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RESUMEN

EFECTO REULA gIABETES MELLITUS TIPO 2 EN LAS FUNCIONES MICROBICIDAS DE
TROFILOS DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS PULMONAR

Prop’os.lto del Estudlnc‘): La diabetes mellitus es un conjunto de sindromes caracterizados por
un déficit en la secrecion o produccion de la insulina, resultando en hiperglucemia crénica
responsable dg complicaciones vasculares, neuropaticas e inmunoldgicas.

La tub'ercuIOSIs pulmonar es causada principalmente por Mycobacterium tuberculosis, en la
mayoria de los casos cursa de forma subclinica y cura espontaneamente, o quedar en estado de
IatenCIg: Cuando. existe una reactivacion de la infeccion latente generalmente es por alguna
a!teracnon en el sistema inmune. El riesgo de adquirir tuberculosis pulmonar en un paciente con
diabetes mellitus tipo 2 es 2-4 veces mayor a la de un sujeto sano. Objetivo: Analizar el efecto
de la DMT2 en las funciones microbicidas de neutréfilos de pacientes con tuberculosis pulmonar.
Metodologia: Los pacientes fueron reclutados y seleccionados en el Servicio de Endocrinologia
y en el CIPTIR que cumplieran con los criterios de inclusion establecidos. Se realizo una toma de
muestra de sangre venosa periférica (20 ml) utilizando tubos con anticoagulante (EDTA) y uno
sin anticoagulante para la obtencién del suero de 11 pacientes con DMT2c, 15 pacientes con
DMT2nc, 15 pacientes con TBP, 11 pacientes con la comorbilidad TBP/DMT2nc y 15 sujetos
sanos como control. Se realizd el aislamiento de neutrdfilos utilizando la técnica de densidad con
Ficoll-Hypaque. Posteriormente se procedio a evaluar las funciones microbicidas del neutréfilo en
cada grupo de pacientes: La adherencia celular, la fagocitosis, el estallido respiratorio, la
produccién de mieloperoxidasa, la produccién de trampas extracelulares (NETs) en los neutrofilos
y la determinacion de la muerte o sobrevivencia de M. tuberculosis cuantificando la formacion de
colonias. Resultados: No se encontré diferencias en las concentraciones de las proteinas de
adhesién en ningun grupo de pacientes ya sea en estado basal o estimuladas con PMA o Mtb. Al
estudiar la fagocitosis los pacientes con DMT2c, DMT2nc y en la comorbilidad de TBP/DMT2nc,
mostraron una disminucion de ésta funcion al compararla con la células de los sujetos sanos (P
<0.0001); no encontramos diferencias significativa entre los pacientes con DMT2nc y
TBP/DMT2nc. La produccioén de mieloperoxidasa solo se observo aumentada entre los controles
y DMT2c (P <0.05). El estallido respiratorio se vio'aumentado de manera basal en todgs los
grupos pacientes comparados con el control de sujetos sanos (P <Q.0001). La produccion de
NETSs se vio aumentada de manera basal en los todos grupos de pacientes comparados con los
sujetos sanos (P <0.0001). Las UFC estaban aumentadas en todos los grupos de pacientes
comparados con los sujetos sanos (P <0.0001), pero no hubo diferencia entre los pacientes con
DMT2nc vy la comorbilidad TBP/DMT2nc. o

Los resu)lltados generados fueron evaluados con la prueba de ANOVA con analisis de
comparacion mdltiple de Tukey utilizando el software Graphp?d Prism versién 7.0.
Conclusién: Los neutrdfilos de los pacientes con la comorbll_|dad TBP/DMT2nc no presentaron
una disminucion en sus funciones microbicidas en comparacion con los pacientes que solo

presentan TBP o DMT2nc.
FIRMA
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ABREVIATURAS

°C Grados Celsius

BSA Albumina sérica bovina

CO, Didéxido de carbono

CCL2 Proteina quimioatrayente de monocitos 1

CCR2 Receptor de CCL2

DAPI 4 ' .6-diamidino-2-fenilindol

DMT2 Diabetes Mellitus tipo 2

DMT2c Diabetes Mellitus tipo 2 controlada

DMT2nc Diabetes Mellitus tipo 2 no controlada

H,SO0, Acido sulfarico

HRP Peroxidasa de rabano caliente

IFN-y Interferén gamma

IL-1B Interleucina 1 beta

IL-4 Interleucina 4

IL-5 Interleucina 5

IL-6 Interleucina 6

IL-10 Interleucina 10

IL-17 Interleucina 17

IL-18 Interleucina 18

IL-22 Interleucina 22

pl Microlitro

MPO Mieloperoxidasa

Mtb Mycobacterium tuberculosis

NADPH nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NBT Nitroazul de tetrazolio

ng Nanogramos

NETs Trampas extracelulares de neutrofilos

PBS Buffer fosfato salino

PBSG Buffer fosfato salino con glucosa

PMA forbol-12-miristato-13-acetato

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

TBP Tuberculosis pulmonar

TBP/DMT2nc Tuberculosis pulmonar y Diabetes Mellitus Tipo 2 no controlada
Factor de Necrosis Tumoral alfa

TNF-o Unidades Formadoras de Colonias

UFC



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Neutrofilos

Los neutrdfilos o las células polimorfonucleares forman la primera linea de
defensa del sistema inmune innato en el humano y son los leucocitos mas
abundantes en la sangre (65% a 75% de todos los globulos blancos) (1). Se
diferencian en la médula 6sea de las células progenitoras hematopoyéticas
pluripotentes en neutrofilos maduros y tienen una vida util de 6-10 horas en el

torrente sanguineo (2).

Los neutréfilos contienen granulos azurdfilos o primarios, secundarios y
terciarios, con una variedad de proteinas que contribuyen a la defensa del
huésped antimicrobiano. Entre las proteinas en los granulos azurdfilos o
primarios estan aquellas con accion antimicrobiana como las defensinas,
lizozima, proteasas (elastasa, catepsina G), hidrolasas acidas y una peroxidasa
gue normalmente se expresa solo en neutrofilos y monocitos (mieloperoxidasa).
Los granulos especificos o secundarios, contienen lisozima, colagenasa,
gelatinasa, lactoferrina, activador del plasmindégeno, histaminasa y fosfatasa
alcalina (3). Los granulos terciarios contienen gelatinasa y catepsinas, asi

como, glucoproteinas insertadas en la membrana plasmatica. (2)
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Tras la activacion, los neutréfilos son altamente efectivos en la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante un proceso conocido como
estallido respiratorio. En los neutréfilos estimulados, las ROS se generan casi
exclusivamente por NADPH oxidasa (4). Si la fagocitosis no se produce
después de la interaccion del patégeno con los neutrdfilos, la liberacion del
contenido de granulos y la formacion de ROS se dirigiran al exterior de la célula
para erradicar los patdgenos extracelulares. Los compuestos antimicrobianos
de los granulos no solo matan a las bacterias, sino que junto con productos
bacterianos pueden actuar como quimioatractantes para que lleguen mas
neutrofilos, macrofagos, linfocitos y células dendriticas al sitio de infeccion para
que las células dendriticas con los antigenos procesados se dirijan a los
ganglios linfaticos regionales y se produzca una respuesta inmune adaptativa
(5).

En la actualidad hay reportes de dos tipos de neutréfilos (N1 y N2) cuyas
funciones parecen ser diferentes y deberian de tomarse en cuenta en procesos

infecciosos, enfermedades autoinmune y cancer (6).

1.2 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus es un conjunto de sindromes caracterizados por un déficit
en la secrecidn o produccion de la insulina, que produce alteraciones en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, resultando en
hiperglucemia cronica responsable de complicaciones vasculares, neuropaticas
e inmunoldgicas. Existen 2 tipos principales de diabetes mellitus, la diabetes

13



mellitus tipo 1, la cual es una enfermedad autoinmune contra las células 3
pancreaticas productoras de insulina razén por la cual los pacientes que la
padecen son insulino-dependientes y la diabetes mellitus tipo 2 en la cual la
funcién de las células B pancreaticas se encuentran afectada, ademas de

presentar resistencia a la insulina en los tejidos periféricos (7).

La prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en México fue de 9.4% en el 2016,
tuvo un ligero aumento a comparacion de 9.2% en el 2012. De ese 9.4%, el
30.3% lo representan los pacientes de 60-69 afos, después con 24.9% los
pacientes de 70-79 anos y con 17.4% los pacientes de 50-59 anos. Lo anterior
nos indica que la poblacién de 50-79 afos representa el 72.6% del 9.4% total
de prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en el pais. (8) Se proyecta que el
numero total de personas con diabetes mellitus tipo 2 en el mundo aumentara

de 425 millones en 2017 a 629 millones en el 2045 (9).

