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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcién del problema

La tuberculosis (TB) continla aun como un importante problema de
morbimortalidad en todo el mundo. Para el afio 2014, se estimd que alrededor de
9.6 millones de personas enfermaron de TB y 1.5 millones fallecieron a
consecuencia de esta enfermedad. Ademas, un nimero de aproximadamente 480
mil personas desarrollaron tuberculosis multidrogorresistente (TB-MDR) y 190 mil
fallecieron como consecuencia de ello (1).

En su mayoria, el numero de casos nuevos de TB ocurrié en los paises de las
regiones de Asia Sudoriental - Pacifico Occidental (58%) y Africa (28%) (1).

En Las Américas y el Caribe, en 2012, se estimo una incidencia de TB de 29 casos
por 100 mil habitantes, de los cuales dos tercios de los casos nuevos tuvieron lugar
en los paises del area andina de Ameérica del Sur. Ademas, el 60% de los casos
nuevos se concentraron en Haiti, Bolivia, Guyana y Peru, paises que reportan las

mas altas tasas de incidencia en toda la region de las Américas y el Caribe (1).

En el Peru, como consecuencia del fortalecimiento del programa de control de la
tuberculosis, desde los noventa hasta el afio 2003, se observo una disminucion
sostenida en la incidencia de TB mayor al 8% anual. Luego, la tendencia se
mantuvo casi estacionaria, y llegé a una disminucion promedio anual de 2%. En
2014, se reportaron, en el Peru, alrededor de 27 350 nuevos casos de TB y la

incidencia de TB reportada fue de 88.8 casos nuevos por cada 100 mil habitantes

().

Durante los afios 2013 y 2014, cinco departamentos (Madre de Dios, Ucayali,
Loreto, Lima, e Ica) presentaron la mayor incidencia de TB. Estos departamentos
reportaron el 72% de los casos nuevos notificados en el pais. Lima es el
departamento que mas casos de tuberculosis concentra en el pais (60%) y es el

tercer departamento con la incidencia mas alta; el mayor porcentaje de casos se



concentran en la provincia Metropolitana de Lima y en sus distritos de San Juan de

Lurigancho, Rimac, La Victoria, EI Agustino, Ate, Santa Anita y Barranco (1).

Desde el afio 1997 hasta 2014, se han detectado en el Per(, mas de 15 mil casos
de TB MDR. El mayor nimero de casos de TB MDR se han reportado en los ultimos
10 afios (de 2005 en adelante), en los que el promedio reportado por afio supero
los 1100 casos de TB MDR, con una tendencia creciente en los Ultimos cuatro afios.
El mayor porcentaje de los casos de TB MDR han sido reportados en
departamentos de la costa, Lima con el 83.1% y un 12% en otros departamentos

de la costa (1).

Segun el area de Estadistica del Complejo Hospitalario PNP Luis Nicasio Saenz,
para el afio 2016, existieron, en el Programa de Control de Tuberculosis (PCT), 196
casos de pacientes (entre oficiales, cadetes, suboficiales, alumnos y familiares) con
tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, de los cuales 120 era TB sensible y 16
correspondieron a TB MDR. Para el afio 2017, la cifra se mantuvo en 150 casos de
tuberculosis; fueron 105 casos con TB sensible, 17 con TB MDR y 2 pre XDR.

La TB pulmonar es la forma clinica mas frecuente de la enfermedad (2). La infeccion
comienza con la entrada del bacilo de la TB en el cuerpo, el cual ingresa a través
del tracto respiratorio al inhalar microgotas de saliva eliminadas de un enfermo con
TB pulmonar en la tos, estornudos o al hablar y cantar; estas microgotas contienen
micobacterias, las cuales tienen un tamafo entre 1-2 mm o menos. El desarrollo
de la enfermedad depende de la proliferacion de bacilos virulentos y de la propia

respuesta inmunoldgica del huésped (2,3).

La respuesta inmune, especialmente la celular, juega un papel importante en la
infeccion por M. tuberculosis. Los mecanismos celulares efectores que coadyuvan
al control de la infeccién estan dados principalmente por el macréfago y las células
T (CD4 y CD8). Los linfocitos TCD4 son los esenciales en la defensa y control de
la tuberculosis, especialmente la subclase TH1, ya que estas células son las
productoras de citocinas tales como IFN-g. Esta citocina activa la actividad

antimicrobiana en el macréfago; mientras que la subclase TH2 produce citocinas



como la interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-10), que se han asociado con el

control del proceso inflamatorio (2).

A pesar del conocimiento de los diferentes mecanismos de la respuesta inmune
que intervienen ante la infeccion contra el M. tuberculosis, no ha sido posible la
identificacion de marcadores inmunoldgicos que permitan explicar la susceptibilidad
de algunos individuos a desarrollar la enfermedad y, en ocasiones, la resistencia a

los farmacos antituberculosos.

Se ha observado en algunos estudios que una infeccién con TB MDR resulté en
una supresion de las células TH1y TH2, que fue mas notable en pacientes con TB
MDR que en pacientes con TB sensible.

Sin embargo, el papel de las células T aun no esta del todo claro, por lo que es
necesario contar con un conocimiento mas profundo sobre la patogénesis de esta
enfermedad que permita el desarrollo de nuevas estrategias enfocadas en la
prevencion y control, asi como la caracterizacion de factores de virulencia
particulares de la micobacteria y los mecanismos de resistencia para desarrollar

nuevos blancos terapéuticos, ya sea farmacoldgicos o genéticos.

1.2 Formulacion del problema

¢,Cudl es la variabilidad de los valores de los linfocitos TH1, antes y después del
esquema empirico multidrogorresistente, en pacientes con tuberculosis pulmonar,

tratados en el Complejo Hospitalario PNP Luis Nicasio Saenz durante 20217

1.3 Objetivos

Objetivo general
Determinar la variabilidad de los valores de los linfocitos TH1, antes y después del
esquema empirico multidrogorresistente, en pacientes con tuberculosis pulmonar,

tratados en el Complejo Hospitalario PNP Luis Nicasio Saenz, durante 2021.



Objetivos especificos
Cuantificar la expresion de linfocitos TH1 que existe antes del tratamiento empirico
multidrogorresistente en pacientes con tuberculosis pulmonar, mediante la

produccién de sus citocinas inflamatorias: IL-2, IFN-y, TNF-a.

