagos y fibroblastos
con una concentracion alta de glucosa, estos incrementaban la expresion de MMP-
1,2y 9, mientras que disminuia la expresion de MMP-3(24).
Lo mencionado anteriormente, podria ser una de las razones de por qué el grupo
TB-Hiperglicemia presento niveles de MMP-3 que, si bien fueron elevados, eran
menores que el grupo TB-Normoglicemia. En conjunto, nuestro estudio sugiere que
la hiperglicemia potenciaria el grado de remodelacion tisular existente en los
pacientes con TB, lo cual fue evidenciado al comparar el nimero de cavernas
pulmonares entre los grupos de TB-Hiperglicemia y TB-Normoglicemia. Se
requieren mas estudios que permitan ampliar nuestro conocimiento sobre el rol de
la hiperglicemia en la fisiopatologia de TB y el mecanismo por el cual interviene
en la expresion de MMPs y los otros biomarcadores inflamatorios estudiados.
Respecto a la expresion de MMP-8 y MMP-9 estas se encuentran
incrementadas en el grupo de No TB — Normoglicemia. En un estudio, la expresion
de MMP-8 y MMP-9 no presento alteraciones en los niveles de expresion al
comparar el grupo TB con el grupo control (pacientes sintomaticos respiratorios)

en muestras de BALF(11). Por otro lado, Singh et al demostrd que al analizar la
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expresion de MMPs en BALF de 17 pacientes con TB, las MMP-1,3,7,8,9 se
encontraban elevadas en comparacion de pacientes control (sintomaticos
respiratorios)(25). Por lo tanto, es posible que la expresion de estas enzimas pueda
estar relacionada a una variabilidad bioldgica como se ha demostrado en otro tipo
de muestras (16,26).

Es conveniente mencionar que uno de los principales reguladores de la
actividad de las MMPs son los TIMPs(8,27). En nuestro estudio, los niveles de
TIMP-1 alcanzaron un mayor nivel en el grupo No TB- Normoglicemia comparado
al resto de grupos. Este resultado, es compatible con el estudio de Elkington et al
donde encontr6 que en muestras de BALF existe 4.7 veces menos expresion de
dicho inhibidor en Pacientes con TB al compararlos con pacientes controles(11).
En contraste con un estudio previo, la expresion de TIMP-1 en muestras de esputo
inducido de pacientes con TB, se encontraron 9.5 veces més elevadas que en los
controles sanos. Ademas, dichas concentraciones se elevaron durante las primeras
semanas del tratamiento anti-TB y fueron disminuyendo al finalizar del tratamiento,
pero no en su totalidad(16). Por consiguiente, ambos hallazgos sugieren que la
degradaciéon y remodelacion del tejido pulmonar durante la infeccion por TB,
depende del equilibrio fluctuante entre la accion de las MMPs y TIMPs(6,7,16). A
su vez, nuestro resultado indica que la hiperglicemia podria cumplir un rol negativo,
ya que al disminuir la concentracion de TIMP-1, existiria una mayor actividad y
expresion de MMPs en pacientes con TB-Hiperglicemia que, en pacientes con solo
TB, lo que finalmente conllevaria a una mayor degradacion tisular, que se veria

reflejado en un incremento de los productos de la degradacion de la matriz (MDPs).
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Uno de los MDPs del tejido pulmonar mas importantes e involucrado en la
fisiopatologia de TB, es el PIIINP(17). Dicho marcador presenta concentraciones
3.8y 2.4 veces mas altas en muestras de esputo inducido y plasma respectivamente,
en pacientes con TB y se encontro correlacionado a la actividad de MMP-1(17). Lo
mencionado anteriormente, es replicado en nuestro estudio. Cabe resaltar que los
grupos con Hiperglicemia, presentaron concentraciones més altas, lo cual también
podria ser atribuido al mecanismo comentado anteriormente.