El diagnostico de diabetes mellitus tipo 2 se realiza con una glucemia igual o
mayor a 200 mg/dl en cualquier momento del dia si es un paciente sintomatico
que implica que tenga la triada de polidipsia, poliuria y polifagia o que presente
cetoacidosis. Si el paciente es asintomatico se requiere de dos determinaciones
de la concentracién de azucar en la sangre, una glucemia en ayuno mayor a
126 mg/dl y una glucemia mayor o igual a 200 mg/dl a las dos horas de ingerir
75 g de glucosa o que tengan una hemoglobina glucosilada mayor o igual a
6.5%. ElI tratamiento consiste en antidiabéticos orales (metformina,

glibenclamida, etc.) e insulina si es requerida (7). Dentro de las principales

14



complicaciones de diabetes mellitus tipo 2 se encuentran las vasculares, como
a la retinopatia, nefropatia y ateroesclerosis. Estas complicaciones ocurren
debido a un aumento en los productos finales de glicacion avanzada, aumento
en la produccion de las especies reactivas de oxigeno, aumento en la
produccion de las citocinas proinflamatorias y aumento en la actividad de la

proteina cinasa C. (10)

1.3 Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis)

M. tuberculosis es un patdgeno intracelular que ingresa en las vias respiratorias
por medio de gotitas de fligge de 0.5 a 10 um suspendidas en el aire las cuales
llegan a los alvéolos, donde son digeridas por los macrofagos alveolares. A
diferencia de la mayor parte de las bacterias fagocitadas, M. tuberculosis impide
la unién del fagosoma con los lisosomas al inhibir la molécula de union
especifica llamada autoantigeno endosémico temprano 1 (EEAI). El fagosoma
es capaz de fusionarse a otras vesiculas intracelulares para facilitar el acceso
de nutrientes al patégeno y permitir la multiplicacion intravacuolar. (11). Se han
identificado varios receptores de reconocimiento de patrones (PRR) en células
fagociticas para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP) de micobacterias. TLR2 reconoce la lipoproteina (LP) de 19
kDa, el lipomanano (LM) y el lipoarabinomanano (LAM). Los heterodimeros
TLR1-TLR2 y TLR6-TLR2 se unen a LP diacilados y triacilados,
respectivamente. TLR4 se une a LM tri- y tetraacilada, proteina de choque
térmico 65 (HSP65) y proteina ribosomal 50S, mientras que el ADN

micobacteriano es reconocido por TLR9 en los fagosomas. Los receptores del
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complemento (CR) son los principales responsables de la captacién de M.
tuberculosis opsonizado, mientras que los receptores de manosa (MR) y los
receptores basurero (SR) participan en la captacién de M. tuberculosis no

opsonizado (12).

1.4 Tuberculosis pulmonar

La tuberculosis pulmonar es causada principalmente por Mycobacterium
tuberculosis, en la mayoria de los casos cursa de forma subclinica y cura
espontaneamente, es en estos casos donde se puede encontrar un pequefio
nodulo calcificado (lesion de Ghon) y el sujeto permanece asintomatico y
pudiera quedarse con una infeccién latente. La tuberculosis pulmonar post-
primaria se debe a la reactivacion de infeccion latente por alguna alteracién en
el sistema inmune, se localiza habitualmente en los segmentos apical y

posterior del I6bulo superior, y frecuentemente se cavita (13).

La incidencia de tuberculosis pulmonar en México en el afio 2015 fue de 16,462
casos y para Nuevo Ledon de 1,148 casos. Las defunciones en México por
tuberculosis pulmonar fueron de 1,665 en 2015, teniendo una tasa de
mortalidad de 1.4. Las defunciones en Nuevo Ledn por tuberculosis pulmonar

fueron de 162 en 2015, teniendo una tasa de mortalidad de 3.1 (14).

El diagndstico de la tuberculosis pulmonar se compone de:

1) Por Baciloscopias en las cuales se deben procesar 3 muestras sucesivas de
esputo y tenirse con Ziehl-Nielsen para observar los bacilos acido-alcohol

resistentes. 2) Por cultivo en medio de Lowenstein-Jensen o Middlebrook el
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cual tarda de 4 a 8 semanas. A pesar de lo tardado del examen es la prueba
que da la confirmacién diagnéstica definitiva. 3) Por PCR, esta prueba permite
el diagnostico de tuberculosis en pocas horas, sin necesidad de cultivar la
muestra. Es menos sensible que el cultivo y tiene un alto costo. 4) Con PPD,
esta prueba consiste en una intradermorreaccion, la cual demuestra la reaccion
de los linfocitos T previamente sensibilizados con antigenos de Mycobacterium
tuberculosis y si el paciente no tiene signos y sintomas clinicos que sugieran
una tuberculosis pulmonar, su positividad solo es indicativa de la presencia de
linfocitos T de memoria y no se puede tomar como diagnostica en sujetos
asintomaticos. El Quantiferén (GOLD ESTANDAR) el cual es actualmente
utilizado para el diagnostico de la tuberculosis pulmonar, también tiene las
mismas implicaciones que la prueba intradérmica con PPD ya que su
negatividad no descarta una infeccion activa de tuberculosis pulmonar en
pacientes inmunocomprometidos. 5) Por serologia la deteccion de anticuerpos
IgM contra proteinas extracelulares de la bacteria es una prueba que

actualmente se esta validando (15).

El tratamiento consiste en el DOTBAL que incluye isoniazida, rifampicina,
pirazinamida y etambutol durante 2 meses e isoniazida y rifampicina durante 4
meses. Si se tiene una correcta adherencia al tratamiento el porcentaje de

curacién es cercano al 100% (13).
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1.5 M. tuberculosis y mecanismos de evasion inmune

M. tuberculosis desarrolla mecanismos de evasion de la respuesta inmune
produciendo proteinas de secrecion temprana como ESAT-6 y CFP-10 que son
consideradas factores de virulencia que pueden modular las vias de
sefalizacion intracelular de los macréfagos para la activacion génica del factor
de transcripciéon NF-kB por lo que se producen alteraciones de la produccion de
oxido nitrico, especies reactivas de oxigeno y la produccion de citocinas pro y
anti inflamatorias. El gen noxR1 de micobacterias patdégenas inhibe la formacion
de radicales libres. Las micobacterias fagocitadas secretan una proteina
llamada EBP50 (Ezrin/radixin/moesin-binding phosphoprotein 50), la cual tiene
la capacidad de suprimir la transcripcion de iINOS (Sintasa inducible de 6xido
nitrico) en el fagosoma donde se encuentra M. tuberculosis y por lo tanto la
bacteria sobrevive. M. tuberculosis secreta proteinas con propiedades
antigénicas a través de diversos sistemas de secrecion como: Sec, SecA2,
ESX1 (16). SecA2 es importante para inhibir la liberacion de las enzimas
superéxido dismutasa (SodA) y catalasa peroxidasa (KatG) cuyas funciones
tiene capacidad bactericida. Cerca del 90% de los fagosomas que contienen
bacilos vivos retienen una proteina denominada TACO (tryptophane aspartate-
containing coat protein), se cree que modifica la polimerizacion de la tubulina y
en consecuencia se inhiben algunas funciones de movilidad en el citoesqueleto
lo que podria explicar la deficiencia quimiotactica de las células del sistema
inmune. Otra estrategia eficiente de M. tuberculosis para evadir el sistema
inmune es disminuir la expresion de moléculas MHC-II, ya que con esto evita la

activacién de poblaciones de los linfocitos T CD4 y se produce una respuesta
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disminuida a IFN-y. Sin embargo los neutrdfilos infectados con M. tuberculosis
pueden activar a la PAD4 y producir NETs los cuales pueden retener a las
micobacterias junto con las enzimas bactericidas presentes en los NETs para
que sean fagocitadas por macréfagos no infectados. Por lo tanto, los
componentes antimicrobianos presentes también en los NETs se pueden
fusionar al ser fagocitados por los macréfagos adyacentes y conjuntamente con
los fagolisosomas que contienen M. tuberculosis incrementan la eliminacién de

la micobacteria (16, 17).
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Neutrofilos y Diabetes Mellitus Tipo 2

