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INTRODUCCION

El resurgimiento de la tuberculosis en todo el mundo, ha
intensificado la investigacién para examinar la defensa del
huésped y los mecanismos patogénicos que operan en la
infeccién por Mycobacterium tuberculosis. Hasta ahora,
no existen métodos confiables para detectar una infeccién
latente y atin en pacientes con tuberculosis activa puede no
estar confirmada la infeccién!.

En la siguiente revisién se analiza el conocimiento
actual de la respuesta del huésped a la infeccién, haciendo
énfasis en el papel de los macréfagos, las células T, la red
de citoquinas y quimioquinas con relacién a una respuesta
inmune protectora. Se describen los mecanismos median-
te los cuales M. tuberculosis es capaz de evitar o sobrevivir
alos mecanismos de defensa del huésped. A continuacién,
se discuten los estudios que recientemente han buscado
correlatos de respuesta inmune protectora en sujetos sa-
nos, lo que es indispensable para tratar de establecer el
diagndstico de infeccién tuberculosa y en un futuro, medi-
das de eficacia.

* Jefa del Departamento de Epidemiologia de Campo de
Enfermedades Infecciosas, INER.
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RESPUESTA INMUNE A M. tuberculosis

La historia natural de la tuberculosis es compleja. La infec-
cién primaria ocurre en personas sin inmunidad especifica,
generalmente nifnos sanos y adultos jévenes quienes no
habian estado anteriormente expuestos a M. tuberculosis.
La adolescencia es la edad de mayor riesgo. La enfermedad
primaria se desarrolla dentro de los primeros cinco anos de
la infeccién inicial, la cual estimula inmunidad especifica,
demostrada por el surgimiento de una respuesta cutanea
positiva al derivado proteico purificado de tuberculina.
Aunque los sintomas de enfermedad primaria pueden ser
pocos, ladeteccién tempranay el tratamiento son importan-
tes para prevenir el desarrollo de complicaciones inmedia-
tas, las cuales pueden resultar en un elevado riesgo de
morbimortalidad y, para prevenir también la diseminacién
de la infeccién posterior a la reactivaciéon de la enfermedad.
Con el avance en el conocimiento de la respuesta inmune a
la infeccién primaria, aumenta también la probabilidad de
tener vacunas en el futuro?.

La habilidad de M. tuberculosis para mantener una
infeccidn crénicay causar enfermedad en un subgrupo
de aquellos sujetos infectados, depende de sus produc-
tos —factores de virulencia— que capacitan al micro-
organismo para entrar y sobrevivir indefinidamente
dentro de las células fagociticas mononucleares por
subvertir los mecanismos celulares antimicrobianos®.

La respuesta a la infeccidon por micobacterias es el
ejemplo clasico de una respuesta inmune mediada por
células a un parasito intracelular facultativo®.

Las micobacterias, dentro de las células fagociticas, son
capaces de evadir la respuesta humoral y mantener viabili-
dad por largos periodos de tiempo. Las células T toman
parte en la activacién y regulacién de los macréfagos v,
subsecuentemente en el control del crecimiento mico-
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bacteriano. La respuesta TH1 que constituye la respuesta
inmune protectora a M. tuberculosis, se encuentra controla-
da por interleuquina-1 e interleuquina-12, mediada por
células T CD4 secretando interleuquina-2 e interferén
gamma-interferén (IFN-y), probablemente, algunas células
T CD4 se diferencien y conviertan en células T de memoria
de larga vida, expresando un fenotipo de memoria.

En la inmunidad antimicobacteriana estan implicados
diferentes grupos de células T incluyendo las células T CD4
alfa/beta, las células T CD8 alfa/beta y las células T
gamma/delta. Ambos, los fagocitos y los microorganismos
sintetizan proteinas con el fin de facilitar su sobrevida®. Los
datos recientes muestran una fuerte correlacién entre la
produccién de gamma interferén (TNF-a) en las células T
gamma/delta y la manifestacién de tuberculosis pulmonar
primaria, lo cual es consistente con la hipdtesis de que estas
células tienen un efecto inmune protector en la infeccién®.

Las células T CD8, han mostrado ser protectoras en
contra de M. tuberculosis en el ratén. Los datos obtenidos
por experimentacién sugieren que el modo primario de
acciéon de estas células es la secrecién de citoquinas, més
que una actividad litica directa de las células CD8”. Su
accién es prolongar la sobrevida del huésped infectado.

La respuesta inmune controla, pero no elimina al paté-
geno. La falta de una respuesta inmune apropiada da
como resultado una tuberculosis aguda activa. En la
mayoria de los casos de infeccién por M. tuberculosis, el
individuo permanece asintoméatico y no infeccioso. Esta
latencia clinica a menudo se extiende durante toda la vida
del individuo. Sin embargo, la reactivacién de la infeccién
latente puede ocurrir en respuesta a perturbaciones de la
respuesta inmune, produciendo enfermedad activa. La
infeccién por virus de lainmunodeficiencia humana (VIH),
la diabetes mellitus, el tratamiento con corticosteroides, el
envejecimiento y el abuso de drogas u alcohol, aumentan
el riesgo potencial de reactivacion de enfermedad latente.

M. tuberculosis persiste en los macréfagos dentro de un
granuloma enlos huéspedes infectados. El granuloma consis-
te en macrdéfagos v células gigantes, células T, células B y
fibroblastos. En las infecciones latentes, se desconoce el
estado de actividad de la bacteria dentro del granuloma o
tubérculo. El microorganismo puede estar en un estado
inactivo sin replicarse, replicAndose activamente pero limita-
do por la respuesta inmune, o metabdlicamente alterado con
ciclosreplicativos infrecuentes o limitados. La alteracién dela
respuestainmune puederesultarenlareactivaciényreplicacién
del bacilo, con necrosis y dafio al tejido pulmonar. La
respuesta inmune es capaz de prevenir la enfermedad activa
en la mayoria de las personas, pero no elimina la infeccién.
El microorganismo ha desarrollado mecanismos para evadir
la respuesta inmune mediada por células. Una de las estrate-
gias en la generacién de vacunas es poder incrementar la
respuesta inmune natural producida por M. tuberculosis.

Funciones antimicobacterianas efectoras de los
macroéfagos

La siguiente revisién esté basada en la realizada por Flynn
y colaboradores®. Ahora, se discutira la informacién que se
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ha generado sobre los mecanismos bajo los cuales las
células eliminan o inactivan patégenos.

Los fagocitos mononucleares constituyen un compo-
nente antimicrobiano muy potente de la inmunidad me-
diada por células.

Fusion fagolisosomal

El lisosoma es un organelo vacuolar complejo de la via
endocitica tardia. Dentro del lisosoma existen enzimas
hidroliticas potentes capaces de degradar todo un rango
de macromoléculas, incluyendo microbios. Estas enzimas
actian 6ptimamente en un pH éacido, a condicién de
encontrarse dentro de un medio intralisosomal. Ellisosoma
es, de hecho, el 6rgano més acido en las células animales,
siendo su pH de 4.5-5.0. Este medio acido es mantenido
por la bomba de protones dependiente de ATP, las H*-
ATP-asas vacuolares®1.

Por su capacidad de producir cantidades significativas
de amoniaco, el bacilo tuberculoso puede evadir el am-
biente téxico dentro de la vacuola lisosomal, inhibiendo el
fagolisosoma y disminuyendo la potencia de las enzimas
intralisosomales via la alcalinizacién. Dos enzimas que
pertenecen al metabolismo del amoniaco, la ureasa
micobacteriana y la glutamino-sintetasa, han sido asocia-
das a la interrupcién de la fusién fagolisosomal v a la
sobrevida micobacteriana!!2.

