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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente los
pulmones y es una de las principales muertes en todo el mundo causada por el
bacilo del complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis y M.
africanum), entre otras especies de micobacterias oportunistas potencialmente

patdgenas para el hombre. (Natarajan et al., 2020; Kanabalan et al., 2021)

La tuberculosis activa (TBA) es la forma clinica de la enfermedad caracterizada por
la presencia de sintomas, signos y hallazgos radiolégicos (Soto, 2016). La
tuberculosis latente (TBL) es un estado persistente de respuesta inmune a la
estimulacién por antigenos de M. tuberculosis sin evidencia clinica de enfermedad
tuberculosa (Peia, 2022). En 2014, se estimd a nivel mundial que aproximadamente
1,7 mil millones de personas padecen TBL, lo que representa casi una cuarta parte
de la poblacién mundial. (Houben & Dodd, 2016). Entre los infectados de TBL, el 5-
10% desarrollaran manifestaciones clinicas de TBA dentro de los 2 afios posteriores

a la exposicion. (Carranza et al., 2020)

El bacilo es transmitido por via aérea a través de aerosoles que contienen al agente
causal, lo que permite la interaccién con los macréfagos alveolares, comenzando la
activacion y secrecioén de marcadores inflamatorios como el Factor de Necrosis
Tumoral (TNF), que inician la respuesta inflamatoria caracterizada por el

reclutamiento de células al sitio de infeccion. (San Juan, 2023)

El TNF es una citocina proinflamatoria que promueve la fagocitosis, apoptosis,
proliferacion celular, dindmica mitocondrial y de formacion de granulomas. Ademas,
el TNF puede expresarse como una proteina de en la superficie celular (tmTNF) o
en forma soluble (solTNF). Ambas formas de TNF son bioactivas cuando se unen a
uno de sus dos receptores, el TNFR1y TNFR2 (Ruiz et al., 2021). Cada uno de los
receptores activa una sefializacion especifica para participar en la inmunidad
protectora contra las micobacterias. El TNFR1 media la inflamacion y lesion tisular,

incluso sefaliza hacia vida o muerte celular (Chavez et al., 2019) y el TNFR2 media



la actividad supresora para atenuar la inflamaciéon excesiva producida por la

infeccion micobacteriana. (Chavez et al., 2017).

Por otra parte, las células NK y los linfocitos T citotéxicos (CTL) pueden eliminar
células infectadas a través de la liberacion de moléculas citotéxicas, como las
granzimas (Gzms), granulisinas (GNLYS) y perforinas formadoras de poros (PFNS)
que estan contenidas en los granulos de estas células (Dotiwala et al., 2016). Las
Gzms y GNLYS inducen la microptosis al generar especies reactivas de oxigeno
(ROS); destruyen las defensas antioxidantes microbianas y alteran las vias
biosintéticas y metabdlicas esenciales para su supervivencia, tales como la sintesis
de proteinas, la glucdlisis y el ciclo de Krebs (Dotiwala & Lieberman, 2019). Las PFN
integran la membrana celular e inducen la formacion de poros que provocan lisis

osmética de la célula diana, provocando asi la apoptosis. (Ritter et al., 2022)

En este proyecto se enfocara a evaluar la expresién de moléculas citotéxicas y de
la via del TNF en pacientes con TBAy TBL a través de la técnica de gPCR en tiempo
real. Ademas, se dara seguimiento a una cohorte de pacientes del protocolo B20-
22, aprobado por el comité de Ciencia y Bioética del Instituto, mediante una base de
datos integral. Se extraera células mononucleadas de sangre periférica (CMN) y
plasma de individuos con TB, llevando a cabo su crio-preservacion de las muestras
hasta su uso. Cada participante se recluta por el laboratorio de Inmunologia
Integrativa del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio
Villegas”. Los pacientes firman un consentimiento informado para utilizar el

remanente de muestras para fines de investigacion.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conocer la expresion a nivel transcripcional de las moléculas citotdxicas
involucradas en la respuesta inmune contra la micobacteria para su eliminacion,
granzima A, granzima B, perforina y granulisina, asi como el TNF y sus receptores;
nos ayudara a comprender las diferencias que existen en la respuesta inmune de la
TBAy TBL, posibilitando la exploracion de enfoques terapéuticos mas precisos y un

mejor control en el tratamiento de la TB.

JUSTIFICACION

La TB sigue siendo un problema de salud a nivel mundial, especialmente en regiones
con recursos econémicos y de servicios de salud escasos, presentando desafios en
su diagndstico y tratamiento en su forma activa y latente. Por lo tanto, la evaluacién
de la expresion génica de la granzima A, granzima B, perforina, granulisina, TNF y
sus receptores de union; asi como la destruccion de células infectadas por el
Mycobacterium en pacientes con TB permitiran comprender los procesos

inmunologicos que caracterizan dicha enfermedad.



OBJETIVO GENERAL

- Determinar la expresion génica de moléculas citotoxicas, del TNF y sus receptores

en pacientes con TBAy TBL.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Dar seguimiento a una cohorte de pacientes con TBA'y TBL.