Cuantificar la expresion de linfocitos TH1 que existe al término del tratamiento
empirico multidrogorresistente en pacientes con tuberculosis pulmonar, mediante

la produccion de sus citocinas inflamatorias: IL-2, IFN-y, TNF-a.

Comparar la produccion de citocinas por los linfocitos TH1 y la respuesta al

tratamiento en pacientes con tuberculosis pulmonar multidrogorresistente.

Comparar la produccion de citocinas por los linfocitos TH1 en pacientes con

tuberculosis pulmonar multidrogorresistente, segun edad y sexo.

1.4 Justificacion

Se ha observado, de manera alarmante, que existe un ascenso gradual en las

formas resistentes de tuberculosis pulmonar reportada, en su mayoria, en la capital.

Actualmente, no se ha logrado descifrar el mecanismo exacto por el cual algunos
individuos son mas susceptibles a crear resistencia, y los tratamientos
antituberculosos actuales van enfocados principalmente en eliminar la bacteria. Por
ello, es necesario conocer acerca de los procesos enzimaticos y bioquimicos
requeridos para la supervivencia del bacilo y de los factores genéticos e
inmunoldgicos del huésped, ambos elementos claves en la resistencia de la

bacteria.

La presente investigacion pretende determinar el papel del estado inmunoldgico del
huésped mediante la expresion de las células T subclase TH1 en el mecanismo de
resistencia y, de esta manera, conocer si existe una relacion de causa - efecto para
redireccionar los tratamientos actuales, que muchas veces ocasionan efectos
adversos indeseados, y disefiar nuevos farmacos basados en reforzar el sistema

inmunoldgico para prevenir que pacientes con tuberculosis sensible vayan a las



formas resistentes o que pacientes multidrogorresistentes tengan mala respuesta

al tratamiento y vayan a formas mas severas de resistencia.

1.5 Viabilidad y factibilidad

El presente estudio es viable, pues se tiene el permiso de la institucién para la
ejecucion del presente proyecto. Ademdas, se contard con la asesoria de un
especialista en el tema.

El estudio también es factible, ya que se cuenta con los recursos humanos y
econdémicos para los gastos de materiales como el Kit de Cytometric Bead Array
(CBA) y el alquiler del citometro de flup BD FACS Canto Il que permitiran la

adquisicion y el analisis de las células a medir en nuestra investigacion.



CAPITULO IIl: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

En 2020, Xu H et al. realizaron una investigacion en la provincia de Shaanxi desde
octubre de 2009 hasta marzo 2015, en la que se evalud la importancia de la relacion
TH2/TH1 en la prediccion de formas de tuberculosis resistentes; para ello, se
estudiaron 373 pacientes, mayores de 18 afios, del Hospital de Prevencion y
Control de Tuberculosis. Todos ellos con pleuritis tuberculosa.

La relacion de células TH2/TH1 se calcul6 directamente en funcién de la frecuencia
de las células CD4 TH2 y TH1 mediante citometria de flujo. Se observé que en los
145 pacientes con TB-MDR con fracaso al tratamiento, la relacion TH2/TH1 era

mayor, en comparacion con aquellos con buena evolucion clinica.

Se concluyo que los pacientes con una relacion TH2/TH1 mas alta, basada en el
valor de corte optimo de 0.54, tenian una tendencia ligeramente mayor hacia una

mayor incidencia de fracaso del tratamiento y ocurrencia de TB-MDR (4).

En 2019, Li G et al. ejecutaron un estudio con el objetivo de evaluar el papel de las
células T CD4 +/ CD8 + en la proteccion inmune contra la tuberculosis. Participaron
100 pacientes con TB pulmonar del Shenzhen Third People's Hospital y 50
controles sanos, a los cuales se les hizo seguimiento y control de las
subpoblaciones de células T antes y durante el segundo, cuarto y sexto mes de

tratamiento antituberculoso, y se compararon con los controles sanos.

Se encontré6 que los recuentos absolutos de células T CD4 + y sus citocinas
producidas por las células TH1: IFN-y e IL-2 en sangre periférica de pacientes con
TB antes del tratamiento fueron significativamente mas bajos que los de los
controles. Después de 6 meses de tratamiento antituberculoso, los recuentos
absolutos de células T CD4 + y las citocinas TH1 en sangre periférica de pacientes
con TB se restablecieron en comparacion con las del inicio del tratamiento, y estos
nameros fueron comparables a los de los controles sanos. Estos hallazgos
implicaron que la recuperacion de los niveles de citocinas producidas por las células

TH1 podrian ser eventos inmunoldgicos criticos en pacientes con TB pulmonar



después del tratamiento y sugirieron, ademas, la importancia de estos parametros
inmunolégicos como biomarcadores potenciales para la prediccion del progreso y
el pronostico de la TB (5).

Basingnaa A et al., en 2018, desarrollaron una investigacion en Ghana, de marzo
a septiembre de 2016, con el objetivo de identificar las diferencias en las
concentraciones plasmaticas de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias en
pacientes con TB MDR y TB sensible. El estudio comprendié dos grupos de
poblaciones: 49 pacientes con TB pulmonar MDR y 34 pacientes con TB pulmonar
sensible.

Se encontré que las concentraciones plasmaticas de IL-10, IFN-y y TNF-a se
elevaron en pacientes con TB MDR en comparacion con pacientes con TB sensible;
asimismo, se vio que el nivel plasmatico de IL-10 fue relativamente mas alto que
el de las citocinas IFN-y y TNF-a. Concluyendo que las citocinas: IFN-y, TNF-a e
IL-10 juegan un papel importante en la respuesta inmune del huésped frente al

bacilo tuberculoso (6).

En 2010, Tan Q et al. realizaron un estudio en el Hospital of Nanjing Medical
University, Hospital of Zhenjiang City, Center for Disease Control and Prevention
(CDC) of Taizhou City, Taizhou, and Jiangbei Hospital. Se investigo la proporcién
de citocinas producidas por TH1/TH2 en sangre periférica, en 25 pacientes con TBC
MDR, 23 pacientes con TBC pulmonar sensible y 30 pacientes grupo control. La
deteccion de las células T y sus subtipos se determind mediante el analisis de

citometria de flujo.

Se evidencioé que, en pacientes con TBC, la expresion de citocinas TH1 estuvo
disminuida, siendo mas notable en pacientes con TBC MDR que en TBC sensible
en comparacion con controles sanos. Se concluyé que el disturbio entre
mecanismos protectores y patogénicos ocasionados por la inmunosupresion de los

linfocitos TH1 seria una caracteristica principal en la infeccién por TBC MDR (7).

