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RESUMEN

Introduccion: La tuberculosis, causada por Mycobacterium tuberculosis, es una
enfermedad altamente contagiosa y una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. A pesar de tener tratamiento, las herramientas para monitorear el progreso del
tratamiento tienen limitaciones debido a la falta de sensibilidad o acceso a la poblacion.
M. tuberculosis tiene varias estrategias para evadir la respuesta inmune, incluyendo la
infeccion a macrdfagos restringiendo al sistema inmune. Las células asesinas naturales
(NK, por sus siglas en inglés) son componentes fundamentales del sistema inmune innato,
eliminan células infectadas y colaboran con células del sistema inmune adaptativo. El
objetivo de esta investigacion es estudiar el fenotipo y funcionamiento de las células NK
en pacientes que reciben tratamiento antituberculoso. Métodos: Se recolectaron 21
muestras de sangre de pacientes tuberculosos antes y después de 6 meses de tratamiento,
y se aislaron células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Mediante citometria de
flujo, se evaluo las diferentes poblaciones y subpoblaciones de células NK y su habilidad
de producir IFN-y y perforina después de estimularlas via receptores FcyRIIT 'y NKG2C.
Resultados: Las subpoblaciones de células NK CD56'CD16" y CD56"CD16™ aumenta
al finalizar el tratamiento y la subpoblacién CD56""CD16"" disminuye. Ademas, los
niveles de perforina e IFN-y producidos por las células NK disminuyen en algunas
poblaciones de células NK. Conclusion: Los fenotipos y funciones de las células NK son

diferentes antes y después del tratamiento antituberculoso.

Palabras clave: Tuberculosis, células NK, citocinas.



ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis, caused by Mycobacterium tuberculosis, is a highly
contagious disease, and one of the main causes of death worldwide. Despite the existence
of treatment, tools to monitor treatment progress have limitations due to the lack of
sensitivity or access to the population. M. tuberculosis has several strategies to evade the
immune response, including infection of macrophages by restricting the immune system.
Natural Killer (NK) cells are fundamental components of the innate immune system, kill
infected cells and collaborate with adaptive immune system cells. Our objective is to
study NK cells phenotype and function in patients undergoing antituberculosis treatment.
Methods: 21 blood samples were collected from tuberculosis patients before and after
six months of treatment, and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated.
Using flow cytometry, we evaluated the different populations and subpopulations of NK
cells expressing CD56 and CD16, also evaluated their ability to produce IFN-y and
perforin after stimulation via FcyRIIlI and NKG2C receptors. Results: CD56"CD16" and
CD56°CD16° NK cell subpopulations increased at the end of treatment and the
CD56""CD16™" subpopulation decreased. In addition, the levels of perforin and IFN-y
produced by NK cells decrease in some NK subsets. Conclusion: NK cells’ phenotypes

and functions are different before and after antituberculosis treatment.

Keywords: Tuberculosis, NK cells, cytokines.



I INTRODUCCION

1.1. Epidemiologiay diagndstico de la tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una de las principales causas de muerte en el mundo transmitida
por un Unico agente infeccioso. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el
Per es uno de los 30 paises con mayor incidencia de TB resistente a nivel mundial,

asimismo, es el primer pais con mayor nimero de casos registrados en las Américas (1).

En el afio 2018, la OMS planteo la Estrategia Fin a la tuberculosis, la cual tiene como
objetivo reducir mundialmente los casos de TB en un 90% para el afio 2030, sin embargo,
la alta resistencia de la bacteria al tratamiento, la baja eficacia de las vacunas, las
limitaciones en los métodos de diagndstico, tratamiento y seguimiento de la enfermedad,
asi como otros factores sociales, impiden que no se logre un efecto significativo en la

lucha contra esta enfermedad (2).

Actualmente, la estrategia mas utilizada contra TB es la vacuna en base al bacilo de
Calmette-Guérin (BCG). Esta vacuna contiene una cepa atenuada de Mycobacterium
bovis, una subespecie homdloga a Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Esta vacuna se
aplica en paises en vias de desarrollo (3) y provee una proteccion limitada en nifios de 10
a 15 afios, mientras que en adultos y adultos mayores es variable (4). Ante esto, urge la
necesidad de mejorar nuestra comprension acerca de los procesos inmunes involucrados

en la proteccién contra TB para el desarrollo de vacunas racionales.

Para el diagnostico de los pacientes con TB, se realiza una serie de exdmenes como es el
examen de esputo o baciloscopia de esputo en frotis que consiste en tomar muestras de la
expectoracion, esto con la finalidad de poder visualizar bacilos mediante observacion al
microscopio. El cultivo de esputo es una prueba mas sensible que es realizado a personas
sospechosas de portar la enfermedad y con resultado negativo a la prueba de baciloscopia
de esputo en frotis, sin embargo, esta prueba demora aproximadamente 8 semanas para
mostrar resultados y no se encuentra disponible en todos los centros de salud en zonas
remotas. Otros test adicionales son el examen de radiografia de torax, el cual permite ver
el alcance, evolucion y secuelas de la enfermedad pulmonar y, por Gltimo, la prueba
cutanea de tuberculina o PPD, que consiste en aplicar tuberculina (derivado proteico

purificado del cultivo de Mtb) debajo de la piel en el brazo (5).



1.2. Tratamiento de la tuberculosis

Existen diversos esquemas de tratamiento anti-TB y su duracion va a depender del tipo
de TB y si el paciente fue tratado previamente, pero, el esquema estandar se divide en 2
fases que varian en tiempo, tipo y nimero de medicamentos. Durante la primera fase se
espera que los medicamentos disminuyan considerablemente la carga de bacilos
tuberculosos, en esta fase el paciente podria presentar una mejora. En la segunda fase, se
espera que los medicamentos eliminen los bacilos restantes hacia la cura estéril y

prevencion de la recaida (5,6).

Los farmacos usados para tratar esta enfermedad se dividen en 2 grupos: los de primera
linea y los de segunda linea. Independientemente de esta clasificacion, todos estos
farmacos tienen una capacidad bactericida, esterilizante y de prevenir la resistencia,
aunque eventualmente pueden ocasionar reacciones adversas. Los farmacos de primera
linea se caracterizan por ser los mas potentes para la eliminacion de M. tuberculosis, estos
son incluidos en todos los esquemas de tratamiento donde no haya una resistencia por
parte del paciente. Dentro de estos medicamentos se incluye la isoniacida (H) y la
rifampicina (R) que son bactericidas potentes; la pirazinamida (Z) y la estreptomicina (S)
que presentan propiedades bactericidas especificas contra cierta poblacion de bacilos y,
por ultimo, el etambutol (E) que es un farmaco bacteriostatico que evita que los bacilos
se vuelvan resistentes. Sin embargo, si el paciente es sospechoso o presenta resistencia,
se requiere el uso de los farmacos de segunda linea, los cuales generan méas reacciones

adversas (5,6).

Para un paciente con TB pulmonar activa y sensible, la duracion del tratamiento es de 6
meses. La primera fase dura 2 meses y el tratamiento incluye la rifampicina, isoniacida,
pirazinamida y el etambutol. Durante esta fase el paciente debe acercarse diariamente al
centro de salud para recibir los medicamentos mencionados y tomarlos en presencia del
personal de salud, conocido como tratamiento directamente observado (TOD). Previa
evaluacion, la segunda fase tiene una duracion de 4 meses y hay un cambio en las drogas
usadas (la rifampicina e isoniacida): la dosis y frecuencia de su ingesta es interdiario (3
veces por semana) (Tabla 1) (5,6). Para el seguimiento de la respuesta al tratamiento adn
se utiliza la prueba de observacion de la muestra de esputo en el microscopio, el cual tiene
una baja sensibilidad y algunas desventajas, como no poder distinguir entre bacilos vivos

y muertos (5,7).



Primera fase Segunda fase
diaria tres veces por semana
Medicamentos
Dosis Dosis maxima Dosis Dosis maxima
(mg/kg) diaria (mg/kg) por toma

Isoniacida (H) 5 (4-6) 300 mg 10 (8-12) 900 mg
Rifampicina (R) 10 (8-12) 600 mg 10 (8-12) 600 mg
Pirazinamida(Z) 25 (20-30) 2000 mg
Etambutol (E) 20 (156-25) 1600 mg

Rango de dosis de medicamentos entre paréntesis.