- Recopilar y analizar los datos clinicos de cada paciente de la cohorte B20-22 para

establecer una base de datos integral en Excel.
- Obtener células mononucleares (CMNs) de los pacientes y crio-preservarlas.
- Realizar la extraccion y cuantificacion de RNA de las CMN de pacientes con TB.

- Evaluar la expresion de la granzima A, granzima B, perforina, granulisina, TNF,
TNFR1 y TNFR2 mediante gPCR en tiempo real.



ANTECEDENTES / MARCO TEORICO

El informe mundial sobre la TB presentado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en 2023, registré una recuperacion significativa posterior a la pandemia
causada por COVID, en los servicios de diagndstico y tratamiento de la TB a escala
mundial al diagnosticar 7,5 millones de casos en 2022, siendo la cifra mas alta
desde que la OMS comenzd su vigilancia mundial en 1995. Este aumento se atribuye
a que las personas tienen acceso a la prestaciéon de servicios de salud para
diagnosticar la infeccién, mismos que se vieron afectados debido a la pandemia de
COVID-19. (OMS, 2023).

La TB esta vinculada a factores de riesgo significativos como la edad avanzada,
desnutricion, tabaquismo, abuso de alcohol. Sin embargo, esta relacionada a varias
enfermedades como silicosis, linfomas, leucemia, hemofilia, insuficiencia renal
cronica, diabetes mellitus y VIH/SIDA por lo que, es crucial unir la investigacion
basicay clinica para mejorar las terapias adyuvantes y resultados en pacientes con
TB. (Tellez et al., 2021)

La aparicion de formas de M. tuberculosis multirresistentes (MDR-TB),
extremadamente resistentes (XDR-TB), junto a la carencia de vacunas efectivas y
pruebas de diagndstico rapidas y precisas, ha comprometido gravemente al control
de la TB por la resistencia a los dos farmacos antituberculosos mas potentes, la
isoniazida y la rifampicina (Sultana et al., 2021). La MDR-TB sigue representando
una grave crisis de salud publica. En 2022 se estimd que alrededor de 410,000
personas estaban afectadas, pero solo dos de cada cinco personas tenian acceso
al tratamiento. Sin embargo, la probabilidad de que un individuo desarrolle TBA
después de la infeccién es solo del 10%. (Zhai et al., 2019; OMS, 2023)

En la patogénesis de la infeccion tuberculosa intervienen diferentes células y
citocinas, asi como la capacidad de huésped para responder frente a la
micobacteria. Los macréfagos alveolares y las células dendriticas (CD) inician la

fagocitosis, estas células son presentadoras de antigeno que reconocen patrones



moleculares asociados a patdégenos (PAMP) y que a su vez que unen a los
receptores tipo Toll (TLR), e inician una cascada de sefializacion para la expresion
de citocinas proinflamatorias como TNFa, IFN-y, e IL-1, IL-6 que inducen el

reclutamiento de células al sitio de infeccion. (Bonavida et al., 2022)

El TLR2 reconoce lipoproteinas, el TLR4 a lipoardbino-manano (LAM) vy
lipopolisacarido (LPS) en bacterias Gram negativas y el TLR9 al ADN bacteriano. La
cantidad relativa de estas citocinas en el sitio de infeccién determina la magnitud
de la respuesta inflamatoria y la evolucion de la enfermedad tuberculosa. (De
Martino et al., 2019; San Juan, 2023)

Los macréfagos infectados migran al intersticio pulmonar, formando el granuloma
que brinda un entorno propicio para la supervivencia de la micobacteria (Gern et al.,
2021; Cohen et al., 2022), utilizado como nicho para su proliferaciéon y diseminacién
que le permite persistir muchos afios durante la TBL (Ndlovu & Marakalala, 2016).
La micobacteria es internalizada por macréfagos en los fagosomas, que deben
madurar al fusionarse con lisosomas para crear un entorno acido que contenga a la

micobacteria. (Sia & Rengarajan, 2019; Lee et al., 2020)

Dentro del fagolisosoma, hay niveles elevados de ROS y de nitrégeno (RNS),
péptidos antimicrobianos y privacién de hierro (Pacl et al., 2018). Sin embargo, la
micobacteria puede sobrevivir utilizando diversas estrategias para suprimir cada
etapa de maduracion del fagosoma dentro de las células huésped: la modulacién
de la fusion fagosoma-lisosoma y la inhibicién de la acidificaciéon del fagosoma.
Intervienen en la produccion de ROS, interfiere en la presentacion antigénica; regula

la activacién y diferenciacién de linfocitos T. (Melly & Purdy, 2019; Zhai et al., 2019)

Algunas micobacterias escapan del sitio inicial de infeccién y migran hacia los
ganglios linfaticos regionales, donde son recapturadas por otros macrofagos. Esto
lleva a ciclos de replicacion micobacteriana y rotura celular, y eventualmente,

algunas entran en la circulacién. Como resultado, las micobacterias se dispersany



establecen nuevas lesiones debido a los bajos niveles de inmunidad adquirida (San
Juan, 2023).

