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RESUMEN

Anualmente, la tuberculosis (TB) causa millones de muertes a nivel mundial,
constituyendo un problema de salud publica de gran magnitud. El control de la epidemia
global se ve afectado por varios factores, entre los que se incluyen la ausencia de una
vacuna efectiva, la resistencia a antibioticos y la falta de pruebas eficientes de seguimiento

al tratamiento.

Luego de la infeccidn, la primera linea de defensa estd mediada por células del sistema
inmune innato, seguida por activacion de la respuesta inmune adaptativa. Si bien se ha
descrito que las células T jugarian un rol importante en la proteccion contra la
enfermedad, existen otras células, como las células NK, granulocitos y células B que
producen moléculas como perforina y granzima B que contribuyen en la respuesta frente
a la infeccion por M. tuberculosis. Aunque, existe un creciente interés en comprender la
inmunologia de TB, la mayoria de los estudios no se enfocan en cémo evoluciona la
respuesta inmune a lo largo del tratamiento. Este conocimiento es esencial para realizar

un pronostico mas preciso sobre la evolucion del paciente.

En ese sentido, nuestro estudio evalu6 los fenotipos y funciones de células T CD8*, B,
granulocitos, NK y NKT en pacientes antes de iniciar tratamiento y, hasta completar el
tratamiento anti-TB. Nuestra hipdtesis sefiala que las células inmunes cambian su
habilidad de producir mediadores citotoéxicos (perforina, granzima B) tras recibir el
tratamiento. Aunque los niveles de neutréfilos y células B no variaron significativamente,
se observaron cambios funcionales en su actividad citotoxica. Por otro lado, las células
NK, CD8" y NKT mostraron un aumento de su funcién citotdxica, especialmente en la
producciéon de perforina. Estos resultados nos permitieron identificar mecanismos
inmunes que ayuden a establecer herramientas en la clinica para beneficio del paciente.
Asimismo, el conocimiento a futuro ayudaria a que se disefien vacunas mas efectivas,
implementacién de inmunoterapias e identificacion de biomarcadores de respuesta al

tratamiento.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, Células NK, Células T, Granulocitos, C¢lulas B,

Inmunobiologia.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) causes millions of deaths worldwide annually, constituting a major
public health problem. Control of the global epidemic is hampered by several factors,
including the lack of an effective vaccine, antibiotic resistance, and a lack of efficient

treatment follow-up testing.

After infection, the first line of defense is mediated by cells of the innate immune system,
followed by activation of the adaptive immune response. While T cells have been
described as playing an important role in protection against the disease, other cells, such
as NK cells, granulocytes, and B cells, produce molecules like perforin and granzyme B,
which contribute to the response to M. tuberculosis infection. Although there is growing
interest in understanding the immunology of TB, most studies do not focus on how the
immune response evolves throughout treatment. This knowledge is essential for more

accurate prognostication of patient outcomes.

In this regard, our study evaluated the phenotypes and functions of CD8* T cells, B cells,
granulocytes, NK cells, and NKT cells in patients before starting treatment and until
completing anti-TB treatment. Our hypothesis is that immune cells change their ability to
produce cytotoxic mediators (perforin, granzyme B) after receiving treatment. Although
neutrophil and B cell levels did not vary significantly, functional changes in their
cytotoxic activity were observed. Furthermore, NK, CD8*, and NKT cells showed an
increase in their cytotoxic function, especially in the production of perforin. These results
allowed us to identify immune mechanisms that help establish clinical tools for patient
benefit. Furthermore, future knowledge would aid in the design of more effective
vaccines, the implementation of immunotherapies, and the identification of biomarkers

of treatment response.

Keywords: Mycobacterium Tuberculosis, NK cells, T cells, Neutrophils, B cells,

Immunobiology



I. INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB), enfermedad causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) ha afectado al hombre durante miles de afios y lo continia haciendo, causando
muertes en todo el mundo. Segun el informe mundial sobre la tuberculosis 2024 de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), se estim6 que, en el 2023, un total de 10.8
millones de personas se enfermaron con TB y 1.09 millones de personas fallecieron a

causa de la enfermedad 1.

En Perta, anualmente se notifican alrededor de 27 mil casos nuevos de tuberculosis activa
y 17 mil casos nuevos de tuberculosis pulmonar diagnosticados mediante frotis de esputo
positivo. El Pert es uno de los paises con mayor cantidad de casos de tuberculosis activa
en las Américas 2. Segun el boletin informativo 2024 de la sala situacional de TB del
Ministerio de Salud (MINSA), se registraron 33 mil casos de morbilidad y 31 mil nuevos
casos, incluyendo recaidas. Ademas, se observa que la tasa de letalidad ha alcanzado su
nivel mas alto en més de 30 afios de seguimiento en nuestro pais, y la tasa de pérdida de

seguimiento de TB sensible es 7.7 siendo la mas alta desde 2018131,

1.2. TRATAMIENTO Y SEGUIMIENTO DE TB EN EL PERU

La tuberculosis es una enfermedad tratable y curable. Los medicamentos que se usan con
mas frecuencia son isoniacida (H), rifampicina (R), etambutol (E) y pirazinamida (Z). En
el Pert, el MINSA establece una pauta de 6 meses, donde se incluyen 2 fases: una fase
inicial en los 2 primeros meses, durante la que se administra H, R, E, Z diariamente; y
una fase de consolidacion en los meses restantes, donde se administra R y H tres veces
por semana hasta el sexto mes 4. Para el seguimiento del tratamiento contra TB, el
MINSA ha establecido que, en cada centro de salud, se realice la prueba de frotis de
esputo. Ademas de ello, se realiza una radiografia de torax, que permite evaluar la
extension de la enfermedad pulmonar, su evolucion y sus secuelas Bl. El cultivo de

micobacterias en medio solido o liquido también es recomendado, pero no es



accesible en todos los centros de atencion primaria y tiene la limitacion de tomar varios
dias para el crecimiento bacteriano para obtener los resultados, por lo que tnicamente se

utiliza en casos especiales (6],

Considerando las limitaciones en el seguimiento de la tuberculosis, el uso de
biomarcadores que permitan predecir el éxito del tratamiento o el prondstico clinico
representan una herramienta de utilidad. Sin embargo, estos biomarcadores aun son temas
de estudio y hasta el momento no se cuenta con estandar validado que sea aplicado a nivel

poblacion ni transversal entre distintos paises "1,

1.3.  INFECCION POR M.TUBERCULOSIS

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo Mtb, una bacteria
patdgena, que ha sobrevivido millones de afios evolucionando para lograr evadir las
diferentes estrategias del sistema inmune y colonizar principalmente los pulmones,

aunque puede infectar otros 6rganos denominandose tuberculosis extrapulmonar 181,

M. tuberculosis se transmite cuando la bacteria se libera al aire a través de la tos,
estornudo o habla de una persona con TB pulmonar activa. Las personas cercanas pueden
inhalar las particulas e infectarse, ya que ingresan al epitelio de los pulmones y son
rapidamente fagocitados por los macrofagos alveolares para evitar la diseminacion. La
bacteria es un patdogeno intracelular que logra sobrevivir dentro del macrofago, rodeado
por otras células inmunes formando un granuloma. Esta fase se conoce como tuberculosis
latente (LTB), en el cual el sistema inmune contiene la infeccion por largo tiempo. Se
estima que entre el 5% y el 10% de las personas con LTB desarrollan posteriormente
tuberculosis activa, y ese riesgo puede aumentar con complicaciones como cancer,

VIH/SIDA, diabetes, insuficiencia renal, co-infecciones virales o desnutricion °11101,