En un estado de hiperglucemia los neutréfilos producen mas citocinas
proinflamatorias y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) lo que promueve la
formacion de trampas extracelulares de los neutréfilos y se produce su
destruccion a lo que se le denomina NETosis produciendo dafio tisular
(18,19,20,21). Esto se ha reportado en varios estudios en los que se describe
una alta cantidad de glucosa in vitro e in vivo aumenta la liberacidon de los NETs
y los marcadores circulantes de NETosis. (22,23) Ademas, la expresion de la
peptidil arginina deiminasa 4 (PAD4) una enzima importante en la
descondensacion de la cromatina y la liberacién del ADN, esta elevada en
neutrofilos de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (24). La hiperglucemia
también reduce la longevidad de los neutréfilos e incrementa la eliminacion de
estos de los sitios de infeccidn posiblemente incrementando la susceptibilidad y
severidad de las infecciones en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (25).
En perros se ha observado que la hiperglucemia afecta los receptores de
membrana responsables de la activacion de la NADPH oxidasa lo cual ocasiona
una disminucion de la actividad de la NADPH oxidasa en neutrdfilos, debido a
esto disminuye la produccién del anidon superoxido y compromete la funcion
bactericida de los neutrdéfilos (26). Ademas de esto, diversos estudios realizados
por Monouchehr-Pour et al y Bissada et al demostraron que existe una

alteracién en la quimiotaxis y la fagocitosis de los neutrofilos en pacientes con
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diabetes mellitus tipo 2 no controlada (27, 28). Existe un menor porcentaje de
macrofagos activados en pacientes diabéticos comparados con los no
diabéticos, una menor actividad fagocitica, aunque estos parametros pueden
mejorar si se controlan los niveles de glicemia (29). La hiperglucemia crénica
puede inducir la acumulacién anormal de productos finales de glicacién
avanzada (AGE), los cuales son altamente reactivos y pueden unirse y
modificar las moléculas de la respuesta inmune como los anticuerpos y el
complemento (30, 31). Otro autor también describe que el exceso de los AGE
puede promover la constante estimulacion de su receptor RAGE, dando lugar a
una activacion de NADPH oxidasa. Una actividad excesiva de la NADPH
conducira a la acumulacion excesiva de especies reactivas de oxigeno y con

ello un estrés oxidativo que pueden liberarse de la célula y daiar el tejido (32).

2.2 Co-morbilidad de tuberculosis pulmonar y diabetes mellitus tipo 2

En 2007, se realizd una revision de 9 estudios en donde se encontré que la
diabetes mellitus tipo 2 incrementa el riesgo de padecer tuberculosis pulmonar
de 1.5 a 7.8 veces (33). En 2017, se realizd un metanalisis con 44 estudios,
donde encontraron que las personas con diabetes mellitus tipo 2 tenian un
riesgo de 2-4 veces mayor de contraer tuberculosis pulmonar (IC del 95%: 2,25
a 5,73) en comparacion con las personas sin diabetes mellitus tipo 2 (34).

En varios estudios retrospectivos se observd que la diabetes mellitus tipo 2
altera la inmunidad y existe una mayor carga de micobacterias y un mayor
tiempo de conversion a negativo de los cultivos con tratamiento, lo que genera

una alta tasa de recaida (35, 36, 37, 38). También se ha confirmado en
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diferentes estudios que la diabetes mellitus tipo 2 confiere mayor riesgo de falla
de tratamiento (39, 40). Existe ademas un riesgo de 6.5-6.7 veces de fallecer en
el grupo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 comparado con el grupo de
tuberculosis pulmonar por si sola (41, 42). En estos pacientes con la co-
morbilidad TBP/DMT2 los medicamentos utilizados pueden afectar el desarrollo
de la enfermedad. Un ejemplo es la rifampicina un potente inductor enzimatico
en el higado, por lo cual acelera el metabolismo de los antidiabéticos orales
como las sulfonilureas disminuyendo sus niveles en plasma, ocasionando
hiperglucemia en los pacientes con DMT2, la rifampicina aumenta la absorcion
intestinal de glucosa y puede simular los sintomas de DMT2 (43). La isoniazida
en contraste con la rifampicina, inhibe el metabolismo de agentes
hipoglucémicos orales y puede dar lugar a un incremento en plasma de estas
drogas. La isoniazida inhibe también la liberacidon y accion de la insulina dando
como resultado una hiperglucemia aun en paciente sin DMT2 (44). Los
inhibidores de la dipeptidil proteasa-4 (Linagliptina) pueden en teoria reducir la
inmunocompetencia debido a su mecanismo de accion (45).

En cuanto a la afectacion del sistema inmune, la co-morbilidad TBP/DMT2 esta
asociada a un incremento en citocinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a,, IL-1, IL-
6y tipo 17 (IL-17A, IL-17F) y la disminucion de la IL-22. Se asocia ademas a un
incremento de IL-18, IL-4, IL-5 e IL-10. Los niveles de hemoglobina glucosilada
correlacionan positivamente con los niveles de IL-1B3, IFN-y, IL-17A, TNF-a,.
Esto nos puede sugerir que una terapia inmunomoduladora para DMT2 como

los antagonistas de IL-1 podrian ayudar a reducir el dano tisular, vascular y
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renal. El incremento también de citocinas anti-inflamatorias se ve asociado a la
susceptibilidad incrementada de padecer infecciones y sus complicaciones (46).
En pacientes con la co-morbilidad TBP/DMT2 hay una mayor expresion de
CCR2 que puede restringir la llegada de monocitos al pulmén (47). Walsh et al
reportd que la secrecion de IFN-y fue significativamente mas alta en la
comorbilidad TBP/DMT2 comparado con pacientes con TBP sin DMT2 (48). En
contraste, en otro estudio se reportd un aumento en las células Treg en el sitio
de infeccion en pacientes con la co-morbilidad TBP/DMT2 con aumento en la

produccion de IL-10 y disminucion de IFN-y (49).

2.3 Inmunidad innata en tuberculosis pulmonar y diabetes mellitus tipo 2

En el 2008, Graves et.al describi6é algunas vias por las cuales se podia alterar la
inmunidad innata en los pacientes con DMT2. Estos pacientes tienden a tener
niveles elevados de glucosa en sangre y esto lleva a la activacion de: 1) la PKC,
conduce a la formacién de trampas extracelulares de neutrdfilo; 2) la via de los
polioles que tiene como producto final el sorbitol el cual esta implicado en el
dafo vascular y endotelial de estos pacientes; 3) el estrés oxidativo, conlleva al
dafo endotelial; y 4) AGE, inhibe la capacidad fagocitica y microbicida de los
neutrofilos (50).

En el 2015, Hodgson et.al reportaron las principales alteraciones del neutrofilo
tanto en TBP como en DMT2. En TBP existe una aumento de TNF-a, IL-8, IL-
17, CXCL9, ROS y defensinas en los neutréfilos. En DMT2 por su parte tiene un

aumento de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17, CCL2, ROS en los neutréfilos, pero
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presenta una disminucion en la cantidad de 6xido nitrico, CXCR2 y quimiotaxis

(51).

2.4 Las funciones de los neutréfilos: adherencia celular, fagocitosis,
produccion de mieloperoxidasa y estallido respiratorio y la formacion de
NETs.

Rojas Espinosa, et.al realizaron un estudio en donde compararon la adherencia
celular de neutréfilos de sujetos sanos, pacientes con TBP, pacientes con
DMT2 y pacientes con ambas enfermedades. Se encontré que los pacientes
con ambas enfermedades presentaban una disminucion en la adherencia
celular en comparacion con los sujetos sanos, pero no encontré una diferencia
estadistica entre los sujetos sanos y los pacientes con DMT2 (52). En 1988,
Bogna et.al reportd una asociacioén entre la concentracion de glucosa de hasta
16.6 mmol con el aumento en la adherencia celular, y a partir de este valor
empieza a disminuir la adherencia celular conforme se aumenta la
concentracion de glucosa hasta llegar a 27.7 mmol (53).

En cuanto a la fagocitosis, Bogna, et.al en 1988 reportaron que conforme
aumenta la concentracion de glucosa hay una disminucion en el indice
fagocitico y una disminucioén de la muerte intracelular de microorganismos (53).
Gorudko, et.al en el 2011 reportaron un aumento en la cantidad y actividad de
mieloperoxidasa (MPO) en plasma de pacientes con DMT2 y cardiopatia
isquémica (54). En el 2015, Unubol, et.al compararon la produccién de MPO por
medio de un frotis a partir de sangre de pacientes con DMT2c, DMT2nc y

sujetos sanos. Se concluyo que el pobre control glucémico de los pacientes con
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DMT2nc da como resultado un decremento en la actividad de MPO de
neutrofilos (55).

Por otro lado, Rojas Espinosa, et.al en el 2012 no encontraron diferencia
significativa en la produccion del estallido respiratorio entre los diferentes
grupos de estudio, que incluia sujetos sanos, DMT2, TBP y la comorbilidad

TBP/DMT2 (52).

2.5 Produccion de NETs

En el 2009 Ramos-Kichik et.al, demostrd la capacidad de M. tuberculosis de
inducir la produccion de NETs (56). Rachel Roth et.al en el 2015 describié que
la presencia de una alta concentracion de glucosa induce la produccion de
NETs (57). En el 2018 Juarez-Ortega, et.al reportaron cambios morfolégicos en
el nucleo de neutrdfilos cuando se exponian al suero de pacientes con
tuberculosis pulmonar activa, dicho cambio se debia principalmente a la
presencia de proteinas solubles de M. tuberculosis como ESAT-6 y CFP-10
(58).