La inmunidad protectora en la TB depende de la liberacion coordinada de moléculas
efectoras citoliticas de las células T efectoras y de la posterior destruccién de las
células diana infectadas asociada a los granulos. Diversas poblaciones de linfocitos
estan implicadas en la respuesta inmune; las células NK, las cooperadoras CD4*
(Th1, Th2 y Th17), y las citotéxicas CD8* (Chai et al., 2020). La citotoxicidad
ejecutada por las células NK y por los linfocitos T CD8* implica la liberacion de
moléculas citotéxicas como Gzms y PFN desde sus granulos. Estos granulos son
estructuras con un nucleo electrodenso y poseen un pH acido. La PFN crea poros
en la membrana de la célula blanco, permitiendo la entrada a la Gzm para inducir la
muerte celular programada. (Prager & Watzl, 2019; Peiia, S/F). La granulisina puede
desencadenar apoptosis directamente y atacar la membrana celular
micobacteriana dentro de los endosomas de los macrofagos infectados. La
granulisina también produce lesiones en la pared celular, promueve la lisis osmética
bacteriana y reduce el crecimiento de la micobacteria de manera dependiente de la
perforina (Andersson et al., 2007). Por lo tanto, parece crucial la expresion
coordinada de funciones efectoras como la perforina citolitica y la granulisina

antimicrobiana para controlar la TB.

En un estudio desarrollado por Andersson y colaboradores investigaron la
expresion de granzima A, perforina y granulisina a nivel unicelular en tejido pulmonar
criopreservado de pacientes con enfermedad tuberculosa cronica y progresiva
mediante qPCR en tiempo real. Se encontré una disminucidon en la expresion de
perforina y granulisina en las células T CD3* en las lesiones de tuberculosis en
comparacion con el tejido pulmonar sano. Ademas, las células T CD8* que expresan
estas moléculas son escasas en los granulomas. Sin embargo, se observd una
regulacion positiva de las células T CD3* que expresan granzima A. Estos hallazgos
sugieren una regulacion insuficiente de la coexpresion de perforina y granulisina en

las células T CD8+ en la tuberculosis cronica sintomatica. (Andersson et al., 2007)



Las personas sin infeccién y TBL tienen células T CD8+ en la sangre que producen
mas granzima B por célula que aquellos con TBA (Silva et al., 2014). Esto sugiere
que los niveles bajos de granzima B en células T podrian aumentar el riesgo de
desarrollar la enfermedad. Ademas, aquellos que responden rapidamente al
tratamiento farmacoldgico tienden a tener menos granzima B soluble en el suero en
comparacion con los que responden mds lentamente (Brahmbhatt et al., 2006).
Estos hallazgos sugieren que, aunque las células T citotoxicas son cruciales para
controlar la TB, un exceso de granzima B extracelular puede ser un indicador

negativo del pronéstico. (Matilla et al., 2015)

Por otra parte, el TNF es una citoquina inflamatoria pleiotrépica producida y
secretada principalmente por células monociticas y linfocitos (Zhu et al, 2020). Es
responsable de la formacién y del mantenimiento de la integridad del granuloma al
restringir el crecimiento de la micobacteria dentro de los macréfagos y prevenir la
necrosis del granuloma. Una produccién adecuada de TNF contribuye a la defensa
del huésped contra la TB; sin embargo, una deficiencia o un exceso podria provocar

una respuesta inmunopatolégica no deseada (Zhou et al, 2017).

Se han implicado varios mecanismos efectores segun las interacciones de sus dos
formas activas, TNF soluble (solTNF) y TNF transmembrana (tmTNF), con sus
receptores TNFR1 y TNFR2. El TNFR1 participa en la citotoxicidad, mientras que

TNFR2 desempeiia un papel en la citotoxicidad y la proliferacion. (Ruiz et al, 2021).

En un estudio realizado por Algood y colaboradores concluyeron que el TNF influye
en la expresion de quimiocinas de macréfagos infectados por la micobacteria, lo
que conduce a cambios en la formacion de granulomas tanto in vivo como in vitro.
Estos hallazgos permiten comprender cémo el TNF es crucial para controlar la TBL
en humanos, destacando la necesidad de considerar las terapias antiinflamatorias

o antiquimiocinas en el tratamiento de la TB (Algood et al, 2004).

El analisis de la actividad de la TNF en el suero de pacientes con TB ha demostrado

que los resultados clinicos mas graves en pacientes con TB estan correlacionados



con niveles mas altos de TNF en sangre. Andrade y colaboradores verificaron esta
correlacion con diferentes formas clinicas de TB con respecto a un grupo control.
Se concluyd que existia una correlacion entre los niveles séricos de TNF y los
hallazgos radioldgicos, la pérdida de peso, la prueba cutanea y la gravedad clinica
de los pacientes. Sin embargo, los niveles altos de TNF no son un indicador de un

resultado clinico mas grave (Andrade et al, 2008).