1.4. CELULAS DE LA RESPUESTA INMUNE A M.TUBERCULOSIS

La respuesta inmune innata estd mediada por granulocitos y células Natural killer (NK),
mientras que la respuesta especifica de defensa, denominada adaptativa, estd mediada por

células T y células B. Tras la infeccion, los granulocitos y células NK secretan citocinas



y liberan moléculas citotoxicas como granzima B y perforina importantes para la

eliminacion del patogeno I (Fig 1).
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Figura 1. Ciclo patolégico de Mth. 1) Transmision de la tuberculosis iniciada cuando una persona
con la enfermedad activa expulsa al toser y/o hablar finas particulas de aerosol que contienen las
bacterias, estas son inhaladas por una persona sana e infectan sus pulmones. 2) Respuesta inmune
innata: donde participan activamente los granulocitos y células NK frente a la infeccion liberando
granzimas B y perforinas. 3) Respuesta inmune adaptativa: liderada por células T y B, liberando
granzimas B y perforinas. 4) Formacion y ruptura del granuloma que contiene la bacteria y
linfocitos T, B, neutrofilos y NK. Esta estructura a lo largo del tiempo puede desencapsular y
liberar las bacterias de M) iniciando nuevamente el circulo. (Autoria propia por Alessia

Piamonte). Biorender.com

1.4.1 GRANULOCITOS
Los granulocitos son leucocitos con granulos citoplasmaticos especificos y se dividen en
subpoblaciones tales como eosindfilos, basofilos y neutrofilos. Entre ellos, los neutréfilos

son los mas abundantes, representando entre el 50% y el 70% de todos los leucocitos



circulantes y constituyen la primera linea de defensa en responder frente a una infeccion
[12][11]

Una de las moléculas mas utilizadas para identificar los neutrdfilos es CD66b también
conocido como CEACAM-8 (molécula 8 de adhesion celular relacionada con el antigeno
carcinoembrionario; CD66b"). Es una proteina de superficie de 90 kDa perteneciente a la
subfamilia CEACAM.7. Los neutrofilos poseen dos mecanismos principales para
eliminar patdgenos: el primero es la fagocitosis, mediante la cual digieren
intracelularmente el patdogeno. En este proceso, la enzima NADPH oxidasa genera
especies reactivas de oxigeno (ROS) en el fagosoma, también participan péptidos
antimicrobianos (AMP) y diferentes enzimas hidroliticas las cuales se almacenan en los
granulos de los neutrofilos. El segundo mecanismo es la desgranulacion con la liberacion
de granulos conteniendo perforina y granzimas que destruyen al patogeno 2, Los
neutrdfilos son las principales células reclutadas y son movilizadas desde la vasculatura
pulmonar hacia el intersticio pulmonar mediante quimiotaxis iniciada por los macrofagos
alveolares. También son parte activa en la formacion de granulomas, siendo reclutados
por macrofagos y permaneciendo en condiciones hipoxicas que prolongan su vida util 121,
También apoyan la inmunidad adaptativa al activar las células B y T, modulando

respuestas inflamatorias (Th1 y Th17).112I

Estudios experimentales y clinicos de TB pulmonar activa han demostrado que esta
enfermedad se acompaia de una afluencia masiva de neutrofilos en los tejidos
pulmonares 1311411151161 Pedrosa y col., demostraron que la deplecion de los neutrofilos
durante la primera semana de la infeccion por Mtb conducia a una mayor proliferacion
bacteriana en ratones, indicando que los neutréfilos son la primera linea de defensa contra
la enfermedad pueden ejercer funciones como fagocitosis 17l Van de Meer y col.,
identificaron que los pacientes con tuberculosis activa presentaban niveles plasmaticos
elevados de nucleosomas y elastasa, los cuales actian como biomarcadores de la
formacion de trampas extracelulares de neutrofilos (NET), en comparacion con los
niveles observados en individuos sanos. Esto sugiere que los neutrofilos participan
activamente en la respuesta inmune durante la infeccion activa de tuberculosis '8 (Fig.

2).
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Figura 2. Los neutroéfilos y sus funciones inmunes generales (Por Rojas-Valles et al., 2023).
Funciones fisioldgicas del neutrdfilo en la respuesta inmunitaria. APRIL, ligando A inductor de
proliferacion; BAFF, factor activador de células B; ROS, especies reactivas de oxigeno. Figura

creada con Biorender.

1.4.2 CELULAS B

Estas células pueden ser identificadas con varios marcadores, entre ellos, se encuentran
CD19, un antigeno humano que es una glicoproteina transmembrana de 95 kDa que
pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas (Ig). CD19" desempefia un papel
importante en el desarrollo y funcioén de las células B, ya que este funciona como un
componente de sefializacion dentro de un complejo multi-molecular en la superficie de

las células B maduras 191,

Las células B tienen una membrana plasmatica que contiene partes iguales de
glicoesfingolipidos y carbohidratos con un papel importante en la respuesta inmune y en
la proteccion contra cualquier infeccion 'y presentan dos caracteristicas importantes:

primero, capacidad de reconocer antigenos extrafios; segundo, la habilidad de memoria



inmune con la habilidad de recordar el contacto anterior con antigenos. El rol principal
de estas células es producir anticuerpos (IgG, IgA, IgM e IgE) y también citocinas como
IFN-g e IL-10, asimismo son efectoras de citotoxicidad liberando moléculas como

perforina y granzima B 211,

En el estudio de Hernandez y col., se observo una reduccion significativa en el porcentaje
y niimero total de células B (CD19") en sangre periférica de pacientes con tuberculosis
pulmonar en comparacion con donantes sanos. En contraste, no se detectaron diferencias
en las células T CD4" y CDS8" entre los pacientes y sus controles. Estos resultados
sugieren la importancia de las células B en la progresion de la enfermedad 22l De manera
similar, el estudio de Joosten y colaboradores, reporta que los pacientes con TB activa en
tratamiento, presentaron niveles bajos de células B que se encontraron disfuncionales
pero que luego, se recuperaron y aumentaron (23, Sin embargo, estos hallazgos se
contrastan con los de Wu y colaboradores, que reportaron un aumento del porcentaje de
células B en sangre periférica de pacientes con TB pulmonar activa comparado con los

controles [24],

1.4.3 CELULAS ASESINAS NATURALES O NATURAL KILLER (NK)

Las células asesinas naturales (NK) son un componente crucial de la inmunidad innata
contra Mth, presentan una rapida expansion y representan entre el 5 y el 20 % de todos

los linfocitos circulantes [231,

Cabe destacar que, las células NK pueden diferenciarse en: citotoxicas, reguladoras y
tolerantes. Las NK se caracterizan por su activacion a través de citocinas, como IL-2, IL-
15 e IL-18 que amplifican las respuestas de dichas células. Ademas, IL-12, IL-18 e IL-21
han demostrado potenciar la citotoxicidad de las células NK humanas produciendo altos
niveles de IFN-y en respuesta. Por otro lado, IL-18 no solo estimula la produccion de
IFN-y, sino que también aumenta la expresion de CD25 en las células NK [2°1, Las células
NK eliminan las células diana que estan infectadas o carecen de MHC-I. La destruccion
por células NK se puede lograr mediante la activacion de receptores como NKG2D y
receptores citotoxicos naturales (NCR) NKp30, NKp44 y NKp46 o mediante CD16
(receptor III de Fcy) que media la citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC). La



citotoxicidad se origina por el reconocimiento de la porcion Fc de los anticuerpos y por

la induccion de la apoptosis mediada por receptores de muerte Fas (CD95)I261-

Se han identificado 2 mecanismos principales mediante los cuales las células NK
humanas ejercen su funcion efectora a través de la liberacion de organulos relacionados
con granulos liticos como perforina y granzimal®71128] La perforina forma poros en la
membrana de la célula blanco, permite el ingreso de granzima se produce la lisis osmdtica

y la muerte celular apoptotical?l.