Handzel Z et al., en 2007, elaboraron un estudio con el objetivo de evaluar la

produccion de citoquinas TH1 y TH2 en pacientes con tuberculosis y controles



asintomaticos. La investigacion tuvo cuatro grupos: 39 pacientes con tuberculosis
aguda, 34 con recaida de tuberculosis, 39 con PPD positivo asintométicos que
tuvieron contactos con pacientes con tuberculosis, 21 PPD-negativo controles
asintomaticos. Se realizaron controles séricos de IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 e INF-y.
Se concluyé que no hubo deficiencia en la produccién de las citoquinas analizadas
en pacientes con tuberculosis. Las personas con tuberculosis aguda secretan mas
citoquinas que los pacientes contactos y estos mas que los pacientes controles
asintomaticos. Sin embargo, los que tienen mala respuesta al tratamiento producen

menos citoquinas que el resto de grupos (8).

Bai X et al., en 2004, realizaron un estudio en The University of Colorado Health
Sciences Center, en el que, mediante inmunohistoquimica cuantitativa, compararon
la expresion de las citocinas Thl (IFN-g, IL-12) en reseccion pulmonar de siete
pacientes con TBC MDR con buena respuesta a tratamiento antituberculoso, pero
con presencia de cavidades y cuatro sujetos control. Entre sus hallazgos
encontraron que en comparacion con pulmones sanos, el IFN-g se incrementd en
los pulmones con TBC especialmente en la zonas inflamatorias de los granulomas;
concluyendo que las citocinas TH1 serian factores importantes en la contencion de

la infeccidn y formaciéon de granulomas (9).

En 2004, Tan YJ et al. estudiaron los cambios en la concentracion de las células T
CD4 y su subtipo TH1 en 105 pacientes con TBC pulmonar durante el tratamiento
antituberculoso y 25 controles. La investigacion determind que los niveles de las
células TH1 fueron significativamente mas bajos con respecto al grupo control y en
proporcion a la gravedad de la enfermedad, y es mucho mas baja en pacientes con

TBC pulmonar grave gue en pacientes con TBC pulmonar moderada o leve.

Asimismo, el nivel de TH1 fue ascendiendo con los meses de tratamiento. El trabajo
concluyo6 que la deteccion de las Cel T y su subtipo TH1 en sangre periférica son
un marcador (til para evaluar el estado de la enfermedad y su respuesta al

tratamiento (10).

Wang L et al.,, en 2002, desarrollaron una investigacion que consistio en

correlacionar las citocinas TH1/TH2 con la respuesta al tratamiento en 124



pacientes con TBC pulmonar frotis positivo antes del inicio del tratamiento y 100
controles sanos. Se encontrd, que los pacientes con frotis positivo después de dos
meses de tratamiento, presentaban mayores niveles de IL-4 y menores niveles de
INF-g en comparacion con aquellos pacientes que se volvieron frotis negativo a los
02 meses de iniciado el tratamiento; asimismo, aquellos pacientes con IFN-g sérico
mas bajo e IL-4 mas alto tuvieron menor respuesta al tratamiento. El trabajo
concluyé que en pacientes con TBC pulmonar, los niveles de TH1 se encuentran
disminuidos y TH2 elevados (11).

En 2002, Lienhardt et al. realizaron una investigacion con el objetivo de medir las
concentraciones de TH1/TH2 en pacientes con tuberculosis y cuidadores y su
asociacion. En este estudio, se tom6 como muestra 414 pacientes con tuberculosis
HIV-negativo, de Gambia y Guinea y como control, 414 personas de la comunidad
y cuidadores. Se realizaron mediciones de la proporcion TH1/TH2 al diagnostico y

al final de tratamiento.

Se obtuvo como resultados que al diagndstico los niveles de TH1 fueron bajos en
los pacientes con tuberculosis y los niveles de TH1 fueron altos en los cuidadores
y las personas de la comunidad; los niveles de TH2 fueron altos al diagndstico en
los pacientes con tuberculosis y bajos en los cuidadores y personas de la
comunidad. Al final del tratamiento, los pacientes curados de tuberculosis tuvieron
niveles elevados de TH1 y niveles bajos de TH2 en comparacion con pacientes que

no se curaron o interrumpieron el tratamiento.

El estudio concluy6 que la tuberculosis se asocia con baja actividad TH1 y alta TH2
in vivo, mientras que la exposicion cercana a la tuberculosis se asocia con una alta
relacion TH1/TH2. Los pacientes con resultados favorables después del tratamiento
exhiben una relacién TH1/TH2 mas alta, en comparacion con los pacientes con

resultados clinicos deficientes (12).

Verbon A et al., en 1999, desarrollaron una investigacion en Amsterdam, cuyo
objetivo consisti6 en medir la concentracion de las citocinas TH1 Y TH2 en
pacientes con TB pulmonar activa al inicio y final del tratamiento. Para ello, se

estudiaron a 81 pacientes con TBC pulmonar antes del inicio del tratamiento; 15,



con dos semanas de iniciado el tratamiento y 26, con tratamiento completo. Las
citocinas fueron medidas mediante método de ELISA. Los resultados mostrados
con respecto a las citocinas TH1 fueron los siguientes: el IFN-g se elevo durante la
TB activa antes del inicio de tratamiento, lo que disminuye durante y después del
tratamiento; la IL-12 no tuvo una diferencia significativa al inicio y final del

tratamiento.

Se concluy6 que las citocinas que dirigen una respuesta TH1 como la IL-12 no
estan elevadas en los sueros de un gran grupo de pacientes con TB pulmonar o
extrapulmonar activa. Las citocinas que estaban elevadas en suero son IFN-g, IL-
6 e IL-10 (13).

Zhang M et al., realizaron un estudio con el objetivo de determinar si la infeccion
por Mycobacterium tuberculosis reflejaba alteraciones en el equilibrio de las
citocinas T, para ello se evaluo su produccion mediante analisis citofluorométrico,
en 49 pacientes con TBC pulmonar y 30 personas sanas; se encontré una
respuesta reducida de TH1 y sus citocinas INF-g e IL-2, sin cambios significativos

en la respuesta TH2 en pacientes con TBC respecto al grupo control.

Asimismo, para comprobar si la disminuciéon de TH1 e INF-g fue permanente o
reversible, se hizo un seguimiento a 11 pacientes con TBC pulmonar durante 09
meses de iniciado el tratamiento. Se evidencié una mejora en los niveles de TH1,
concluyendo que la terapia antituberculosa se acompafaba de un aumento en los
niveles de TH1 (14).