Tabla 1. Dosis de medicamentos antituberculosos de primera linea. Tabla extraida
de Ministerio de Salud et al (5)

1.3. Infeccion por Mycobacterium tuberculosis

La tuberculosis es causada por el bacilo M. tuberculosis y se transmite por via aérea a
través de pequefias gotas en aerosol, que son producidas por una persona con TB
pulmonar activa y son inhaladas por personas no infectadas. Esta transmision se puede
Ilevar a cabo durante actividades cotidianas como hablar, reir y, sobre todo, al toser. Los
sintomas mas comunes que presenta una persona infectada con Mtb son: debilidad del
cuerpo, dolor torécico, pérdida de peso, fiebre, y la tos, la cual en algunos casos se

presenta con sangre en el esputo (8) (Fig. 1).

Pathologies caused by pulmonary TB
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Figura 1. Patologias causadas por TB pulmonar. La tuberculosis pulmonar causa

diversos sintomas en las personas que lo padezcan, tales como fiebre, debilidad,



sudores nocturnos, lesiones cavitarias, entre otros. Figura adaptada de Carabali-

Isajar et al. World J Microbiol Biotechnol (8). Creado con BioRender.com

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular, cuyo Unico huésped natural conocido es el
ser humano. Este microorganismo se caracteriza por ser una bacteria &cido-alcohol
resistente, esto debido a que tiene un alto contenido de lipidos en su pared celular que le
proporcionan una barrera impermeable muy fuerte frente a compuestos y farmacos
nocivos, ademas, juega un papel fundamental en su patogénesis. La pared celular de Mth
tiene componentes como el lipoarabinomanano (LAM) que se unen a los receptores de
manosa de los macrofagos alveolares y células dendriticas facilitando su ingesta por
endocitosis y subsecuente destruccion. También promueve la activacion de varios
mecanismos antimicrobianos por macrofagos y células dendriticas incluyendo
produccion de citocinas inflamatorias como TNF-a. (9). Sin embargo, Mtb ha desarrollado
estrategias para poder sobrevivir dentro de las células. Una de ellas es la secrecion de
proteinas, una de estas es el antigeno 85 (Ag85) que es un complejo proteico que cumple
un rol importante en la patogénesis de Mtb. Este complejo contiene varias proteinas como:
AQ85A (31 kDa), Ag85B (30 kDa) y Ag85C (31.5 kDa)(10). Con respecto a Ag85A, se
ha demostrado que induce la respuesta de las células T y genera la produccion de
interferon- y (IFN-y), y se sugiere que dicho antigeno puede ser un componente esencial

para la supervivencia del bacilo dentro de los macrofagos (11)(Fig.2). |

Some proteins secreted by M. tuberculosis

Rv3364

PN
Ag85 (A |

PtpA

Figura 2. Algunas proteinas secretadas por M. tuberculosis. Las proteinas
secretadas por Mtb modulan la respuesta inmune del hospedero. Figura adaptada de
Valdemar et al. Nanomedicine Nanotechnol Biol Med. (12) Creado con

BioRender.com



1.4. Respuesta inmune contra Mycobacterium tuberculosis

Cuando una persona es infectada con Mtb, las bacterias inhaladas ingresan al pulmén y
se movilizan hacia los alvéolos, donde tienen un primer contacto con células del sistema
inmune innato basicamente macrofagos alveolares residentes y células dendriticas. La
interaccion entre el sistema inmune innato y Mtb es crucial para el éxito de la infeccion
por parte del patdgeno. Los macrdfagos se activan elaborando una respuesta inflamatoria
que se encargaria de contener o eliminar a Mtb. Sin embargo, en caso de no ser posible
contener la infeccion, esta progresara acompafiada por una replicacion de la bacteria,
diseminacion a tejidos y posterior dafio tisular (13).

Las principales células del sistema inmune innato son: los macrofagos alveolares (MA),
las células dendriticas (CD), los neutrofilos y las células asesinas naturales o natural
killers (NK, por sus siglas en inglés). Estas células presentan distintas funciones. Por un
lado, los MA fagocitan a las micobacterias y también sirven como un nicho celular
principal de estas; las células NK destruyen células infectadas a través mecanismos
citotoxicos como la liberacion de granulos citoplasmaticos (conteniendo perforina,
granulisina y granzima), asimismo, producen IFN-y e IL-22, que inhiben el crecimiento
intracelular de Mtb mejorando la fusién fagolisosomal. Si los bacilos logran sobrevivir a
esta primera linea de defensa, se replican dentro de los MA y provocan la destruccién del
tejido pulmonar generando inflamacidn. Esto atrae a monocitos sanguineos que cumplen
la funcion de células presentadoras de antigenos, mientras que los neutroéfilos fagocitan
bacterias. Sin embargo, se sabe que M. tuberculosis manipula al macrofago y la
maduracion del fagosoma evitando su formacion para prolongar su supervivencia en estas
células. Las CD fagocitan bacterias o antigenos y como presentadoras de antigenos viajan
a los ganglios linfaticos donde activan linfocitos T y B. Los linfocitos T y B activados y
especificos contra Mtb migran al sitio de infeccion donde combaten la infeccion con el
objetivo de que puedan contenerla y formar el granuloma. El granuloma es un agregado
de macrdfagos infectados junto a otras células inmunes como T, B, NK, monocitos y CD.
En esta estructura los bacilos quedan encapsulados en su interior y se contiene su
diseminacion, pudiendo permanecer por mucho tiempo (TB latente). Sin embargo, la
carga bacteriana retenida en el granuloma puede liberarse al romperse la estructura,
permitiendo la diseminacion de la bacteria, incluso a otros érganos, a través del torrente

sanguineo (TB extrapulmonar) (9,13-15) (Figura 3).



M. tuberculosis life cycle
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Figura 3. Ciclo de vida de Mycobacterium tuberculosis. Mtb es transmitido por el
aire cuando una persona con TB pulmonar activa tose, estornuda, etc. Como
patdgeno intracelular, infectada a los macrofagos alveolares los cuales migran hacia
el intersticio pulmonar e infectan una variedad de células (macr6fagos, células
dendriticas, entre otros). Aln no esta claro si es que la inmunidad innata logra
eliminar la infeccion en algunos individuos. Las células dendriticas se dirigen hacia
el ganglio linfatico de drenaje, donde se encuentran las células T que son células



cruciales para controlar y prevenir la diseminacién del Mth. Una respuesta inmune
adaptativa eficaz puede conducir a que personas infectadas desarrollen una infeccién
latente, sin embargo, por razones aln desconocidas, pueden desarrollan TB
pulmonar activa. Figura extraida de Chandra et al. (16).

Como se mencion6 anteriormente, las células NK son una de las principales células
efectoras en la respuesta inmunitaria innata. Su nombre es atribuido a la capacidad de
matar células infectadas sin haber estado previamente expuestas a estas. Asimismo, se ha
demostrado que las células NK pueden desarrollar una “memoria inmunoldgica”,
parecida a la del sistema inmune adaptativo y esta caracteristica puede tener implicancia
en el esfuerzo de desarrollar vacunas tanto preventivas o terapéuticas (17). Asimismo, las
celulas NK son linfocitos granulares que derivan de células linfoides, y se definen por la
ausencia de CD3, expresion de la proteina transmembrana CD56, su receptor CD16
(FcyRIII) es capaz de unir la porcién Fc de las inmunoglobulinas (1gG) y activar las
células NK para dirigirlas hacia la célula diana y provocar una potente actividad
citotoxica, desgranulacién con la consecuente liberacién de perforina y granzima, y
secrecion de citoquinas como el factor tumoral necrético (TNFa) e IFN-y (18,19). En
base a la expresion de CD56 y CD16, las células NK se distinguen fenotipicamente por
la expresion CD56 (alta: (**: bright en la Fig. 4) o baja (*: dim en la Fig. 4)). A lo largo
de la maduracion, las células CD56"" son precursoras de CD56*. Asi, las células CD56*
0 CD56°CD16" presentan un mayor estado de madurez y una alta actividad citotoxica;
mientras que el fenotipo CD56""CD16™ representan un fenotipo inmaduro con poca

capacidad litica, pero con habilidad de producir citocinas (20-22) (Fig. 4).

CD56bright CD56dim

Legend

T NKG2A Jcos7
3 T Non-self KIR [ NKG2C
[SeffKIR  JCD56

Immature Early Uneducated Educated Mature  Adaptive

++ * 4 +++ ++++ ADCC

++ + ++ +++ ++ Natural Cytotoxicity
++++ +++ ++ ++ + + Proliferation
++++ +++ ++ ++ + + Response to cytokine

Figura 4. Subpoblaciones de células NK. Las células NK presentan subpoblaciones

que se diferencian fenotipicamente por la expresion del receptor CD56 (alta o baja),



lo que le confiere funciones distintas segun el nivel de expresion del receptor. Figura
extraida de Pfefferle et al. (22).