En el 2019, Wang, et.al observaron una liberacién espontanea de NETs en
neutrofilos de pacientes con DMT2 en comparacion con sujetos sanos (59).

Carestia, et.al en el 2015 ya habian reportado un resultado similar (60).
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CAPITULO 3

JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo 2 incrementa el riesgo (3-7 veces) de reactivacion de la
TB latente. Esto se ha atribuido principalmente a la disminucion de la
efectividad de la inmunidad innata. En la actualidad, existen pocos estudios que
evaluan el deterioro de las funciones microbicidas de los neutrofilos en la co-

morbilidad de TBP/DMT2.

HIPOTESIS

Los neutrofilos de los pacientes con la co-morbilidad TBP/DMT2nc presentan
una disminucién en sus funciones microbicidas en comparacion con los

pacientes que solo presentan DMT2nc.
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CAPITULO 4

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de la diabetes mellitus tipo 2 en las funciones microbicidas de

neutrofilos de pacientes tuberculosis pulmonar.
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CAPITULO 5

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la adherencia celular, la fagocitosis, la produccion de
mieloperoxidasa, el estallido respiratorio y la produccion de NETs en los

neutrofilos.
2. Cuantificar la capacidad microbicida de los neutrofilos mediante conteo de

colonias de M. tuberculosis.
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CAPITULO 6

MATERIAL Y METODOS

Los pacientes incluidos en este estudio fueron reclutados en el servicio de

Endocrinologia y del Centro de Investigacion, Prevencién y Tratamiento de

Infecciones Respiratorias (CIPTIR) del Hospital Universitario “Dr. José E.

Gonzalez”, ademas de un grupo de 15 sujetos sanos. Todos aceptaron

participar en el estudio mediante consentimiento informado verbal, este

proyecto fue aprobado como el Comité de investigacion y ética de nuestra

institucion con el numero IN18-0005. Las caracteristicas de los grupos de

estudios se encuentran descritas en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos de estudio.

Sujetos DMT2c DMT2nc TBP TBP/DMT2nc
sanos (HbA1C (HbA1C (HbA1C
<7%) >7%) >7%)

Edad 29.6(21- 51.27(30- | 52.8(35- 39.33(18- | 49.72(33-71)

(afos) 42) 65) 68) 73)

Promedio

(rangos)

Género 13 2 Hombres | 3 Hombres | 9 Hombres | 7 Hombres
Hombres 9 Mujeres | 12 Mujeres | 6 Mujeres | 4Mujeres
2 Mujeres

IMC 24.70 27.51 29.25 21.77 21.90 (16.8-
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Promedio (20.28- (20.39- (21.41- (12.3- 25.2)
(rangos) 28.72) 33.22) 36.58) 28.51)

HbA1c % | ------------ 6.21 10.06 | - 8.93
Promedio (5.4-6.6) (7.1-14.5) (7.6-11.2)
(rangos)

Afos de | -—--m-mmemee- 8.03 (1-28) | 8.86 (1-25) | ------------- 11 (1-17)
evolucién

de DMT2

Promedio

(rangos)

Criterios de Inclusion:

1. Pacientes masculinos y femeninos mayores de 18 afios

2. Pacientes masculinos y femeninos con tuberculosis pulmonar de reciente

diagnostico (dentro del primer mes de tratamiento)

3. Pacientes masculinos y femeninos con diabetes mellitus tipo 2

4. Pacientes masculinos y femeninos con diabetes mellitus tipo 2 y

tuberculosis pulmonar de reciente diagnéstico (dentro del primer mes de

tratamiento)

Criterios de exclusion:

1. Pacientes con diagndstico de VIH
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2. Pacientes con otra enfermedad endocrina

3. Pacientes con neoplasia

4. Mujeres embarazadas

5. Pacientes con diabetes mellitus tipo 1

6. Pacientes con insuficiencia renal cronica (Creatinina >2 mg/dl)
7. Pacientes con insuficiencia hepatica

8. Pacientes con tratamiento inmunosupresor

9. Historia clinica incompleta

Aislamiento de neutréfilos en sangre venosa periférica

De cada sujeto se obtuvieron 20 ml de sangre venosa periférica (15ml en tubos
con EDTA y 5 ml en tubo sin anticoagulante). Para el aislamiento neutrdfilos, se
partié de los 15 ml de sangre venosa periférica utilizando tubos con EDTA . Se
coloco 7.5 ml de fluido de sedimentacion (Solucion A: Dextran al 6% y NaCl al
0.9% vy Solucién B: Glucosa al 2.5%, EDTA al 1.2% y NaCl al 0.16% , ambas
soluciones mezcladas 1:1) en el fondo de un tubo cénico de 50 ml y se adiciond
15 ml de sangre venosa sobre el fluido de sedimentacion y se mezclé por
inversion 3 veces (Relacién 1:2). Los tubos se pusieron en refrigeracion durante
45 min a 4 °C para la sedimentacion de eritrocitos. Después de los 45 min se
obtuvo el plasma rico en leucocitos. En un tubo cénico de 15 ml se agregaron 3
ml de Ficoll-Hypaque 1077 y sobre este se agrego el plasma rico en leucocitos

cuidadosamente para evitar que se mezclaran, al final se formaban dos fases.
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La muestra se centrifugo a 1500 rpm por 20 min a 4 °C con aceleracion (9) y
desaceleracioén (9) de la centrifuga.

Se obtuvo un botén celular de polimorfonucleares y eritrocitos, se decanté el
sobrenadante y se resuspendié por pipeteo suave el boton celular en la solucion
de lisis de eritrocitos (5ml de agua destilada y 1ml de PBS). Se dej6é actuar la
solucion de lisis durante 45 segundos y después se agregaron 2 ml de NaCl al
3%. Posteriormente, se centrifugo el tubo a 1500 rpm por 5 min a 4 °C con
aceleracion (9) y desaceleracion (9) de la centrifuga. Finalmente, se decanto el
sobrenadante y se resuspendio el boton celular por pipeteo suave en 2 ml de

PBSG, figura 1.

Combinar con fluido de sedimentacion
durante 45 min para obtener plasma
rico en leucocitos

Plasma rico en

leucocitos
15 ml de sangre en tubo Obtenciéndn de suero

con anticoagulante y 5 ml de
sangre en tubo sin anticoagulante

V

Eritrocitos

Plasma rico en

Botdn celular después
de lisis

Figura 1. Esquema del proceso de aislamiento de neutrdfilos.
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Conteo celular

Para saber el numero de células polimorfonucleares obtenidas después del
proceso de aislamiento, en tubo eppendorf de 0.2 ml se colocaron 90 uL de azul
de tripano y 10 uL de células resuspendidas en PBSG. De esta mezcla se
extrajeron 10 puL y se colocaron en una camara de Neubauer para realizar el
conteo celular manual.

Se contaron 4 campos diferentes y se obtuvo el promedio de células vivas y
células muertas. Una vez obtenido el promedio se realizé la siguiente ecuacion:
(promedio)(10,000)(dilucion de las células en azul de tripano) (volumen en el
cual se resuspendid) para obtener el total de células. Para obtener la viabilidad
celular se realizé la siguiente ecuaciéon: (Promedio de células vivas)/(Total de

células) x 100, figura 2.
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Figura 2. Esquema para el conteo celular en camara de neubauer.

Evaluacién de la adherencia celular, produccién de MPO y estallido
respiratorio

Para la evaluacién de las funciones microbicidas de los neutrdéfilos se tuvo un
control negativo con PBSG como estimulo, un control positivo con PMA como
estimulo y en el pozo experimental se us6 M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294) como estimulo. A continuacion, se describe como se colocaron los
neutrofilos con los diferentes estimulos para el analisis de las diferentes

funciones microbicidas.
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Tabla 2. Esquema de distribucion en placa de 96 pozos.

Concentracion Fila | Adherencia | Mieloperoxidasa Estallido
celular y celular respiratorio
estimulo

5 x10° Sin| A
estimulo

5 x10° Sin
estimulo

w

5 x10° PMA

5 x10° PMA

m oo

5 x10° Mtb
H37Rv

5 x10° Mtb
H37Rv

M

Blanco

Io

Blanco

Medicion de la adherencia celular

Para medir las proteinas de adhesion primero se realizé una curva de

calibracion de proteinas de la siguiente manera:

Reactivos
a) Carbonato de sodio (NaxCO3) al 2% en NaOH 0.1 N, agua MiliQ.

b) Tartrato de sodio y potasio KNaC4H4Og (4H20) al 2% en agua MiliQ.

c) Sulfato cuprico CuSO4(5H20) al 1% en agua MiliQ.

d) Soluciones de albumina sérica bovina (0-20 mg/ml) en PBS.

e) Mezcla alcalina: 0.1 ml de (b) + 0.1 ml (c), mezclar y aforar a 10 ml con
(a).

f) Reactivo de Folin-Ciocalteu-Fenol.
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Procedimiento:

Se prepararon las diluciones indicadas en el siguiente cuadro a partir del stock

de proteinas (Solucion stock: BSA 10mg/ml)

Tabla 3. Curva de calibracién de proteinas.