En 1994, Surcel HM et al. desarrollaron una investigacion, cuyo objetivo consistio
en analizar la proliferacion y produccion de citoquinas TH2: IL-4 e TH1: INF-y, tras
la estimulacién in vitro con antigenos del Micobacterium tuberculoso en muestras
sanguineas obtenidas de 19 pacientes con tuberculosis activa 'y 15 controles sanos,
se obtuvo que los niveles de IL-4 fue significativamente mas elevada que los
pacientes control, los niveles de IFN-y no tuvieron variacion respecto a los

pacientes con tuberculosis activa que los pacientes control.



Se concluyé que el perfil de tipo TH2 demostrado en respuesta a dos antigenos
micobacterianos prominentes puede desempefiar un papel en los mecanismos de

resistencia defectuosa del huésped en la tuberculosis (15).

2.2 Bases tedricas

Tuberculosis pulmonar (TB)

La TB es una enfermedad infecciosa de origen bacteriano que tiene como principal
agente causal al Mycobacterium tuberculosis (16,17). Pertenece al orden
Actinomicetae, de la familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. Es un
bacilo intracelular obligado, aerobio estricto, inmoévil, de crecimiento lento y
subordinado a la presencia de oxigeno, que se replica dentro de los fagosomas de
los macrofagos. Es resistente a los acidos, alcoholes, alcalis, desinfectantes y

desecacion, pero sensible al calor, luz solar y luz ultravioleta (18).

La transmision ocurre de persona a persona por inhalacion de gotitas en aerosol de
aproximadamente 1 a 5 mm, lo cuales son expulsados por los enfermos al hablar,
cantar, estornudar, o toser, y dentro de las cuales el bacilo puede permanecer

viable por varias horas (17,19).

Al llegar a los pulmones, estos son ingeridos por la primera linea de defensa el cual
son los macrofagos, donde mueren, o persisten y se multiplican. Hay diseminacion
linfangitica y hematégena amplia de los microorganismos antes de que se
desarrolle una respuesta inmune eficaz en las que las micobacterias son aisladas
en todo el cuerpo mediante la formacion de los granulomas. Este tipo de infeccion,

llamada tuberculosis primaria suele ser asintomatica (20).

La tuberculosis pulmonar primaria progresiva se desarrolla en pocas personas,
cuyo sistema inmune no logra contener con éxito la infeccion primaria. En este
caso, la enfermedad puede aparecer unas semanas después de la infeccion o
puede permanecer latente por afios y reaparecer después de que la infeccion inicial

ha sido contenida (20).



Se han descrito cuatro posibles consecuencias durante el proceso infeccioso: a) la
respuesta puede ser efectiva conduciendo a la eliminacion y muerte del bacilo, por
lo cual se sabe que el paciente jamas desarrollara tuberculosis clinica; b) la
micobacteria no es eliminada en su totalidad y empieza a multiplicarse
inmediatamente causando tuberculosis primaria como manifestacion clinica; c) el
sistema inmunitario logra impedir el crecimiento del bacilo, pero sin causar
eliminacion total; esto puede sospecharse con positividad a la prueba intradérmica
de PPD vy, d) los microorganismos que han estado latentes, ya que no fueron

eliminados, eventualmente vuelven a multiplicarse causando una reinfeccién (20).

Los mecanismos, a través de los cuales en algunos individuos se logra una
respuesta inmunitaria suficiente para contener la infeccion micobacteriana,
mientras que en otros, esta es ineficaz y permite la progresion de la enfermedad

hacia TB clinicamente manifiesta, ain no han sido esclarecidos (20).

Respuesta inmune del huésped contra M. tuberculosis

Respuesta inmune innata

La mayor parte de los bacilos al entrar a las vias respiratorias superiores quedan
atrapados en los cilios y son expulsados por el barrido ciliar de las células de la
mucosa, pero una parte de ellos, que por lo general es menos del 10%, llegan hasta
los alveolos (17). Ahi los macrofagos alveolares (MA) que no han sido activados
fagocitan a los bacilos y proveen una primera linea de defensa (17,19). Luego de
este primer encuentro, las células dendriticas (CD) y los macréfagos derivados de
monocitos también forman parte del proceso fagocitico (17,21). Después de la
fagocitosis, los fagosomas maduran y se fusionan con endosomas Yy lisosomas. El
ambiente pasa a ser acido y pobre en nutrientes, y la bacteria se expone a péptidos

antimicrobianos y enzimas de degradacién del lisosoma, como la lisozima (20).

Sin embargo, las micobacterias patdogenas han desarrollado mecanismos para
evitar las defensas del hospedador, por ejemplo bloqueando la maduracién del
fagosoma. Si el bacilo tuberculoso detiene con éxito la maduracion del fagosoma,
entonces inicia su replicacion y el macréfago finalmente se rompe vy libera sus

contenidos bacilares (17).



Pese a ello, la activacion de los macrofagos por la citocina Interferén-y (IFN-y)
promueve la destruccion bacteriana a través de la formacion de intermediarios
reactivos de oxigeno (IRO) e intermediarios reactivos de nitrogeno (IRN). Los
macréfagos activados también liberan un conjunto de citocinas y quimiocinas,
incluyendo el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), que inducen una respuesta

proinflamatoria y dirige a las células inmunitarias al sitio de infeccion (17,19).

En resumen, esta respuesta inicial determina el crecimiento local de M. tuberculosis
o la contencién de la infeccién por los macréfagos. Las células fagociticas poseen
un rol clave en el inicio de la respuesta local inflamatoria y en el comienzo de la

inmunidad mediada por células (21).

Respuesta inmune adaptativa

Como se menciong, tras darse la fagocitosis, el M. tuberculosis es incluido en un
fagosoma para formar el fagolisosoma donde es destruido por los mecanismos
bactericidas y proteoliticos de los macrofagos con la consecuente generacion de
péptidos y otros antigenos. Los antigenos micobacterianos de naturaleza proteica
son acoplados a moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo | (MCH
) y presentados por los macrofagos a los linfocitos T CD8+; o , acoplados a
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I (MCH II) y presentados
a los linfocitos T CD4+; mientras que los antigenos de naturaleza glicolipidica
(fosfatidil  mandsidos, lipoarabinomananas, acidos micolicos y hexosil-1-
fofoisoprenoides) son acoplados con moléculas CD1 y presentados a los linfocitos
CD8+ y dobles negativos (CD4-CD8-) (19,20).