Por otro lado, la molécula de adhesion de células neurales (NCAM), también conocida
como CD56, es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, y CD56 suele
utilizarse como marcador de células NK. De acuerdo con el marcador CD56, se
diferencian dos tipos de células NK: las células NK en la sangre periférica con baja
expresion de CD56 (CD56baja) quienes representan una subpoblaciéon madura y con
habilidades citotoxicas, mientras que las células NK de alta expresion de CD56
(CD56alta) constituyen la minoria de las células NK de sangre periférica (PB), pero son

responsables de la produccion de citocinas 391,

Estudios previos sefialan que las células NK de sangre periférica humana pueden
reconocer Mth de manera directa por unién a TLR2 y Nkp44BH26111 T a5 células NK
activadas tras el encuentro con Mtb producen perforina, granzimas e IFNy, IL-2 e IL-12
y glutation M1, Ademas, estas células son capaces de inducir la apoptosis de células
infectadas [26I11l, Estas células también eliminan células infectadas mediante
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) a través de la liberacion de
granulos conteniendo tanto de perforina y granzima B 32, Este proceso de control de la
infeccidbn ocurre en tres pasos: (1) reconocimiento de las células diana, (2)
establecimiento de contacto con las células diana y formacion de una sinapsis
inmunologica (IS), y finalmente (3) induccion de la muerte de las células diana por las
células NK 26, Asimismo, Roy y col., indica que la poblacion de células NK disminuye

con la enfermedad activa pero que se recupera luego de completarse el tratamiento 331,



1.4.4 CELULAS T CD8"

Las células T CD8" pertenecen a una subpoblacion que expresa CD8" en su superficie.
Estas células, al igual que las células T auxiliares CD4", se generan en el timo y expresan
el receptor de células T, solo que este es un co-receptor dimérico, compuesto por una
cadena CD8a y una cadena CDS8p, que permite a las células T CD8" reconocer péptidos

presentados por proteinas del MHC de clase 1101134,

Las células T CD8" controlan la infeccion por Mth y coordinan diversas funciones
mediante la secrecion de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2. Asimismo, secretan
moléculas como perforina y granzimas, para la destruccion de células infectadas con Mtbh
y promueven la apoptosis a través de moléculas como Fas o receptores relacionados con
la muerte celular inducida por TNF-o, 321, Kathamuthu y colaboradores, también hacen
mencion a marcadores citotoxicos tales como perforina, granzima B y CD107a, que sirve
como una medida indirecta para analizar el potencial citotoxico de las células T CD4" y
CD8" B2, En TB activa, se ha descrito la disfuncion de linfocitos T CD8", asi como un
cambio en su fenotipo hacia un perfil regulatorio, con la secrecion de citocinas como IL-
10 y TGF-B B2, Este cambio fenotipico ha sido asociado con un aumento de la carga
bacteriana, lo que sugiere un papel diverso de estas células en la respuesta a la infeccion
20, En el estudio de Jiang y colaboradores, se observa una disminucion de perforina en
células T CD8" de los pacientes con TB pulmonar activa I35, No obstante, en el estudio
de Zahran y col., se reportd que las células T CD8" aumentan en casos recurrentes de TB

y este aumento se correlaciona con la gravedad de la enfermedad 1361,

1.4.5 CELULAS T NK (NKT)

Las células T NK (NKT) o células NK invariante (iNKT) se definen por su expresion de
marcadores de células NK y un receptor de células T aff (TCRaf), lo que indica que se
combinan las propiedades de ambas células, por el lado de NK en citotoxicidad répida,
pero con las funciones de las células T como reconocimiento especifico del
antigenol®”.Las células NKT, junto con las células NK, se conocen como el puente entre

las respuestas inmunes innatas y adaptativas, por lo que estas tienen la capacidad de
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promover o suprimir respuestas inmunes, pero su contexto en la infeccion de Mtb sigue

debatiéndose.

De acuerdo con los resultados de Zhou y col., se observo que las células NKT estaban
elevadas en pacientes con TB pulmonar activa en comparacion con individuos sanos, lo
que indica la importancia de la inmunidad innata contra la tuberculosis®.En el estudio
de Pandey y col., se analizaron los fenotipos de poblaciéon de NKT y demostraron una
cantidad significativa de estas células en pacientes con TB, indicando que las células NKT
se reclutan después de la infeccion debido a su capacidad para reconocer antigenos
glucolipidos, pero luego disminuye después del tratamiento®l. Un resultado similar, lo
reportaron Zahran y col., quienes observaron un aumento en las células NKT, pero solo
en casos de tuberculosis activa 3¢l, No obstante, estudios como Lerner, sugieren que la
deficiencia de NKT estd asociada con un mayor riesgo de desarrollar tuberculosis activa
1401 Asimismo, en otros estudios también se demuestra la disminucion de NKT en TB
[4111421, En el caso de Kee y col., indica niveles bajos y disfuncionalidad de las NKT en

TB 431,

1.4.6 MOLECULAS EFECTORAS DE CITOTOXICIDAD: PERFORINA Y GRANZIMA
B

PERFORINA Y SUS MECANISMOS
Dentro de la respuesta inmune, existen dos proteinas esenciales para combatir patogenos

intracelulares como Mtb. Una de ellas es la perforina (PRF), la cual es una glicoproteina
de 60-70 kDa aproximadamente con 555 aminoécidos y consta de cuatro dominios,
incluidos dos (N-terminal y C-terminal) relacionados con sus funciones bioldgicas, y los
otros dos dominios, que se encuentran en el centro de la molécula que permiten la
formacion de dos estructuras de laminas y tienen una hélice, volviéndolo un dominio
hidrofébico capaz de incorporarse a la membrana lipidica de la célula diana #4l. Esta
proteina estd presente en el interior de los granulos citoplasmaticos de linfocitos T

citotoxicos, células NK, células B y granulocitos como neutréfilos.
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La perforina tiene que polimerizarse para formar los poros que perforaran la célula diana,
para ello, se requieren iones Ca2" entre otros factores como temperatura, activacion de
receptores, y la calreticulina, que actiia como proteina chaperona protegiendo la perforina
de una sobre activacion innecesaria 5, Ademas, un pH adecuado, es esencial, ya que un
pH bajo puede inhibir la accion de los iones de Ca2" y bloquee los canales
transmembrana, dificultando la recuperacion del paciente 4, Entonces, la perforina se
une a las células diana a través de fosfolipidos de membrana y la fosfatidilcolina se une a

iones Ca2" para aumentar la afinidad 4l

, siendo este el primer paso para el proceso
citotoxico por medio del reconocimiento de las células diana, que puede ser especifico
mediante receptores de células T (TCR) en células T CD8" o receptores NKG2, KIR en

células NK!44l,

El siguiente paso es la formacion de sinapsis litica entre la célula efectora y la célula
diana, primero se libera perforina la cual induce y forma un poro (con 5 y 20 nm de
diametro formado por 3-4 moléculas de perforina) con la célula diana (macrofagos
infectados), facilitando el transporte de granzima A o B y/o granulisina al citosol, donde
inducen la apoptosis 26114411461 T os poros formados por la perforina alteran la membrana
celular de tal modo que permite dicha entrada y salida de los citotoxicos mencionados

que alteran la homeostasis, generando que la célula objetivo entre en un shock tonico.