Rakotosamimanana y colaboradores, mostraron que la micobacteria puede
estimular la muerte apoptética en un subconjunto de células T, al desencadenar la
liberacién de grandes cantidades de TNF, al tiempo que preserva su célula huésped
al inhibir la respuesta al TNF y aumentar la produccidn de factores antiapoptéticos.
Su hipétesis fue desarrollada en una cohorte de pacientes con TB de Madagascar,
usando gPCR para evaluar la expresion del TNFR1, TNFR2, FLICE (enzima
convertidora de interleucina-1-FADD) y FLIP (Proteina inhibidora de caspasa-8). En
esta investigacion se concluyé que la expresion de genes apoptéticos, como FLIP y
TNFR2, esta vinculada a cambios en la distribucion de células inmunes en individuos
infectados con TB. Esta investigacidn sugiere posibles marcadores y patrones que
podrian vincularse con el curso de la enfermedad, lo que podria tener implicaciones
significativas en el diagnéstico y tratamiento de la TB. (Rakotosamimanana et al,
2013).

La evaluacion de la expresion génica de TNF, IL-6 e IRAKT mediante gPCR en células
mononucleares de 33 pacientes con TB comparado con 10 individuos sanos revel6
diferencias significativas. Los niveles transcripcionales de TNF e IL-6 fueron mas
altos, mientras que el de IRAK1 fue mas bajo en el grupo de TB que en el grupo
control. Ademas, se observé una correlacién positiva entre la expresion de los genes
TNF e IL-6. Al analizar los parametros clinicos, se detectaron altos niveles de mRNA
de TNF en pacientes que habian recibido tratamiento durante mas de 2 meses en
comparacion con aquellos que habian recibido el tratamiento en un lapso menor
(Buha et al, 2019).



Por otra parte, un estudio reciente por De Sousa y colaboradores, se evalud los
niveles de expresion génica de la asociacion del genotipo TNF-308G/A vy el
polimorfismo de la IL-10 (819C/T) en TB pulmonar y extrapulmonar a través de la
gPCR. Se demostré que bajos niveles de expresion génica de TNF en pacientes con
TB, presenta una mayor frecuencia del alelo polimérfico de TNF-308G/A
comprobando asi que esta asociacion tiene una influencia menor en el desarrollo
de la enfermedad de TB en comparacion con los mecanismos involucrados en la
activacion del proceso inflamatorio resultante de la infeccion. Por lo tanto, se cree
que la produccién inadecuada de TNF promueve la formacién de un microambiente
antiinflamatorio, favoreciendo la persistencia de la micobacteria en el huésped,

contribuyendo al establecimiento de la TB pulmonar (De Sousa et al, 2023).



MATERIALES Y METODOS

1) Reclutamiento

La evaluacion de la expresion génica de las moléculas mencionadas se realizé en
una cohorte de participantes del protocolo B20-22 (actualmente se realiza el
reclutamiento), asi como de participantes que fueron reclutados previamente en el
Laboratorio de inmunologia Integrativa del INER que acuden al servicio de la Clinica
de TB del instituto. Los sujetos se clasificaron en 3 grupos: 1) TBA, que fueron
identificadas a través de pruebas de crecimiento microbiolégico (baciloscopia y de
cultivo) o por métodos moleculares (GenXpert y PCR). 2) Personas con contacto y
personal de salud expuesto a TB y 3) TBL, los cuales se identifican por pruebas
sanguineas de PPD y cuantificacion de IFN-y (Quantiferon-TB gold in tube)
realizadas por la misma institucion. Ademas, se incluyd un grupo de personas sanas

mayores de 18 aflos como control.

- Dentro del protocolo B20-22, se reclutaron nuevos participantes considerando
variables para el desarrollo del estudio, como la edad, género, datos clinicos y
resistencia a farmacos contra TB; drogo sensibles (DS) y MDR. Ademads, existen

criterios de inclusion, exclusion y eliminacion de sujetos.

- Criterios de inclusion: 1) Personas mayores de 18 afios con un primer diagnéstico
de TB, cuyo diagnostico confirme la presencia del complejo M. tuberculosis en
cualquier muestra biolégica de pulmén (baciloscopias o métodos moleculares). 2)
Personal sanitario expuesto a micobacterias y 3) Personas sanas que convivan con

una persona diagnosticada de TBA.

- Criterios de exclusion: 1) Sujetos con enfermedades neoplasicas. 2) Sujetos con
infeccion por VIH, enfermedades reumatoldgicas en tratamiento con

inmunosupresor y 3) Sujetos con COVID-19.



- Criterios de eliminacién: 1) Sujetos que retiran su consentimiento para participar
en este estudio y 2) Pacientes con datos de andlisis clinicos y de laboratorio

incompletos.
2) Estudios de laboratorio

El laboratorio clinico del instituto realizé a cada paciente del grupo TBA estudios de
quimica sanguinea, electrolitos séricos, perfil de funcionamiento hepatico,
biometria hematica y tiempos de coagulacion. Al grupo de contactos y personal de
salud expuestos a TB; quimica sanguinea, biometria hematica y hemoglobina
glicosilada. El laboratorio de microbiologia es el encargado de realizar las

baciloscopias y los cultivos, asi como de las pruebas de Quantiferon-TB.