El proceso de presentacidon de antigenos es un paso esencial en la transicion de la
respuesta inmune innata a la respuesta inmune adaptativa, que se fundamenta en
el reconocimiento especifico de los antigenos por los diversos tipos celulares que

se activan y producen citocinas y quimiocinas (19).

Los linfocitos T CD4 activados pueden diferenciarse en células TH1 y TH2 capaces
de producir diferentes citocinas (17). Las células TH1 liberan citocinas propias de la
inmunidad celular mientras que las células TH2 expulsan mediadores vinculados

con la inmunidad humoral. La desviacion hacia una u otra poblacion dependera del



mediador involucrado, por ejemplo, para la diferenciacion hacia linfocitos TH1 se
requiere la presencia de la IL-12 producida por las células dendriticas, macréfagos

y monocitos provenientes de la circulacion sanguinea (22).

Se ha visto, que la subclase TH1, son importantes en el control de la tuberculosis.
Estas células actian a través de quimiocinas y citocinas que tienen potente
actividad biologica. Las quimiocinas actian atrayendo nuevas células
mononucleares, mientras que las citocinas actian a través de otras células como

mediadores quimicos, principalmente sobre los macrofagos alveolares (22).

Las citocinas producidas por los linfocitos TH1 tales como IL-2, TNF-a (linfotoxina)
e IFN-y promueven la respuesta inmune celular y la activacion de macrofagos,
estos al ser activados aumentan de tamafio y se llenan de grandes reticulos
endoplasmaticos, vacuolas y mitocondrias, con enzimas oxidativas, nitrogenadas y

lisosomales.

Todo ello permite que puedan sintetizar enzimas proteoliticas, radicales de oxigeno,
oxido nitrico (ON) e hidrolasas lisosomales que inducen los mecanismos
bactericidas para eliminar a la micobacteria. A su vez, los macrofagos producen IL-
1 e IL-2, que promueven la expansion clonal de los linfocitos T CD4+ y su

activacion, que resultara en una mayor produccion de IFN-y (3, 19, 20, 22).

En contraste, la subpoblacion TH2, parece predominar en las formas progresivas
de tuberculosis. Estas células produciran grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13, las cuales favorecen la respuesta inmunitaria contra patdgenos
extracelulares. Las IL-4, IL-10 e IL-13 tienen la capacidad de modular
negativamente la respuesta Thl y conforme a este esquema general, la proteccion
contra organismos intracelulares como M. tuberculosis depende de la cooperacién
TH1 (20,22).

En modelos experimentales, se ha evidenciado que durante el primer mes de
infeccion por el bacilo tuberculoso existe una predominancia de los linfocitos TH1,

mientras que cuando la enfermedad progresa aparece un patron TH1/TH2 (22).



Se ha sugerido que la fallade la respuestainmune en tuberculosis podria explicarse
por una respuesta TH1 débil o suprimida (21). Aunque la supresién de las
respuestas TH1 podria ocurrir por la accidn de citoquinas inhibitorias, en la mayoria
de las respuestas frente a micobacterias se observa una fuerte produccion de IFN-
y, sin embargo, no se logra eliminar definitivamente a M. tuberculosis (21). Aun no
esta de todo claro, el papel que cumplen las células TH1, pero estudios sugieren
gue hay una disminucion y/o supresion en aquellos pacientes multidrogoresistentes

en comparacion con los pacientes sanos (13).

Citocinas producidas por los linfocitos TH1

IL-2

La interleucina 2, llamada también factor de crecimiento de las células T, es una
glicoproteina monomeérica con un peso de 15.400 D, codificada por un gen ubicado
en el cromosoma 4. Es secretada en grandes cantidades por los linfocitos T, las
células Natural Killer (NK) o las células dendriticas, cuando se activan al entrar en
contacto con un agente potencialmente dafino para el huésped. Una funcion
principal de la IL-2 es promover la proliferacion de las células T CD4 y T CD8 al
unirse a un receptor especifico que se expresa en la superficie celular, ademas

modula las funciones inmunoldégicas de las células T, NK 'y B (23).

Interfer6n gamma (IFN-y)

El IFN-y es una citocina crucial en el control de infecciones causadas por bacterias
intracelulares como M. tuberculosis (19, 20, 21). Las principales fuentes de IFN-y
son los linfocitos T y las células NK. La interaccién del IFN-y con su receptor (IFNR)
activa a los macrofagos al inducir la expresion de mas de 200 genes que codifican
para proteinas involucradas en la respuesta inmune tales como: MHC |, MHC I,
iNOS, p48, TAP 1, LAMP-2, etcétera (19).

El IFN-y induce la producciéon de intermediarios de oxigeno (ROI), intermediarios
de nitrégeno (RNI), acidificacion del fagosoma y fusién fagosomalisosoma, la
expresion de la 6xido nitrico sintetasa inducible (iINOS) para la produccion NO a
partir de L-arginina como sustrato, la produccion de a y  defensinas, la disminucion
del receptor de transferrina para reducir el hierro (Fe) intracelular y de esta manera

limitar el desarrollo de la micobacteria, aumento en las moléculas MHC | y MHC I



involucradas en la presentacién de antigenos proteicos y aumento en la capacidad

para fagocitar e inducir la produccién de IL-12 (19).

En la tuberculosis pulmonar se ha descrito que existe una relacion entre la
produccién de IFN-y y las manifestaciones clinicas de la enfermedad; mientras mas
severa es la enfermedad, las células mononucleares de sangre periférica producen
niveles mas bajos de IFN-y (3,19). Por otro lado, se ha utilizado IFN-y en aerosol
con fines terapéuticos en pacientes con tuberculosis pulmonar, los cuales tuvieron
baciloscopias negativas, disminucién de carga micobacteriana, disminucién de

cavidades pulmonares y aumento de peso posteriores al tratamiento (19).

Estudios realizados en enfermos con tuberculosis pulmonar mostraron que la
expresion del gen IFN-y se encuentra disminuida; sin embargo, se observé un
incremento de la expresion de este gen después del tratamiento antituberculoso,
hecho que sugiere que la presencia de M. tuberculosis causa alteraciones

importantes en el sistema inmune, reversibles al disminuir la carga bacteriana (19).