Del mismo modo, se observa en el estudio de Qin y col., que las células T (CD8") en
comparacion con pacientes sanos y TB pulmonar latente, los pacientes con TB pulmonar
activa presentaron menos células T CD4" y CD8", pero la expresion de granzima A,
granzima B y perforina en las células T CD8" aument6 471, Por otro lado, en el estudio de
Jiang y col., se reportd la disminucion de la expresion de perforina en linfocitos T CD8"

en pacientes con TB pulmonar activa comparado a controles saludables 1331,

Autores como Lu y col., indican la importancia y eficacia de las NK en utilizar perforina
para eliminar de Mrb evaluado en sus estudios en humanos 81, Cabe destacar que, la
deficiencia de perforina in vivo provoca una reducida actividad de citotoxicidad hacia
células infectadas con Mtb, por lo que perforina es una molécula clave en el control de la

enfermedad de tuberculosis 491

Recientemente se ha identificado a las células B productoras de perforina, actian como

un nuevo tipo de posibles células efectoras antitumorales contra enfermedades
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autoinmunes. Sin embargo, las funciones y caracteristicas de las células B productoras

siguen sin estar claras 31,

GRANZIMA B Y SUS MECANISMOS

La granzima B (GrzB) es una serina proteasa asociada a la defensa citotoxica por
linfocitos T y NK contra patdégenos intracelulares, y estudios recientes, informaron que
es expresado por varios tipos de células adicionales 2151, Esta granzima también se le
conoce con el nombre de serina esterasa 1 asociada a linfocitos T citotdxicos o granzima
2, tiene un peso de 32 kDa y una longitud de aproximadamente 3500 pb, contiene cinco

exones y cuatro intrones, y se asigna al cromosoma 14 en el genoma humano 31,

Su mecanismo de accion consta en la translocacion al nticleo para inducir la apoptosis de
las células diana a través de la activacion directa de las caspasas 3 y 7 o la protedlisis de
la proteina agonista de la muerte del dominio que interactia con BH3 (Bid)26l.
Especificamente en TB, se ha observado que, en los granulomas, los neutr6filos son las
células mas abundantes y contienen gran cantidad de GrzB por célula comparado a células
T. Sin embargo, no expresan perforina. La expresion de GrzB en los neutr6filos puede
ser inducida por la estimulacion con antigenos micobacterianos o presencia de Mib.
Ademas, se observd una correlacion entre niveles de GrzB en neutrdfilos y carga
bacteriana, lo que sugiere que en el granuloma podria estar relacionada con la cantidad
de antigeno presente 321, Estos hallazgos resaltan un aspecto previamente no conocido de
la biologia de los neutrofilos en el contexto de la tuberculosis y sugieren que la GrzB
liberada por neutréfilos podria contribuir a la patogénesis en la tuberculosis y
potencialmente podria ser usado como biomarcador de seguimiento al tratamiento de
tuberculosis 321, Asimismo, en el estudio de Garcia-Laorden y col., en los pacientes con
tuberculosis se observo un ligero aumento en la expresion de granzima-B en las células

T CD8", mientras que las células NK no mostraron cambios significativos 531,

13



Célula T

X
| : I L d
célulaB N eyendaa
Lisis
Ceélula Célula celular
objetivo objetive Granzima
B
—_—
= Perforina
Poro de
perforina
Célula NK
Mth
Granulocitos

Figura 3. Mecanismo de accion de perforina y granzima B en TB. A. Las células B, T, NK y
granulocitos secretan perforina y granzima B en presencia de la célula infectada por Mzb. B. Se
genera el contacto de estas moléculas con la célula objetivo, la perforina perfora la célula infectada
y forma un poro por donde ingresa la granzima B para inducir apoptosis. C. En consecuencia, se

genera la lisis celular. (Autoria propia por Alessia Piamonte). Biorender.com

Considerando las moléculas citotoxicas, se ha observado que la co-liberacion de perforina
permite que la granzima B ingrese a las células diana donde los sustratos para su actividad
serina proteasa incluyen caspasa-3 y otras caspasas, por lo que el efecto de la granzima B

es producir la muerte apoptotica de las células diana 134,

1.5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis pulmonar contintia siendo un grave problema de salud publica a nivel
mundial y particularmente en paises de alta endemicidad como el Pera?l. La
investigacion sobre la TB estd resurgiendo con un enfoque en la optimizacion del
tratamiento y entendimiento de esta enfermedad, dado que, a pesar de ser una enfermedad
curable, todavia figura como una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial,

particularmente en paises en desarrollo como el nuestrol!l.
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A pesar de la disponibilidad de esquemas de tratamientos eficaces, la progresion clinica
de los pacientes depende no solo de la sensibilidad del bacilo a los fArmacos, sino también
de la respuesta inmune del hospederol#l. En ese contexto, las células T CD4" cumplen un
papel importante en la proteccion contra la tuberculosis, sin embargo, otros tipos celulares
como las células T citotoxicas, células B y células NK también participan en la
coordinacion de mecanismos defensivos frente a Mrbh 1. No obstante, la funcién
citotoxica de las células inmunes productoras de perforina y granzima B en pacientes con
tuberculosis pulmonar activa bajo tratamiento aiin no se encuentra claramente establecida.
Existen vacios de conocimiento sobre cémo la terapia antituberculosa modula la
produccion de estos efectores, y de qué manera su dindmica se relaciona con la progresion

o resolucion de la enfermedad.

En este sentido, la caracterizacion de moléculas citotdxicas como perforina y granzima B
en células inmunes de pacientes con TB activa podria aportar informacion valiosa para
entender mejor la fisiopatologia de la enfermedad y su potencial utilidad a futuro como

biomarcadores inmunoldgicos de respuesta al tratamiento.

1.6 JUSTIFICACION

Para lograr una cura exitosa en pacientes con tuberculosis pulmonar activa, es
fundamental contar con herramientas de seguimiento eficaces; sin embargo, las
disponibles actualmente presentan limitaciones. Hasta donde llega nuestro conocimiento,
no existen reportes que evalten la dindmica de células CD8*, NK, neutrofilos y células B
circulantes productoras de perforina y granzima B en cohortes de pacientes con TB
pulmonar sensible en tratamiento. Profundizar en este aspecto permitird comprender
mejor el papel de estas células inmunes, tanto innatas como adaptativas, que comparten
mecanismos citotoxicos en la patologia de la enfermedad. Asimismo, este conocimiento
contribuird a la identificacion de nuevos biomarcadores que apoyen el diagndstico y el
monitoreo de la respuesta al tratamiento anti-TB, favoreciendo ajustes terapéuticos mas

precisos y mejorando el seguimiento clinico de los pacientes!’l.
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis: En tuberculosis pulmonar activa, el tratamiento con antibioticos reduce la

carga bacteriana, generando un cambio en el fenotipo y funcién de células inmunes T

CDS8", NK, NKT, granulocitos y células B y en la su producciéon de granzima B y/o

perforina, que consecuentemente impactaria en la cura del paciente.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la produccion de moléculas efectoras de citotoxicidad (granzima B y perforina)

por células inmunes (NK, NKT, T, B, granulocitos) en pacientes con TB pulmonar activa

sensible en tratamiento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Analizar las poblaciones de células inmunes NK, NKT, T,

granulocitos y células B a lo largo del tratamiento contra TB.

Objetivo 2: Evaluar las moléculas mediadoras de citotoxicidad (perforina y
granzima B) producidas por células inmunes innatas y células inmunes

adaptativas

Objetivo 3: Evaluar la asociacion entre parametros inmunes (fenotipo celular) y

tiempo de tratamiento.

Objetivo 4: Evaluar la asociacion entre la produccion de moléculas efectoras de

citotoxicidad (PRF+/GrzB+) y tiempo de tratamiento.
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDIO

Este fue un estudio observacional longitudinal.

3.2 POBLACION DE ESTUDIO

Las muestras de sangre periférica que se usaron en este estudio fueron proporcionadas
por el proyecto con codigo SIDISI: 211318 (Proyecto base) el cual tenia aprobacion ética,
para almacenar muestras y su posterior uso en otro proyecto. En ese proyecto se colectd
6 mL de sangre total en el tubo de EDTA-k2. El proyecto base tuvo los siguientes criterios

para el enrolamiento de pacientes:

3.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION
- Hombres o mujeres adultos cuya edad se establecio entre los 18 a 65 afios, y que
se les haya diagnosticado de TB pulmonar activa sensible a tratamiento por medio
de la confirmacién clinica, microscopia, GeneXpert, y pruebas de apoyo como

cultivo bacterioldgico o radiografia confirmatoria.

- Los seleccionados para el estudio no habian recibido tratamiento anti-TB al

momento de la primera recoleccion de muestra.

3.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION
- Hombres o mujeres adultos enfermos de TB que ya hayan sido tratadas con el

tratamiento anti- TB que se menciona a inicios de este estudio.

- Mujeres gestantes o en proceso de gestacion, y mujeres con semanas postparto.
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- Hombres o mujeres con TB confirmado con otras enfermedades que comprometan

su sistema inmune como enfermedades autoinmunes o infecciosas.