Con base a estas pruebas, se organizo6 y se construyd una base de datos integral en
Excel en donde se concentran los datos personales, datos demograficos,
antecedentes clinicos (enfermedades o padecimientos/sintomas), los resultados

de las pruebas de laboratorio y la evolucion de su tratamiento contra la TB.

3) Obtencion de CMNs

El aislamiento de CMNs se realizé mediante la técnica del gradiente de densidad de
Ficoll. El procedimiento parte de la toma de muestras de sangre periférica de cada
paciente, recolectada en tubos BD-Vacutainer (EDTA). Inicialmente, se procedié a la
separacion del plasma mediante centrifugacién a 1000 x g durante 10 min a
temperatura ambiente (25 °C - 30 °C) para un rotor de angulo variable, o 15 min con

un rotor de angulo fijo, manteniendo una aceleracién de 9 y desaceleracion de 6.

Una vez separado el plasma, se retiré y se almacend en alicuotas a -20°C. La
muestra de sangre restante se diluy6 en una proporcion 1:1 con PBS estéril frio. Se
preparé un gradiente de densidad con Ficoll en una relacion de 3:1 (muestra: Ficoll).
La muestra diluida se afiadié suavemente al tubo con Ficoll y se centrifuga a 550 x
g durante 30 minutos a 20°C, con una aceleraciéon de 9 y desaceleracion de 3.

Posteriormente, se realizaron dos lavados para eliminar eritrocitos y plaquetas,



utilizando PBS 1X 'y centrifugando a 300 x g durante 10 min cada vez, manteniendo
una aceleracion de 9 y una desaceleraciéon de 4 como maximo. Después de cada

centrifugacion, el sobrenadante se decanté cuidadosamente.

En el dltimo lavado, se realiz6 el conteo de nimero de células y se determiné su
viabilidad. Luego, se centrifugaron nuevamente las células a 300 x g durante 10 min
para obtener el pellet celular, que se resuspendié en el medio de preservacion y/o
mantenimiento adecuado a razén de 1 mL por cada 10x10° de células como
maximo. Al finalizar, las células se crio-preservaron en nitrégeno liquido hasta su

uso.
4) Extraccion de RNA total:

Para la extraccion de RNA total de las muestras de pacientes TBA y TBL de la
cohorte B20-22, se utilizé el kit comercial RNeasy Mini Kit de Qiagen que contiene el
buffer RLT, RW1, RPE. Ademas, B-mercaptoetanol, etanol al 70% y el conjunto
RNasa-Free DNasa Set de Qiagen (DNasa | / Solucién RDD). Se siguieron las
recomendaciones para el manejo del RNA, material nuevo, estéril y libre de
nucleasas; limpieza en las superficies de trabajo y uso de guantes de nitrilo para

evitar contaminaciones.

El paquete celular se resuspendié en buffer RLT con B-mercaptoetanol, usando 350
uL de buffer para < 5x10° células/mL y 600 pL para una cantidad entre 5x10° y
10x10°6 células/mL. A continuacién, en 500 pL de lisado se afiadieron 200 pL de
buffer RLT y un volumen igual de etanol al 70%, mezclando bien con vortex. Esta
mezcla (700 pL) se transfirié a una columna RNeasy mini spin y se centrifugé a =
8,000 x g durante 15 segundos. El filtrado fue descartado y se procedié a un lavado
con 350 pL de la solucion RW1, centrifugando a = 8,000 x g por 15 segundos. Para
la eliminacion del DNA génomico contaminante, se prepar6 una mezcla de DNasa |
con solucién RDD (10 pL de DNasa |y 70 pL de solucion RDD por cada reaccion), la
cual se mezcla suavemente y se anade directamente a la columna. Esta mezcla se

incubé durante 25 minutos a temperatura ambiente (20-30 °C). Después de la



incubacion, se realizd6 nuevamente un lavado con 350 pL de solucion RW1. A
continuacién se realizaron 2 lavados con 500 pL de la solucion RPE cada uno,
centrifugando a = 8,000 x g por 15 segundos y posterior a estos lavados, la columna
se transfirio a un tubo nuevo de 2 mL y se centrifugé a 10,000 x g por 1 minuto para
secarla completamente, es decir para eliminar restos de la solucion RPE.
Finalmente, se transfirié la columna a un tubo nuevo de 1.5 mL y se procedié a la
elucién del RNA, afiadiendo 35 pL de agua libre de nucleasas y se centrifugé a
10,000 x g por 1T minuto. Este paso se repiti6 dos veces para maximizar la
recuperacion del RNA. EI RNA extraido se almacend a -70 °C, para su cuantificacion

posterior.
5) Cuantificacion de RNA/DNA:

La calidad y concentracién del RNA total de las muestras de TBAy TBL de la cohorte
B2022 se analizaran mediante fluorescencia utilizando el kit comercial Qubit™
assay kit que contiene el reactivo Qubit™ (RNA - HS/DNA - Br), el buffer Qubit™
(RNA - HS/DNA - Br) y los estandares para RNA y DNA. La medicion se realiza en el

Qubit 2.0 Fluorometer (Life Technologies) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Se preparé un numero adecuado de reacciones dependiendo las muestras a
cuantificar. Para la solucion de trabajo de RNA, se mezcla 1 pL de QubitTM Reagent
(RNA-HS) con 199 pL de Qubit™ Buffer (RNA-HS) para una diluciéon de 1:200,

ajustada segun el nimero de reacciones necesarias.