Mecanismos antimicobacterianos basados en

radicales libres. Oxidos de nitrégeno (sintetasa de
6xido nitrico)
La elevada produccién de 6xido nitrico (NO) por los
macréfagos activados es un mecanismo antimicrobiano
potente. Estos fagocitos, bajo la activacién por agentes
apropiados tales como el gamma interferén y factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), generan NO e intermediarios
reactivos de nitrdgeno (RNI-relacionados) via sintetasa de
oxido nitrico (NOS2) usando L-arginina como sustrato. La
actividad de estos 6xidos de nitrégeno téxicos en la defensa
del huésped ha sido bien documentada, tanto in vitro como
in vivo, particularmente en el sistema murino'®*. En el
ratén, los RNI juegan un papel protector en la infeccién
tuberculosa aguda v crénica persistente. Se ha detectado
inmunohistoquimicamente un elevado nivel de expresién
de NOS2 en macréfagos obtenidos por lavado pulmonar
alveolar de individuos con tuberculosis pulmonar activa.
Ademas, se ha observado que el nivel de NO exhalado
aumenta en los pacientes con tuberculosis!>1°.

Especies reactivas de oxigeno

El papel del oxigeno téxico (ROI) en el control de la
infeccién micobacteriana permanece en controversia ya
que no se ha confirmado su habilidad para matar a M.
tuberculosis!’1°. Ademas, las micobacterias son capaces
de evadir su efecto téxico de diferentes maneras. Por
ejemplo los componentes micobacterianos lipoarabi-
nomanan (LAM) y el fenolicoglicolipido-I(PGL-I) son
potentes destructores de los radicales de oxigeno?®.
Asimismo, los sulfatidos micobacterianos interfieren con
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el mecanismo antimicrobiano dependiente de radicales
de oxigeno del macréfago.

Los receptores Toll-Like y la inmunidad innata en
tuberculosis

El descubrimiento de la familia de proteinas receptores Toll-
Like (TLR), en la respuesta inmune, ha ofrecido nueva luz
sobre el vinculo entre inmunidad innata e inmunidad
adaptativa. Hay evidencia que sugiere que los TLR juegan
un papel importante en la activacién de las células inmunes
por los patégenos, incluyendo M. tuberculosis. Brightbill y
colaboradores demostraron que la induccién de IL-12 y la
actividad promotora in vitro de NOS2 por la lipoproteina
micobacteriana 19kDa es dependiente del TLR2 humano?!.
Asi, pareciera que M. tuberculosis puede actuar via TLR2 y
TLR4 humanos, a través de un ligamento especifico?.

Citoquinas

Interleuquina-12 (IL-12) (Macréfagos)

El control inmunolégico de la infeccién por M. tuberculosis
esta basado en una respuesta de células T tipo 1(TH1). La
producciéon de IL-12 es inducida —después de la fagocitosis
de M. tuberculosis—, porlos macréfagosy células dendriticas,
las cuales desarrollan una respuesta TH1 con produccién de
[FN-y?324, La importancia de IL-12, en el control de la
infeccién por M. tuberculosis se puede observar en el ratén
deficiente del gene-1L-12p40. Cuando estos ratones se infec-
tan, muestran una carga bacteriana importante y una dismi-
nucién del tiempo de sobrevida enrelacién conlosratonesdel
grupo control. Esto probablemente se debe a una reduccién
sustancial en la produccién de IFN-y. Los humanos con
mutaciones en los genes IL-12p40 o en el receptor de IL-12
presentan una disminucién en la produccién de IFN-yen las
células T y son mas susceptibles a la diseminacién de BCGy
a las infecciones por M. avium, aunque no a la de M.
tuberculosis?. Existe evidencia de que la DNA-IL-12 podria
reducir sustancialmente el nimero de bacterias en el ratén
con una infeccién tuberculosa crénica, sugiriendo que la
induccién de esta citoquina pudiera ser un factor importante
en el disefio de una vacuna antituberculosa®.

Gamma-interferén (IFN-y)

El gamma interferén (IFN-y) es clave en el control de la
infeccién por M. tuberculosis. Esta citoquina es producida
por las células CD4 y CD&?% durante la infeccién
tuberculosa y por las células citocidas naturales (NK).
Recientemente, se ha reportado la produccién de IFN-y
dependiente de IL-12 en los macréfagos alveolares infec-
tados con micobacterias. El raton deficiente en IFN-y
(knock-out, GKO) es més susceptible a M. tuberculosis
virulentos®. Los individuos con deficiencias en los genes
del IFN-y o del receptor del IFN-y estan en riesgo de
padecer infecciones micobacterianas graves, incluyendo a
M. tuberculosis. El efecto de la falta IFN-y es el crecimiento
sin control del bacilo en los érganos del ratén GKO, y
aunque se forman granulomas, éstos se vuelven rapida-
mente necréticos. En estos ratones la activacién de los
macréfagos es defectuosa y la expresion de NOS2 es baja,
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factores que posiblemente contribuyan en gran medida a
la susceptibilidad®'.

Aunque la produccién de IFN-ysola es insuficiente para
el control de lainfeccién por M. tuberculosis, se requiere de
esta citoquina para tener una respuesta protectora a este
patégeno. El IFN-y es producido tanto por sujetos PPD
positivos sanos como por enfermos. Si bien, la produccién
de IFN-y puede variar mucho entre sujetos y algunos
estudios sugieren que los niveles de IFN-y estan disminui-
dos en pacientes con tuberculosis activa®?% la medicién
nada més de esta citoquina puede no ser un correlato
confiable de respuesta inmune protectora. De hecho, un
estudio reciente mostré que M. tuberculosis puede impedir
alos macréfagos responder adecuadamente al [IFN-y. Esta
capacidad de M. tuberculosis para limitar la activacién de
los macréfagos por el IFN-ysugiere que la cantidad de IFIN-
y producida por las células T, no es tan predictiva del
resultado como lo es la habilidad de las células para
responder a esta citoquina.

Interleuquina-4
La presencia de respuesta TH2 y de IL-4 en tuberculosis
esta sujeta a alguna controversia. M. Tuberculosis, es un
potente inductor de IL-12 y por lo tanto la respuesta de
IFN-y es detectada siempre en huéspedes infectados. Sin
embargo, la deteccién de IL-4 es variable v aunque algu-
nos reportes indican que existen varias respuestas TH2 en
la enfermedad tuberculosa®, esto no ha sido demostrado.
Existe una respuesta inmune TH1 deprimida, pero sin
incremento en unarespuesta TH2 en células mononucleares
sanguineas periféricas (PBMC) de pacientes tuberculosos.
La elevada expresién de IFN-y se detecta en granulomas
dentro de nédulos linfaticos de pacientes con linfadenitis
tuberculosa, pero sélo se ha detectado una pequena
cantidad de IL-4 mRNA3!. Estos resultados y otros indican
que al parecer en humanos no existe una respuesta TH2
aso-ciada a la tuberculosis, no obstante que se ha observa-
do este tipo de respuesta para L. Major. En el ratén BALB/
¢, mas susceptible que el ratén C57BL/6 a M. tuberculosis,
no se produce unarespuesta TH2 consistente, atin cuando
su resistencia pueda estar aumentada por IL-12 exdgena.
No se ha observado tampoco un cambio a una respuesta
TH2 enlosratones GKO o IL-12p40-deficientes infectados
con M. tuberculosis. Estos datos sugieren que la ausencia
de unarespuesta TH1 a M. tuberculosis no necesariamen-
te promueve una respuesta TH2, y que es la deficiencia de
IFN-y la que evita el control de la infeccién y no la
presencia de IL-4 u otras citoquinas TH2. En un estudio de
expresion de genes de citoquinas en los granulomas de
pacientes con tuberculosis avanzada mediante hibridizacién
in situ, IL-4 fue detectada en 3/5 pacientes, pero nunca en
ausencia de expresion de IFN-y?. Los granulomas exami-
nados en este estudio corresponden a pacientes con enfer-
medad tuberculosa avanzada y representan esencialmen-
te un fracaso del sistema inmune para contener la infec-
cién. La presencia o ausencia de IL-4 no se correlaciona
con un resultado de mejoria clinica o en diferencias en las
etapas del granuloma o en su patologia®!.