Tubo Dilucién Stock de BSA PBS (ng BSA/10
o dilucion ul)
A S/D Stock - 100
B 1:2 50 pl Stock 50 pl 50
C 1:4 50 ul BSA 1:2 50 ul 25
D 1:8 50 pl BSA 1:4 50 ul 12.5
E 1:16 50 pl BSA 1:8 50 ul 6.25
F 1:32 50 ul BSA 50 ul 3.12
1:16
G 1:64 50 ul BSA 50 pl 1.56
1:32
H - - - 0

En las placas de 96 pozos:

1. Se adicionaron 200 ul de la mezcla alcalina en cada pozo de las

columnas 1,2y 3.

2. Se adicionaron 10 ul de cada dilucion y blanco en los pozos

correspondientes.

3. Se agito la placa mediante golpes suaves para asegurar el mezclado de

los reactivos.

4. Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente.

5. Se adicionaron 10 pul del reactivo de Folin-Ciocalteu a cada pozo.

6. Se mezclaron bien los pozos con pipeta evitando formar burbujas.

7. Se incubd la placa durante 30 min a temperatura ambiente.

8. Se leyd en un espectrofotometro a 655 nm.
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Para medir la produccién de proteinas de adhesion de los neutréfilos aislados
de sangre venosa periférica se realizé lo siguiente:

De una suspension celular de 5 x 10° cels/ml, se afadieron 100 pl (5 x 10°) en
los pozos correspondientes. Se anadieron 20 ul de PMA (81 nM) y 30 ul de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) de un vial con Mcfarland de 0.5 (1.5 x
108/ml) a los pozos correspondientes. La placa se incub6 durante 30 min a 37
°C con 5% de CO,. Se retir6 el sobrenadante, se lavé con 150 ul de PBSG para
eliminar las células no adherentes y se suspendio la monocapa celular en

200 pl de mezcla alcalina y se dejo reposar durante 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se agregaron 10 ul del reactivo Folin Ciocalteu y se
mezclo con pipeta automatica (ajustada a 50 microlitros), evitando la formacion
de espuma.

Se dejo reposar durante 30 min a temperatura ambiente y finalmente se midié la
absorbancia a 655 nm en espectrofotometro, figura 3.

Adherencia celular

Se retiro el sobrenadante y se Se agregaron 200 ul de mezcla alcalina a las
37‘%/5% o, lavaron con 150 pl de PBSG para- células adherentes,.se dejoé reposar durante 10 min
por 30 min alifminar lascalulas noadherentes a temperatura ambiente y se agrego 10 pl del
reactivo Folin-Ciocalteu

5 x 10° células
por pozo

Se dejaron reposar durante
30 min a temperatura ambiente

Leer a 655 nm

Figura 3. Esquema del procedimiento para evaluar adherencia celular.
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Cuantificacién de la producciéon de MPO

Para medir la produccion de MPO primero se realizé una curva de calibraciéon
con HRP de la siguiente manera:
1. Se prepar6 una solucion stock de HRP (Peroxidasa de rabano caliente)
1mg/ml de agua destilada.
2. Se prepardé una dilucion de 1:50 con PBS. (STOCK de trabajo)
3. A partir de esta dilucidn, se prepararon una serie de diluciones seriadas
con PBS.

Tabla 4. Curva de calibracion de peroxidasa

Pozo/Dilucion Como hacer la Concentracion: mg/ml
dilucién

A (1:500) 90 ul PBS + 10 pl de
Stock de trabajo

B (1:1000) 50 ul PBS + 50 pl
(A)

C (1:2000) 50 pl PBS + 50 pl
(B)

D (1:4000) 50 pl PBS + 50 pl
(®)

E (1:8000) 50 pl PBS + 50 pl
(D)

F (1:16000) 50 ul PBS + 50 pl
(E)

G (1:32000) 50 ul PBS + 50 ul (F)

H (Blanco) 100 ul PBS

4. Se agregaron 100 ul de la solucién sustrato cromoégeno (3mg OPD + 10
ul de H202 al 30% o 100 pul de H,O, al 3%) disueltos en 10 ml de PBS a
todos los pozos.

5. Se adicionaron 10 ul de cada dilucién a los pozos correspondientes.
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6. Se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente.

7. Se detuvo la reaccion con 20 ul de H,SO4 al 4%.

8. Se leyd la absorbancia en un espectrofotometro a 450 nm.
Para medir la produccion de mieloperoxidasa de los neutrofilos aislados de
sangre venosa periférica se realizo lo siguiente:
De una suspension celular de 5 x 10° cels/ml, se afiadieron 100 i (5 x 10°) en
los pozos correspondientes. Se afadieron 20 u de PMA (81 nM) y 30 ul de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) de un vial con Mcfarland de 0.5 (1.5 x
108/ml) a los pozos correspondientes. La placa se incubo durante 30 min a 37
°C con 5% de CO,. Se retird el sobrenadante y se suspendié con 100 pul de la
solucion sustrato-cromoégeno con 0.5% de Tween 20. Se incub6é 30 min a
temperatura ambiente y se detuvo la reaccion con 20 u de H,SO4 al 4%.

Finalmente, se leyd la absorbancia a 450 nm en espectrofotometro.

Se retird el

sobrenadante y se‘ Incubar 30 min ‘ Se agregd 20 pl de H,S0,
aTA

Produccion de Mieloperoxidasa
. agregaron 100 pl de

b ot
B Y\Y\’w '
Sosene
b g
g Y] solucion sustrato-
cromogeno
Incubar
30 min/5% CO, a 37 °C

5 x 10° células
por pozo

Leer a 450 nm

Figura 4. Esquema del procedimiento para evaluar la produccion de MPO.
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Evaluacion del estallido respiratorio con NBT

De una suspension celular de 5 x 10° cels/ml, se afadieron 100 ul (5 x 10°) en
los pozos correspondientes. Se anadieron 20 ul de PMA (81 nM) y 30 ul de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) de un vial con Mcfarland de 0.5 (1.5 x
108/ml) a los pozos correspondientes y 20 ul de NBT al 0.1% a todos los pozos.
La placa se incub6 durante 30 min a 37 °C con 5% de CO,. Finalizando el
tiempo de incubacion se retir6 el sobrenadante y se suspendieron las
monocapas celulares en 200 ul de SDS al 10% en NaOH 0.08 N. Se dejo actuar
durante toda la noche a temperatura ambiente y al dia siguiente se leyo la

absorbancia a 540 nm en espectrofotometro, figura 5.

20 ul de NBT Retirar el sobrenadante y
‘ ' ‘ sustituir con 200 pl de SDS

1 01%

NS J
» Incubar 30 min/5% CO, a 37 °C

Leer a 540 nm

Estallido respiratorio

5 x 10° células
por pozo

Figura 5. Esquema del procedimiento para evaluar la produccién del estallido respiratorio.

Determinacion de la fagocitosis

Para esta prueba se utilizd una suspension celular de 1 x 10° células/ml en un
tubo eppendorf. A partir de esa suspension celular se colocaron 3 x 10* células

en 3 circulos previamente marcados en una laminilla utilizando un papel
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adherente de vinilo y se incubaron a 37 °C durante 30 min para permitir la
adherencia celular.