- Pacientes de TB sensible que no entiendan la informacidon proporcionada del

estudio o decidan no entrar a participar por decision propia.

- Pacientes con tuberculosis pulmonar latente; tuberculosis extrapulmonar;
tuberculosis resistente (MDR y XDR) o pacientes con tuberculosis sensible con

diagnostico de céncer.

3.3 TAMANO DE MUESTRA

Se empleo el muestreo de este estudio longitudinal por conveniencia (n=20). Para realizar
el calculo del tamafio minimo de muestra se ha utilizado el software G*Power (Version
3.9.6.1) con una estimado de poder estadistico (1-p) del 0.99, con efecto de tamano =1y
un error tipo 1 (a) = 0.05, quedando que el numero de pacientes a enrolar a 15 (n= 15).
Para realizar estos célculos y otras consideraciones dentro de los pardmetros de tamafio
de muestra fueron sugeridos por los autores Manterola (2019) y Serdar (2021)I3511561, Lag
muestras de sangre de los 20 pacientes fueron obtenidas antes de iniciar el tratamiento
anti-TB (T0), a los dos meses de iniciar el tratamiento de anti-TB(T2) y al final de este, a

los seis meses (T6).

3.4 EVALUACION DE LA PRODUCCION PERFORINA Y GRANZIMA B EN CELULAS
INMUNES

La produccion de perforina y granzima B se determin6 en células T CD8" (CD3°CD8"),
NK (CD3CD56"), células B (CD3CDI19"), granulocitos (CD3CD66b") vy
subpoblaciones de iNKT (CD3"CD8*CD56") mediante citometria de flujo.
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3.5 PROCEDIMIENTO DE TINCION

A partir de la sangre total colectada en tubos con EDTA, en cabina de bioseguridad
bioldgica (BIOBASE), se alicuot6 200 puL. de muestra a tubos de Sml, y se adicionaron
los anticuerpos segun correspondia Para ello se utilizaron 2 paneles de tincion. Panel 1,
granulocitos y células B (se us6 un tubo para granzima B y otro para perforina): 1 uL de
Anti human CD3 - Pacblue Clona UCHT1, 1.5 pL Anti human CD19 PECy7 Clona HIB19
y 1.5 uL de Anti human CD66b APC Clona G10F5 (Biolegend, CA). Panel 2: células T,
NK y iNKT (un solo tubo para perforina): 1 uL. Anti human CD3 —Pacblue 1 uL. UCHT1,
1.5 uL Anti human CD56 V500 Clona HCD56, 4 uL Anti human CD8 FITC Clona STK1.

Se adicionaron los anticuerpos para realizar la tincion de superficie de acuerdo con los
dos paneles descritos anteriormente. Se incub6 por 30 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Seguidamente, se le afiadi6 4 mL de un buffer de lisis 1X de globulos rojos
(BioLegend®, CA) a cada tubo, y se incub6 por 30 min a temperatura ambiente en
oscuridad. Luego, se lavo con PBS (Invitrogen, CA) 1% suero fetal bovino (Invitrogen,

CA) y se centrifugé a 1500 rpm (Centrifuga, Beckman Coulter, USA) por 7 min.

Para la tincion intracelular, se resuspendio el pellet con 50 puL de buffer de Fix
intracellular (Invitrogen, CA) y se incub6 por 30 min a temperatura ambiente y oscuridad.
Tras la incubacion, se adicion6 2 mL de Buffer Perm intracellular 1X (Invitrogen, CA).
Se centrifugdé a 1500 rpm por 7 min. Al pellet se adiciond los anticuerpos segun
corresponda: Panel 1: 1.5 uLL Anti human Granzima B — PE Clona R-PE Conjugate y 1.5
uL Anti human Perforin - PE Clona dG9; panel 2: 1.5 pL Anti human Perforin - PE Clona
dG9 (Biolegend, CA). Se incub6 por 30 min y tras la incubacion se procedio a lavar con

2ml de Buffer Perm intracellular 1X. Finalmente, se resuspendio el pellet en 500 pL de
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PBS- 1% suero fetal bovino. Las muestras fueron adquiridas en un citometro de flujo
FACS CANTO 1I (BD Biosciences) colectando un total de aproximadamente 500000
eventos de la poblacion de células mononucleares (definidas en base al forward vs side
scatter). El analisis de las poblaciones de células NK, CDS, células B, neutrofilos y iNKT
se realizO con el software FlowJo v10.8 (FlowJo LLC, Ashland OR).

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis pareado de las muestras de cada participante en los tres tiempos
(TO, T2 y T6) a través de estadisticos no paramétricos de acuerdo con la distribucion
presentada en los datos: Test de Friedman, para determinar si existe una diferencia
significativa entre los tres tiempos, con correccion de Nemenyi como post hoc para
comparar los tres tiempos entre si (TO vs T2, T2 vs T6 y TO vs T6) y ajustar las
comparaciones multiples. Asimismo, se us6 la correlacion de Spearman, dado que la data
se le atribuye una distribucion no paramétrica, para determinar la relacion del fenotipo y
funcion (nivel de perforina y granzima B segun corresponda) de las células inmunes
estudiadas y los parametros clinicos del paciente a lo largo del tratamiento. El analisis de

los datos se realiz6 con el software Graph Prism v9 y R Studio.
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IV.RESULTADOS

4.1. COHORTE DE PACIENTES CON TB PULMONAR ACTIVA SENSIBLE

En la Tabla 1 se observa la evolucion de la carga bacteriana a lo largo del tratamiento y

el sexo de los pacientes.

Tabla 1. Seguimiento de cohorte con pacientes de tuberculosis pulmonar activa a lo largo

de seis meses de tratamiento.

Baciloscopia (BK) TO T2 T6
Negativo 2* (10%) 18 (90%) 20 (100%)
+ 12 (60%) 1 (5%) 0 (0%)
++ 2 (10%) 1 (5%) 0 (0%)
+++ 4 (20%) 0 (0%) 0 (0%)
Sexo
F 4 (20%)
M 16 (80%)
TO: 0 meses de tratamiento anti-TB T2: 2 meses de tratamiento anti-TB
T6: 6 meses de tratamiento anti-TB
F= Femenino M= Masculino

*Clinicamente diagnosticado

Para el analisis, se siguieron 20 pacientes a lo largo de 3 tiempos (T0, T2, T6). Con
respecto al TO, la mayoria (60%) tiene un BK", seguido de BK™ (10%), BK™ (10%), y

BK"™" (20%). Mientras que, en el T2, la mayoria de los pacientes presentan una
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conversion a BK™ (90%), y solo 2 pacientes se mantienen BK***. Y finalmente al finalizar
el tratamiento (T6), se visualiza que todos los pacientes son BK™ (100%), indicando la

eliminacion de Mtb a causa del tratamiento, y, por ende, la cura del paciente.

4.2. ESTRATEGIA DE ANALISIS DE LOS DATOS DE CITOMETRIA DE FLUJO

Tras la adquisicion de las células en el citometro de flujo, se procedid al analisis de las
diferentes poblaciones de células usando estrategias de seleccion de poblaciones (gates)

para diferenciar los leucocitos en células B, granulocitos, NK, CD8 e iNKT.

4.2.1 PARA CELULAS B Y GRANULOCITOS

Las poblaciones de interés se seleccionaron de acuerdo con el tamano, Forward (FSC,
siglas en inglés), y complejidad, Scatter (SSC, siglas en inglés). Primero se definieron de
la siguiente manera: FSC-area (A)/ FSC- altura (H), seguido de SSC-A/ SSC-H para
seleccionar las células Unicas (singlets). Luego, FSC-H /SSC-A, y a partir de esa
poblacion se identifico la poblacion CD3 negativas. A partir de esta poblacion se delimitd
la poblacion de granulocitos (CD66b") y células B (CD19"). Finalmente, se clasificé los
granulocitos y células B para la expresion de granzima (GrzB") y perforina (PRF")

(Figura 4).
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Figura 4. Estrategia de seleccion de granulocitos y células B. Analisis representativo de la
frecuencia de granulocitos CD66b* y células B CD19" productores de granzima B (GrzB") y
perforina (PRF™).