Rev Inst Nal Enf Resp Mex



Respuesta inmune a la infeccién por Mycobacterium tuberculosis

Factor de necrosis tumoral alfa

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se requiere para
generar la respuesta granulomatosa y para una inmunidad
mediada por células efectiva. Sin embargo, en grandes
cantidades, puede producir fiebre, pérdida de peso, debi-
lidad muscular y necrosis en los pulmones.

En modelos animales, la ausencia de TNF-a impide
cualquier control del crecimiento de M. tuberculosis. La
eliminacién intracelular de M. tuberculosis estd mediada
por la produccién de acido nitrico inducida por el TNF-q;
sin esta induccién M. tuberculosis crece sin control. Sin
embargo el exceso del TNF-a puede ser, como ya se dijo,
en extremo danino. Sien el modelo de experimentacién el
animal recibe una dosis grande de este factor, el animal
muere. El andlisis histopatol6gico muestra inflamacién
pulmonar tan grave que, atin cuando las micobacterias
hayan sido eliminadas, el dafo al huésped debido a
inflamacién no regulada ocasiona la muerte.

M. tuberculosis induce la secrecién de TNF-a por los
macrdéfagos, las células dendriticas v las células T. Esta
citoquina se requiere para el control de la infeccién aguda
por M. tuberculosis. En el ratén deficiente de TNF-a o del
receptor 55-kDa del TNF, la infeccién por M. tuberculosis
resulta en muerte y con cargas bacterianas muy grandes en
comparacién con el ratén control®>3¢, La importancia de
TNF-a en el control de la infeccién micobacteriana es
atribuida a la activacién del macréfago. El TNF-a en
sinergia con el IFN-y inducen la expresién de NOS2%. La
expresién deNOS2 enlos granulomas de ratones TNFRp55-
deficientes se retrasa en respuesta a la infeccién por M.
tuberculosis, aunque este mismo retraso no ha sido obser-
vado en el ratén TNF-a-deficiente.

Se ha investigado el papel de TNF-a en la formacién de
granulomas. En modelos murinos, en ausencia de TNF-a
o del receptor TNF 55-kDa, la respuesta granulomatosa es
deficiente después de la infeccién aguda por M. tubercu-
losis. Los granulomas que se forman estan desorganiza-
dos, con pocos macréfagos epitelioides activados;
dificultdndose asimismo lalocalizacién de los linfocitos con
los macréfagos. El TNF-a afecta la migracién celular al
interior de los tejidos infectados por M. tuberculosis. El
TNF-a influye también en la expresién de las moléculas de
adhesién asi como en las quimioquinas y receptores de
quimioquinas y esto afecta la formacién de granulomas
funcionales en tejidos infectados. Los multiples mecanis-
mos mediante los cuales el TNF-a promueve la formacién
efectiva del granuloma y el mantenimiento y funcién del
mismo, deberan ser investigados en el futuro®..

El TNF-a ha sido también implicado en la respuesta
patolégica del huésped a la infeccién por M. tuberculosis y
es a menudo nombrado como un factor importante en la
destruccién mediada por el huésped del tejido pulmonar®®3°,
El tratamiento con talidomida en el ratén infectado con M.
tuberculosis, la cual disminuye laregulacién delas citoquinas
inflamatorias incluyendo el TNF-a y las interleuquinas IL-6
e IL-10, reduce el tamario de los granulomas en los pulmo-
nes sin producir un cambio en el niimero de bacterias*. Al
alterar el balance de TNNF-a en los pulmones conduce a un
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aumento de la necrosis vy de la patologia. Experimentos
recientes con BCG recombinante con expresién de TNF-a,
indican que altos niveles de TNF-a causan una inflamacién
destructiva. Sinembargo, el TNF-a no esindispensable para
la necrosis del tejido pulmonar, ya que la infeccién en
ratones deficientes en TNF-a o en el receptor TNF resultan
en necrosis asociada con altas cantidades de bacterias.
Los resultados de un estudio en un modelo murino de
tuberculosis crénica persistente sugieren que el TNF-a
juega un papel que limita la patologia del pulmén. Los
ratones con una carga bacteriana estable, seis meses
después dela infeccién por M. tuberculosis fueron tratados
con anticuerpos anti-TNF-a. La neutralizacién de TNF-a
resulté en una mortalidad de 100%. La cantidad de
bacterias en los pulmones del ratén tratado con anticuerpos
anti-TNF aumentd, pero no a los niveles predichos como
letales en el modelo, v luego se estabilizaron, sugiriendo
gue Unicamente el nimero de bacterias no es responsable
de la mortalidad. El examen histolégico revelé que los
pulmones del ratén TNF-a-neutralizado mostraban pato-
logia grave, con granulomas desorganizados, infiltracién
celular difusa, exudados alveolares y en algunos casos,
metaplasia escamosa, la cual es una respuesta patolégica
alainflamacién crénica®. Esta inmunopatologia aberrante
cuando no hay TNF-a, sugiere que esta citoquina contri-
buye a limitar la respuesta patolégica en la tuberculosis y
que modula la respuesta inflamatoria en esta infeccién. Se
ha sugerido también un papel antiinflamatorio del TNF-a
durante la infeccién por Corynebacterium parvum, en la
cual unratén TNF-a-deficiente responde ala infeccién con
inflamacién severa y muerte*. Los papeles del TNF-a en
la proteccién e inmunopatologia dela infeccién tuberculosa
son multiples y complejos. Aunque existen datos limitados
del papel de esta citoquina en la tuberculosis humana, un
reporte reciente mostré que un paciente sometido a trata-
miento con anticuerpos anti-TNF-a por artritis reumatoide,
desarroll6 diseminacién fatal de la enfermedad®.

Interleuquina-10

En contraste con el TNF-q, la interleuquina-10 (IL-10) es
generalmente considerada como primariamente
antiinflamatoria. Esta citoquina, producida por macréfagos y
células T durante la infeccién por M. tuberculosis, posee
propiedades desactivantes de macréfagos, incluyendo la
alteracién de la produccién de IL-12, la cual a su vez
disminuye la produccién de IFN-y por las células T. Los
macréfagos de pacientes tuberculosos son supresores de la
proliferacién de las células T in vitro, v la inhibicién de IL-10
revierte parcialmente esta supresién®. La IL-10 inhibe direc-
tamente las respuestas de los linfocitos T CD4, asi como
también la presentacién de antigenos por las células infecta-
das con micobacterias (APC)*. Estudios recientes sugieren
quelL-10puedeactuaren contradelaspropiedades activantes
del macréfago por parte del IFN-y, sin embargo los ratones
con deficiencia de IL-10 fueron igualmente susceptibles a la
infeccién aguda por M. tuberculosis, comparados con el ratén
control. Elpapeldelall-10 enlarespuestainmune protectora
esté en espera de experimentacién posterior.
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Interleuquina-6

La interleuquina-6 (IL-6), tiene multiples papeles en la res-
puesta inmune, incluyendo inflamacién, hematopoyesis vy
diferenciacion de las células T. Se ha reportado un papel
potencial de la IL-6 en la supresién de la respuesta de las
células T*. En este estudio, los macréfagos BCG-infectados
fueron incapaces de estimular las respuestas de células T aun
antigeno no relacionado y este efecto pudo ser revertido
parcialmente por la neutralizacién delaIL-6. Después de una
infeccién con dosis bajas de aerosol, se observé un aumento
temprano en la carga pulmonar, asi como la disminucién de
laproduccién de IFN-yen los ratones IL-6-deficientes compa-
rados con los ratones control, sugiriendo que la IL-6 es
importante en la respuesta innata inicial al patégeno. Unavez
que la inmunidad adquirida se desarroll, los ratones IL-6-
deficientes controlaron y sobrevivieron a la infeccién. La
respuesta de memoria a un reto en aerosol virulento también
se conservd intacta en el ratén IL-6- deficiente®.