La funcion de las células NK estd determinada por un balance entre las sefiales de
receptores activadores que tienen motivos de activacion del inmunoreceptor basado en
tirosina 0 immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM, por sus siglas en
inglés) que permiten la activacion de la célula y la ejecucion de su efecto citotdxico, asi
como receptores inhibidores que tienen motivos de inhibicion del inmunoreceptor basado
en tirosina o immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM, por sus siglas en
inglés) que inhiben las sefiales que conducen a la activacion de estas células (Figura 5)
(21).

Activating Inhibitory
receptors receptors

NKG2D

KIRs (except
KIR2DS an
KIR3DS1)

NKG2A/CD%4

NKp46

NKp44

NKp30
Co-activating
receptors

CD16

Figura 5. Principales receptores activadores e inhibidores expresados en la
superficie de las células NK. Abreviaturas: KIR, receptores de tipo
inmunoglobulina de células asesinas; NKG2, conocido como CD159; NKp30,
NKp44, NKp46, receptores naturales de citotoxicidad. Figura extraida de Islam et al.
Cells (23).

Dentro de los receptores inhibidores se puede diferenciar a la familia de receptores tipo
inmunoglobulina de células asesinas o killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR,
por sus siglas en inglés) que regulan la funcion de las células NK. Otra familia, son los

receptores de lectinas de tipo C, en la cual se encuentra el receptor NKG2A/CD94. Ambas
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familias tienen en comun la capacidad de reconocer moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase I (MHC-I) que conduce a la inhibicion de la funcion

citotoxica por células NK (22,24).

Dentro de los receptores activadores se encuentran cinco familias: algunos de los
receptores KIR, los receptores de lectinas de tipo C como el receptor NKG2D y NKG2C,
los receptores con citotoxicidad natural (NRC) como el NKp44 , los DNAM-1 que al
interactuar con células tumorales aumenta la habilidad de citotoxicidad y la produccion
de citoquinas de las células NK; y los TLR (Toll like receptor) que le brindan una
capacidad de responder a una amplia variedad de patrones de moléculas asociados a
patégenos (PAMP). Asimismo, se ha descrito que reconocen antigenos especificos como
haptenos de virus y bacterias. Los receptores mejor estudiados son los receptores
especificos de la porcion Fc o receptores Fc de las inmunoglobulinas IgG (FcyR) e IgA
(FcaR) y median actividades de citotoxicidad y de fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos. Las células NK también presentan receptores para citocinas como IFN-y, IL-
18, IL-15 las cuales son secretadas por otras células inmunes (24,25) confiriendo una
mejor capacidad de respuesta. Tras la activacion, las células NK también son capaces de
secretar perforina y granzimas. La perforina participa en el proceso de citotoxicidad o
citdlisis, cumple el rol de generar poros en la membrana celular de las bacterias o células
diana permitiendo asi la entrada de las granzimas, la cual es una proteasa que destruye
estructuras celulares internas. Existen diversos tipos de granzima, sin embargo, los méas
estudiados son el de tipo Ay B. La primera se encarga de inducir apoptosis de las células
diana, ademas, tras la activacion de las células NK secretan citocinas que estimulan
monocitos para la liberacion de citoquinas proinflamatorias. La granzima B induce la
activacion de RNAsas mediante caspasas para fragmentar el ADN. Durante el proceso de
desgranulacion tras la activacion de receptores activadores e inhibicion de receptores
inhibidores en simultaneo, provoca que los granulos migren a la membrana debido a la
polarizacion del aparato de Golgi y la reordenacion de los microtubulos hacia las células
diana, con la que después formara una sinapsis inmunoldgica, lo que permitira la unién
de sus membranas. Tras esto, las células NK liberaran los granulos al espacio intracelular
de la sinapsis inmunologica para que logren polimerizar la membrana de la célula diana
(22,24,25).

11



Enresumen, las células NK, tienen dos funciones relevantes en la respuesta inmune innata

contra patdgenos: la citotoxicidad, mediante la cual reconoce sus células blanco y luego

ocurre la lisis de la célula infectada, asi como también la secrecion de citoquinas,

principalmente IFN-y, para modular la respuesta inmune. Ambas funciones contribuyen

a la respuesta del hospedero contra microorganismos. En la Figura 6 se observan las

funciones descritas, asi como, otras funciones que realizan las células NK.
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Figura 6. Funciones de las células NK. 1) Las interacciones entre las células NK 'y
las células dendriticas (DCs)/macréfagos (Mac) generan diversas citocinas activando
células NK para que produzcan moléculas inflamatorias como IFN-y, entre otras.
Asimismo, este IFN-y promueve el incremento de la expresion de MHC de clase .
2) En células infectadas por virus se producen IFN-y, IFN-B e IL-1p y presentan
autoligandos o proteinas virales en su superficie que activan a las células NK. 3)
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Algunas subpoblaciones de células NK producen IL-22 que pueden ayudar a la
regeneracion de las células del tejido de la mucosa. 4) Con la manipulacién genética
de las células NK se puede mejorar su funcionalidad efectora y longevidad; la
insercion del gen que codifica IL- 12 aumentaria las funciones efectoras de las células
NK, como produccion de IFN-y. La expresion de receptores NKG2D y NKp46
aumentarian la citotoxicidad antitumoral. Estas células NK modificadas brindan
nuevas oportunidades para el disefio de terapias. 5) La interaccion entre las células
NK y T regula la inmunidad adaptativa. 6) Las células NK reconocen células
infectadas por bacterias, ya sea mediante receptores tipo toll (TLR) o por la
activacion a través de factores solubles; esto induce secrecion de IFN-y e IL-22 que
ayudan a reducir la carga bacteriana y la regeneracion de células. 7) Las células NK
lisan bacterias y células infectadas tras la liberacion de granzimas y perforina. Figura
extraida de Abel et al. Front Immunol. (26)

Considerando las caracteristicas y funciones que presentan las células NK, han sido
intensamente estudiadas en distintas infecciones, tales como el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), SARS-CoV-2, Hepatitis B, influenza, entre otros. En
VIH se ha demostrado que las células NK activadas secretan citocinas y quimiocinas que
conducen a una mejora de la actividad antiviral lo que ayudaria a controlar la carga viral
(27).

En la infeccion por SARS-CoV-2, se observo que una elevada activacion de celulas NK
mediada por anticuerpos deficientes en galactosa a causa de la enfermedad, estaria
asociada con una prognosis negativa de la enfermedad (28). En el contexto de infeccion
por Hepatitis B, Gehring (29) sugiere que las células NK podrian servir como centinelas
del mecanismo de accion de farmacos inmunitarios, como IFN tipo 1. Asi mismo, la
elevada activacion de estas células serviria para medir el dafio hepatico en los pacientes.
En el caso de la influenza causado por HLN1, se ha observado que la linfopenia de células

NK puede correlacionar con la severidad de la enfermedad.

En el contexto de TB, en el sitio de infeccidn y tras la activacion de las células NK, estas
son una fuente importante de IFN-y y promueven la respuesta contra Mtb de parte de
macrofagos a través de la activacion de fagocitosis e incremento del estallido oxidativo o

respiratorio (30), que consiste en el aumento de la produccion de especies reactivas de
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oxigeno (oxigeno singlete, perdxido de hidrdgeno y radicales hidroxilo) las cuales son
toxicas para los patdgenos y permiten la eliminacion de los nichos intracelulares (31,32).

Sobre la funcionalidad de células NK periféricas en TB pulmonar, en un estudio
transversal, comparando la inmunologia de pacientes con TB activa y latente, se observa
que células NK de pacientes con TB latente tenian alta habilidad de mediar citotoxicidad
y desgranulacién respecto a pacientes con la enfermedad activa. Esto sugiere que existe
una funcion diferencial de las células NK en los diferentes espectros de la enfermedad
(33). Respecto a las poblaciones de células NK en circulacion, se ha descrito que en TB
pulmonar activa el fenotipo CD56°""CD16%™ es predominante antes de iniciar el
tratamiento comparado a luego de completar el mismo (34). Similarmente, otro estudio
ha descrito que las células NK disminuyen su habilidad de producir IFN-y y
desgranulacion antes del tratamiento (35). Respecto a la produccion de produccion de
perforina y granzima tras estimular células NK, se observo que esta células muestran una
habilidad incrementada de liberar estas moléculas, lo que indica que estas moléculas
tienen una implicancia en la inmunidad a tuberculosis (36). También se ha reportado
cambios en los receptores de células NK en TB activa como el incremento del receptor
Tim-3 que se asocia a disfuncion celular (37) mientras que el receptor inhibidor KLRG1

es un importante inmunomodulador que mejora la inmunidad anti-TB (34).