Se utilizaron levaduras de Saccharomyces cerevisiae para demostrar si existia
0 no una alteracion en la fagocitosis del neutrdfilo. Se prepard una suspension
de 0.1g de levaduras en 10 ml de agua destilada utilizando un matraz de 50 ml
y se esterilizo en autoclave a 121 °C 15 libras/15min. Se colocaron los 10 ml en
un tubo coénico de 15 ml y se centrifugo a 1000 rpm durante 5 min. Se tom¢é el
sobrenadante y se paso a otro tubo cénico de 15 ml, el sedimento se descarto.
Se volvié a centrifugar a 1000 rpm durante 5 min. Se tomo el sobrenadante y se
pasa a otro tubo cénico de 15 ml, este tubo ya contiene las levaduras finas que
se utilizaron para la evaluacion de la fagocitosis. Se hizo la cuenta de levaduras
utilizando la camara de neubauer, se ajusté a 4 x108/ml en un tubo eppendorf. A
partir de esa suspension se toman 250 pl (1 x 10°) y se agregan a dos tubos
eppendorf diferentes, uno marcado como suero y el otro como PBS. Se
centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min y se descarta el sobrenadante,
posteriormente se agregan 100 ul de suero autdlogo en el tubo marcado como
suero y 100 ul de PBS en el tubo marcado como PBS y se resuspendieron las
levaduras para tener una concentracion final de 1 x 10%/100pl. A partir de estas
suspensiones se tomaron 30 pul (3 x10°) y se colocaron en los circulos
correspondientes, previo a este paso se elimind el exceso de liquido de las
monocapas celulares y se sec6 cuidadosamente el liquido que queda alrededor
de los circulos sin tocar las monocapas celulares. Ya que se colocaron las

levaduras en la laminilla, esta se incubd a 37 °C durante 30 min. Una vez

41



concluido el tiempo se elimind el exceso de liquido nuevamente y se colocaron
20 pl de safranina al 0.5%; se dejo actuar durante 1 min y se lavaron las
tinciones utilizando agua destilada hasta eliminar el exceso del colorante. Se
elimind el exceso de liquido, se marcaron los circulos por la parte de atras de la
laminilla utilizando un marcador permanente y se retir6é el papel adherente. Se
dejo secar al aire libre y finalmente se observaron en un microscopio 6ptico
contando un total de 100 células, de las levaduras opsonizadas como de las no

opsonizadas y se dividieron los resultados para obtener el indice fagocitico,

figura 6.
Fagocitosis
Eliminar el exceso de liquido
l ‘ ‘ ‘ y cubrir con safranina
\ durante 10 min. Finalmente lavar con

agua destilada y dejar secar.

1 x10° cels/ml
de PBSG (3 x10% cels) y 37 °C/5% CO, por 30 min 1

(3 x 10°levaduras

en suero autdlogo L)

o PBS) \; L
indice opsonofagocitico: # de células que fagocitaron levaduras opsonizadas / =59 2 - 3

# de células que fagocitaron levaduras no opsonizadas .'
=

Figura 6. Esquema del procedimiento para la determinacion de la fagocitosis.

Produccion de NETs

Para esta prueba se utilizd una suspension celular de 1 x 10° células/ml en un
tubo eppendorf. Se utilizaron las mismas laminillas que en la evaluacién de la
fagocitosis pero en esta ocasidn se hicieron 4 circulos en los cuales se
colocaron 3 x10* células, el primer circulo se quedd sin estimulo como control
negativo, en el segundo circulo se agregaron 10 ul de PMA (81 nM) como
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control positivo, en el tercer circulo se agregaron 3 x 10° bacilos de M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) para un MOI de 10:1 y en el cuarto circulo
se agregaron 20 ul de suero autélogo. Se incubaron las laminillas durante 1, 2,
y 3 horas a 37 °C con 5% CO,. Después de ese tiempo se elimind el exceso de
liquido y se agregaron 20 ul de paraformaldehido al 1% y se dejo actuar
durante 5 min para fijar las células. Se eliminé el exceso de liquido y se
agregaron 20 ul de DAPI, se dejo actuar durante 5 min para la tincion de los
nucleos celulares. Se elimind el exceso de liquido, se marcaron los circulos por
la parte de atras de la laminilla utilizando un marcador permanente y se retiro el
papel adherente. En los circulos marcados se agregaron 10 ul de N-Propilgalato
como medio de montaje y se colocé un cubreobjetos de 24 x 50 mm.
Finalmente las laminillas se observaron en un invertoscopio (Life Technologies

4471136) con filtro para DAPI, figura 7.

Produccion de NETs

3x10°
MOI 10:1

- —- 000

1 x106 cels/ml .
de PBSG Incubar a 37 °C/5% CO, durante 1h, 2hy 3h

3 x 104 células l

‘ - _ Se fijaron con paraformaldehido al 1%,

tefiir con DAPI durante 10 miny se
montaron con Vectashield

Suero
autélogo

=

Figura 7. Esquema del procedimiento para la evaluacion de la produccion de NETSs.
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Medicion de las UFC de M. tuberculosis incubado con neutroéfilos
mediante el método de conteo de microcolonias

Para la cuantificacion de UFC primero se preparé una suspensién de 2 x 107
bacilos de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), los cuales se obtienen al
tomar 130 ul de un tubo con un McFarland de 0.5. A los bacilos se les agrego
70 ul de suero autélogo, para tener una suspension final de 2 x 107/200 pl. De
este tubo se tomaron 100 pl (1 x107) y se agregaron a un tubo eppendorf el cual
contiene una suspension celular de 1x10%ml, para tener un MOI de 10:1. El
tubo se incubo a 37 °C con 5% CO, durante 3 horas. Después del tiempo de
incubacion se centrifugo el tubo a 1500 rpm durante 5 min (Thermo Fisher
SL40P), se descarté el sobrenadante y se agregaron 200 ul de Triton X-100
para la lisis celular y obtencién de los bacilos fagocitados. En una placa de 96
pozos se agregaron 200 pl de medio Middlebrook 7H9 a 9 pozos. Del tubo
eppendorf se tomaron 50 ul y se agregaron al primer pozo con el medio
Middlebrook 7H9 mezclando bien y realizando diluciones seriadas como se
muestra en la figura 2. Se incubd la placa durante 7 dias y se observé al
invertoscopio (Life Technologies 4471136) para el conteo de las colonias y ver

si hubo muerte intracelular del bacilo, figura 8.
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Lisado celular en
200 pl de Triton X-100

50 pl del lisado celular

—_
50 wl
200 ul de 7H9
Diluciones seriadas en cada pozo
o . .

Figura 8. Esquema para diluciones seriadas en placa de 96 pozos para el conteo de UFC.
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CAPITULO 7

RESULTADOS

7.1 Aislamiento de neutréfilos a partir de sangre venosa periférica en

humanos

Utilizando el proceso de aislamiento de neutréfilos mencionado en la seccion de
material y métodos se obtuvo un promedio de 2 x 10" cels/ml con una viabilidad

mayor al 95%.

7.2 Evaluacion de adherencia celular, fagocitosis, produccién de MPO,
estallido respiratorio y produccion de NETs
7.2.1 Adherencia celular

En cuanto a adherencia celular no hubo diferencia significativa entre los
diferentes grupos de estudio tanto en el pozo con PBSG, PMA o Mtb, figuras 9,

10y 11).
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Figura 9. Adherencia celular de neutrofilos en pozos con PBSG. ANOVA con analisis de
comparacioén multiple de Tukey (P <0.05).
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Figura 10. Adherencia celular de neutrdfilos en pozos con PMA. ANOVA con analisis de
comparacion multiple de Tukey (P <0.05).
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Figura 11. Adherencia celular de neutréfilos en pozos con Mtb. ANOVA con analisis de
comparacién multiple de Tukey (P <0.05).

7.2.2 Fagocitosis
En la fagocitosis se pudo observar que existe una diferencia significativa entre
los diferentes grupos de estudio excepto entre los grupos TBP y TBP/DMT2nc

asi como entre DMT2nc y TBP/DMT2nc, figuras 12y 13.

Levaduras no opsonizadas

Figura 12. Visualizacion de fagocitosis con levaduras opsonizadas y no opsonizadas.
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Fagocitosis
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Figura 13. indice fagocitico de neutréfilos. ANOVA con andlisis de comparacién muiltiple de
Tukey (P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).

7.2.3 Produccion de MPO

En la produccion de MPO se pudo observar una diferencia significativa
unicamente entre el grupo de sujetos sanos y DMT2c (P <0.05), tanto en los
pozos con PBSG como en los de Mtb, entre los demas grupos no hubo una

diferencia significativa, figuras 14, 15y 16.
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Figura 14. Produccion de mieloperoxidasa de neutrdéfilos en pozos con PBSG. ANOVA con
analisis de comparaciéon multiple de Tukey (P<0.05, * P<0.05).
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Figura 15. Produccion de mieloperoxidasa de neutréfilos en pozos con PMA. ANOVA con
analisis de comparacion multiple de Tukey (P<0.05).
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Figura 16. Produccion de mieloperoxidasa de neutrdfilos en pozos con Mtb. ANOVA con
andlisis de comparacion multiple de Tukey (P <0.05, * P <0.05).

7.2.4 Estallido respiratorio

En el estallido respiratorio se pudo observar una diferencia significativa entre los
diferentes grupos de estudio en los pozos que estaban unicamente con PBSG,
en los pozos con PMA o Mtb no se observd diferencia significativa entre los

grupos de estudio, figuras 17, 18 y 19.
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Figura 17. Estallido respiratorio de neutréfilos en pozos con PBSG. ANOVA con analisis de
comparacion multiple de Tukey (ns P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).
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Figura 18. Estallido respiratorio de neutréfilos en pozos con PMA. ANOVA con andlisis de
comparacion multiple de Tukey (P <0.05).
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Figura 19. Estallido respiratorio de neutréfilos en pozos con Mtb. ANOVA con analisis de
comparacion multiple de Tukey (P <0.05).