4.2.2 PARA CELULAS NK Y T CD8"

Para caracterizar las células NK (CD56") y T CD8", primero se selecciono las células
segiin FSC-A/FSC-H y SSC-A/SSC-H para determinar la poblacion de células unicas.
Luego, a partir de esa poblacion se graficd el plot CD3/SSC-A para identificar la
poblacion de células T CD8", excluidas por la expresion de CD56, y NK (CD56%)
excluidas de la poblacion CD8". Finalmente, se determin6 los niveles de expresion de
perforina en ambas poblaciones: células NK (CD56"/PRF") y células T produciendo
perforina (CD8*/PRF") (Figura 5).
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Figura 5. Estrategia de seleccion de células NK y T CD8*. Andlisis representativo de la

frecuencia de células NK CD56" y células CD8" productores de perforina (PRF*).

4.2.3 PARA CELULAS INKT

Para caracterizar las células iNKT (CD8"CD56"), primero se selecciono las células segin
FSC-A/FSC-H y SSC-A/SSC-H para determinar la poblacion de células Uinicas. A partir
de esa poblacion se selecciono las células mononucleares en base a SSC-A/FSC-A, de
esta poblacion se grafic6 CD3/SSC-A y de esta poblacion se diferencia las células co-
expresando CD8 y CD56 (iNKT). A partir de alli, se determin6 2 poblaciones de iNKT
en base a los niveles de expresion de CD8'en dos subsets: CD8'/CD56"/PRF+ y
CD8"/CD56"/PRF" (Figura 6).
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4.3. ANALISIS DE LAS POBLACIONES DE CELULAS INMUNES A LO LARGO DEL
TRATAMIENTO CONTRA TB.

Para conocer el fenotipo de células inmunes en los 20 pacientes con TB pulmonar activa
alo largo del tratamiento, se analizd la poblacion de células inmunes innatas: granulocitos
(CD66b"), NK (CD56"), iNKT" (CD8'CD56"), iNKT™ (CD8""CD56") (Figura 7) y la
poblacion de células inmunes adaptativas: células B (CD19") y células T (CD8") (Figura
8).

En la figura 7 se observa que no hay cambios en la poblacion de granulocitos a lo largo
del tratamiento. Mientras que la poblacion de células NK circulantes disminuye
significativamente a los dos meses de tratamiento (T2), pero luego de completar el
tratamiento (T6) se incrementan los niveles. Respecto a la poblacion de iNKT" y iNKT™
se observa que la frecuencia de ambas poblaciones disminuye significativamente al T2

comparadas al inicio del tratamiento (TO).
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Figura 7. Fenotipo de células de respuesta inmune innata en pacientes con TB pulmonar activa
sensible a lo largo de 6 meses de tratamiento. Células inmunes innatas a lo largo del tratamiento,
granulocitos (CD66b%), NK (CD56%), iNKT" (CD8"CD56%), iNKT™ (CD8CD56"). La fenotipificacion
se realizd mediante citometria de flujo usando sangre total. Los resultados se expresan en media +/- SEM,

n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento, T6: finalizacion del tratamiento.
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Con respecto a la frecuencia de células inmunes adaptativas (Figura 8), se observa que no
hubo cambios significativos en la poblacion de células B totales (CD19") durante los seis
meses de tratamiento (T6). Sin embargo, se observa una tendencia en la disminucion de
células B al T6. Por otro lado, las células T CD8", aumentaron significativamente en el

T6 comparadas al TO.
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Figura 8. Fenotipo de células de respuesta inmune adaptativas en pacientes con TB
pulmonar activa sensible a lo largo de 6 meses de tratamiento. Células inmunes adaptativas a
lo largo del tratamiento células B (CD19") y T CD8". La caracterizacion fenotipica se realizd
mediante citometria de flujo usando sangre total. Los resultados se expresan en media +/- SEM,

n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento, T6: finalizacion del

tratamiento.
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4.4. EVALUACION DE LAS MOLECULAS MEDIADORAS DE CITOTOXICIDAD
PRODUCIDAS POR CELULAS INMUNES INNATAS.

Se evalud la produccion de las moléculas mediadoras de citotoxicidad, perforinas y

granzima B en los granulocitos (Figura 9) niveles de perforinas en las células NK (Figura

10) y iNKT (iNKT" ¢ iNKT"™) (Figura 11).

En la figura 9 se observa que no hay diferencias significativas en los niveles de granzima
B secretado por granulocitos durante los 6 meses de tratamiento (T6). Sin embargo, se

observa una disminucion significativa en los niveles de perforina en T2 y T6 comparado

al TO.
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Figura 9. Produccion de granzima B y perforina por granulocitos (CD66b") a lo largo de 6 meses
de tratamiento. Frecuencia de granulocitos productores de granzima B (GrzB*) y perforina (PRF").
La caracterizacion fenotipica se realizo mediante citometria de flujo usando sangre total. Los resultados
se expresan en media +/- SEM, n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento,
T6: finalizacion del tratamiento. Simbolos: cuadrados abiertos: Granzima B; cuadrados cerrados:

Perforina.
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Entretanto, se observa que las células NK productoras de perforina tuvieron un aumento
significativo en sus niveles a lo largo del tratamiento tanto al T2 y T6 comparados al TO
(Figura 10). Mientras, en la poblacién de células iNKT, se observa que las ambas
subpoblaciones iNKT" e iNKT"" aumentaron sus niveles de perforina a partir del T2
comparado al TO (Figura 11A y B). No obstante, se observd una disminucion de los
niveles de perforina de manera significativa para la poblacion iNKT™ en el T6 comparado

al T2 (Figura 11B).
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Figura 10. Produccion de perforina por células NK (CD56") a lo largo de 6 meses de
tratamiento. Frecuencia de NK (productores de perforina (PRF™). La caracterizacion fenotipica
se realizo mediante citometria de flujo usando sangre total. Los resultados se expresan en media
+/- SEM, n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento, T6: finalizacion del

tratamiento.
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Figura 11. Produccion de perforina por las subpoblaciones de iNKT a lo largo de 6 meses de
tratamiento. Frecuencia de células iNKT" (CD8'CD56") (A) e iNKT™ (CD8CD56%) (B)
productoras de perforina (PRF*). La caracterizacion fenotipica se realizo mediante citometria de
flujo usando sangre total. Los resultados se expresan en media +/- SEM, n=20. TO: inicio del

tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento, T6: finalizacion del tratamiento.

4.5. EVALUACION DE LAS MOLECULAS MEDIADORAS DE CITOTOXICIDAD
PRODUCIDAS POR CELULAS INMUNES ADAPTATIVAS.

Para conocer el perfil de moléculas citotoxicas en dos de las principales células de la
respuesta inmune adaptativa, se analizd los niveles de perforina y granzima en células B

(CD19") (Figura 12) y de perforina en células TCD8" (Figura 13).

En la Figura 12 se observa un aumento significativo de células B productoras de granzima
B en el T2 comparado al TO y una tendencia de disminucion en el T6. Por otro lado, se
observa una disminucion significativa de los niveles de perforina en el T6 comparado al

TOy T2.
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Figura 12. Produccién de granzima B y perforina en células B (CD19") a lo largo de 6 meses
de tratamiento. Frecuencia de células CD19" productores de granzima (GrzB*') y perforina
(PRF"). La caracterizacion fenotipica se realiz6 mediante citometria de flujo usando sangre total.
Los resultados se expresan en media +/- SEM, n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos
meses de tratamiento, T6: finalizacion del tratamiento. Simbolos: cuadrados abiertos : Granzima

B; cuadrados cerrados: Perforina.