En pacientes con TB pulmonar y TB/VIH+ presentaron una mayor frecuencia del fenotipo
CD56M™¢ (CD56'CD16%) comparado con el grupo control (individuos sanos), ademas,
encontraron que al finalizar el tratamiento hay un incremento de la poblacion células NK
totales y una disminucion del fenotipo CD56""" (CD56**CD16%") tanto en pacientes
TB/VIH como en pacientes que solo presentaban TB pulmonar (38). Estos resultados
sugieren gue los niveles de células NK y moléculas que producen podrian ser potenciales

biomarcadores de seguimiento/respuesta al tratamiento o prognosis.

En este sentido, las evidencias sobre el rol de las células NK en diferentes enfermedades
infecciosas y el creciente interés en el contexto de TB, abren nuevas éareas de
investigacion para generar conocimiento. Asi, este proyecto de investigacion planted
entender la funcionalidad de células NK en la evolucién de pacientes que se encuentran

recibiendo terapia anti-TB. Ademas, este estudio resalta las caracteristicas de células NK
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en pacientes con TB activa, que a futuro puede tener un impacto importante en el

seguimiento al tratamiento, desarrollo de vacunas y terapias contra la TB pulmonar.
Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas con alta tasa de incidencia y es
una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Paises endémicos, como el Perd,
aun permanecen dentro de la lista de los paises con mayor ocurrencia de infecciones
debido a las formas resistentes de TB (7), como la denominada tuberculosis
multirresistente (MDR), llamada asi por su alta resistencia a farmacos usados en el
tratamiento (2). Si bien TB tiene tratamiento, el seguimiento tiene limitaciones, por
ejemplo, las pruebas usadas actualmente son de baja sensibilidad. La prueba de frotis de
esputo (no diferencia bacilos vivos de muertos) tiene un rango de sensibilidad que oscila
entre 50 — 80% (39) y el cultivo de esputo toma tiempo, aproximadamente 8 semanas para
que se formen las colonias de M. tuberculosis y de 3 a 6 semanas para poder identificar
la especie y finalmente obtener resultados (40). Este tiempo de espera retrasa el manejo
clinico del paciente y ademas que no es accesible en todos los centros de atencion
primaria. lgualmente, la nueva tecnologia Ilamada GenXpert, la cual es usada para
diagnosticar y determinar la sensibilidad de M. tuberculosis a la rifampicina (41), no esta
disponible en lugares lejanos debido a su alto costo, infraestructura requerida y personal
especializado (42), ademas que, no es Util para evaluar el restablecimiento del sistema
inmunologico del paciente. La OMS en su estrategia “Fin de tuberculosis” sugiere
innovar estrategias de diagndstico, tratamiento y seguimiento del tratamiento (7). Sin
embargo, para la evaluacién de nuevas drogas o regimenes de tratamiento en ensayos
clinicos, no existen biomarcadores validados que faciliten la evaluacion y provean

resultados mas precisos (4,43).

Durante afios se ha resaltado el rol de las células T en la proteccion contra la tuberculosis,
sin embargo, las estrategias de vacunacion dirigidas a promover la respuesta de células T
no han sido exitosas como es el caso de la vacuna BCG (4) y otras. Por tanto, es
importante dirigir la atencion hacia otras células inmunes que puedan dar mejor
informacion sobre la respuesta inmune y la proteccion contra la infeccion por Mtb y que
garanticen mejores resultados mediante vacunacion, terapia o identificacion de

biomarcadores inmunes.
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Sobre las células NK en TB, se sabe que participan en la respuesta inicial contra la
infeccion por Mtb. Asimismo, se ha descrito que las diferentes manifestaciones de la
enfermedad de TB esté asociado a la diversidad de células NK, asi se ha encontrado que
el fenotipo CD56""CD16" predomina en pacientes con TB pulmonar activa sin
tratamiento comparado a TB latente, esto estaria relacionado a la progresion de la
enfermedad (34). Sin embargo, la ausencia de estudios longitudinales con pacientes bajo
tratamiento no permite conocer la dindmica de estas poblaciones y sus funciones. A la
fecha, el seguimiento del tratamiento de TB activa carece de biomarcadores validados en
cohortes de pacientes con TB para definir la respuesta a los medicamentos, predecir el
éxito del tratamiento (biomarcadores de base) o recaida que puedan guiar a los clinicos
(4,43)

En ese sentido, es necesario conocer mas sobre la inmunobiologia de las células NK en
TB pulmonar activa bajo tratamiento para poder desarrollar estrategias innovadoras de
tratamiento o marcadores de seguimiento para evaluar la respuesta temprana al

tratamiento e incluso poder predecir una potencial recaida de los pacientes.
111 JUSTIFICACION

En la actualidad, existe una diversidad de estudios que evidencian el rol de las células NK
en infecciones virales tales como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (27),
SARS-CoV-2 (28), el virus de la hepatitis B (29), sin embargo, en infecciones bacterianas
los estudios son escasos a pesar que existen evidencias que estas células eliminan
patégenos intracelulares, como Mtb, mediante la citdlisis de la célula que infectan (44).
Actualmente, en la infeccion por VIH ya se esta utilizando inmunoterapias en base a
células NK para eliminar los reservorios del virus (45) demostrandose asi ser una opcién

prometedora.

El potencial rol de las celulas NK en la proteccion contra la infeccion, incluyendo por M.
tuberculosis, radica en su habilidad de lisar células infectadas, activacion de otras células
inmunes como células T, y su habilidad de desarrollar “memoria inmunologica”. Asi, en
estudios sobre contactos de pacientes con TB activa altamente expuestos, estos
permanecieron negativos a la prueba cutanea de tuberculina y los ensayos de medicién de

la produccion de IFN-y, esto significaria que estas personas no desarrollaron la infeccion
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o la bacteria fue eliminada por el sistema inmune antes ocurrir una infeccidn generalizada.
Estos individuos son llamados resistentes, ya que al parecer eliminan a la bacteria antes
de que se desarrolle la respuesta inmune adaptativa. Dentro de las bases inmunoldgicas
propuestas para explicar esta eliminacion se sugiere que las células NK podrian jugar un
rol importante eliminando tempranamente células infectadas mediante citotoxicidad (46).
Estas cualidades pueden ser aprovechadas para prevenir la diseminacion de la infeccion
mediante el desarrollo de herramientas terapéuticas o preventivas contra TB en base a

células NK.

Otra caracteristica que se puede aprovechar del conocimiento sobre la biologia de las
células NK es su habilidad de desarrollar “memoria inmunolédgica” (17). Sin embargo,
este conocimiento aun falta explorar méas en tuberculosis. A la fecha se ha reportado que
en individuos con TB activa las células NK pulmonares producen niveles altos de IFN-y
e IL-22/ granzima (CD45R0O") en respuesta al estimulo con IL-15 y BCG respectivamente
(47). Otros reportes mencionan que la revacunacion con BCG induce una respuesta
prolongada de las células NK, hasta un afio, produciendo citoquinas inflamatorias como
IFN-y. Asimismo, en modelos animales inmunizados con BCG las células NK CD3"
CD567CD27" aisladas y co-cultivadas con M. tuberculosis fueron capaces de reducir el
nimero de unidades formadoras de colonia (21). Todas estas evidencias resaltan la
potencial utilidad de las células NK para mejorar la eficacia de vacunas o terapias contra
TB.

Para el desarrollo de terapias en base a células NK contra enfermedades infecciosas, se
podria modular la funcion de las células NK mediante el estimulo con citocinas para
promover funciones citotoxicas (matar células infectadas) o producir IL-22, una citoquina
involucrada en mantener la integridad del epitelio del pulmon. Esta estrategia seria una
buena alternativa para individuos con células T disfuncionales, por ejemplo, pacientes

con enfermedades inmunosupresoras como infeccion con VIH (46).

Finalmente, la identificacion de biomarcadores inmunes para seguimiento a
enfermedades infecciosas es de interés. Se ha descrito, en la infeccion por SARS-CoV-2
gue una elevada activacion de células NK inducida por anticuerpos deficientes en
galactosa se asocia con una prognosis negativa de la enfermedad (28). En el contexto de

infeccion por Hepatitis B, se sugiere que las células NK podrian servir para la vigilancia
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del mecanismo de accion de farmacos inmunitarios, asi como medir el dafio hepatico en
los pacientes (29). Estos y otros estudios argumentan a favor de las células NK y sus
funciones como potenciales marcadores de progreso de enfermedad, no solo en
enfermedades de origen viral, sino que también podria aplicarse en el contexto de

tuberculosis pulmonar.