Adicionalmente se prepararon los estandares de RNA Iy Il en tubos assay QubitTM
de 0.5 mL, agregando 10 pL del estandar | y completando con 190 pL de la solucién
de trabajo para la diluciéon 1:200 pL, repitiendo el mismo procedimiento para el
estandar Il, incubando por 2 minutos. Las muestras de RNA se prepararon
agregando 1 pL de muestra de RNA y 199 pL de la solucion de trabajo en tubos
assay QubitTM de 0.5 mL para completar la dilucién. El mismo procedimiento fue

realizado para preparar las muestras y los estandares de DNA.



Se procedié a determinar la concentracion de los acidos nucleicos, primero leyendo
cada uno de los estandares en el equipo para obtener una curva patron y después
se leyeron cada una de las muestras de RNA. Finalmente, el procedimiento de
lectura se repite para los estandares y las muestras de DNA para conocer la calidad

de extraccion de RNA total de cada una de las muestras de TBAy TBL.
6) Evaluacion de la expresion génica mediante qPCR

A partir de las células preservadas con la solucion DNA/RNA shield se obtuvo el
RNA total y se sintetiz6 el cDNA para la evaluacién de la expresion a nivel de RNAmM
de granzima A, granzima B, perforina y granulisina, utilizando ensayos predisefiados
de sondas TagMan y el sistema de deteccion para gPCR StepOnePlus Real-Time
PCR Systems (Applied Biosystems). Actina B 'y 18S fueron usados como controles
enddgenos en qPCR, debido a que son genes con expresidon constitutiva y se
mantiene relativamente constante en una amplia gama de condiciones

experimentales, lo que los hace adecuados como controles de referencia.



RESULTADOS Y DISCUSION

Se reclutaron 29 pacientes que otorgaron su consentimiento para participar en el

protocolo de investigacion B2022; (8 de TBA y 21 contactos de pacientes con TB;

de los cuales 9 resultaron QTF (+), diagnosticados con TBL). Los pacientes fueron

clasificados en 3 grupos: TBA, contactos expuestosy TBL, con base a los resultados

de la prueba de QTF. Asi mismo, se establecié una base de datos integral en Excel

(ver tabla 1 y tabla 2) para cada grupo. Se tomaron muestras de sangre periférica

en tubos BD-Vacutainer (EDTA) para posteriormente obtener CMNs por medio del

gradiente de densidad de Ficoll.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y resultados de laboratorio de pacientes con TBA.

CODIGO | SEXO |EDAD | CMN (células/ml) | PLASMA | SUERO DNA RNA PRUEBAS REALIZADAS
Baciloscopia | GenXpert

TA-1 |Hombre | 82 1vial=8x10"6 | 4 viales | 2 viales | 1vial=1x10"6 | 1vial=1x10"6 | POSITIVA | POSITIVA
TA-2 |Hombre| 49 | 7 yiales=9.5x10"6 | 3viales | 1viales | 1vial=1x10"6 | 1vial=1x10"6 | POSITIVA | POSITIVA
TA-3 | Hombre | 52 1vial=6x10"6 | 3viales | 1lvial | 1vial=1x10"6 | 1vial=1x10"6 | POSITIVA | POSITIVA
TA-4 | Hombre| 39 |2 yiales=12.6x10"6 | 3 viales | 2 viales | 1 vial=1x10"6 | 1 vial=1x10"6 | No se realiz6 | POSITIVA
TA5 | Mujer | 21 | 2 viales=12x10%6 | 3 viales | 2 viales | 2 viales=1x10"6 | 2 viales=1x10"6 | No se realizé | POSITIVA
TA-6 Mujer 76 1 vial=9.5x10"6 5 viales 1 vial lvial=1x10"6 1vial=1x10"6 | NEGATIVA | POSITIVA
TA-7 |Hombre| 51 1 vial=10x10"6 3viales | 2viales | 1lvial=1x10"6 | 1vial=1x10"6 | pOSITIVA POSITIVA
TA-8 Mujer 49 1 vial=8x10"6 1 vial 2 viales | 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 | No serealiz6| POSITIVA
TA-9 Mujer 62 2 viales=9.6x10"6 | 4 viales 1 vial 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 | No serealiz6| POSITIVA
TA-10 |Hombre| 57 2 viales=9x10"6 6 viales 1vial |1 vial=1.5x10"6 | 1 vial=1.5x10"6 | No se realiz6 | POSITIVA

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y resultados de laboratorio de pacientes con TBL y contactos.