Para el caso de células T CD8" se observa un aumento de los niveles de perforina en el

T2 comparados al TO y se mantiene en nivel comparable al T6 (Figura 13)
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Figura 13. Produccion de perforina en células T CD8" a lo largo de 6 meses de tratamiento.
Frecuencia de células CD8" productores de perforina (PRF*'). La caracterizacion fenotipica se
realizé6 mediante citometria de flujo usando sangre total. Los resultados se expresan en media +/-
SEM, n=20. TO: inicio del tratamiento, T2: a los dos meses de tratamiento, T6: finalizacion del

tratamiento.
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4.6. EVALUACION DE LA ASOCIACION ENTRE PARAMETROS INMUNES
(FENOTIPO CELULAR) Y TIEMPO DE TRATAMIENTO.
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Figura 14. Correlato inmunologico de la respuesta de células inmunes al tratamiento en pacientes
con TB. La ilustracién del mapa de calor muestra la correlacion (valores de r) entre tiempo de
tratamiento y variables inmunoldgicas como niveles de granulocitos, células iNKT*, iNKT*, NK,
B y T CDS8. En la leyenda del mapa de calor, los grados de alta correlacion se indican en azul y
rojo intenso (A). Valores de p de la correlacion mostrados en la figura A (B). Correlacion de

niveles de granulocitos (C) y células T CD8" (D) con el tiempo de tratamiento.

En este correlato inmunologico de los diversos fenotipos celulares (Figura 14), se
observa; por un lado, que los granulocitos frente al tratamiento tienen una correlacion
negativa (r=-0.3), es decir, conforme aumenta los meses de tratamiento, disminuye la
cantidad de granulocitos. Por otro lado, con respecto a las células CD8", estas tienen una

correlacion positiva débil (r=0.33), indicando que conforme aumentan los meses de

tratamiento, aumentan los niveles de CDS".

4.7. EVALUACION DE LA ASOCIACION ENTRE LA PRODUCCION DE MOLECULAS
EFECTORAS DE CITOTOXICIDAD (PRF"/GRZB") Y TIEMPO DE TRATAMIENTO.

A

+
o
N
o
w
o
=
]
o
F
£
&
=
O

Granulocitos PRF*

'Tratamiento
CD19* GrzB*

Granulocitos GrzB* &

o
@

Granulocitos PRF*| 0.

Tratamiento| 0.31 -0.47(0.34 | 0.42 | 0.33 | 0.

15 [T ﬂ
o - EmE

CD8* PRF*| 0.41-0.08 | 0. m 1.00 063

NK* PRF* 0.1 0. . 1.00  0.73

CD19* GrzB* |l

CD19* PRF*| 0.01 | 0.13

NKT* PRF*| 046 | -0.10 | 0. ) 0.73| 1.00

NKT* PRF*| 0.46 | -0.08| 0.

34



P value

Granulocitos

Tratamiento

NKT++ NKT+ NK CDI19+ CD8+
Granulocitos 0,019 0,546 0,260 0,0003 0,481
Tratamiento 0,019 0,273 0,449 0,254 0,011
NKT++ 0,137 0,365 1,559E-04 0,091 0,590 2,459E-06
NKT+ 0,564 0,273 1,559E-04 3,760E-08 0,560 0,086
NK 0,260 0,449 3,760E-08 0,774 0,228
CDI19+ 3,464E-04 0,254 0,560 0,774 0,874
CD8+ 0,481 0,011 2,459E-06 0,086 0,228 0,874
=0.015 80
150 f=0_3 g a . p=1.777E-4
[ t p=0.001 eod 8 r=-0.47
S 100 o 8 £ : =040 = H
o M ] o
S 5 20 s + 40 i
8 ° ¢ 8 =] .
ol 0 3 . 3 i
B g 20 201
& e 8 & !\.\ s
ot+—H4— ! 01 > . o+—2— !
0 2 » 6 0 2 6 0 2 6
Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento
F G H
80 100 . 100
g p=0007 M ;'/!,/,/’
60 ® =034 80 / 80 ;
i . L . f p=0.011
£ol ° ! g 01 . g . =033
o . % w0 . p=0.001 t .
] ;,_'/ z s =042 X .
20 . 20 H 20
.
0-t i T 1 0 | T 1 0-t = T 1
0 2 6 2 6 0 2 [
Tiempo de tratamiento Tiempo de tratamiento

Figura 15. Correlato inmunologico de la respuesta de moléculas mediadoras de citotoxicidad al
tratamiento en pacientes con TB. La ilustracion del mapa de calor muestra la correlacion (valores
de r) entre tiempo de tratamiento y variables inmunolégicas como niveles de perforina y granzima
B en granulocitos, células iNKT*", iNKT", NK, By T CD8. En la leyenda del mapa de calor, los
grados de alta correlacion se indican en azul y rojo intenso (A). Valores de p de la correlacion

mostrados en la figura B. Correlacion de niveles de granulocitos GrzB*(C), granulocitos PRF*(D),
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células B PRF*(E), células T CD8+ PRF'(F), células NK PRF*(G), y iNKT" PRF*(H) con el

tiempo de tratamiento.

En este correlato inmunoldgico sobre células efectoras de citotoxicidad produciendo
PRF"/GrzB" (Figura 15), se observa que, al completar el tratamiento, la produccion de
GrzB" por granulocitos (Figura 15 C) y la produccion de PRF" por CD8" (Figura 15 F),
NK (Figura 15 G) y iNKT" (Figura 15 H), tienen una correlacion positiva, indicando que
conforme aumenta los meses de tratamiento, la produccion de estas moléculas también.
No obstante, la produccion de perforina correspondiente de granulocitos (Figura 15 D) y
células B (Figura 15 E) muestran una correlacion negativa moderada, indicando que
conforme aumentan los meses de tratamiento, la produccion de estas moléculas

disminuye.
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V. DISCUSION

En este estudio se busco comprender la dindmica de las diversas poblaciones de células
inmunes citotoxicas circulantes (granulocitos, células B, células T, células NK, células
iINKT) y la produccion de moléculas citotoxicas (perforina y granzima B) a lo largo del
tratamiento de 6 meses para tuberculosis pulmonar activa sensible. Asimismo, se analiz6

la asociacion entre parametros inmunes y la progresion clinica del paciente.

En cuanto a la progresion clinica a lo largo del tratamiento, los 20 pacientes con BK
positivo o con diagndstico clinico antes del inicio del tratamiento, evolucionaron
favorablemente, logrando una conversion negativa del BK con el transcurso de los meses

y al completar el tratamiento, indicando su cura exitosa.

Dentro de la poblacion de granulocitos, se evalud el comportamiento de los neutrofilos
CD66" sin observarse cambios significativos a lo largo del tratamiento. Otras
investigaciones, resaltan su rol protector en TB y han demostrado que la ausencia de
neutrofilos exacerba la infeccion por Mtb!'7] y que existe una expansion de esta poblacion
en las lesiones tuberculosas 1571, No obstante, en nuestra cohorte de pacientes se observa
que en los neutrofilos hay disminucion de la produccion de perforina a los dos meses de
tratamiento hasta que se completo el tratamiento, mientras que los niveles de granzima se
mantuvieron constantes. Estos resultados sugieren que ya no era necesaria la produccion
de perforina debido a que a los 2 meses de tratamiento la mayoria de los pacientes
presentaban un resultado de BK negativo lo que significa el control de la carga bacteriana.
Respecto a la ausencia de cambios en los niveles de granzima, esto podria ser debido a

que la granzima también cumple otros roles como inducir apoptosis de células infectadas

1581,

Otra poblacion estudiada fueron las células NK, las cuales se activan mediante receptores
como el CD16 secretando citocinas para atraer mas células al sitio de la infeccion y

pueden liberar granulos citotoxicos conteniendo perforina y granzima B que fueron
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evaluadas mediante el marcador CD56/261, Nuestros resultados muestran una disminucion
de los niveles de células NK a los 2 meses de tratamiento, pero desde los dos meses (T2)
hasta el final del tratamiento (T6) se observa un incremento en la poblacion de células
NK productoras de perforina. Este hallazgo concuerda con lo reportado por Roy y col.,
del 2018, quienes indicaron que esta se incrementa tras la finalizacion del tratamiento.
Por otro lado, Lu y col., demostraron que las células NK pueden destruir Mtb a través de
mecanismos citotéxicos mediados por perforina, lo que refuerza el papel de estas células
en el control de la infeccion 81, En casos de coinfeccion TB-HIV, también se ha reportado
una restauracion de la poblacion de células NK tras el tratamiento anti-TB. Asimismo, se
ha reportado que elevados niveles de células NK expresan bajos niveles de CD56 y estan
asociados a la reducida presencia de cavidades en el pulmon de los pacientes. Esto resalta
el rol en la patogénesis de la enfermedad y control de la carga bacteriana 3°l. En nuestro
estudio, la baja produccion de perforina observada antes del inicio del tratamiento podria
deberse a un estado de disfuncion o inhibicion de las células NK inducido por la alta carga
bacteriana o por el entorno inflamatorio de la infeccion activa. En este sentido, el
incremento de la funcién citotoxica de las células NK al final del tratamiento refleja la
reactivacion del sistema inmunoldgico una vez controlada la infeccion, permitiendo a las

células NK retomar su capacidad de eliminar células infectadas.