Estudiar los cambios en el fenotipo o funcion de células NK a lo largo del tratamiento de
TB, permitira la identificacion de pardmetros inmunes y que estos pueden ser usados
como potenciales marcadores para hacer seguimiento al tratamiento anti-TB y con
utilidad para el pronoéstico de la enfermedad. Asimismo, este conocimiento puede usarse
en el seguimiento de estudios clinicos orientados a la identificacion de nuevas drogas o
regimenes contra Mtb (43). Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
evalud las caracteristicas de células NK en un estudio longitudinal en pacientes con TB

activa en tratamiento.

IVHIPOTESIS

A lo largo del tratamiento contra tuberculosis pulmonar activa ocurren cambios en las

caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células NK.

V OBJETIVOS
5.1. OBJETIVO GENERAL

Estudiar las caracteristicas de las células NK circulantes en pacientes con tuberculosis
pulmonar activa sensible que se encuentran bajo el esquema de tratamiento de seis

meses.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la cinética de las poblaciones de células NK circulante antes (TO) y
después (T6) del tratamiento contra la tuberculosis.

2. Analizar los niveles de expresion de IFN-y y perforina en las poblaciones de
celulas NK circulantes en los tiempos TO y T6.

3. Determinar la cinética de las subpoblaciones de células NK circulantes antes (T0)
y después (T6) del tratamiento contra la tuberculosis.

4. Evaluar los niveles de expresion de IFN-y y perforina en las subpoblaciones de

células NK circulantes en los tiempos TO y T6.
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VI MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Estudio longitudinal y experimental.
Poblacion de estudio

Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) se obtuvieron de pacientes
mayores de 18 afios con diagndéstico de TB pulmonar activa confirmada (microscopia y
rayos X) que asisten a los centros de salud. Las muestras fueron tomadas en dos tiempos
distintos: antes de iniciar el tratamiento anti-TB y después de 6 meses de tratamiento.
Estas muestras provinieron del proyecto con cddigo SIDISI: 210077 (Proyecto base) que
tenia aprobacion ética y almacend las CMSP con autorizacion de los pacientes. Para la
realizacion de esta investigacion se solicitaron las muestras al investigador responsable
de dicho proyecto. Las muestras tuvieron una codificaciobn numérica conteniendo la
abreviacion del tiempo de muestreo: TO: tiempo previo al inicio del tratamiento y T6: seis
meses posteriores al tratamiento. Los codigos no presentaron informacion alguna que
identifiquen al paciente del cual proveniay de esta forma se garantizé la confidencialidad.

Las muestras fueron manejadas con estos cédigos en los distintos ensayos.
Tamarfo muestral

El tamafio de muestra se calculé usando el software G*Power (Version 3.9.6.1) y se
estimo que para obtener un poder estadistico (1- B) del 0.99, con efecto de tamafio igual
a1, un errortipo 1 (o) de 0.05 y se estimo un total de 15 muestras. Sin embargo, asumimos
un muestreo por conveniencia y se incluy6 un total de 21 (n= 21) tanto para el TOy T6.
Los pardmetros considerados para el célculo del tamafio muestral fueron sugeridos por
Manterola et al. (48) y Serdar et al. (49).

Fenotipificacion de células NK - expresion CD56 y CD16 - ex vivo

La identificacion de poblaciones y subpoblaciones de células NK expresando CD56 y
CD16 en los tiempos TO y T6 se determinaron mediante citometria de flujo con una
adaptacion del ensayo realizado por Yamazaki et al. (50). Se realiz6 la tincion superficial
a celulas inmunes en 200 uL de sangre total y fueron marcados con 2 uL de anti-human
CD56-PE-Cy7 (Cat:304628, Clona: MEM-188, BioLegend, CA), 2 uL de anti-human
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CD16-PECy5 (Cat: 15-0168-42, Clona: eBioCB16, eBioscience) y 2,5 uL anti-human
CD3 PacBlue (Cat: 300417, Clona: UCHT1, BioLegend, CA). La muestra se incubé por
30 min a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad. Luego, para lisar los
eritrocitos, se utilizo buffer de lisis 1X (Biolegend). Posteriormente, se realizaron dos
procesos de lavado y se resuspendid6 en DPBS (Dulbecos buffer fosfato-salino)
(Invitrogen, CA)- suero fetal bovino (SFB) (Invitrogen, CA) al 1%. Finalmente, se
adquirio las muestras en un citometro de flujo FACS CANTO Il donde se adquirieron al
menos 500000 eventos. Para el analisis, se excluyo a los linfocitos T de la poblacién de
celulas NK con el marcador CD3 seleccionando la poblacion de células CD3 negativas
para definir las poblaciones de células NK totales expresando CD56 que expresan
(CD16") o no expresan CD16 (CD16) y las subpoblaciones (CD56""CD16"",
CD56"*CD16", CD56"*CD16°, CD56'CD16™", CD56"CD16*, CD56'CD16°). En este

analisis se uso el software FlowJo v10.8.
Ensayo de funcionalidad de células NK

Luego de centrifugar y extraer el plasma, el paquete globular se resuspendié en PBS
estéril se afladid a un tubo de 15 mL conteniendo Ficoll-Histopaque (Cat: 17144003 — GE
Healthcare Bio-Sciences AB) manteniendo la proporcion 1:1 (muestra: Ficoll) y teniendo
cuidado de no mezclar ambas fases. Luego se realizé una centrifugacion a 400 g por 30
minutos. Terminada la centrifugacion se removié con mucho cuidado el anillo
conteniendo a las CSMP (Fig. 7) y se transfirié a un tubo conteniendo DPBS estéril.
Luego se realizaron dos lavados a 1500 rpm por 7 minutos con DPBS estéril, se desechd
el sobrenadante y se resuspendié el pellet en medio R10 (RPMI 1640 (Invitrogen, CA)
conteniendo penicilina/estreptomicina (Invitrogen, CA) y SFB (Invitrogen, CA) 10%) y

se realiz6 un recuento celular empleando una camara de Neubauer (51).
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Figura 7. Aislamiento de las CMSP. El proceso de separacion de las células
mononucleares de sangre periférica se realiz6 mediante el método de centrifugacion
en gradiente de densidad empleando Ficoll-Histopaque.

Para evaluar las funciones de las células NK, se empled una modificacién del ensayo de
activacion de células NK (51,52). Las células fueron distribuidas en 4 tubos (2 x 108

células/ tubo). Se utilizaron tres estimulos para evaluar su funcionalidad:

Tubo 1: Activacién a través de receptores FcyRII1 (control positivo): se le afiadié 3 uL
de anti-CD16-PE-Cys5.

Tubo 2: Activacion a través de receptores FcyRIII: se afiadio pool de plasma conteniendo
anticuerpos especificos a M. tuberculosis previamente incubado con la proteina
recombinante Ag85A (0.4 ug de Ag85A/mL de R10) (NR-49427-BElI RESOURCES).
Esta prueba permitir evaluar la activacion de células NK con anticuerpos especificos a

Mtb antigenos. El plasma proviene de un paciente con TB activa.

Tubo 3: Activacidn via receptores NKG2C: Se realiz6 un co-cultivo de CMSP con células
K562 - no expresan MHC-I - (proporcién E: T de 5:1). Las células K562 (Cat # 11699)
fueron donadas por NIH AIDS Reagent Program Division of AIDS NIAID, NIH.

Tubo 4: Control negativo: CMSP en medio de cultivo R-10 sin estimulos.

A todos los tubos, se les afiadié 1uL de céctel de inhibidores del transporte de proteinas
(Golgistop (Cat: 51-2092KZ, BD Bioscience)). Seguidamente se incubaron durante 5

horas a 37 °C y 5% CO. para permitir la activacion de células NK.
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Cumplida las 5 horas de incubacién, se centrifugaron los tubos y se lavo las células con
2 mL de PBS-FBS 1% y se centrifugaron a 1500 rpm por 7 minutos. Inmediatamente se
descartd el sobrenadante y al pellet de todos los tubos se le afiadié 3.5 uL de anti-humano
CD56-PE-Cy7 y 3.5ul de anti-humano CD16-PE-Cy5 (Tubo 2, 3y 4). Al tubo 1 solo se
le afiadié CD56. Los tubos fueron incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente
y en condiciones de oscuridad, luego se lavé las células con PBS-FBS 1%.