CODIGO | SEXO |EDAD CMN PLASMA | SUERO DNA RNA QuantiFERON
TL-1 Mujer 51 1 vial= 10x1076 y 1 vial=6x10"6 | 3 viales |2 viales | 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Positiva
TL-2 Mujer 47 |1 vial= 10x10"6, 2 viales= 7x10"6 | 5 viales | 2 viales | 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Negativa
TL-3 Hombre | 18 1 vial= 10x1076 y 1 vial=5x10"6 | 3 viales 1 vial 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Positiva
TL-4 Mujer 70 2 viales= 10x10"6 3 viales 1 vial 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Positiva
TL-5 Mujer 47 1 vial= 7x10"6 2 viales 1 vial 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Negativa
TL-6 |Hombre| 35 1 vial= 9.3x10"6 3viales | 2 viales | 1 vial= 1.5x1076 | 1 vial= 1.5x10"6 Positiva
TL-7 Mujer 58 2 vial= 10.2x10"6 c/d 1 vial lvial | 1vial=1.5x10"6 | 1 vial=1.5x10"6 Negativa
TL-8 Mujer 58 1 vial= 7.9x10"6 3viales | 2 viales | 1 vial= 1.9x1076 | 1 vial= 1.9x10"6 Positiva
TL-9 Hombre | 35 1 vial= 2.75x10"6 3viales | 2 viales |1 vial=2.15x10"6 | 1 vial=2.15x10"6 Negativa

TL-10 Mujer 37 1 vial= 10.9x10"6 3viales | 2viales | 1 vial=1x10"6 1 vial=1x10"6 Negativa




A partir de las células preservadas con la solucion DNA/RNA shield se obtuvo el
RNA total y se sintetizo el cDNA para la evaluacion de la expresion a nivel
transcripcional de granzima A, granzima B, perforina, granulisina utilizando ensayos
predisenados de sondas TagMany el sistema de deteccién para gPCR StepOnePlus
Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems). Se hizo la validacién de los genes
con una dilucién serial de 1:2, considerando a la actina B 'y 185 como genes
enddgenos. Se disefaron las placas de 96 pozos para TBA y TBL, teniendo un
control de sanos (Mix HD) que resultaron negativos en la prueba de QTF (ver tabla
3), comparando los 3 grupos de la cohorte B2022 para conocer los niveles de
expresion de estos genes dependiendo del estatus de la enfermedad con respecto

al control de sanos (ver figura 1).

Previamente se prepararon los Cocteles Mix para cada ensayo Tagman, incluyendo
los endogenos dependiendo del numero de reacciones. Cada muestra se realiz6 por

duplicado a una dilucién 1:4.

Tabla 3. Ejemplo representativo del disefio para la validacion de ensayos con sondas Tagman.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Grupo MIX HD
ActinaB | B
18s C

Granzima A | D

Granzima B | E

Perforina | F

Granulisina | G

Nota: La fila A se consideré para el grupo Mix HD; B-H para el cDNA de los pacientes TBAy TBL.
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Figura 1. Ejemplo representativo de una curva de amplificacion de qPCR en tiempo real para la

evaluacion de la expresion génica de las moléculas citotoxicas.

El valor de Ct (cycle threshold) representa el nimero de ciclos de amplificacién
necesarios para que la sefial de fluorescencia de la muestra alcance un umbral
predefinido. El valor de Cr de los enddgenos (Actina B y 18 S) puede variar
dependiendo del tipo de muestra, asi como de las condiciones experimentales (ver
figura 2). Sin embargo, dependiendo de la expresion de cada gene, si los valores de
Ct son relativamente bajos, indica una mayor expresion. Un valor de Cr bajo indica
que el objetivo de amplificacion estaba presente en la muestra en una cantidad
relativamente alta al inicio del ciclo de amplificacién. Esto podria ser indicativo de
una alta concentracion de la secuencia de interés en la muestra inicial. Por otro

lado, un valor de Cr alto sugiere que el objetivo de amplificacion estaba presente en



la muestra inicial en una cantidad relativamente baja. Esto podria ser indicativo de

una baja concentracién de la secuencia de interés en la muestra inicial (ver figura 3

y 4).
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Figura 2. Graficas de amplificacion representativas de los genes enddgenos, Actina B y 18s en gPCR
en tiempo real.
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Figura 3. Graficas de amplificacion representativas de los genes granzima A y granzima B en qPCR en

tiempo real.
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Figura 4. Graficas de amplificacion representativas de los genes perforina y granulisina en gPCR en

tiempo real.

Los resultados de Ctde los enddgenos y de las sondas Tagman, fueron analizados

y obtenidos por medio “The StepOne™ Software v2.0.2 patch” (ver figura 5).

Sample Target Task Ct
mix cDNA TB (5.5 ACTINA UNKNOWN 21.9723
mix cDNA TB (5.5 188 UNKNOWN 12.9598
mix cDNA TB (5.5 GRANZYME A UNKNOWN 28.9807
mix cDNA TB (5.5 GRANZYME B UNKNOWN 27.9484
mix cDNA TB (5.5 PERFORIN UNKNOWN 26.9831
mix cDNA TB (5.5 GRANULISYN UNKNOWN 26.9775
mix cDNA TB (5.5 ACTINA UNKNOWN 21.9036
mix cDNA TB (5.5 188 UNKNOWN 12.9705
mix cDNA TB (5.5 GRANZYME A UNKNOWN 28.8933
mix cDNA TB (5.5 GRANZYME B UNKNOWN 27.9663
mix cDNA TB (5.5 PERFORIN UNKNOWN 26.7901
mix cDNA TB (5.5 GRANULISYN UNKNOWN 26.7301

Figura 5. Valor de Crde los genes enddgenos y sondas Tagman en gPCR en tiempo real.