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

El TNF-a es producido principalmente por los monocitos, macrofagos y linfocitos T
activados y participa en multiples mecanismos de la respuesta inmune (19, 20,21).
Asimismo, actua en forma sinérgica con el IFN-y para inducir la expresién de la
enzima iNOS, involucrada en la produccion de NO que participa en la destruccion
de M. tuberculosis junto con los intermediarios de oxigeno. A pesar de que el papel
de NO es controversial en humanos, los altos niveles de iINOS observados en
pacientes con TB pulmonar, en comparacién con sujetos sanos, sugieren la

importancia de esta enzima y su participacion en el control de la infeccion (19).

2.3 Definicion de términos basicos

Mycobacterium tuberculosis: Bacteria aerobia estricta patbgena responsable de

la mayor cantidad de casos de tuberculosis en el mundo (22).

Macrofagos: Células del sistema inmune que se encuentran en los tejidos y que

tienen la funcion de fagocitar los cuerpos extrafios que entran en el organismo (22).



Células dendriticas: Células de la inmunidad innata, que fagocitan patégenos. Su
funcién primordial es procesar el material antigénico, regresarlo a su superficie y

presentarlo a las células T (22).

Complejo mayor de histocompatibilidad: Es una region de genes, los mas
conocidos son los de clases | y Il, cuyos productos resultan esenciales para la
especificidad inmunitaria, en palabras sencillas permite distinguir lo propio de lo
extrano (22).

Células T: Son parte de la inmunidad adaptativa y se forman a partir de
las células madre en la médula O6sea. Ayudan a proteger al cuerpo de las
infecciones. Los linfocitos T se dividen en funcidn de la expresion de su receptor en
CD4 o CD8 (22).

Linfocitos TH1: Son linfocitos T cooperadores o linfocitos T CD4+. Producen
liberacidon de IL-2, IFN-y, TNF-a (22).

Linfocitos TH2: Son linfocitos T cooperadores o linfocitos T CD4+. Se caracterizan
por producir IL-4, IL-5 e IL-13 (22).

Citocinas: son proteinas que regulan la funcién de las células que las producen
sobre otros tipos celulares. Se encargan de la comunicacion intercelular, inducen
la activacion de receptores de membrana, proliferacion y diferenciacion celular,
guimiotaxis, crecimiento y modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas. Son

producidas fundamentalmente por los linfocitos y los macréfagos activados (22).

Quimiocinas: Son una familia de citocinas, encargadas de la migracién celular

desde la sangre hacia los tejidos (22).

Tuberculosis primaria: Se produce en un paciente que no haya tenido contacto

anterior con el bacilo (24).


https://es.wikipedia.org/wiki/IL-2
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=IFN-%CE%B3&action=edit&redlink=1

Tuberculosis pulmonar: Persona con diagnoéstico de tuberculosis con

compromiso del parénquima pulmonar (24).

Caso de TB pansensible: Cuando hay sensibilidad a todos los medicamentos de

primera linea por pruebas de sensibilidad convencional (24).

Caso de TB multidrogorresistente (TB MDR): Caso con resistencia simultanea a

isoniacida y rifampicina por pruebas convencionales (24).

Esquema empirico TB MDR: el tratamiento del paciente multidrogoresistente se
divide en 2 fases. La primera dura de 6-8 meses donde el paciente toma los
siguientes farmacos: etambutol, pirazinamida, levofloxacino, kanamicina,
etionamida y cicloserina. Luego, la segunda fase dura entre 12-18 meses y se
continda con: etambutol, pirazinamida, levofloxacino, etionamida y cicloserina. La
terapia es diaria excepto los domingos. La duracion de cada fase depende de la
evolucion clinica, baciloscopica y radiolégica del paciente (24).



3.1 Formulacion de la hipétesis

CAPITULO lll; HIPOTESIS Y VARIABLES

La expresion de linfocitos TH1 en pacientes con tuberculosis pulmonar

multidrogorresistente se encuentra disminuido antes del inicio de tratamiento

antituberculoso, pero aumenta al término del tratamiento.

3.2 Variables y su operacionalizacion

) o Tipo por su ) Escalade Categorias y sus Medio de
Variable Definicion Indicador L L
naturaleza medicién valores verificacion
IL-2:
-Menor a 8.0 pg/mL
-8.0—29.0 pg/mL
» -mayor a 29.0 pg/mL
Citobmetro
de flujo BD
. TNF-a: BD™
Es un tipo de FACS .
] i y -Menor a 4.0 pg/mL Cytometric
linfocitos T CD4 o Produccion Canto Il
TH1 Cuantitativa o o -4.0-15.4 pg/mL Bead Array
productores de de Citocinas mas kit de
o ) -Mayor a 15.4 pg/mL Software
citocinas Cytometric y
version 1.4
Bead Array
IFN-y:
(CBA)
-Menor a 6.2 pg/mL
-6.2—15.6 pg/mL
-Mayor a 15.6 pg/mL
Pacientes  con
diagnéstico de Prueba de Sensible
TBC Historia
tuberculosis con | Cualitativa sensibilidad a Nominal MDR o
pulmonar . i clinica
compromiso 1linea
pulmonar
Evaluacién  de
Sintomas Favorable
Evolucién sintomas como o . . . . Historia
. . Cualitativa (fiebre, tos) Nominal Estacionaria .
clinica fiebre y tos en el clinica

tiempo

Desfavorable




Evaluacion de

o los infiltrados . Favorable o
Evolucion L o Infiltrados ) ) ) Historia
o radiolégicos a | Cualitativa o Nominal Estacionaria "
radioldgica | radiogréaficos clinica
través del Desfavorable
tiempo.
Tiempo

expresado  en

meses que el

) paciente  lleva o ) Mes inicio * Historia
Tratamiento o Cualitativa Meses Ordinal . .
recibiendo el Mes final ** clinica
esguema

empirico  TBC

MDR
Tiempo
transcurrido  a 18-252 o
. o | Historia
Edad partir del | Cuantitativa Afios De razén 26-592 i
clinica
nacimiento  de 60 a +
un individuo.
Caracteristicas ) ) o
o o 3 Nominal Femenino Historia
Sexo biolégicas de | Cualitativa Género . ) o
Dicotomica Masculino clinica

cada individuo

*Corresponde al mes 0.

**Corresponde al mes que el paciente termine el tratamiento, segun la duracién de cada fase.




CAPITULO IV: METODOLOGIA

4.1 Tipos y disefio

Segun la intervencién del investigador: Es observacional.

Segun el alcance: Es analitico.