Aligual que las células NK, las células T CD8* desempefian un papel clave en la respuesta
citotoxica, mediante la eliminacion de células infectadas por Mtb. En nuestro estudio, se
observo un aumento en la poblacion de células CD8* al finalizar el tratamiento (T6), lo
cual concuerda con lo reportado por Florez-Gonzalez y col., en el 2024, quienes
observaron que, en pacientes con tuberculosis activa antes del tratamiento, estas células
presentaban un estado de agotamiento inmunologico, caracterizado por la expresion de
marcadores como PD-1 y TIM-3, pero su frecuencia aumentaba una vez completada la
terapia [6%1, Asimismo, nuestros resultados coinciden con los hallazgos de Rajeswari y
col., del 2005, quienes observaron un incremento en el porcentaje de células CD8*
productoras de perforina en pacientes tratados 111, Este incremento de los niveles de CD8*

secretando perforina cuando el paciente presenta cura, sugeriria que la carga bacteriana y
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la inflamacion crénica afectan esta poblacion de células que pueden verse funcionalmente
comprometidas por la exposicion prolongada a antigenos y, a un microambiente
inmunosupresor; sin embargo, al disminuir dichos estimulos tras el tratamiento, se

recuperaria su funcionalidad.

En TB, un aspecto poco explorado es la capacidad citotoxica de las células B.
Tradicionalmente reconocidas por su rol en la produccidon de anticuerpos, sin embargo,
las células B pueden producir citocinas inflamatorias [** y granzima B 13l En este estudio,
nos enfocamos en una funcidén poco explorada, y observamos que, al igual que en los
granulocitos, los niveles totales de células B no cambiaron a lo largo del tratamiento. Sin
embargo, su perfil funcional mostr6é un patrén dicotémico: la expresion de granzima B
aumento al finalizar el tratamiento (T6), mientras que la de perforina disminuy¢ (Fig. 12).
Este comportamiento sugiere que, una vez reducida la carga bacteriana, ya no seria
necesaria una actividad citotdxica dependiente de perforina, que implica la lisis de células
infectadas. En contraste, la granzima B puede tener funciones adicionales, incluyendo la
modulacién de respuestas inflamatorias o la inducciéon de apoptosis de forma mas
controlada 2611631 En base a nuestros resultados hipotetizamos que luego de terminado su
papel citotoxico de las células B (inducido por la inflamacion y quiza algunos antigenos)
y haber resuelto la infeccion ocurriria un cambio funcional y en esta etapa podrian dedicar
sus actividades a producir anticuerpos [#4l. Poco se conoce sobre la produccion de
perforina por células B en humanos, sin embargo, se ha descrito su rol inmunolédgico en
lupus eritematoso: la produccién de perforina que se potenciaban ain mas tras la
estimulacion con anti-BCR e IL-211301, El rol citotoxico de células B debe ser explorado

mas profundamente y entender su participacion en la respuesta inmune a Mt¢b.

Otra poblacion poco estudiada, pero con un papel relevante en el control de la infeccion
por Mtb son las células NKT. Esta poblacion es un tipo de célula T que presentan ciertas
caracteristicas de los linfocitos citotoxicos naturales (como las células NK). Son capaces
de destruir patogenos como bacterias y virus y también liberan citocinas [**. En nuestro

estudio, se observo un aumento en la produccion de perforina por parte de esta poblacion
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a partir de los dos meses de tratamiento (T2), seguido de una leve disminucion al finalizar
(T6), particularmente en la subpoblacion NKT'". Este patron sugiere que las células NKT
podrian haber contribuido a la eliminacion de células infectadas en una fase inicial del
tratamiento, cuando la carga bacteriana aun es evidente. La posterior reduccion en la
produccion de perforina podria reflejar una menor necesidad de actividad citotdxica una
vez que la infeccion ha sido controlada. Las células NKT se caracterizan por responder
rapidamente a la infeccion mediante la produccion de citocinas y moléculas citotdxicas,
por lo que su activacion temprana puede ser clave para limitar la diseminacion de Mtb.
Este comportamiento dindmico sugiere que su actividad estd finamente regulada en

funcién del estado de la infeccion y del microambiente inmunolégico.

En este estudio se evalud la funcion citotoxica de diferentes poblaciones inmunes durante
el tratamiento de la tuberculosis pulmonar activa. Aunque los niveles de neutrofilos y
células B no variaron significativamente, se observaron cambios funcionales en su
actividad citotdxica. Por otro lado, las células NK, CD8" y NKT mostraron un aumento
de su funcion citotoxica, especialmente en la produccion de perforina. Estos resultados
fueron respaldados por los analisis de correlacion, los cuales indican, que, en la cura del
paciente, los efectores de citotoxicidad desempenan funciones diferentes en respuesta a
la carga bacteriana. El escenario observado en este estudio sugiere que tanto neutrofilos
y células B estarian participando activamente en la fase activa de la infeccion, mientras
que las células NK, CD8" y NKT jugarian un rol mas vigilante ya en la ausencia de carga

bacteriana cuando la enfermedad ya se resolvio y el paciente presenta cura.

Nuestros resultados resaltan el valor de los pardmetros inmunoldgicos funcionales en el
entendimiento de la inmunobiologia de la tuberculosis y este conocimiento puede
representar posibles biomarcadores para monitorear la respuesta al tratamiento,

complementando métodos actuales como la baciloscopia, cuya sensibilidad es limitada
[66]
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VI. CONCLUSIONES

1.

Al finalizar el tratamiento de TB activa, se observo que los granulocitos y células
B no tuvieron cambios significativos en su frecuencia, mientras que las

poblaciones celulares NK, NKT y T CD8" aumentaron significativamente.

Luego de 6 meses de tratamiento anti TB, se observd una asociacion entre la
disminucion de la frecuencia de granulocitos y un aumento de la frecuencia de

células T CDS8" con el tratamiento exitoso (paciente curado).

Al finalizar el tratamiento se observa una disminucion de produccion de perforina
en granulocitos y células B, mientras que en las células NK, NKT y T CD8"
aumentaron su habilidad de producir perforina. Con respecto a la produccion de

granzima B, aument6 en granulocitos y células B.

El tratamiento exitoso de 6 meses se asocid al aumento de la produccion de GrzB
por granulocitos y perforina por células T CD8", NK y NKT. Se asocié a la

disminucién de la produccion de perforina en granulocitos y células B.
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VIL. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES

Limitaciones:

1.Tamano muestral (20 pacientes), de lo cual se podria considerar un estudio mas grande
para evaluar si hay algiin cambio significativo entre los hallazgos de los fenotipos y

funciones de las células inmunes de interés.

2. Asimismo, por una limitacion en los fondos del estudio no fue posible adquirir la

cantidad suficiente de anticuerpos para la tincion de todas las células inmunes evaluadas.
Recomendaciones:

- Se sugiere evaluar perforina y granzima B a todas las células inmunes.

- Incrementar el tamafio muestral para corroborar los resultados.
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