Expresion génica

Se evalué la expresion génica de las moléculas citotéxicas utilizando qPCR en tres
grupos: individuos sanos, TBA y TBL, considerando una n=10 por cada grupo. Los
valores de expresion relativa (RQ) se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) para comparar si las medias de dos o mdas muestras son

significativamente diferentes.

Granzima A: El andlisis estadistico ANOVA revel6 una diferencia significativa en la
expresion de granzima A entre los individuos sanos vs TBA. No se observaron
diferencias significativas en la expresion de granzima A entre individuos sanos vs
TBL, ni TBL vs TBA. (ver grafica 1)
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Grafica 1. Expresion génica de la granzima A en TBA y TBL con respecto a los sanos.

La expresion de esta granzima A en individuos sanos muestra una actividad
eficiente del sistema inmunoldgico en comparacion con la TBLy TBA, la cual puede
reflejar una capacidad de vigilancia y respuesta inmunoldgica 6ptima en los
individuos que no presentan esta patologia. Sin embargo, la baja expresion en

pacientes con TBA puede indicar un posible “agotamiento” inmunolégico durante la



fase activa de la enfermedad sugiriendo que se deba a la progresion de la TB, lo que
podria estar asociado con una respuesta inmune alterada o una supresion del

sistema inmunolégico en presencia de la micobacteria.

Granzima B: Se encontro6 una diferencia significativa en la expresion de la granzima
B entre individuos sanos vs TBA, asi como en TBL vs TBA. No se observaron

diferencias significativas entre individuos sanos vs TBL. (ver gréfica 2)
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Grafica 2. Expresion génica de la granzima B en TBA y TBL en comparacion con los sanos.

La expresion de la granzima B en individuos sanos muestra una respuesta
inmunoldgica eficaz en ausencia de la micobacteria. Por lo que la reduccion
significativa de esta expresion podria estar asociado con sistema inmunolégico
comprometido que no permita ejecutar una respuesta citotéxica efectiva contra

células infectadas debido a un avance en el estatus de la enfermedad de TB.

Perforina: Los resultados de la qPCR revelaron una expresion significativa de
perforina en los sanos vs TBA. Esta diferencia significativa puede deberse a que
disminuye la capacidad de la respuesta inmune en los pacientes con TBA. La falta

de diferencia significativa entre el grupo de sujetos sanos vs TBL podria indicar que



se “conserva” cierta capacidad de respuesta inmune similar. Sin embargo, se
observé una diferencia significativa entre los grupos TBL y TBA, lo que sugiere una
posible alteracién en la expresion de perforina asociada con la transicion de la TBL
a TBA, siendo un indicativo de un compromiso progresivo en la respuesta inmune a

medida que la infeccion por TB se vuelve mas activa. (ver gréfica 3)
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Grafica 3. Expresion génica de la perforina en TBA y TBL con respecto a los sanos.

Granulisina: Los resultados de la gPCR revelaron una expresién significativa de

granulisina en el grupo de sanos vs TBA, como de TBL vs TBA. (ver gréfica 4)

La diferencia significativa observada entre el grupo sano vs TBA indica una baja
expresion de la granulisina la cual podria deberse a la progresion de la TB, lo que
podria comprometer la capacidad del sistema inmunoldgico para controlar la
replicacion bacterianay limitar la progresion. Por otro lado, la diferencia significativa
entre los grupos TBL y TBA sugiere una alteracién en la expresion de granulisina
asociada con la transicion de la TBL a TBA, mostrando cambios en la respuesta
inmune a medida que la infeccién va progresando. Sin embargo, la falta de
diferencia significativa entre el grupo de sanos y TBL podria indicar que, a nivel de

expresion génica, los individuos con TBL conservan una capacidad de respuesta



inmune similar, por lo que se puede sugerir que la expresién de granulisina no se ve

significativamente afectada durante el estado de latencia de la TB.
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Grafica 4. Expresion génica de la granulisina en TBA y TBL con respecto a los sanos.

CONCLUSION

La baja expresion génica de estas moléculas citotdxicas en los pacientes con TBA
evaluadas en este proyecto, sugiere que puedan servir como marcadores distintivos
en comparacioén con la TBL. Esta diferenciacion nos permitiria conocer el estatus
de la enfermedad, lo cual es relevante para la salud general y la respuesta
inmunolégica de cada paciente; posibilitando la exploracion de enfoques
terapéuticos mas precisos y un mejor control en el tratamiento de la TB, asi como
implementar estrategias preventivas en pacientes con riesgo de progresar de TBL a

TBA, optimizando la atencidn sanitaria frente a la TB.
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