El ratén IL-6-deficiente sucumbe a la infeccién con una
dosis alta de bacilos de M. tuberculosis. En este caso, se
considera que la respuesta innata defectuosa podria haber
sido rebasada por el gran nimero de bacterias introduci-
das en los pulmones?®.

Factor transformador de crecimiento TGF-f3

Se ha implicado a esta citoquina antiinflamatoria en la
supresion de las células T en pacientes con tuberculosis®’.
La TGF-f esta presente en las lesiones granulomatosas de
estos pacientes y es producida por monocitos humanos
después de la estimulacién con M. tuberculosis o
lipoarabinomannann®%°. Se ha reportado que inhibe la
respuestade células T a M. tuberculosis y también participa
en la desactivacion del macréfago al inhibir la produccién
de NOS2 inducida por IFN-y?%5!, La regulacién de esta
citoquina es muy compleja y ocurre a varios niveles. No se
ha probado directamente el papel de la TGF-f in vivo en
la proteccién o patologia en la tuberculosis.

Células T

M. tuberculosis es un ejemplo clasico de un patégeno para
el cual la respuesta protectora esta basada en la inmunidad
mediada por células. Esto se debe principalmente a que el
microorganismo vive dentro de las células, usualmente los
macréfagos. Para controlar y eliminar la micobacteria se
requiere por lo tanto de los mecanismos efectores de las
células T. La investigacién se ha enfocado principalmente a
la respuesta de las células T CD4 a la tuberculosis, pero
recientemente ha habido un interés creciente en las células
T CD8. En el modelo murino, alasemanadela infeccién por
un M. tuberculosis virulento, se eleva el nimero de células
activadas T CD4* y T CD8* en los nédulos linfaticos que
drenan a pulmén®. Entre dos a cuatro semanas posinfeccion
ambos tipos de células T CD4* y T CD8* migran a los
pulmones y muestran un fenotipo memoria/efector (CD44"
y CD45° CD62L); aproximadamente, 50% de estas células
son CD69*3, Esto indica que las células T activadas migran
al sitio de infeccién y que estén interactuando con las células
presentadoras de antigenos (APC). El granuloma tuberculo-
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so contiene ambos tipos de células T CD4 y T CD8 que
probablemente tratan de contener la infeccién dentro del
granuloma y prevenir la activacién®.

Células T CD4

M. tuberculosis reside primariamente en una vacuola dentro
delmacréfago. Lapresentacién de antigenos micobacterianos
de tipo antigenos de histocompatibilidad mayor (MHC)
clasellalas células T CD4+ es un resultado de la infeccién®®.
En modelos murinos se ha demostrado por deplecién de
anticuerpos de las células T CD4%, por transferencia
adoptiva® oporelusoderatones con alteraciones genéticas®,
que se requiere del subgrupo de linfocitos T CD4 para
controlar la infeccién tuberculosa. Estas células son de las
mas importantes en la respuesta protectora en contra de M.
tuberculosis. Se ha demostrado, sobre todo en pacientes
con infeccién con VIH, que la pérdida de las células T CD4+*
aumenta importantemente la susceptibilidad a la tuberculo-
sis aguda o de reactivacién. De hecho, los sujetos VIH*
PPD* tienen un riesgo anual de desarrollar tuberculosis
activa de 8-10%, en comparacién con el riesgo de por vida
de 10% en pacientes PPD*, VIH- .

Numerosos estudios indican que las células T CD4* de
sujetos infectados producen IFN-y en respuesta a una
amplia variedad de antigenos micobacterianos. La funcién
efectora principal de las células T CD4 es la produccién de
IFN-y y posiblemente de otras citoquinas, suficientes para
activar macréfagos, los cuales pueden controlar o eliminar
a los microorganismos intracelulares. En los ratones con
MHC clase Il-deficientes o CD4-deficientes, los niveles de
IFN-y disminuyen severamente en etapas tempranas de la
infeccién®!. Sin embargo, tres semanas después los niveles
promedio de IFN-y en pulmones son similares a los obser-
vados en ratones control, junto con células T CD8+ que
contribuyen sustancialmente a la produccién de IFN-y. Los
ratones no pueden, sin embargo, ser rescatados por esta
produccién tardia de IFN-y y sucumben a la infeccién. La
expresion de NOS2 por los macréfagos también se retrasa
en los ratones deficientes en células T CD4*, pero retorna a
los niveles del ratén control en conjuncién con la expresién
del IFN-y?. Estos hallazgos fueron aplicados a un modelo
murino de infeccién por M. tuberculosis crénica persisten-
te%?. Ratones infectados con una dosis baja de M. tubercu-
losis son tratados con un anticuerpo anti-CD4 iniciando seis
meses posteriores a la infeccién. La deplecién de células T
CDA4 resultante causa una rapida reactivacion de la infec-
cién y los ratones fallecen con cargas bacterianas muy altas
enlos pulmones. Los niveles globales de IFN-yson similares
en los pulmones de los ratones con deplecién de células T
CD4" y en el grupo control (tratados con IgG), debido a la
produccién de IFN-y por los linfocitos CD8*. No hay un
cambio aparente enla produccién deNOSZ2 por el macréfago
0, en su actividad en el ratén con deplecién de células T
CD4+. Esto indica que existen mecanismos IFN-y y NOS2
independientes, pero células T CD4*-dependientes en el
control de la tuberculosis. La mayoria de los estudios se han
orientado a la produccién del IFN-y por las células T CD4+*
en respuesta a los antigenos micobacterianos, pero otras
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funciones de las células T CD4* son probablemente impor-
tantes en la respuesta protectora, la cual puede ser entendi-
da como un correlato de la inmunidad v como objetivo del
disefio de vacunas.

Moléculas presentadoras de antigenos MHC clase-
I, clase-1l y CD1

Se ha manejado que existe un papel de las células T CD4*
enactivar o madurar las células presentadoras de antigenos
(APC) en varios sistemas. La importancia de las células T
CD4+* sobre la accién y mantenimiento de las células T
CD8 efectoras asi como las funciones de memoria han sido
demostradas en modelos virales y pueden ser dependien-
tes de la interaccién CD40-CD40L entre las células CD4*
y APC6365,

Estudios recientes sugieren la importancia de las células
T CD4 enlarespuestainmune ala tuberculosis. Es conocido
el papel de las células T CD4* en el desarrollo de una
adecuada respuesta de las células B. Las células T CD4+
pueden producir una multitud de citoquinas ademas del
IFN-y, incluyendo IL-2. Es probable que la produccién de
citoquinas por células T CD4* en un determinado momento
o en estrecha proximidad al macréfago o a otras células, sea
importante para controlarla infeccién®®’. La lisis o apoptosis
de células infectadas por células T CD4* puede también
jugar un papel en el control de la infeccién®¢’. Las células
T CD4* humanas pueden producir perforina y granzima,
aunque estas moléculas parecen no participar en la muerte
bacteriana. Los efectos de la apoptosis inducida por TNF-a
sobre la viabilidad de M. tuberculosis en macréfagos huma-
nos y de ratén es controvertida; algunos estudios reportan
nimeros reducidos de bacterias dentro de los macréfagos
despuésdelaapoptosis, y otros indican que este mecanismo
tiene escaso efecto antimicobacteriano®.

Los macréfagos infectados por M. tuberculosis parecen
tener disminuida su capacidad para presentar antigenos a
las células T CD4*, lo cual podria contribuir a la incapaci-
dad del huésped para eliminar una infeccién persistente.
La presentacién de ovalbimina a un hibridoma de células
T se reduce después de la infeccién de los macréfagos por
M. tuberculosis®.