Para realizar la tincion intracelular, se fijé el pellet agregando 100 uL de IC Fixation
Buffer (Cat. 00822249 - Invitrogen) a todos los tubos y nuevamente se incubaron por 30
minutos a condiciones estandar. Luego se agregd 2 mL de Permeabilization buffer (1X)
(Cat. 00833356 — Invitrogen, CA) se centrifugaron y se desecho el sobrenadante. Después
se afadio 3uL de anti-humano perforina-PE, 12 uL de anti-humano IFNy-FITC y 1,5 uL
de anti-humano CD3-Pacific Blue. Los tubos fueron nuevamente incubados por 30
minutos a condiciones estandar, sequidamente, se les agregd 2 mL de Permeabilization
buffer (1X), se centrifugaron, el pellet fue resuspendido en 500 uL de PBS-FBS 1%.
Finalmente, los tubos fueron analizados por citometria de flujo en un equipo FACS
CANTO Il y se adquirieron 500000 eventos. Para el analisis de los datos se uso el
software FlowJo v10.8

Andlisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos en las pruebas se realiz6 usando la
prueba de Wilcoxon para muestras pareadas (TO vs T6) mediante el software GraphPad
PRISM® versidn 9.5. Considerando que las muestras obtenidas son pareadas, en este caso
el tiempo antes del inicio del tratamiento (TO) es considerado el nivel basal para ser
comparado con el tiempo luego de completar el tratamiento (T6).

VIl RESULTADOS

Para el presente estudio, se analizaron muestras de células mononucleares (CMSP) de 21
participantes adultos que fueron reclutados por el proyecto base (SIDISI: 210077). Al
momento del enrolamiento, todos los pacientes fueron diagnosticados con tuberculosis

(TB) pulmonar activa como se muestra en la Tabla 2.
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Tiempo de tratamiento
Prueba frotis de esputo: TO T6
- 3* 21
+ 7 -
++ 4 -
+++ 7 -

Tabla 2. Diagnéstico de los pacientes antes de (T0) y al finalizar tratamiento (T6).
La tabla muestra los resultados de la baciloscopia de esputo en frotis. Se muestra el
namero de pacientes. Los resultados de la prueba de baciloscopia de esputo en frotis
se representan como 1+, 2+, 3+ o0 -. En consecuencia, "1+" indica la observacion de
10 a Bacilos Acido-Alcohol Resistentes (BAAR) en 100 campos microscopicos
vistos; "2+" representa de 1 a 10 BAAR por campo en 50 campos vistos, y "3+" se
usa cuando se observan mas de 10 BAAR por campo en 20 campos vistos. Si el

resultado de la prueba es negativo, se informa con el simbolo "-".

*Con diagnostico clinico de TB

7.1. Estrategia de analisis mediante citometria de flujo:

Para identificar las diferentes poblaciones y subpoblaciones de células NK se empled la
estrategia de gating de la Figura 8.
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7.2. Caracterizacion fenotipica de células NK — ex vivo

Las células NK se definen por la expresion de la proteina de transmembrana CD56 vy el
receptor Fcy CD16. La expresion alta (++) o baja (+) del marcador CD56 y CD16 indican
su estado de madurez y habilidad de citotoxicidad, siendo el fenotipo CD56** inmaduro

y precursor de CD56" con habilidad de producir citocinas (20-22).

En este estudio, se analizo ex vivo la frecuencia de células NK de sangre periférica antes

(TO) y después de seis meses de tratamiento (T6) anti-TB.

Tiempo
T0 T6
Poblacion de células NK totales expresando CD56 (%)
CD16" 51.03 + 3.61 46.64 +3.17
CD16 0.82£0.10" 1.22 +0.14"

Tabla 3. Frecuencia de las poblaciones de células NK totales expresando CD56
antes (T0) y después de finalizar el tratamiento (T6). Las células de sangre total
se tifieron en fresco (ex vivo) para analizarlas en el citébmetro de flujo. Los datos se
expresan como media + SEM, n=21 y fueron analizados usando la prueba de
Wilcoxon, con los valores de p<0.05* entre tiempos (TO vs T6).

Del analisis de células NK totales que expresan CD56 y CD16 (Tabla 3) se observa que
no hay diferencia en los niveles de las células NK CD56 que expresan CD16 (CD16")
las cuales fueron similares entre TO y T6, mientras, los niveles de la poblacion que no
expresa CD16 (CD16) incrementa al T6 comparado al TO (p = 0.0025).
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Figura 9. Subpoblaciones de células NK en sangre total antes (TO0) y después de
finalizar el tratamiento (T6). Las subpoblaciones se definieron en funcién de los
niveles de expresion de CD56 y CD16. A) Porcentaje de células NK CD56**CD16™,
CD56**CD16*, CD56**CD16° B) Porcentaje de células NK CD56"CD16*,
CD56*CD16", CD56"CD16". Las células de sangre total se tifieron ex vivo para ser
analizadas en el citometro de flujo. Los resultados se expresan como media + SEM,
n=21.

Respecto a las subpoblaciones de células NK ex vivo, en la Figura 9A se muestra los
resultados de la subpoblacion CD56"" y se observa que el tratamiento anti-TB tuvo un
impacto significativo (p<0.0001) en la reduccion de la subpoblacion CD56""CD16**. En
la Figura 9B, se muestra los resultados de la subpoblacion de CD56" y se puede observar
que tanto en la subpoblacion CD56°CD16" (T0, media: 3.9%, T6, media: 5.5%) y
CD56°CD16™ (TO, media: 0.31%, T6, media: 0.68%) se incrementan después de
culminado el tratamiento (p=0.0043 y p<0.0001, respectivamente) comparado a TO (Fig.
9B). Asi mismo, observamos que los niveles de frecuencia de las subpoblaciones
CD56"*CD16", CD56""CD16°, CD56"CD16"" no cambian a lo largo del tratamiento.

7.3. Funcionalidad de células NK — in vitro

Dentro de las funciones de las células NK se describen la habilidad de realizar
citotoxicidad contra celulas infectadas liberando granulos conteniendo perforina y
granzimas, asimismo tras sSu activacion secretan citocinas pro-inflamatorias,

principalmente IFN-y que modula la respuesta inmune (26,27,53).
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En esta investigacion, se analizé la funcionalidad de las células NK provenientes de
pacientes con TB activa en tratamiento antes (T0) y despues del tratamiento (T6). Las
CMSP, fuente de células NK, fueron cultivadas in vitro y estimuladas via: receptor
FcyRIII usando el complejo anticuerpos- proteina Ag85A (AgAb), y via el receptor
NKG2C usando la linea célular K562 las cuales carecen de MHC-I. Al completar las 5h

de estimulo se analiz6 por citometria de flujo la produccion de perforina e IFN-y.

Tratamientos

CD16 AgADb K562
Tiempo TO T6 TO T6 T0 T6
Expresion de IFN-y(%)
CD16+ 551+161" 1.76+052° 052+0.12 1.04+0.68 556+0.75" 0.67+0.26"
CD16- 0.92+0.19 0.71+0.46 | 3.14+048" 1.07+0.43" |5.50 +1.03" 0.36+0.15"
Expresion de Perforina (%)
CD16+ 18.21+425" 297+1.01"|1321+3.77" 0.40+0.38" | 11.98+3.20° 1.19+0.36"
CD16- 0.13+£0.10 0.08+0.05 | 042+0.15 142+0.75 | 1.02+0.40 1.54+0.50

Tabla 4. Niveles de IFN-y y perforina producidos por las poblaciones de células
NK totales expresando CD56 antes (T0) y después (T6) del tratamiento. La tabla
muestra lo niveles de produccion de IFN-y y perforina en células NK tras la
estimulacién con 1) anti-human - CD16 (control positivo), 2) el complejo antigeno
85 (Ag85) de M. tuberculosis y anticuerpos de un pool de plasma positivo a Mtb
(TB+) (AgAb) y 3) co-cultivo con la linea celular K562 (K562). Los valores INF-y
y perforina producidos por células NK sin estimulo (solo medio) han sido sustraidos
de cada tratamiento. Los datos se muestran como la media £ SEM, n = 20 y fueron
analizados usando la prueba de Wilcoxon, con los valores de p<0.05* entre tiempos
(TO vs T6).

En la Tabla 4 se muestra la produccion de IFN-y y perforina por la poblacién de células
NK totales expresando CD56. Las poblaciones CD16" y CD16" tienen una significativa
reduccion en la capacidad de producir IFN-y en respuesta al estimulo via receptor FcyRIII
con el complejo anticuerpos anti Mtb- proteina Ag85A (AgAb), asi como, via receptor
NKG2C luego de completar el tratamiento anti-TB comparado a TO.