Otra manera en que la hiperglicemia podria intervenir en la accion de las
MMPs es mediante el incremento del estrés oxidativo, el cual aumentar los niveles
de la HO-1 de forma indirecta(28). Durante los ultimos afios, maltiples estudios han
relacionado a la HO-1 como un posible biomarcador para diferenciar TB pulmonar
de TB latente en muestras obtenidas de plasma(22,29,30). Andrade et al demostro
que existe 5 veces mayor expresion de HO-1 en los pacientes con TB pulmonar en
comparacion a los pacientes con TB latente y TB extrapulmonar. Ademas, en su
cohorte en 3 diferentes paises, la mayoria de pacientes con TB presentaban dos tipos
de perfiles de expresion (HO-1 alto / MMP-1 bajo o viceversa), demostrando
correlacion inversa entre ambas variables(22). Dicho resultado es consistente con
nuestro estudio, en el que ambos grupos con TB presentaron el perfil de menor
expresion de HO-1 enzima y un mayor nivel de MMP-1. A pesar de lo mencionado
anteriormente, cabe resaltar que el analisis con este biomarcador cuenta con
diferentes limitaciones. En primer lugar, el mecanismo por el que este biomarcador
logra acumularse en plasma es incompleto, sobre todo porque la HO-1 se encuentra
de forma intracelular. Ademas, los estudios previos de HO-1 en pacientes con TB,

han sido realizados en muestras plasma(22,29,31), lo cual no necesariamente
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replica la expresion en muestras de BALF o tejido pulmonar, las cuales se acercan
mas al sitio primario de infeccién. Por este motivo, se necesitan méas estudios que
puedan evaluar la expresion de HO-1 en muestras de plasma, BALF vy tejido
pulmonar de pacientes con TB y que estas puedan ser comparadas entre ellas, como
se ha hecho con otras enfermedades(32,33).

El mapa de calor y el analisis de cluster jerarquico se han utilizado de forma

conjunta en diferentes estudios de TB(22,34). El primero, permite mostrar de
manera visual el grado de expresion de distintos biomarcadores, mientras que el
segundo, permite poder agrupar en clister a los pacientes segun el patron de
expresion de dichos biomarcadores.
Nuestros resultados demuestran que, al comparar los grupos TB-hiperglicemia y
TB-Normoglicemia, estos logran agruparse ya que comparten un perfil de expresion
idéntico. Sin embargo, al analizarlos junto a los otros grupos, resalta el grupo TB-
Hiperglicemia, ya que presenta una tendencia a formar un perfil de expresion
similar en casi todos sus pacientes. Esto implica la relevancia de la hiperglicemia
en potenciar la expresion de los biomarcadores inflamatorios. Sin embargo, es
importante mencionar que en este analisis no se pudo realizar con la totalidad de
los pacientes debido a que en caso de las MMP-8 y MMP-9, la expresion de estas
enzimas fue por debajo del rango de deteccion y no se tomaron en cuenta para este
andlisis. Es por ello que amerita explorarse en futuras investigaciones el grado de
dilucion que debe tener las muestras de BALF para poder cuantificar todos los
metabolitos y ser analizados en su totalidad.

Finalmente, se evalud el grado de correlacién de los distintos biomarcadores

en cada grupo de estudio. Utilizando este enfoque, encontramos que el grupo de
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TB-Hiperglicemia muestra el mayor nimero de correlaciones positivas entre las
variables MMP1, MMP3, HbAlc, PIIIN y TIMP-1. Oliveira-de Souza et al utilizé
este mismo analisis para comparar el grado de perturbacion inflamatoria en
muestras de plasma de pacientes con TB y TB-extrapulmonar en adultos y nifios.
En este estudio, demuestra que los pacientes adultos con TB presentan el mayor
namero de correlaciones entre sus biomarcadores inflamatorios comparadas a los
otros grupos (34). Si bien, este estudio no tuvo en cuenta el valor de glicemia en los
pacientes, es interesante que nuestros resultados en BALF, repliquen de manera
similar el comportamiento de los biomarcadores mencionados y que logren formar
un perfil de expresion mas uniforme cuando interviene la hiperglicemia.

Las limitaciones de nuestro estudio radican principalmente en el nimero de
pacientes enrolados, ya que el reclutamiento de participantes se vio afectado debido
a la pandemia COVID-19. Sin embargo, se tiene planeado volver a reiniciar el
enrolamiento de pacientes. Ademas, este estudio cuenta con las muestras de plasma
y BALF, las cuales podran ser analizadas y permitird comparar los valores de los
biomarcadores estudiados en el futuro como se sugiri6 anteriormente. A su vez, la
extraccion de BALF mediante broncoscopia no es un procedimiento rutinario en
pacientes sanos, por lo que nuestros pacientes control fueron aquellos cuyo
diagnostico fue compatible con otra enfermedad que no fuera TB. Por dicho motivo,
el perfil de expresion de los biomarcadores estudiados puede haber sido alterado
por alguna otra patologia.