Un mecanismo por el cual la infeccién por M. tuberculo-
sis podria inhibir el reconocimiento de los macréfagos por
las células T CD4+, es rompiendo la regulacién de la ex-
presion de las moléculas MHC clase 11 de la superficie ce-
lular. Reiner y colaboradores usaron un M. tuberculosis vi-
rulento y macréfagos humanos para demostrar claramente
que la reduccién més grande en la expresién de MHC clase
II ocurre cuando las células también se exponen a [FN-y™,
El efecto es dependiente de la multiplicidad de infeccién
(MQI) y el bacilo muerto es mucho menos efectivo que los
bacilos vivos para reducir la presentacién de antigeno. Otro
APC, la célula dendritica, tiene constitutivamente altos
niveles de MHC clase II. La infeccién de estas células con M.
tuberculosis no resulta en una expresién reducida de MHC
clase-II de la superficie celular?®”!, Es por lo tanto, menos
probable que la infeccién con M. tuberculosis afecte la
activacién de las células T CD4*, que es una funcién
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primaria de las células dendriticas in vivo. Esto se apoya en
el hecho de una fuerte respuesta de células T CD4+ a la
infeccién por M. tuberculosis. Otro mecanismo mediante el
cual la APC contribuye a la estimulacién defectuosa de
células T puede ser la produccién de citoquinas, incluyendo
TGF-B¥%, IL-6%46 o IL-10°. La produccién de estas cito-
quinas por macréfagos infectados puede afectar directa o
indirectamente la proliferacién y funcién de células T. Se
observa claramente una respuesta sustancial de células T
CD4+ en pacientes infectados con M. tuberculosis. En
resumen, lo inadecuado de esta respuesta para la elimina-
cién de las bacterias puede ser parcialmente a nivel del
reconocimiento vy activacién de los macréfagos infectados.
M. tuberculosis interfiere en la modulacién de presentaciéon
de antigenos para evitar la eliminacién por las células T.

Células T CD8+

Aunque los bacilos de M. tuberculosis han sido observados
en el citoplasma’?, la mayoria de los investigadores conside-
ran que estos microorganismos usualmente residen dentro
de unavacuola. Ya que la presentacion MHC clase-I es més
eficiente con los antigenos citoplasmicos, el posible papel de
las células T CD8* en la respuesta inmune a M. tuberculosis
recibié poca atencién durante muchos afos.

Un obstaculo en el estudio de células T CD8+ ha sido
el aislar células T CDS8 citoliticas (CTL) especificas de
humanos infectados por M. tuberculosis. En afios recientes
se aislaron células T CD8" especificas para antigenos
micobacterianos de huéspedes infectados o generados por
inmunizacién’>74. Aunque se ha demostrado la presencia
de estas células, el reconocimiento de células infectadas
con M. tuberculosis por células T CD8+, el objetivo
relevante in vivo, no ha sido reportado. Ya que la activa-
cién de respuestas CTL puede ocurrir en células infectadas
oen células dendriticas que captan fragmentos apoptdticos
de macréfagos infectados”, la mera presencia de células T
CD8* especificas para un antigeno micobacteriano en un
huésped infectado no demuestra que estas células puedan
reconocer células infectadas in vivo. Para ser efectivas las
células T CD8™ necesitan responder a macréfagos infecta-
dos o con secrecién de IFN-y, o con respuestas citotéxicas;
por lo tanto, es necesario demostrar este reconocimiento
por las células T CD8* especificas para un antigeno
micobacteriano definido. Estudios recientes en ratones
han demostrado que las células T CD8* migran a los
pulmones con una cinética similar a la de las células T
CD4* después de la infeccién tuberculosa’. Estas células
son capaces de producir IFN-y, y lisar macréfagos infecta-
dos. Las células T CD8" en infecciones micobacterianas
estan cléasica o no clasicamente restringidas.

Células T CD8+ MHC clase I-restringidas

Las células T CD8* MHC clase-I de ratény células humanas
infectadas con M. tuberculosis o inmunizadas con BCG
reconocen varios antigenos incluyendo 38-kDa’’, 65-kDa
(que se produce en gran cantidad en condiciones negativas
de cultivo, tales como la elevada temperatura)’® y 19kDa’.
Recientemente en humanos vy, en lineas especificas de
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células T CD8* MHC clase-I-restringidas para tres antigenos
diferentes, se demostré6 que estas células reconocen
macréfagosinfectadosy enrespuesta producen IFN-yy lisan
las células. Aunque uno de los antigenos identificados fue el
Ag85, una proteina secretada, las otras lineas celulares de
células T CD8* reconocieron antigenos citopldsmicos. Los
estudios que incluyen antigenos reconocidos por células T
CD8* de huéspedes infectados sin tuberculosis activa, ofre-
cen candidatos atractivos para generacién de vacunas y
apoyan la nocién de que las respuestas de células T CD8~*
asi como de células T CD4*, deben ser estimuladas para
obtener una inmunidad protectora.

Se desconocen los mecanismos mediante los cuales las
proteinas micobacterianas ganan acceso a las moléculas
MHC clase-1. En general, es necesario el acceso del antigeno
al citoplasma celular para su procesamiento y transporte a
la luz del reticulo endoplasmico para la presentacién por las
moléculas MHC clase-I. Los bacilos en los macréfagos se
han encontrado fuera del fagosoma 4-5 dias después de la
infeccién, perola presentacién de antigenos micobacterianos
por los macréfagos infectados a las células T CD8 pueden
ocurrir tan temprano como 12 horas después de lainfeccion,
aunque el reconocimiento del blanco-objetivo mejora con el
tiempo®. Dos reportes ofrecen evidencia de un poro o
fractura inducido por las micobacterias en la membrana
vesicular que rodea al bacilo y que pudiera permitir al
antigeno micobacteriano entrar al citoplasma de la célula
infectada. Lainfeccién por M. tuberculosis delos macréfagos
facilita la presentacién de MHC clase-I de ovalbimina
soluble, indicando que este antigeno penetra en losfagosomas
a través del acceso al citoplasma inducido por M. tubercu-
losis®!. Este efecto fue dependiente del MOI asi como de la
virulencia relativa del microorganismo usado. El M. tuber-
culosis inactivado por calor o fijado no facilita la presenta-
cién de ovalbimina, sugiriendo que M. tuberculosis genera
activamente el poro en el fagosoma. En un modelo que
utilizé células vivas, la infeccién por BCG de macréfagos
facilité el transporte de moléculas por encima de 70-kDa del
citoplasma al interior de los fagosomas conteniendo bacte-
rias. Esto apoya la existencia de un poro presumiblemente
bidireccional inducido por una infeccién micobacteriana.
La bacteria puede usar este poro para obtener nutrientes o
para introducir moléculas téxicas dentro del citoplasma.
Una consecuencia puede ser la introduccién de una amplia
variedad de antigenos micobacterianos dentro del citoplas-
ma por procesamiento y presentacién por las moléculas
MHC clase-l.

Células T CD8+ no-clasicamente restringidas

Las moléculas CD1 son moléculas presentadoras de
antigenos no polimérficas; el Grupo-1 de moléculas CD1
incluyen CD1a, by ¢, mientras el Grupo Il incluye CD1d. Las
moléculas CD1 tienen similitud estructural con las molécu-
las MHC clase-I, con un puente no covalente de P2-
microglobulina en ambas moléculas. Sin embargo, el puen-
te de CD1 es mucho mas profundoy mucho més hidrofébico
que las moléculas MHC clases-1 y 1. Los CD1 presentan
lipidos v glicolipidos a las células T. Las células T CD1-
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restringidas son a menudo CD4-8- 0 CD8*, pero un estudio
reciente indicé que CD1 podria también presentar antigeno
alas células T CD4*. Actualmente, hay evidencia de que un
amplio repertorio de antigenos puede ser reconocido por las
células T.