27



Respecto a la produccion de perforina, tras la estimulacion (via FcyRI11y NKG2C),
la poblacion CD16" tambien presentan una habilidad disminuida (p<0.05) de
producir perforina al completar el tratamiento anti-TB. Mientras, la poblacion
CD16 no muestra diferencias en la respuesta frente a los diferentes estimulos tanto

antes (T0) y despues de completar el tratamiento (T6).
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Figura 10. Produccion de IFN-y por las subpoblaciones de células NK antes (T0)
y después (T6) del tratamiento. Los graficos muestran la produccion de IFN-y en
las subpoblaciones CD56""CD16"*, CD56**CD16*, CD56"*CD16" (A, B, C) y
CD56*CD16**, CD56*CD16*, CD56'CD16™ (D, E, F) de células NK tras la
estimulacién con, 1) anti-human - CD16 (control positivo), 2) el complejo antigeno
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85 (Ag85) de M. tuberculosis con anticuerpos de un pool de plasma de pacientes
positivos a Mtb (TB+) (AgAb) y 3) co-cultivo con la linea celular K562 (K562). Los
resultados se presentan como la media = SEM, n=20. Los valores INF-y producido
por células NK sin estimulo (solo medio) han sido sustraidos de cada tratamiento.

En lo que respecta a la funcionalidad de las subpoblaciones de celulas NK, en la Figura
10, se observa que en las diferentes subpoblaciones: CD56""CD16™" (Fig. 10A) ,
CD56*CD16™ (Fig. 10D), CD56"CD16" (Fig. 10E) y CD56"CD16" (Fig. 10F) hay una
reducida capacidad de producir IFN-y en respuesta al estimulo via receptor FcyRIII con
el complejo anticuerpos anti-Mtb-Ag85A al finalizar el tratamiento anti-TB comparado a
T0. Mientras, las subpoblaciones CD56"*CD16" (Fig. 10B) , CD56""CD16" (Fig. 10C),
CD56°CD16" (Fig. 10E) y CD56°CD16" (Fig. 10F) responden frente al estimulo via
receptor NKG2C y presentan habilidad disminuida de producir IFN-y luego del

tratamiento anti-TB.
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Figura 11. Produccion de perforina por las subpoblaciones de células NK antes
(TO) y después (T6 = 6 meses) del tratamiento. Los graficos muestran la
produccion de perforina en las subpoblaciones CD56"*CD16"*, CD56"*CD16",
CD56"*CD16 (A, B, C) y CD56"CD16™*, CD56*CD16*, CD56"CD16" (D, E, F) de
células NK tras la estimulacién con 1) anti-human - CD16 (CD16), 2) el complejo
antigeno 85 (Ag85) de M. tuberculosis con anticuerpos de un pool de plasma de
pacientes positivos a Mth (TB+) (AgAb) y 3) co-cultivo con la linea celular K562
(K562). Los resultados se presentan como la media = SEM, n=20. Los valores de
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perforina producidas por células NK sin estimulo (solo medio) han sido sustraidos
de cada tratamiento.

Finalmente, en el analisis de las subpoblaciones de células NK: CD56"CD16"" (Fig. 11D)
y CD56°CD16" (Fig. 11E) se observa que presentan una disminucién en la produccion
de perforina al finalizar el tratamiento anti-TB tras el estimulo via receptores FcyRII1l con
el complejo anticuerpos anti-Mth-Ag85A al finalizar el tratamiento. Mientras, las
subpoblaciones CD56"CD16"™" (Fig. 11D) y CD56'CD16" (Fig. 11E) estimuladas via
receptor NKG2C también generaron niveles significativamente bajos de perforina luego

del tratamiento anti-TB comparado a TO.

No se observo diferencias al comparar antes (TO) y al final del tratamiento (T6) en la
respuesta a ninguno de los estimulos en las subpoblaciones CD56""CD16™,
CD56""CD16", CD56""CD16"y CD56"CD16" (Fig. 11A, B, C y F, respectivamente) para

la produccion de perforina.

VIIlI DISCUSION

Los mecanismos inmunes especificos que controlan la progresion, asi como los que
contribuyen a la resolucion de la tuberculosis no han sido completamente elucidados. En
el contexto de TB pulmonar activa, los cambios en las poblaciones y funciones de las
células NK permanecen poco explorados. Si bien las células NK son caracterizadas
clasicamente por la expresion de CD56 y CD16, existen diferencias funcionales entre sus

diversas poblaciones y subpoblaciones.

Diversos estudios en infecciones virales como VIH y ébola, entre otros, resaltan el rol
funcional de las células NK y sugieren que podrian ser utilizadas como potenciales
biomarcadores y en el desarrollo de terapias y/o vacunas. En este sentido, consideramos
que es importante estudiar la inmunobiologia de las células NK para el desarrollo de
nuevas estrategias para combatir la tuberculosis. Por ejemplo, identificar parametros
inmunes que ayuden a los clinicos en el seguimiento de pacientes en tratamiento contra
TB.

En la respuesta inmune en TB, se ha considerado a las células T como las responsables
de la proteccion frente a M. tuberculosis, por ser un patdgeno intracelular, sin embargo,
las vacunas disefiadas para inducir esta respuesta, como la BCG, han demostrado eficacia
limitada (4).
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Las células NK desempefarian un papel crucial contra M. tuberculosis. Es por ello, que
en esta investigacion se planted evaluar el impacto del tratamiento contra TB pulmonar
activa sobre la funcionalidad de las células NK. Este efecto podria generar cambios en
los diferentes receptores de las células NK; y se conoce que las funciones de estas células
dependen de receptores como: los FcyR, los cuales conectan la respuesta inmune innata y
adaptativa, receptores de citocinas o receptores que detectan la presencia/ ausencia de

MHC-I en las células targets, como los receptores NKG2C.

Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio longitudinal que describe la dinamica
de las células NK circulantes en pacientes con tuberculosis pulmonar activa bajo
tratamiento. Este analisis establece una base de conocimiento que podria permitir futuras
investigaciones mas detalladas sobre la funcionalidad de las células NK en el contexto de
TB.

Nuestro andlisis ex vivo sobre las células NK muestran que hay cambios en algunas de la
poblaciones y subpoblaciones. En la poblacién de células NK totales CD56 que no
expresan CD16 (Tabla 3), asi como en la subpoblacion CD56°CD16™ (Figura 9) se
observa un aumento en los niveles al finalizar el tratamiento. Estas poblaciones se
caracterizan por producir citoquinas y podrian estar incrementadas debido a una posible
inflamacién residual. Otra subpoblacién que aumenta significativamente al finalizar el
tratamiento es CD56"CD16", el cual es un fenotipo citotoxico por la expresion de CD16
y que normalmente se encuentra con mayor frecuencia en sangre periférica de personas
sanas (54) por lo que el aumento de su frecuencia en sangre sugeriria la recuperacion de
los pacientes (evidenciado por los resultados de frotis de esputo: negativo en todos los
pacientes al final del tratamiento). Los bajos niveles de esta subpoblacién durante la
infeccion activa de TB (T0) podria deberse a una posible migracion de estas células hacia
los principales 6rganos afectados, sin embargo, una vez contralada la enfermedad (T6) se
mantendrian en circulacion periférica para cumplir su funcion de vigilancia

inmunologica, asi como, la eliminacion de posibles células infectadas.

Por otro lado, la disminucion de la subpoblacién CD56"*CD16"* al finalizar el
tratamiento indicaria una reducida actividad citotoxica debido a una reducida carga
bacteriana, evidenciado por los resultados de BK en esputo en el cual al completar el

tratamiento no hay presencia de bacteria en la muestra analizada. Sin embargo, esta no
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seria su principal funcién ya que este fenotipo también se caracteriza por ser productor
de citocinas.

Similar a los resultados hallados en nuestra investigacion, se ha reportado que el fenotipo
de células NK con alta expresiéon de CD56 (CD56™ en nuestro estudio) también
disminuye tras seis meses de tratamiento, lo que podria estar asociado a la movilizacion
de las células NK hacia otros compartimientos tisulares (38). Del mismo modo, en TB
pulmonar activa se observo una ligera disminucién del porcentaje células CD56"CD16*/
y produccion de IFN-y que se mantuvo hasta el cumplimiento del tratamiento (21). Un
estudio reporté que el fenotipo CD56"CD16" estuvo disminuido en pacientes con TB
activa comparado a sujetos sanos, sugiriendo que la infeccion impacta los niveles de
células NK (34). Estos resultados sugieren el rol importante de los diferentes fenotipos

de células NK en la interaccién con Mtb.

En base a nuestros resultados, tambien observamos que hay poblaciones de celulas NK
que no tienen cambios en sus niveles circulantes como son: CD56""CD16",
CD56""CD16°, CD56"CD16"". Estas poblaciones, al parecer, no se ven afectadas por la
infeccion con Mtb y podrian tener un rol vigilante (adicional a producir IFN-y y perforina)

a lo largo del tratamiento y en la infeccion activa.