A pesar de dichas limitaciones, este es el primer estudio piloto descriptivo en el que
demostramos la presencia de diferentes perfiles de expresion de biomarcadores

inflamatorios en muestra de BALF en los cuatro grupos de estudio. Ademas, que
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estas variables se encuentran asociadas entre si y que la hiperglicemia y el estrés
oxidativo pueden cumplir un rol importante en la expresion de los biomarcadores
estudiados. Se espera poder realizar mas estudios tomando en cuenta las

limitaciones del presente manuscrito.
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V1. CONCLUSIONES

Existe una elevacion en la expresion de biomarcadores inflamatorios tales como
MMPs, MDPs, TIMP y HO-1 en muestras de BALF, y que dicha expresion se
asocia a su estatus diagndéstico de TB y su estatus glicémico.

Este estudio piloto sienta las bases para futuras investigaciones, y que estas

exploren las variables en detalle.
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VIII. TABLAS, GRAFICOS Y FIGURAS

Caracteristicas TB- TB- No TB — No TB -
Hiperglicemia normoglicemia Hiperglicemia normoglicemia

N=6 N=6 N=12 N=6

Sexo-n (%) femenino 3 (50) 2 (33) 6 (50) 4 (67)

Edad -mediana (I11C) 43 (32-63) 28 (26-46) 59 (53-67) 59 (30-64)

Diabetes Mellitus tipo 2 1(17) 0 (0) 3(25) 1(17)

-n (%)

Compromiso pulmonar

-n (%)

Ausente 0 (0) 0 (0) 1(8) 0(0)

Unilateral 3 (50) 6 (100) 4 (33) 5 (83)

Bilateral 3 (50) 0 (0) 7 (58) 1(17)

NUmero de cavernas -n

(%)

Ninguna 2(33) 4 (66) 10 (83) 5(83)

Una 3 (50) 1(17) 2 (17) 1(17)

Dos 1(17) 1(17) 0 (0) 0 (0)

Baciloscopia -n (%0)

Negativo 1(17) 2 (33) 12 (100) 6 (100)

+ 2 (33) 4 (67) 0 (0) 0 (0)

++ 1(17) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

+++ 2 (33) 0 (0) 0 (0) 0(0)

Indeterminado 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Cultivo de Mtb -n (%)

Positivo 6 (100) 6 (100) 0 (0) 0 (0)

Negativo 0 (0) 0 (0) 12 (100) 6 (100)

Indeterminado 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)

Tabla 1. Caracteristicas Demograficas.

11Q: Intervalo intercuartil
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Figura 2. Distribucion de biomarcadores en los diferentes grupos del estudio.

Se utilizd el test Kruskal — Wallis para evaluar la distribucion de cada biomarcador

en los distintos grupos de estudio. Las lineas horizontales representan la mediana

en cada grafico. MMP: Metaloproteinasa de la matriz extracelular TIMP-1:

Inhibidor tisular de metaloproteinasa tipo 1 PIIIN: Procoladgeno 1IN — terminal

HOL1: Heme oxigenasa tipo 1
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Figura 3. Analisis de cluster jerarquico (Método de Ward). Se utiliz6 para
identificar los perfiles de expresion de los distintos biomarcadores dentro de los
sujetos de estudio. Mapa de calor. Muestra la expresion de los diferentes
biomarcadores convertidos a log2 en cada paciente de forma individual y a su vez,
al grupo de estudio al cual pertenece. Cada cuadrado representa valores por encima
0 debajo de la media(log2) de cada biomarcador en cada paciente. HbAlc:
Hemoglobina glicosilada MMP: Metaloproteinasa de la matriz extracelular