7.2.5 Produccion de NETs

En la produccién de NETs se pudo observar que en las células sin estimulo de
los grupos DMT2c, DMT2nc, TBP y TBP/DMT2nc habia una produccion
espontanea de trampas extracelulares, esto no ocurre en las células de los
sujetos sanos. Existe una mayor produccién de NETs en los neutrdfilos del
grupo TBP/DMT2nc cuando se utilizé suero autdlogo en comparacion con los

demas grupos, figuras 20-27.
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2 horas

Sujeto sano

Figura 20. NETs de sujetos sanos con PBSGy PMA ala 1,2y 3 horas.

2 horas 3 horas

Sujeto sano

Figura 21. NETs de sujetos sanos con Mtb y suero autélogo ala 1, 2 y 3 horas.
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Resultados de la producciéon de NETs

DMT2c DMT2nc TBP TBP/DMT2nc

Figura 22. NETs de pacientes con DMT2c, DMT2nc, TBP y TBP/DMT2nc con PBSG y
PMA a las 3 horas.

Resultados de la producciéon de NETs

DMT2c DMT2nc TBP TBP/DMT2nc

Suero
autdlogo

Figura 23. NETs de pacientes con DMT2¢c, DMT2nc, TBP y TBP/DMT2nc con Mtb y suero
autdlogo a las 3 horas.

55



Produccion de NETs

150~
100-
2
L
-_—
==
< 50—
0 T
)
(~]
qﬁp

Grupos de estudio sin estimulo

Figura 24. Produccion de NETSs sin estimulo. ANOVA con analisis de comparacion multiple
de Tukey (P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).
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Figura 25. Produccion de NETs con PMA. ANOVA con analisis de comparacién mdltiple de
Tukey (P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).
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Figura 26. Produccion de NETs con Mtb. ANOVA con analisis de comparacién multiple de
Tukey (P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).
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Figura 27. Producciéon de NETs con suero autdlogo. ANOVA con andlisis de comparacion
multiple de Tukey (P <0.05, **** P <0.0001, ** P <0.005).
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7.3 Cuantificaciéon de la capacidad microbicida de los neutréfilos mediante
UFC

En cuanto a la muerte intracelular de Mtb en el neutréfilo se pudo observar que
existe diferencia significativa entre los diferentes grupos de estudio excepto
entre los grupos de DMT2c y TBP asi como entre DMT2nc y TBP/DMT2nc,

figuras 28 y 29.

15 1:125

Figura 28. Visualizacion de colonias de M. tuberculosis en diferentes diluciones.
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Figura 29. Muerte intracelular de Mtb en neutréfilos mediante UFC. ANOVA con analisis de
comparacion multiple de Tukey (ns P <0.05, **** P <0.0001).
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CAPITULO 8

DISCUSION

8.1 Aislamiento de neutréfilos a partir de sangre venosa periférica en
humanos

Se probaron diferentes metodologias para el aislamiento de neutrdfilos, en una
se utilizaba dos tipos de Ficoll-Hypaque, el 1077 y el 1119 para formar dos
halos celulares, uno que contenia células mononucleares y otro con células
polimorfonucleares, con este procedimiento no pudimos observar ambos halos
y al momento de recuperar el halo de polimorfonucleares existia una
contaminacion de mononucleares por lo cual fue descartado este procedimiento
(61, 62). Nuestro enfoque fue tener un procedimiento en el cual se pudiera
obtener una buena cantidad de células polimorfonucleares con una poblacién
rica en neutrdfilos de manera rapida y que se pudiera hacer con varias
muestras a la vez sin tener el riesgo de contaminacidn de células
mononucleares. Este procedimiento también es econdmico ya que solo se
utilizan 3 ml de Ficoll-Hypaque independientemente de la cantidad de plasma
rico en leucocitos que se agregue por encima de este en un tubo cénico de 15
ml. Tenemos entonces un procedimiento reproducible, econdémico, rapido y
eficaz que puede ser utilizado para futuras investigaciones que requieran la

evaluacion de células polimorfonucleares.
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8.2 Adherencia celular, fagocitosis, produccion de MPO y estallido
respiratorio

En nuestro estudio observamos que no existié diferencia en la adherencia
celular en los diferentes grupos de estudio con los diferentes estimulos, esto
difiere de lo reportado en el 2012 por Rojas Espinosa, et.al. (52) y por Bogna
et.al en 1988 (53), esto se puede deber a las diferentes técnicas utilizadas ya
que en el estudio de Bogna et.al de 1988 (53) midieron la adherencia celular
mediante el conteo de células adheridas en una placa de petri por mm?
Nosotros utilizamos la técnica descrita por Rojas Espinosa et.al en el 2012 (52)
en la cual se utiliza el método de Lowry para medir la cantidad de proteinas de
las células adheridas en una placa de 96 pozos, el hecho de no encontrar una
diferencia significativa entre los grupos se puede deber a la n empleada.
Ademas, se necesitaria una n mayor para ver si se sigue manteniendo el mismo
resultado o exista una diferencia significativa entre los grupos, Rojas Espinosa
et.al en el 2012 (52) por ejemplo tuvo un n de 44 para sujetos sanos y una n de
10 para la co-morbilidad de TBP/DMT2, lo ideal seria tratar de tener una misma
n entre los grupos como lo tratamos de hacer en nuestro estudio, ya que la
diferencia entre las n de los grupos es un factor importante al momento del
analisis estadistico.

En cuanto a la fagocitosis, nuestro estudio obtuvo un resultado similar a lo ya
publicado por Bogna etal en 1988 (53) donde reportan que a mayor
concentracion de glucosa disminuye la capacidad fagocitica del neutrdfilo.
Nosotros obtuvimos que los pacientes con DMT2c y DMT2nc presentan una

disminucién en el indice fagocitico a comparacion del sujeto sano. No se
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observd una diferencia significativa entre el indice fagocitico de los pacientes
con DMT2nc y la co-morbilidad TBP/DMT2nc, esto nos puede hacer pensar que
no necesariamente por tener la co-morbilidad TBP/DMT2nc habra una mayor
afectacion del indice fagocitico en comparacién con los pacientes que solo
tienen DMT2nc, como lo fue pensado en nuestra hipdtesis. También es
importante recalcar que se debe hacer otro estudio con una n mayor para ver si
este patron se sigue manteniendo. La posible explicacion por lo cual los
pacientes con DMT2c, DMT2nc y la co-morbilidad TBP/DMT2nc presentan una
disminucién en el indice fagocitico en comparacién con un sujeto sano se
puede deber a los productos finales de glicacion avanzada. En 1995 Schmidt
et.al (66) publico un esquema que explica como la presencia de los productos
finales de glicacién avanzada disminuyen la capacidad fagocitica de las células
de la inmunidad innata. La presencia de estos productos finales de glicacion
avanzada inducen la produccion de citocinas proinflamatorias, inactivan los
péptidos antimicrobianos liberados por los neutréfilos y las células de la
inmunidad innata tienen una mayor afinidad para fagocitar estos productos
finales de glicacion avanzada que a los microorganismos. Estos productos
finales de glicacion avanzada se producen en etapas cronicas de la DMT2 que
no esta controlada, por ende la importancia que un paciente con esta
enfermedad llegue a un control glicémico.

En cuanto a la MPO, nuestro estudio es uno de los primeros en analizar la
produccion de MPO en los neutrdfilos utilizando una placa de 96 pozos y un
espectrofotometro. En nuestros resultados no encontramos diferencia

significativa entre los diferentes grupos de estudio, excepto entre el grupo
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DMT2c y sujetos sanos, en los pozos sin estimulo y los pozos con Mtb. A pesar
de lo encontrado la tendencia es que no exista diferencia entre los grupos, ya
que se esta midiendo la MPO preformada en los granulos primarios del
neutréfilo, pero se pudo observar que los sujetos sanos tuvieron menor
absorbancia comparado con los demas grupos de estudio, se tendria que hacer
un estudio con una n mayor para ver si esta tendencia continua. Este resultado
se puede deber a que los pacientes tanto con DMT2 como con TBP estan en un
estado de inflamacion basal, lo cual puede explicar la mayor produccion de
MPO. Lo encontrado por Unubol, etal en el 2015 (58) difiere de nuestros
hallazgos, ya que ellos detectaron una menor actividad de MPO en los
pacientes con DMT2nc, pero ellos realizaron la deteccion de MPO en laminillas
y realizaron conteo manual de las células positivas para la tincion de MPO.
Gorudko et.al en el 2011 (54) reportd que la cantidad y actividad de MPO se
encontraba aumentada en plasma de pacientes con DMT2c y cardiopatia
isquémica, cabe mencionar que en cuanto a la cantidad de MPO entre el sujeto
sano y el paciente con DMT2c sin cardiopatia isquémica no hubo diferencia
significativa. Tomando todo esto en cuenta se tendria que hacer un estudio
donde se comparen las tres técnicas con un n mayor para determinar si se
encuentran resultados similares entre las técnicas y los diferentes grupos de
pacientes evaluados en este estudio.