Para evaluar la funcionalidad de las células NK nos enfocamos particularmente en la
respuesta frente a estimulos de los receptores FcyRIIl (CD16) y NKG2C a lo largo del
tratamiento anti-TB. Las células NK pueden ser activadas bajo diferentes vias como
receptores FcyRIII, NKG2D, NKG2C, Nkp44 (53), entre otros, y como consecuencia de
su activacion estas células producen citoquinas proinflamatorias como el interferén o

liberan granulos conteniendo perforinas, granzimas o granulisina (26,53).

Con respecto a la produccion de IFN-y nuestros resultados en pacientes con TB pulmonar
activa bajo tratamiento, muestran que las poblaciones de células NK totales expresando
CD56 que expresan o no CD16 tras ser activadas via receptores FcyRIIl y/o NKG2C
presentan una disminuida habilidad de producir IFN-y al completar el tratamiento (T6)
probablemente a que una vez resuelta la enfermedad estas células disminuyen sus niveles

de activacion.

Respecto a las subpoblaciones de células NK, todas responden frente al estimulo via
receptores FcyRIIl y/o NKG2C a diferentes niveles para cada una. Asi CD56""CD16™",
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CD56'CD16™", CD56"CD16+, CD56"CD16™ son activadas via receptores FcyRIIl y las
subpoblaciones CD56""CD16*, CD56""CD16°, CD56'CD16" y CD56'CD16  son
activadas via receptores NKG2C. Todas estas poblaciones presentaron una alta habilidad
de producir IFN-y al momento de la infeccion activa (TO0), sin embargo, luego del
tratamiento disminuyen su habilidad. Esto indicaria que la produccion de esta citoquina
proinflamatoria por parte de estas poblaciones de células NK ya no seria necesaria para
combatir a la micobacteria tras la finalizacion del tratamiento, ya que la carga bacteriana
ya estaria completamente reducida. Estudios previos también han mostrado que en la
tuberculosis pulmonar activa hay un mayor porcentaje de células NK productoras de IFN-
v (55,56). Asimismo, Wang (37) reportd que hay una disminucion en la produccion de
IFN-y después del tratamiento, lo que se asocié con una menor expresion de la via Tim-
3. Sin embargo, en contraste con nuestros hallazgos, también se ha reportado una
produccion temprana de IFN-y producido por las células NK del pulmoén de ratones
infectados previamente con Mtb, seguido de un tiempo de inactivacion y finalmente un
aumento de estas células (57), ademas, Pitabut (36) y Garand (35) reportaron que las
células NK incrementaron su produccién de IFN-y al finalizar el tratamiento. Estos
hallazgos sugieren que la produccién de esta citoquina se intensifica a medida que la

infeccion progresa.

Asimismo, se observa algunas subpoblaciones de células NK que se mantienen
funcionales sin variacion en la produccion de IFN-y tanto al momento de la infeccion
activa y al finalizar el tratamiento: CD56**CD16"" tras la activacion via receptores Fcy,
mientras que CD56""CD16™" y CD56"CD16™" tras la activacion via receptores NKG2C.
Al parecer la infeccién por Mtb no tendria un efecto sobre estas poblaciones y seria

importante descifrar su rol en la infeccion.

En cuanto a la habilidad de las células NK para producir perforinas, una molécula que
abre poros en la membrana de los patdgenos y células infectadas para posteriormente
lisarlas, se encontrd que las células NK totales expresando CD56 que expresan CD16 son
activadas via receptores FcyRII1 y/o NKG2C, pero muestran una habilidad disminuida de
liberar perforina al completar el tratamiento (T6) comparado al TO. Sin embargo, no se
observa cambios en la funcionalidad de células NK totales CD56 que no expresan CD16,
en las cuales no varia su habilidad de producir perforina al completar el tratamiento (T6)

comparado antes del tratamiento (TO0).
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Sin embargo, las subpoblaciones CD56"*CD16"*, CD56"CD16"*, CD56"CD16" al ser
activadas via receptores FcyRIIl y las subpoblaciones CD56""CD16™" y CD56"'CD16*
activadas via receptores NKG2C muestran una disminuida habilidad de producir
perforina al completar el tratamiento (T6) comparado al TO. Todas estas poblaciones
tienen una alta habilidad de producir perforinas cuando los pacientes presentan la
infeccion y se reduce al completar el tratamiento. Esto nos indica que el nivel de
citotoxicidad, o la capacidad de las células NK para destruir células infectadas, podria ser
menor debido a la disminucidon de células infectadas por la micobacteria, como resultado
de la reduccion de la carga bacteriana. Contrario a nuestros resultados, Kathamuthu, et al
(58) sefala que en el sitio de la infeccion por Mtbh hay una menor frecuencia de células
NK expresando marcadores citotoxicos en pacientes con linfadenitis tuberculosa antes
del tratamiento y esto podria reflejar la falta de proteccion contra la infeccion. Asi mismo,
otro estudio sefiala un incremento en los niveles de IFN-y y perforina producidas por
células NK (36), asi como, del marcador de degranulacién CD107 al finalizar el

tratamiento antituberculoso (35).

Si bien se han encontrado estudios que soportan nuestros hallazgos, no podemos negar la
existencia de investigaciones que reportan hallazgos distintos a los nuestros. Esto podria
deberse a los distintos estimulos que se utilizaron para activar a las células, las
caracteristicas de la poblacion estudiada o las distintas estrategias de seleccién de las

poblaciones de las células NK.

Por otra parte, nuestros resultados indicarian que tanto los receptores FcyRIIl como
NKG2C se encuentran funcionales, ya que se ha observado gue tanto al inicio como al
final del tratamiento estos responden a los estimulos y logran activar a las distintas
poblaciones y subpoblaciones de células NK estudiadas. Este hallazgo sugiere evaluar
otras vias de activacion de las células NK y en un futuro poder educar esta poblacion para
ser usada en tratamientos terapeuticos no solo contra la tuberculosis sino tambien en otras
enfermedades como VIH o cancer. Por ejemplo, se ha visto que el uso de células NK
educadas en terapia contra el cancer tiene mucho potencial, sin embargo, existen algunas

limitaciones que necesitan investigarse (59).

En sintesis, nuestra investigacion muestra que las células NK cumplen un papel dinamico
en la respuesta contra Mtb, ya que a lo largo de la enfermedad cambian su fenotipo y

funciones para combatir la infeccion. Asi mismo, sugiere que estas células podrian ser
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utilizadas como potenciales biomarcadores de seguimiento al tratamiento del paciente,
incluso ser utilizadas en el desarrollo de inmunoterapias y/o vacunas considerando que
las celulas NK presentan capacidad de memoria inmunoldgica, una caracteristica que se
podria explotar no solo contra la tuberculosis sino también contra otras infecciones
bacterianas o virales. Aunque se trata de un estudio exploratorio con un tamafio muestral
limitado, nuestros resultados establecen una base valiosa para investigaciones futuras méas

amplias y controladas.

IX CONCLUSIONES

1. A lo largo del tratamiento anti-TB, la frecuencia de las poblaciones de células NK
(CD56%), con o sin expresion de CD16, presentaron variaciones que reflejan cambios
inmunoldgicos probablemente asociados al control de la infeccion.

2. Tras el tratamiento exitoso, la frecuencia de las subpoblaciones CD56°CD16" y
CD56°CD16" se incrementd, mientras que la proporcién de células CD56"*CD16""
muestra una reduccion.

3. Ao largo del tratamiento, las diferentes poblaciones y subpoblaciones de células NK
se activan via receptores FcyRII y/o NKG2C, pero tienen una produccion diferencial

de IFN-y y perforina al completar el tratamiento (T6).

X LIMITACIONES

1. Las muestras de sangre de esta investigacion provenian de otro proyecto, por lo
que estuvo sujeta a la cantidad de pacientes que dicho proyecto enrolaba.

2. La pérdida de adherencia de los pacientes enrolados fue una limitacion
importante, ya que de esta manera se perdié pacientes a lo largo del tiempo de
estudio.

3. Nose evalud los niveles de INF-y y perforina ex vivo en las diferentes poblaciones

y subpoblaciones de células NK.

XIRECOMENDACIONES FUTURAS

1. Esta investigacion evalué el comportamiento de las células NK activadas via
receptores FcyRII1 y NKG2C, sin embargo, seria interesante evaluar otras vias de

activacion por ejemplo la activacion via citoquinas 1L-18 o IL-15, entre otras.
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2. Evaluar més tiempos a lo largo del tratamiento (2 meses) para poder conocer el
estado de las células NK y tiempos luego del tratamiento (1 afio o mas) para
asociarlo a recaidas.

3. Repetir este estudio con una cohorte mas amplia de pacientes, que permita evaluar
si las células NK podrian ser validadas como biomarcadores inmunologicos de
respuesta al tratamiento.

4. Incluir controles sanos para determinar con mayor precision el grado de alteracién

y recuperacion inmunoldgica.
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