TIMP-1: Inhibidor tisular de metaloproteinasa tipo 1 PIIIN: Procolageno IHIN —

terminal HO1: Heme oxigenasa tipo 1
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Figura 4. Matriz de correlacion de los biomarcadores en los diferentes grupos

de estudio. Cada cuadrado muestra el nivel de correlacion que existe entre 2

biomarcadores, aquellos que presentan contorno negro representa correlaciones con

un nivel de significancia estadistica (p < 0.05). Para evaluar las correlaciones, se

utilizé el test de Spearman debido a la distribucién no normal de las variables

cuantitativas.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuadro de operacionalizacion de variable

para VIH

Variable Definicion Tipo de Variable Escala de
Operacional medicion
Expresion de MMPs | Cantidad de MMPs en Cuantitativa Continua
BALF (pg/ml)
Expresion de MDPs Cantidad de MDPs en Cuantitativa Continua
BALF (pg/ml)
Expresion de TIMPs | Cantidad de TIMPS en Cuantitativa Continua
BALF (pg/ml)
Glicemia Porcentaje de Cuantitativa Continua
Hemoglobina
Glicosilada (Hb1Ac)
Perfil oxidativo Cantidad de Heme Cuantitativa Continua
oxigenasa (HO-1) en
BALF (ng/ml)
Dafio tisular Para el estudio lo 0 Ordinal
definimos como 1 caverna
numero de 2 cavernas
cavitaciones 3 cavernas
4+ cavernas
Compromiso Numero de campos 0 Ninguno Ordinal
pulmonar pulmonares afectados 1 Unilateral
en la radiografia y/o 2 Bilateral
tomografia
VIH Diagnadstico de 0 No Nominal
positivo de ELISA 1Si




Diabetes Hemoglobina 0 No Nominal
Glicosilada mayor de 1Si
6.5%
indice de Masa Masa(kg)/ 0 Bajo peso (<18.50) Ordinal
Corporal(IMC) Estatura(m?) 1 Normal (18,5-24,99)
2 Sobrepeso (>25)
3 Obesidad (>30)
Numero de episodios Antecedentes de TB 0 ninguno Ordinal
con TB 1 Un episodio
2 Dos episodios
3 Tres episodios
4 Cuatro episodios 0 mas
Patron de resistencia Susceptibilidad a 0 Susceptible Nominal
de la cepa Mtb Isoniazida, 1 Resistente a Isoniazida
Rifampicina u otro 2 Resistencia a Rifampicina
farmaco 3 TB-MDR
4 Otro patron de resistencia
Otras enfermedades Ocurrencia de 0 Ninguna Nominal
comorbilidades segln 1 Sarcoidiosis
historia clinica 2 Aspergiloma
3 Céancer
4 EPOC
5 Otra
Edad Afios de vida del Cuantitativa Continua
paciente
Sexo Género al que 0 Masculino Nominal
pertenece el paciente 1 Femenino
Tabaquismo Consumo de tabaco 0 Nunca Ordinal
1 En el pasado
2 actualmente
Presion arterial Presion arterial medida 0 No Continuo
en mmHg 1Si




Anexo 2. Ficha de recoleccion de datos

Ficha de Participante

Pacientes con Tuberculosis Pacientes Control
Pacientes que tengan un diagnostico - Pacientes que el cultivo vy |a biopsia
confirmatorio {cultive y/o biopsia) nao 500 compatibles con
compatible con Tuberculosis Tuberculosis.
FECHA DE Y Y
ENROLAMIENTO
dia mes ang
FECHA DE INGRESD Y B
PCT
dia mes anio
TIPD DE PACIENTE 0 = Control 1= Paciente TH
CODIGO TB-BALF TB-BALF- _

TB-BALF- Iniciales Fecha: /[ ! -1-



1. DATOS DE FILACIDMN

F1 |SEXO 0 = Femenino 1 = Masculino
F2 |FECHA DE NACIMIENTO - _.-" o ! o
dia mes ano
F3 |EDAD
2. CUESTIOMARIO MEDICO - ENROLAMIENT
M1 | iPadece usted slguna enfermeadad? ;L& han diagrniosticado
alguna de las siguientes enfermedades? 0% Mo 1151
Diisbetes Meliitus o} Mo 1151
e o} Mo 115l
e 0} Mo 151
el 0} Mo 1]5i
Hipertersion Arterial 3} o -
Insuficiencia Cardisca 0} Mo 1151
B inaldhaie 0} Mo 1]5i
S al rma 115l
Otras
[T k] Redicmrafia de Torax
i 1j1 Caverna 2)2 Cavermas 3} 3 cavernas
BAZE Presercia de CHVErmias 0 Mo
4] 4+ Cavermizs
[ rd. COMPROMISD PLULMONAR 0 No 1punilatersl 2] Bilaters
[LLE] TABRAUISMIO 0 No 1] Em el pesado F| Artusdments
TB-BALF - Imiciales __ Fecha: [ ! -2-