En cuanto al estallido respiratorio, encontramos que en los pozos sin estimulo
de los pacientes con DMT2c, DMT2nc, TBP y TBP/DMT2nc, se tenia una
produccion espontanea del estallido respiratorio, esto no sucede asi con el

grupo de sujetos sanos, en cuanto a los pozos con PMA o Mtb no se
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encontraron diferencias entre los grupos de estudio. Este hallazgo es
importante ya que la activacion espontanea del estallido respiratorio genera un
dano endotelial en el ser humano y permite la produccion de trampas
extracelulares de neutrdfilos lo cual genera un dafo endotelial aun mayor, esto
se puede ver en el dafo vascular que hay en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 cuando hay varios afios de evolucion (9). Rojas Espinosa et.al en
el 2012 (52) reporté que no existia diferencia entre pacientes con DMT2,
TBP/DMT2 o sujetos sanos en cuanto al estallido respiratorio, en ese estudio
se resto la absorbancia del pozo con PMA con el pozo sin estimulo, en nuestro
estudio decidimos separar esos resultados ya que observamos una activacion
espontanea en los grupos con DMT2 y la co-morbilidad TBP/DMT2, algo que no

pasaba con los sujetos sanos.

8.3 Produccion de NETs

Los resultados de nuestro estudio coinciden con lo antes reportado en el 2015
por Caretsia et.al (60) y en el 2019 por Wang, et.al (59), en donde ambos
estudios demostraron que los neutrofilos de pacientes con DMT2 presentaban
una liberaciéon espontanea de NETSs, nosotros observamos el mismo fenémeno
en los pacientes con TBP/DMT2nc. Lo anterior pudiera explicarse a que los
pacientes con DMT2 y la co-morbilidad TBP/DMT2nc presentan un estado de
inflamacion basal con una constante produccion de citocinas proinflamatorias,
entonces es probable que las células ya esten activadas al momento de
aislarlas de sangre venosa periférica (63, 64). Ademas, la presencia de estos
neutrofilos con liberacion espontanea de NETs nos pudiera explicar el por qué
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el sistema inmune de estos pacientes no es capaz de eliminar por completo a
M. tuberculosis, ya que estas trampas extracelulares de neutréfilo permiten la
division extracelular de M. tuberculosis aumentando asi la carga bacteriana en
el paciente (56). En cuanto a la produccion de NETs con el suero autdlogo
encontramos que el suero de los pacientes con DMT2nc, TBP o la co-
morbilidad TBP/DMT2nc indujeron la produccion de NETSs, resultados similares
a lo encontrado en el 2018 por Juarez-Ortega, etal (58). Asi mismo
encontramos que los pacientes con TBP/DMT2nc tenian una mayor produccién
de NETs cuando estaban en contacto con el suero autélogo, esto se puede
deber a la presencia de proteinas solubles de M. tuberculosis como ESAT-6 y
CFP-10 las cuales inducen la produccion de trampas extracelulares de

neutrofilos (58).

8.4 Capacidad microbicida por medio del conteo de colonias

Fazal et.al en 1992 (67) describid por primera vez un método para el conteo de
microcolonias de M. tuberculosis en caldo Middlebrook 7H9. En nuestro estudio
realizamos esta técnica obteniendo que el método fue reproducible, resultando
un metodo econdmico y sencillo para la cuantificacion de colonias de M.
tuberculosis. En nuestro estudio pudimos observar un aumento en el numero de
colonias de M. tuberculosis de los pacientes con DMT2c, DMT2nc, TBP y la co-
morbilidad TBP/DMT2nc, lo cual nos indica que hay una disminucion en la
capacidad microbicida de los neutréfilos de estos pacientes en comparacion con
los sujetos sanos. En cuanto a los pacientes con DMT2nc y la co-morbilidad
TBP/DMT2nc no se obtuvo una diferencia significativa, lo cual nos indica que el
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principal protagonista de la afectacién en la inmunidad innata es la DMT2. En la
hipétesis del proyecto se pensaba que tal vez la presencia de ambas
enfermedades ocasionaria una afectacién mayor de la inmunidad innata a
comparacion de las enfermedades por separado, nosotros encontramos que no
fue asi al menos en los parametros estudiados en este proyecto. También es
importante mencionar de nueva cuenta que se necesita un estudio con una n
mayor para ver si los resultados obtenidos en esta investigacion se mantienen o

cambian.

8.5 Neutrofilo exhausto

En nuestro estudio pudimos observar que cuando los neutréfilos de los
pacientes con DMT2c, DMT2nc, TBP y la co-morbilidad TBP/DMT2nc se
estimulaban con PMA o con M. tuberculosis no habia diferencia entre los
grupos en la pruebas de MPO y estallido respiratorio; aunque no habia
diferencia significativa con los sujetos sanos, este grupo de estudio tenia una
menor cantidad de MPO y de absorbancia del NBT comparado con los grupos
con enfermedades. Por ello es importante mencionar la posibilidad de que los
neutréfilos de los pacientes con DMT2c, DMT2nc, TBP y la comorbilidad
TBP/DMT2nc tengan un agotamiento o se encuentren exhaustos debido a la
inflamacion basal que existe por ser padecimientos crénicos (63, 64), y al
momento de ser estimulados con PMA y M. tuberculosis solo lleguen a un limite
y no puedan pasar de ahi (65); esto podria ser una explicacién mas por la cual

los neutrofilos de estos pacientes son incapaces de eliminar la micobacteria por
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completo y ser susceptibles a cualquier tipo de infeccion. Se tendria que

aumentar la n para ver si estos resultados se mantienen o cambian.

8.6 Seleccion de pacientes con tuberculosis pulmonar y la comorbilidad
TBP/DMT2

En los grupos de estudio de TBP y la co-morbilidad TBP/DMT2nc surge la
pregunta sobre el porqué seleccionarlos dentro del primer mes de tratamiento.
En 1999 Al-Moamary et.al (68) hicieron un estudio en el cual querian ver la
importancia de que los pacientes con TBP permanecieran BAAR positivos a
pesar del tratamiento y cuanto tiempo se tardaba en tener un resultado BAAR
negativo en los pacientes. De 428 pacientes con TBP, 205 (48%) fueron BAAR
positivos al primer mes de tratamiento, 30 (7%) fueron BAAR positivos a los 5
meses de tratamiento y 12 (3%) a los 9 meses de tratamiento. Tomando estos
datos en cuenta tenemos que al mes 50% de los pacientes con TBP siguen
siendo BAAR positivos, entonces podriamos decir que a las 2 semanas de
tratamiento el 75% de los pacientes sigue siendo BAAR positivo. En nuestro
estudio tuvimos el criterio de inclusién de que los pacientes con TBP y aquellos
con la co-morbilidad TBP/DM2 estuvieran dentro del primer de tratamiento.
También es importante mencionar que todos los pacientes de ambos grupos
estuvieron dentro de las primeras dos semanas de tratamiento, por lo que la
presencia de M. tuberculosis era elevada en todos los pacientes a pesar de
haber iniciado el tratamiento, por eso a la hora de realizar nuestros

experimentos vimos como los sueros de estos pacientes indujeron las NETs
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debido a la presencia de ESAT-6 y CFP-10 que son las proteinas solubles de

secrecion temprana de M. tuberculosis.
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CAPITULO 9

CONCLUSION

Los neutrofilos de los pacientes con la co-morbilidad TBP/DMT2nc no
presentaron una disminucién en sus funciones microbicidas en comparacion

con los pacientes que solo presentan DMT2nc.
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CAPITULO 10

PERSPECTIVAS

1. Cuantificar la produccién de 6xido nitrico en los neutréfilos

2. Analizar la expresion génica de iNOS en los neutrdfilos

3. Cuantificar la produccién de H202 en los neutréfilos

4. Determinar la presencia de EBP50 en Mtb que tiene la capacidad de
suprimir iNOS.

5. Determinar si la ESAT-6 y CFP-10 modulan la activacion génica de NF-
kB en todas las funciones del neutrdfilo.

6. Cuantificar la produccién de citocinas proinflamatorias en los neutréfilos
sin estimulo de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, tuberculosis

pulmonar y la comorbilidad TBP/DMT2.
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