El grupo 1 de moléculas CD1 parecen mostrar diferentes
compartimentos de la célula para la presentacién de
antigenos. CD1a no tiene una senal de localizacién en-
dosomal en su cola citoplasmica, mientras que CD1b y
CDlc si. CDla ha sido localizado primariamente en la
membrana plasmatica y en los endosomas tempranos??
CD1b fue encontrada principalmente en el endosoma tar-
dio, en los fagolisosomas y en los compartimentos MHC
clase II¥. En contraste, aunque CD1c fue observado en los
compartimentos endososomales, éste fue mucho més fuer-
temente expresado sobre la superficie celular®*®. Datos
recientes indican que los lipidos de la micobacteria dentro de
los fagosomas pueden ser transportados y exportados de la
célula en una vesicula endocitica y que ésta a su vez puede
ser tomada por las células para la presentacién a los linfo-
citos T#. Las diferencias, en la localizacién de CD1 pueden
ser importantes en determinar cuéles antigenos lipidos son
presentados por cada molécula, y asi, junto con la presen-
tacién de las moléculas MHC clase-1 y II, permitir una
presentaciéon completa de los antigenos micobacterianos
por las células T. Se necesita aclarar cuél es el papel de las
células CD1- restringidas en la respuesta inmune innata y
adaptativa. En estudios tempranos, las respuestas CD1-res-
trictivas a lipidos micobacterianos fueron generadas in vitro
delosPBMC de sujetos PPD* y PPD®86, Un estudio reciente
ofrecié6 la primera evidencia de una respuesta de memoria
de las células T a un antigeno CD1-restringido en sujetos
PPD* expuestos a M. tuberculosis. Los PBMC de estos
sujetos proliferaron a un glicolipido isoprenoide, en contras-
te a los PBMC de sujetos PPD- y esta proliferacién fue
inhibida poranticuerposanti-CD1¢?¥. Las funciones efectoras
de células CD8* CD1-restringidas incluyeron la produccién
de IFN-y y actividad citotéxica, pero el objetivo de estas
células in vivo pudiera no ser los macréfagos. Las moléculas
CD1 se encuentran habitualmente en las células dendriticas
in vivo®® aunque un bajo nivel de expresién sobre los macré-
fagos puede ser suficiente para permitir el reconocimiento
delas células T CD1-restringidas in vivo. Las células dendri-
ticas presentes en los pulmones pueden ser estimuladas por
células CD1-restringidas en el granuloma que pudieran
tener un efecto sobre los macréfagos infectados. Los datos
in vitro indican que las células dendriticas pueden ser infec-
tadas con M. tuberculosis 8 y quizé las células CD1-restrin-
gidas sirvan para monitorear este reservorio de infeccion.

Los datos sugieren que se requiere posterior investiga-
cién sobre el procesamiento y presentacién de antigenos
micobacterianos a las células CD8 para entender cuél es la
contribucién potencial de este subgrupo a la proteccién.

Funciones efectoras de células T CD8*

Existen al parecer dos funciones efectoras primarias de las
células T CD8 en la tuberculosis, la lisis de células infectadas
v la produccion de citoquinas, principalmente de IFN-y. Las
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contribuciones relativas de estas funciones en la infeccién
son desconocidas. El papel de este subgrupo celular en
controlar o, eliminar la infeccién es una pregunta importante
con respecto al disefio de una vacunacién efectiva o de
estrategias inmunoterapéuticas.

Se hareportado que las células T CD8* especificas para
antigenos antimicobacterianos de ratones y de humanos
producen IFN-y. El papel de IFN-y en las infecciones
micobacterianas es la activacién macrofagica y resulta
probable que las células T CD8 puedan participar en esta
funcién. Las células T CD8* de los pulmones de ratones
infectados son activadas para producir IFN-y y secretan
esta citoquina como ligando de la molécula del receptor de
la célula (TCR) o por interaccién con las células dendriticas
infectadas con M. tuberculosis®®®°. Sin embargo, a diferen-
cia de las células T CD4*, la produccién esponténea de
IFN-y por las células T CD8* es muy baja, sugiriendo que
la produccién de esta citoquina por las CD8 en los pulmo-
nes es limitada®!. Esto podria ser debido a senales inefica-
ces para la produccién de IFN-ypor APC infectados en los
pulmones. Un estudio indicé una modesta proteccién
transferida mediante células T CD8* que fue parcialmente
dependiente de la produccién de IFN-y. Aunque la impor-
tancia de la produccién de IFN-ypor células T CD8* en un
ratén inmunocompetente no ha sido probada.

La lisis de células blanco por las células CD8 puede
ocurrir via perforina y granzima o via Fas/FasL. La lisis
mediada por perforina es considerara un componente
importante de la respuesta celular de CD8 en las infeccio-
nes virales. No obstante, la presencia de células lisadas
conteniendo bacterias vivas capaces de sobrevivir
extracelularmente parece ser una contra-respuesta protec-
tora. Una hipétesis sugiere que los macréfagos infectados
por M. tuberculosis que son incapaces de eliminar los
organismos intracelulares debido ya sea a su activacién
defectuosa o a una infeccién masiva, podrian beneficiarse
al ser lisados y permitir asi la liberacién de las bacterias®.
Las bacterias liberadas podrian entonces ser captadas por
macréfagos activados dentro del granuloma y presumi-
blemente destruidos.

Hay evidencia de un papel mas directo de la CTL CD8*
en el control de la infeccién por M. tuberculosis. La lisis de
células dendriticas infectadas humanas y macréfagos por
células especificas CD8* CD1 y MHC clase-I restringidas para
antigenos de M. tuberculosis redujo el nimero de bacterias
intracelulares®. La muerte de bacterias intracelulares fue
dependiente de perforina. La perforina se requiri6 para for-
mar un poro, pero la molécula responsable de la muerte de
organismos intracelulares fue la granulisina, otra proteina
citotéxica®. La incubacién de M. tuberculosis con granulisina
sola fue suficiente para matar a los microorganismos. Un tra-
bajo reciente indica que un subgrupo de clones murinos
CD8* especificos que puede transferir un grado de protec-
cién in vivo pueden lisar macréfagos infectados via un me-
canismo mediado por perforina. A una razén elevada efector-
blanco (50:1), la lisis redujo el niimero de bacterias. La muer-
te micobacteriana fue dependiente de perforina y en una
menor extensién de la produccién de [FN-y.
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Las dudas acerca de la importancia relativa de la funcién
CTL de CD8*, en el control de la infeccién micobacteriana
surge de experimentos que indican que el ratén deficiente de
perforina, fue capaz de controlar la infeccién aguda por M.
tuberculosis. Sin embargo, datos recientes indican que las
células CD8*-perforina-deficientes estan hiperactivadas
sugiriendo un papel regulatorio de la perforina en el sistema
inmune. Ademas, en el ratén deficiente en perforina e
infectado por M. tuberculosis, se encontré un gran nimero
de células T CD8 en los pulmones rapidamente después de
la infeccién y se expresaron altos niveles de CD69 y CD25,
comparados con elratén salvaje®. Mas sorprendentemente,
se aumentd cuatro veces mas la produccién de [FN-yen los
pulmones por el subgrupo de células T CD8* que en el ratén
perforina-deficiente, sugiriendo que un efecto compensato-
rio protege al ratén perforina-deficiente de la infeccién
aguda. En un estudio reciente el ratén perforina-deficiente
sucumbié a la infeccién, pero tardiamente.

Migracién celular y formacién de granuloma
Unarespuesta inflamatoria exitosa del huésped en contrade
microbios invasivos, requiere de una coordinacién precisay
muchos elementos inmunolégicos. Un primer paso, es el
reclutamiento de las células intravasculares inmunes a la
proximidad del foco infeccioso y preparar la extravasacion.
Estaes controlada por moléculas de adhesiény las citoquinas.
Los ratones que tienen truncada la molécula 1 de adhesién
intracelular (ICAM-1), se muestran deficientes en la forma-
cién de granuloma, aunque no se impide el control de la
infeccién®. Las quimioquinas contribuyen a la migracién
celular vy localizacién, asi como al efecto de maduracién y
diferenciacién de las respuestas de células T°%°7. Algunas de
las dificultades en estudiar las respuestas de quimioquinas a
agentes infecciosos han sido debido a la carencia de mode-
los, particularmente en el sistema murino.