Ml Historia de inkowse smoking 0 Mo 115
MIE Actividsd laboral
MT Peso Kqg
MB Altura m
M Preskisn Arterial PE= PDO=
3. RESULTADGS
Mid Tuberculosls (] F ] 1i81
apcancer
1j8arcoldios!s
M1 Otro diagndstico ZFjAsperglllosls
JjDtros
TB-BALF - __ Iniciales __ Fecha: _ [ -3-



4. LABORATORID

] Megathwio 1) + I) T J) wEE
BK
4jimdeterminado
Counttheo 1) Positiva 2) Megathen 3 bredleterm Inadio
IHH 0 Senslble 1) Resistenis
Sensibllidad
RIF 0] Sensible 1) Resistenis

Tipo de tratamlento

0 = Esguema 1

1 = Individuallzado

WH

) Hegatlvo

1) Posiilen

Z) Ho s tom

Hemeglobina Gllcosieda
{HBAAC]

0] Mo s boamd

Resultado:

11 8l =& tomo

Resuliados de Patolopgla

TB-BALF-

Iniciales __



Anexo 3. Consentimiento Informado

I HOSPITAC MACIONAL CAYE TAND MERIDWA
OMITE B TS ONA ‘..\l-'.-‘-.
SIDISI: 100960

10 Koy, 207

APROBADO
Anexo 1: Consentimiento Informado -
Consentimiento para participar en un estudio de investigacion

Instituciones g Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt &
Facultad de Madicina Albartn Hurtada (Liniversidad Peruana Cayetanc
Heredia) y Hospital Nacional Cayetano Heredia

Investigadores Ronalid Cadillo, Martin Montes, Oscar Gayoso, César Ugarte.

Titulo Los niveles de expresion de metaloproteinasas de la matriz
(MMPs) v sus productos de degradacidn (MDPs) estan asociados a
niveles de glicemia en pacientes con Tuberculosis activa

Propésito del Estudio:

La Tuberculosis(TD) es una infeccion bLacleiisng yue principalments compromete a 108
pulmones, pero también puede infectar a otros drganos. Esta infeccion es una de las
principales causas de muerte en el mundo, por lo que se necesitan estudios que permitan
mejorar las técnicas de diagnéstico y tratamiento, y para ello se necesita entender mejor como
@s |a relacién de la TB con el cuerpo humano.

Usted esta invitado a participar @n un estudio sobre la asociacion entre los niveles de expresion
de Metaloproteinasas(MMPs) y sus productos(MDPs) causada por la TB y los niveles de
glicemia. Este estudio es realizado por el Instituto de Medicina Tropical Alexander von
Humboldt & ia Facultad de Medicina Alberto Hurtado de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia y el Hospital Nacional Cayetano Heredia. Sabemos que la TB afecta el tejido
pulmonar, llegando a destruir @l tejido, encontréndose ascciacion entre niveles de MMPs y
MDPs y destruccion de tejido. Asimismo, se sabe que la hiperglicemia (como se llama a la
glucosa alta) leva a un mayor riesgo de TB y de una consecuente destruccién de tejido, por ko
que queremos evaluar el rol de los MMPs y MDPs con los niveles de glucosa en pacientes con
TB, asi como comparario con pacientes que no lienen TB.

Su médico tratante ha evaluado su caso, y le ha confirmado la indicacién de! procedimiento
mediante el cual se le tomaré una muestra de lavado bronco alveolar (llamado BALF). Después
de realizar los examenes por ol médico tratante, ol BALF serd descartedo, por lo que
solicitamos dicha muestra que se va a descartar para que pueda ser utilizada en este estudio.
Ademas, requerimos una muestra de sangre para evaluar la glicemia y para evaluar los niveles
de MMPs y MDPs. El resultado de glicemia se tomaré por medio de |a prueba de Hemoglobina
Glicosilada{Hb1Ac)

La Universidad Peruana Cayetano Heredia, estd en la bisqueda de entender cudl es |a
fisiopatologia de la TB, por lo cual es necesario contar con muestras de pacientes voluntarios,
que, como Usted, deseen colaborar con el desarrolio de mejores métodos de evaluacion del
tratamiento contra esta enfermedad.