Segun el numero de mediciones de la o las variables de estudio: Es longitudinal

Segun el momento de la recoleccién de datos: Es prospectivo.

4.2 Disefio muestral

Poblacién universo

Pacientes con tuberculosis tratados en un hospital.

Poblacién de estudio
Pacientes con tuberculosis pulmonar multidrogorresistente tratados en el Complejo

Hospitalario PNP Luis Nicasio Saenz durante 2021.

Tamafio de la muestra

Todos los pacientes con tuberculosis pulmonar multidrogorresistente que acuden
al Programa de Tuberculosis en el Complejo Hospitalario PNP Luis Nicasio Saenz
durante el 2021: 150.

Muestreo

Censal, pues la muestra es igual a la poblacién.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusidn
Pacientes mayores de 18 afios diagnosticados de tuberculosis pulmonar MDR
confirmado con cultivo de esputo positivo y prueba de sensibilidad a 1 linea

atendidos en el Complejo Hospitalario PNP Luis Nicasio Sdenz durante 2021.



Criterios de exclusion

Pacientes con otras comorbilidades (VIH, DM2, céancer, enfermedades
autoinmunes, enfermedades hematoldgicas, inmunosupresion)

Gestantes

Lactantes

Pacientes con enfermedades hepaticas o renales

No estar de acuerdo con participar en la investigacion

Pacientes con reaccion adversa a medicamentos antituberculosos de 1y 2 linea

4.3 Técnicas y procedimiento de recoleccién de datos

La citometria de flujo es una técnica que permite analizar de manera rapida las
caracteristicas celulares mediante la dispersion de luz y fluorescencia que poseen
las células mientras pasan por un haz luminoso. Las sefales de luz producidas se
convierten en impulsos de electricidad que se amplifican y se transforman en

sefales digitales que luego son procesadas por una computadora (25).

El kit de Cytometric Bead Array (CBA), que se usara en la investigacion, emplea
perlas de diferentes tamafios cubiertas por fracciones de anticuerpos. El anticuerpo
se une con una citoquina determinada y a su vez con otro anticuerpo marcado con
un fluorocromo y se forma un complejo que pasa por el haz de luz. De esta manera,
es posible determinar la concentracion celular mediante la intensidad de la
fluorescencia (25). Este kit de CBA permite la deteccion de citoquinas humanas
TH1 en una sola muestra de sobrenadante de cultivo de células mononucleares de

sangre periférica (PBMC).

Firma de consentimiento y toma de muestra

Previo consentimiento informado a cada uno de los pacientes que ingresaran a la
investigacion, se procedera a tomar la muestra mediante la extraccion de 5ml de
sangre periférica de los participantes, por la mafiana y en ayunas. Esta se obtendra
al momento del diagndstico de tuberculosis pulmonar, a los 12 meses de iniciado

el tratamiento y al dia siguiente de la dltima dosis del tratamiento.



Al recibirse la muestra, se le asignar4d un numero al tubo para su correcta
identificacion acompafado de las iniciales del paciente, segun fuera tomada al
momento del diagndstico, a los 12 meses y al dia siguiente de la ultima dosis del

tratamiento.

Obtencion de los PBMC

A las muestras se les realizara el aislamiento de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). Las PBMC seran obtenidas por centrifugacion en
gradiente de densidad con Histopaque 1,077 g/mL. Para ello, se prepararan tubos
con 1mL de Histopague. Las muestras de sangre seran diluidas 1:1 con RPMI-1640
completo (Sigma, St Louis, MO, USA). La sangre diluida (3mL) sera agregada sobre
el Histopaque y centrifugada a 400 g por 30 min. Finalmente, las PBMC seran

colectadas para ser procesadas en un citometro de flujo.

Analisis de TH1
Se utilizara el CBA para la deteccion de las citoquinas de la serie: Thl (IL-2, TNF-

a, IFN-y), siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante.

La adquisicion de datos se realizard usando un citdmetro de flujo FACSCalibur,
dentro de las 24 horas post ensayo y los resultados seran analizados por el software

BD™ Cytometric Bead Array Software, version 1.4

Los niveles séricos normales descritos para las citoquinas a estudiar corresponden
a

- IL-2: 8.0-29.0 pg/mL (26)

- TNF-a: 4.0-15.4 pg/mL (26)

- IFN-y: 6.2-15.6 pg/mL (26)

4.4 Procesamiento y analisis de datos

Todos los datos seran analizados usando el programa STATA versién 15. Se
utilizard ANOVA para analizar las diferencias de las variables entre los grupos de
estudio, con prueba de post hoc LSD. Las diferencias seran consideradas

estadisticamente significativas con una p <0.05.



4.5 Aspectos éticos
Con el fin de garantizar una consciente y libre participacion de los pacientes
voluntarios, todos seran informados acerca del procedimiento y a cada uno de ellos

se le otorgara un consentimiento informado.



CRONOGRAMA

2020-2024
Pasos
ol © — < < X S <«
o
ol S S 5 % S| 8 g 8§ o
> o () [ = > o =
© o N S| o ©
= S s < 33 -
Redaccion final del
proyecto de | x
investigacion
Aprobacion del
proyecto de X
investigacion
Recoleccion de
X
datos
Procesamiento vy
X | x
analisis de datos
Elaboracién del
X
informe
Correcciones del
trabajo de X
investigacion
Aprobacién del
trabajo de X
investigacion
Publicacion del
X

articulo cientifico




PRESUPUESTO

Concepto Monto estimado (soles)
Material de escritorio 200.00
Adquisicién de software 900.00
Internet 200.00
Impresiones 300.00
Logistica 300.00
Traslados 700.00
ﬁlggiler de Citémetro de flujo BD 3000.00
Kit de CBA 4000.00

TOTAL 9 500.00
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1. Matriz de consistencia

ANEXOS

TiTULO

Variabilidad
de linfocitos
TH1 antes y
después del
esquema
empirico
para
tuberculosis
pulmonar
multidrogorr
esistente en
el Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio
Saenz 2021

PREGUNTA

¢Cuéles la
variabilidad de
los valores de
los linfocitos
TH1 antes y
después del
esquema
empirico
multidrogorresi
stente en
pacientes con
tuberculosis
pulmonar
tratados en el
Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio Saenz
durante el
20217

OBJETIVOS

General

Determinar la
variabilidad de
los valores de
los linfocitos
TH1 antes y
después del
esquema
empirico
multidrogorresist
ente en
pacientes con
tuberculosis
pulmonar
tratados en el
Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio Saenz
durante el 2021.