La funcién de las quimioquinas en la infeccién por M.
tuberculosis se han investigado de manera limitada. En
modelos murinos in vivo e in vitro, M. tuberculosis induce la
produccién de una variedad de quimioquinas®®. La infec-
cién in vitro de los macréfagos alveolares humanos induce
producciéon de quimioquinas; los monocitos, células de
nédulos linfaticos v de liquido de lavado broncoalveolar de
pacientes con tuberculosis pulmonar muestran niveles ele-
vados de un subgrupo de estas citoquinas en comparacién
con controles sanos. En las Tablas I, Il y III, se resumen los
resultados de los estudios presentados.

CORRELATOS DE RESPUESTA INMUNE PRO-
TECTORA A M. TUBERCULOSIS

Descripcion de estudios epidemiolégicos realizados
en contactos de pacientes con tuberculosis pulmonar
La respuesta TH1 que constituye la respuesta inmune
protectora a M. tuberculosis, se encuentra controlada por
interleuquina-1 e interleuquina-12, mediada por células T
CD4 secretando interleuquina-2 e interferén y, probable-
mente, algunas células T CD4 se diferencien y conviertan en
células T de memoria de larga vida, expresando un fenotipo
de memoria. Las células T CD8 prolongan la sobrevida del
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raténinfectadoy secretan interferén. De ahi que los estudios
que hanintentado establecer correlatos de respuesta protec-
tora hayan utilizado la induccién de la produccién de
gamma interferén (QuantiFERON) e interleuquinas me-
diante antigenos micobacterianos (Tabla V).

Se han utilizado distintos antigenos de M. tuberculosis
para inducir respuesta en sangre total. Se han empleado
filtrados de cultivo, fracciones de masa molecular baja,
fitohemaglutinina y principal y recientemente el antigeno
ESAT-6y CFP-10. Asimismo, se han utilizado antigenos de
M. avium, M. bovis, PPD avium o bovis (Tabla IV). Aunque,
los datos de modelos experimentales y de estudios en
pacientes con tuberculosis pulmonar y sus contactos domi-
ciliarios indican que la produccién de gamma-interferén en
sangre total estimulada por M. tuberculosis es, aunque
imperfecto, el mejor correlato de inmunidad disponible!®,

El estudio de Streeton, realizado en 952 muestras de
sangre de donadores voluntarios tuvo como objetivo de-
terminar la sensibilidad y especificidad de una prueba
sanguinea de gamma-interferén en el diagnéstico de la
infeccién tuberculosa. La prueba tuvo una especificidad de
98% (individuos con exposicién no conocida a la tubercu-
losis fueron negativos) vy una sensibilidad del 90% (indivi-
duos PPD positivos sin tratamiento, fueron positivos). La
prueba detecté respuestas positivas en 83% de los indivi-
duos con enfermedad activa probada, 59% de aquellos
previamente tratados, 80% de aquellos con enfermedad

inactiva no tratada y 43% expuestos, pero PPD negativos.
Los autores sefialan que esta prueba, la medicién del
gamma interferén por los linfocitos sanguineos estimula-
dos con PPD es un método rapido, especifico y sensitivo
para detectar la infeccién por M. tuberculosis'®!.

Demissie y colaboradores, analizaron 65 pacientes VIH
negativos con tuberculosis. Encontraron que en compara-
cién con estos casos, sus contactos tuvieron una mayor
respuesta proliferativa de los leucocitos a antigenos
micobacterianos. Sugieren que esta respuesta mayor indi-
cauna infeccién reciente en los contactos y de su resultado
dependera que exista o no enfermedad!®.

Schwander y Sada, en México, midieron células pro-
ductoras de IFN-y, IFN-y y sintesis de DNA en células
broncoalveolares y PBMC. Encontraron una respuesta
inmune aumentada al antigeno 85, la cual interpretan
como posiblemente protectora. Proponen buscar correlatos
inmunolégicos para prueba de vacunas'®.

En un trabajo reciente de Lalvani, realizado en el Reino
Unido en pacientes con tuberculosis pulmonar, la produc-
cién de IFN-yal antigeno ESAT-6 tuvo unasensibilidad para
el diagnéstico de 96% (IC95% 92-100%). En contactos
PPD positivos, la positividad a la prueba fue de 86%
comparado con cero porciento en los contactos PPD nega-
tivos, BCG positivos!. Un estudio de los mismos autores
realizado en 50 contactos sanos encontré resultados simila-
res, con un riesgo de 12 veces més de tener la prueba

Tabla I. Respuesta inmune a M. tuberculosis. Mecanismos antimicobacterianos.

Células Mecanismo Mecanismos Resultado
Macréfago Fusién fagolisosomal Lisosoma degrada y Accién antimicrobiana
Mecanismos basados procesa macromoléculas Accién bactericida
en radicales libres Intermediarios de oxigeno (oxigeno téxico) Hallado en pacientes con TB
Receptores TLR2 y TLR4 Oxido nitrico (NO) Induccién de IL-12
Efecto antimicrobiano Induccién de sintetasa de 6xido
Activacién de células inmunes nitrico (NOS2)
por el patégeno
Citoquinas Interleuquina-12 Induce respuesta TH1 Disminuye nimero de bacterias
macréfagos v (con produccién de interferén-y) y aumenta sobrevida
células T
Macréfagos Interferén-y Respuesta protectora a MTB Control de la infeccién
alveolares y Interleuquina-4 Induce respuesta TH2 No ha sido asociada a tuberculosis
células T Factor de necrosis
tumoral-a Control de la infeccién aguda por MTB Permite sobrevida y disminuye
Participa en formacién de granulomas cargas bacterianas
Interviene en respuesta patolégica Muiltiples mecanismos de accién
Mediador de la activacién de macréfagos Principal factor de necrosis de tejido
pulmonar, limita respuesta patoldgica
Interleuquina-10 Primariamente antiinflamatoria Desactiva macréfagos
Disminuye IL-12
Disminuye interfer6n-y
Interleuquina-6 Inflamacién Probablemente participe en la
Hematopoyesis respuesta innata a MTB
Diferenciacién de células T
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Tabla II. Respuesta inmune a M. tuberculosis. Células que participan en la respuesta inmune.

Células Mecanismo Mecanismos

Resultado

Células T CD4  Respuesta inmune

protectora a MTB Produccién de interferén-y
Expresion de NOS2

Células T actiian sobre macréfagos
Acttan sobre células T CD8

Células T actian sobre células B
Producen citoquinas

Células T CD4

Mantienen infeccién crénica persistente

Células T CD8 Células infectadas Inducen produccién limitada de
migran a pulmén interferén-y
Acceden a moléculas  Lisan macrdéfagos infectados
MHC-clase |
Lisis celular Mediada por perforina y granulosina

Activacién macréfagos

Control de la infeccién

Eliminacién de bacilos intracelulares
Maduran CPA en distintos sistemas*
Activan y mantienen funciones
efectoras de las células T CD8

Se desconocen funciones

IL-2 e interfer6n-y

Apoptosis

Granuloma tuberculoso

Activacién de macréfagos

Reduccién de nimero de bacterias

intracelular

La perforina se requiere para formar un poro
La granulosina (proteina granular citotdxica) es
la responsable de la muerte bacteriana
Granuloma tuberculoso

*Células presentadoras de antigenos

Tabla III. Mecanismos patogénicos de M. tuberculosis.