Codigo de participante:




(D) "1OSTTIAL KACKINAL CAYETANO WEREDM |
SIDISI: 100960 "“'f""".T.'j:uq;‘(‘;uA“'
10 wov. 267
Procedimiento: APROBADO

Si usted acepta participar en este estudio

1. Se le tomaré una muestra de 20 mi de sangre del antebrazo (aproximadamente una
cucharada de sopa)

2. Da su consentimiento para el uso del lavado bronco alveclar (aproximadamente un
frasco pequefio) que se: requiere para este estudio,

3. Da su consentimiento para registrar datos de su historia clinica, asi como guardar
imagenes de su tomografia, resonancia ylo radiografia de Torax para evaluar
compromiso pulmonar

Riesgos:

La toma de mueslre de sanyre es ligeramente dolorosa y axiste un riasgo muy peguenc de que
se pueda infectar si no se mantiene la higiene adecuada, ademas la toma de muestra del
antebrazo le puede ocasionar un pequefio hematoma (moretén) el cual desaparecerd en un
tiempo aproximado de cinco dias.

La toma de lavado bronco alweolar no deberia producir dolor, ya que usted se encontrard
anestesiado, sin embargo, existe un riesgo de ahogamiento si se ingieren alimentos o liquidos,
por lo que no se le permitird comer o beber durante un periodo de dos horas.

Beneficios:

Usted se beneficiard de una evaluacion clinica y tendrd el resultado de su glicemia. Se le
informaré de manera personal y confidencial los resultados que se obtengan de los exdmenes
realizados. El costo del examen de glucosa serd cubierto por el estudio y no le ocasionaran
gasto alguno.

Costos e incentivos

Usted no deberd pagar nada por participar en el estudio Igualmente, no recibird ningun
incentivo econdémico ni de otra indole, dnicamente la satisfaccién de colaborar a un mejor
entendimiento de ia fisiopatologia da la TB.

Confidencialidad:

Nosotros guardaremos su Informacion con cadigos y no con nombres. Si los resultados de este
seguimiento son publicados, no se mostrard ninguna informacién que permita la identificaciéon ==
de las personas que participan en este estudio. Sus archivos no serdn mostrados a ning .

persona ajana al estudio sin su consentimiento.

Derechos del paciente:

Si usted decide participar en el estudio, puede retirarse de éste en cualquier momento, 0 no
participar en una parte del estudio sin perjuicio alguno. Si tiene alguna duda adicional, por favor
cemunicarss con Ronald Cadillo Hormdndoz al teléfono 0 &l Dr. Céaar Gil

teiétono [EED




SIDISI: 100960

5i usted tiene preguntas sobre los aspectos élicos del esludio, o cree que ha sido tratado
injustamenta puade contactar a la presidente del Comité Institucional de Etica da la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Dra. Frine Samahides al teléfono 01- 319000 anexo 2271, v al
presidente del Comité Instilucional de Etica en Investigacion del Hospital Macional Cayelano
Haredia, Dr. Jorge Luis Hung-Yep al teléfono 01-4818502.

CONSENTIMIENTO

Acepto voluntaramente participar en aste estudio. He comprendido la informacion contenida an
aste documenio y las preguntas que hice, fueron satisfactoriaments contestadas. También
enlicndo que pusdo decidir no participar ¥ que puedo retimmme del sstudio en cumlguier
mamento,

Aceplo voluntariamente donar 20 mi. de sangre [si [CNo

Acepto voluntariaments donar el lavado bronco alveolar
gué asla por déscartarssd (s [INe

Acepls voluntaramenie a que guarden imagenes (lomografia, resonancia wo radiografia de
Idrax) para lener una mejor informacidn de mi enfermedad s Cne

Autorizo ¢l slmaccnamicnto por 10 ofoa, sin mi nombre o ningune informacion quo pudicso
identificarme, para ser usadas en investigaciones futuras de inmunologla v fislopatologla en
tuberculosks. Osi COMo

| @ HOEFTTAL RACIDMAL CAYETARD HEREDLA
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SIDIS): 100960

Haoja da Firmas

Participamte
MNombre:

DM

Testigo
Mombre:

DMI:

20 Wy, 2917 |

AF'.“P,Q

Cédigo de participante:

Facha

Fecha

Fecha