Especificos

Cuantificar la
expresion de
TH1

gue existe antes

Linfocitos

del inicio del
tratamiento
empirico
multidrogorresist
ente en
pacientes  con
tuberculosis
pulmonar
mediante la
produccion  de
sus citocinas
inflamatorias: IL-
2, IFN-y, TNF-q,
tratados en el

HIPOTESIS

La expresion
de linfocitos
THlen
pacientes
con
tuberculosis
pulmonar
multidrogorr
esistente se
encuentra
disminuido
antes del
inicio de
tratamiento
antituberculo
S0, pero
aumenta al
término del

tratamiento.

TIPO Y DISENO
DE ESTUDIO

Disefio
observacional,
longitudinal,
prospectivo,
analitico.

POBLACION DE
ESTUDIO Y
PROCESAMIENTO DE
DATOS

Pacientes con
Tuberculosis
pulmonar
multidrogorresistent
e tratados en el
Complejo
Hospitalario PNP
Luis Nicasio Saenz
durante el 2021.

Todos los datos
seran analizados
usando el programa
STATISTICA (data
analysis software
system) Versién 7.
Se usard ANOVA
para analizar las
diferencias de las
variables entre los
grupos de estudio,
con prueba de post
hoc LSD. Las
diferencias seran
consideradas
estadisticamente
significativas con
una p<0.05.

INSTRUMENTO
DE
RECOLECCION

Historia clinica

Citbmetro de
flujo BD FACS
Canto Il méas
kit de
Cytometric
Bead Array
(CBA)




Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio Saenz
durante el 2021.

Cuantificar la
expresion de
linfocitos ~ TH1
gue existe al
término del
tratamiento
empirico
multidrogorresist
ente en
pacientes  con
tuberculosis
pulmonar
mediante la
produccion  de
sus citocinas
inflamatorias: IL-
2, IFN-y, TNF-qa,
tratados en el
Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio Séenz
durante el 2021.

Comparar la
produccion  de
citocinas por los
Linfocitos TH1 y
la respuesta al
tratamiento  en
pacientes  con
tuberculosis
pulmonar
multidrogorresist

ente tratados en

el Complejo
Hospitalario
PNP Luis

Nicasio Séenz
durante el 2021.

Comparar la
produccion  de
citocinas por los
Linfocitos  TH1




en pacientes con
tuberculosis
pulmonar
multidrogorresist
ente segun edad
y sexo, tratados
en el Complejo
Hospitalario
PNP Luis
Nicasio Séaenz
durante el 2021.




2. Instrumento de recolecciéon de datos

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

1. Historia clinica:

2. Edad:

3. Sexo:

4. Fecha de Nacimiento:

5. Fecha de diagnéstico: ...... [....... [o...... (dd/mm/aa)

6. Prueba de sensibilidad del paciente: R: resistente S: sensible

Laboratorio Cédigo T\;Iaﬁzst?: R H z E
7. Inicio de tratamiento: ...... [....... [o...... (dd/mm/aa)

8. Dosaje de citocinas segun kit de Cytometric Bead Array (CBA)

IL-2 IFN-y TNF-a

Al momento del
diagnéstico (mes inicio)

Al dia sgte de culminado
el tto (mes final)

9. Término de tratamiento
Fecha de término de tratamiento: ...... l...... l...... (dd/mm/aa)
Condicién de egreso: curado () tto completo( ) fracaso( )

10.  Evolucion clinica: (marca con un x donde corresponda)
Favorable () Estacionaria () Desfavorable ()

11. Evolucién radioldgica:
Favorable () Estacionaria () Desfavorable ()



3. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Investigador: M. C. Janeth Cuyubamba Garcia

Propoésito del estudio

El estudio tiene como objetivo determinar los valores de sus defensas (linfocitos
TH1) al inicio y al final del tratamiento antituberculoso.

En nuestro pais existe un ascenso gradual en las formas resistentes de tuberculosis
pulmonar, y hasta el dia de hoy no se ha podido entender porque algunos individuos
son mas susceptibles a crear resistencia a los tratamientos antituberculosos.

Se ha observado en algunos estudios que los pacientes con tuberculosis pulmonar
multidrogorresistente presentan una disminucion o supresion de unas células de
defensa, pero aun esta evidencia es controversial.

Procedimiento

Si usted acepta participar en este estudio se le tomara una muestra de sangre de
5ml del antebrazo, al momento del diagnéstico de tuberculosis pulmonar y al dia
siguiente de la ultima dosis del tratamiento, para ver los valores de sus defensas y
las sustancias que las controlan. La recoleccion de la muestra la realizara personal
de laboratorio debidamente entrenado.

Riesgos

La toma de muestra de sangre es un poco incomoda debido al pinchazo, y puede
gue le ocasione un pequefio hematoma (moretdn) el cual desaparecera con los
dias. Ademas, existe un riesgo muy pequefio de que se le pueda infectar si no se
mantiene la higiene adecuada.

Beneficios

Ud. se beneficiara de conocer los valores sanguineos de sus defensas y de las
moléculas que controlan su funcion. Se le informara de manera personal y
confidencial los resultados que se obtengan de los exdmenes realizados.

Costos

Los costos de los examenes seran cubiertos por el estudio y no le ocasionaran
gasto alguno.

Privacidad en el resultado



Los resultados obtenidos en este estudio seran mantenidos en estricta reserva y
solamente seran manejados por el personal responsable del estudio.

Participacion voluntaria

Ser&a Ud. la persona quien decida su participacion o no en esta investigacion. Usted
podra retirarse de la investigacion en cualquier momento sin dafio alguno.

Si tuviera alguna duda adicional o preguntas sobre los aspectos éticos del estudio
por favor preguntar al personal del estudio o llamar a la Dra. Janeth Cuyubamba
Garcia Maria al teléfono 984 165 142 o al correo electrénico:
janeths_cg@hotmail.com

Una copia de este consentimiento informado le sera entregada.

Declaracion voluntaria del participante

Yo, de afos de
edad, con DNI No. luego de haber leido y entendido el
contenido de este documento, ACEPTO participar en este estudio y que la muestra
de sangre tomada sea utilizada y analizada durante esta investigacion, confirmando
mi participacion mediante la firma de este documento en presencia de la persona
guien obtiene el consentimiento.

Nombres y apellidos Fecha y hora
participante
Nombres y apellidos Fecha y hora

testigo (si el participante es
analfabeto)

Nombres y apellidos Fecha y hora
investigador