Mecanismo

Mecanismos

Resultados

Muycobacterium Evita la unién
tuberculosis fagolisosomal

Evita accién de los inter-
mediarios de oxigeno
(oxigeno téxico)

Limita activacién de
macréfagos por
interferén-y

Macréfagos infectados
por MTB

Macréfagos M. tuberculosis,
infectados con  activamente genera un
M. tuberculosis poro o fractura en la
membrana vesicular
que rodea al bacilo
en el fagosoma

Impide degradacién y procesamiento
de antigenos

Ureasa micobacteriana

Alcalinizacién del fagolisosoma
Produccién micobacteriana de amonio
Glutamino-sintetasa

Lipoarabinomanan
(LAM) y
Fenolicoglicolipido-1

Previene a los macréfagos para
responder al interferén-y

Produccién de citoquinas disminuida

Accidén antimicrobiana

Sintesis de amonio

Evita el ambiente téxico dentro de la vacuola
lisosomal inhibiendo potencia de enzimas
via alcalinizacién.

Destructores de radicales de oxigeno

Respuesta inadecuada para eliminacién
de bacterias

Alteran expresién de moléculas MCH-II  No presentan antigenos a células T CD4

Reducen reconocimiento y activacién
de macréfagos infectados

Facilita el transporte de moléculas
desde el citoplasma al interior

de los fagosomas que contienen
micobacterias

Penetra el antigeno micobacteriano a
la célula infectada. Poro bidireccional

Impiden la modulacién de la presentacién
de antigenos

Al introducir moléculas en el citoplasma
de la célula, facilita procesamiento
y presentacion de antigenos

M. tuberculosis, podria utilizar este poro

para obtener nutrientes o introducir

moléculas téxicas dentro del citoplasma
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Tabla IV. Estudios inmunolégicos en poblaciones humanas para evaluar respuesta inmune protectora a

M. Tuberculosis.

Autor Ano/lugar Poblacién Namero Prueba Resultado
Streeton!®! 1998/Australia Muestras de sangre Q-IFN
heparinizadas 952 Antigenos PPD avium o bovino  Sensibilidad 98%

Demissiel®  1999/Etiopia

Schwander'® 2000/México

Lalvani! 2001/Reino Unido
Lalvani”™ 2001/Reino Unido
Fjallbrant'®®  2001/Suecia
Katial'%® 2001/

Estados Unidos

fitohemaglutinina Especificidad 90%

VIH-TB 65
Contactos VIH- 10
Controles 15
Pacientes TB 47
Controles No TB 47
Contactos PPD+

Contactos PPD-BCG+

Filtrado de cultivo 10 fracciones

Respuestas proliferativas de los
leucocitos a los antigenos

Células productoras de IFN-y;,
IFN-y,

Sintesis DNA en células
broncoalveolares y PBMC

IFN-y a ESAT-6
(IC95% 92-100%)

IFN-y a ESAT-6
IFN-y a ESAT-6

Contactos sanos 50 [FN-y a ESAT-6 versus grados
de exposicion
Antigeno PPD
BCG+ ESAT-6
PPD+ BCG+ ESAT-6
Contactos
domiciliarios ESAT-6

Trabajadores de

la salud 381

PPD+ 11

PPD- 11

Trabajadores de

la salud 40

PPD+ PPD- 20
20

IFN-y Respuesta de
transformacién de linfocitos

Q-IFNy PPD

Contactos, mayor
respuesta
Infeccién temprana

Respuesta inmune
aumentada a Ag 85
puede ser protectora

Sensibilidad 96%

85%
0%

RM=9.0 (2.6-31.6)
P=0.001 Unidad de
aumento por nivel de
exposicion

RM=1.9 (1.0-3.5)
P=0.05

0.07

RM=12.1 (1.3-115.7)

>30% producen IFN-y

Significativamente mas
altos en PPD+
Respuesta inmune
protectora mas fuerte
en PPD+ queen
BCG+PPD+ PPD+
prueba de proteccién

Kappa de Cohen 0.73

positiva en los sujetos PPD positivos, BCG positivos™. Este
resultado es similar al encontrado por Demissie en 1999104,

Losresultados de estos autores se vieron confirmados por
el estudio de Vakemans y colaboradores, en Gambia quie-
nes compararon contactos sanos versus controles comuni-
tarios con exposicién no conocida a M. tuberculosis. En este
estudio los contactos PPD positivos tuvieron una respuesta
deIFN-ysignificativamente mayor ala observada en contro-

124

les no expuestos. Se documenté que de los sujetos controles
no expuestos el 30% produce IFN-y, en comparacién conlos
contactos domiciliarios en los que mas del 30% produce
[FN-y'%, En un estudio realizado en Suecia en trabajadores
de la salud PPD positivos y PPD negativos, la respuesta de
transformacién de linfocitos fue dos a tres veces mayor y la
de IFN-y 7 a 10 veces més grande en los PPD positivos que
enlos BCG positivos PPD negativos, porlo que estos tltimos
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autores confirman el caracter de respuesta protectora que
tiene la reactividad a PPD%,

También en un trabajo realizado en trabajadores de la
salud en los Estados Unidos, encontraron un valor de Kappa
de Cohen de 0.73 entre la produccién de IFN-yy el PPD106,
Esto habla del aumento de especificidad en el diagnéstico de
infeccién natural por M. tuberculosis que se logra con el
antigeno ESAT-6 u otros antigenos altamente especificos.

La induccién de produccién de IFN-y mediante retos
con antigenos especificos se esté estudiando intensamen-
te. Enun estudio reciente se utilizé una prueba diagndstica
simple en sangre total (produccién IFN-y) en un intento de
superar las desventajas de la prueba cutanea de PPD
(aplicacién, lectura, interpretacion, etcétera) para el diag-
néstico de infeccién tuberculosa'’. Los autores utilizaron
la prueba de QuantiFERON-TB para medir la produccién
de gamma interferén (IFN-y) después de la estimulacién in
vitro de la sangre total con PPD de M. tuberculosis y M.
avium para la deteccién de infeccién. En humanos, la
prueba de QuantiFERON-TB resulté tener mayor sensibi-
lidad en un grupo de usuarios de drogas intravenosas'®, en
tanto la especificidad de la prueba se redujo en sujetos que
habian sido vacunados con BCG seis meses antes. En el
referido estudio se demostré que un elevado grupo de
donadores sanos vacunados con BCG respondié a la
prueba de QuantiFERON-TB basada en PPD comparado
aESAT-6 0 CFP-10, sugiriendo que estos tltimos antigenos
pueden ser una alternativa poderosa para aumentar la
sensibilidad de la prueba diagnéstica.

Enpaises en dondelavacunacién con BCG esrutinaria,
es evidente la importancia de contar con una prueba mas
sensibley especifica para el diagndstico de infeccién por M.
tuberculosis.

De la revision de estos estudios inmunoldgicos en contac-
tos de pacientes con tuberculosis activa se puede sugerir que:

1. La produccién de IFN-y, en respuesta a antigenos
micobacterianos es significativamente mayor en los
contactos de pacientes con tuberculosis activa, en com-
paracién con las cantidades encontradas en controles
comunitarios o sujetos con exposicién no conocidaa M.
tuberculosis.

2. Larespuesta inmune en los contactos PPD positivos es
una respuesta protectora dada por la exposicién recien-
te a M. tuberculosis.

3. Larespuesta inmune elevada con produccién de [FN-y
que se observa en los contactos de casos de TBA, es
independiente de la condicién de BCG del sujeto. Es
mas, cuando se compara la respuesta entre contactos
expuestos y controles no expuestos BCG positivos, la
respuesta de éstos ultimos es significativamente menor.

4. Surgelapreguntasiesta produccién de [FN-yes siempre
protectora.

Ademasdelas conclusiones sefialadas en cada apartado,

es evidente que la investigacion de la respuesta inmune ala
infeccién con Mycobacteriumtuberculosisy delos correlatos

Vol. 14, No. 2 Abril - junio 2001

de inmunidad protectora a la micobacteria en humanos,
significan la probabilidad futura de poder probar vacunas.
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