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RESUMEN

TUBERCULOSIS EXPERIMENTAL MODEL

La infeccién por Mycobacterium tuberculosis
puede provocar la enfermedad tuberculosa du-
rante toda la vida del huésped en un 10 % de los
infectados. Si bien los mecanismos que ocasio-
nan la aparicion de la enfermedad en el huésped
no han sido todavia dilucidados, los diferentes
modelos experimentales han proporcionado una
gran informacion sobre la importancia de los ma-
crofagos, el desarrollo de la inmunidad especifi-
cay la memoria inmune que permiten controlar
a la infeccion. Los modelos experimentales tam-
bién han permitido profundizar en el estudio de
los mecanismos patogénicos en caso de reinfec-
cién o reactivacion, asi como en estudios de vi-
rulencia. De igual manera, estos modelos han
sido imprescindibles en el disefio de pautas de
profilaxis y de tratamiento, para abordar uno de
los problemas méas importantes que plantea el
tratamiento antibidtico en esta enfermedad: la
presencia de bacilos persistentes en las lesiones.
De entre todos los modelos descritos, la utiliza-
cién del modelo murino de tuberculosis es el que
ha proporcionado un mayor conocimiento, tanto
en la inmunopatologia como en la profilaxis y el
tratamiento de la misma.
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Infection by Mycobacterium tuberculosis can
induce tuberculous disease among 10 % of in-
fected hosts. So far, mechanisms concerned in
the development of the disease has not been yet
elucidated, but experimental models have been
providing useful information about the importan-
ce of macrophages, development of specific im-
munity and memory immunity that allow hosts to
control the infection. Experimental models have
allowed to study deepest pathogenic mecha-
nisms of reinfection, reactivation, and in studies
about virulence. Actually, these models have
been absolutely necessary in figure out one of the
paramount problems that represents the antibio-
tic treatment of this disease: the presence of per-
sistent bacilli in lesions. Among all, the murine
model of tuberculosis has been the one that has
provide the deepest knowledge both in immuno-
pathology and in profilaxis and treatment of tu-
berculosis.
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Introduccién

Cada afio fallecen més personas a causa de la
tuberculosis que debido a ninguna otra enferme-
dad infecciosa. Actualmente la mortalidad anual
se sitda en los 3.000.000 de personas, y se diag-
nostican 8.000.000 de casos nuevos cada afio.
Se ha estimado que un tercio de la poblacion
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mundial (aproximadamente 2.000.000.000 de
personas) estan infectadas, entre las cuales un
10 % desarrollara la enfermedad. Esta situacion
indujo en 1993 a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) a reconocer que la tuberculosis era
una “emergencia sanitaria global”, siendo la pri-
mera ocasion en que una enfermedad se ha ca-
lificado de esta manera!l. El hecho que la inci-
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dencia en Espafa sea la més alta (después de
Portugal) de los paises desarrollados, con una
incidencia estimada anual de 45 casos por
100.000 habitantes?, y que en Espana exista la
tasa mas elevada de sindrome de inmunodefi-
ciencia adquirida (sida) de los paises desarrolla-
dos, con el riesgo correspondiente de la aparicion
de cepas multirresistentes?, hacen de nuestro
entorno un area en la que el control de esta en-
fermedad constituye una prioridad absoluta.

Historia natural de la tuberculosis humana

En la mayoria de los casos, la tuberculosis hu-
mana es el resultado de la inhalacién de las go-
tas de Flugge que contienen M. tuberculosis'y
que se establecen en los alvéolos pulmonares
donde son fagocitados por los macréfagos alveo-
lares. El macrofago infectado puede destruir el
bacilo, en el caso que esté previamente activado
de manera inespecifica; en caso contrario, el ba-
cilo es capaz de multiplicarse en el interior de los
fagosomas y destruir posteriormente al macrofa-
g0. Los macroéfagos infectados secretan dife-
rentes citocinas para atraer a los neutréfilos y a
nuevos macroéfagos, que fagocitan a los bacilos
presentes en el medio extracelular, asi como para
generar un foco inflamatorio. Mientras tanto, los
bacilos se van diseminando hacia los nédulos lin-
faticos regionales y los vasos sanguineos.

Como consecuencia de la infeccion primaria
por M. tuberculosis se produce una diseminacion
sistémica bacilar, por un ladoy, por otro, la for-
macion de un “complejo primario” compuesto
por una linfadenopatia hiliar, donde se origina la
respuesta inmune especifica y el foco infeccioso
parenquimatoso (foco de Ghon) en el que se ori-
gina una lesién granulomatosa estructurada por
una necrosis caseosa central, rodeada de ma-
crofagos y células epitelioides, y externamente
por linfocitos T. A medida que la lesién evolucio-
na, aparecen células multinucleadas de Lang-
hans en el interior del granuloma.

La repuesta inmunitaria especifica consta no
tan solo de la proliferacion de linfocitos especifi-
cos T CD4 que activan a los macréfagos y los
transforman en células epitelioides, capaces de
destruir a los bacilos, sino también por el estimu-
lo de una hipersensibilidad retardada de tipo 1V,
puesta de manifiesto con la prueba de la tuber-
culina.

En el 95 % de los casos, el “complejo prima-
rio” suele resolverse, pero en un 5% puede ori-
ginar una enfermedad primaria, ocasionando
cuadros patolégicos de diferente gravedad, des-
de pleuritis a tuberculosis miliar. En otro 5% de
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los infectados, puede originarse una enfermedad
posprimaria durante toda la vida del huésped, a
partir de la reactivacion de focos infecciosos lo-
calizados en zonas anatémicas especialmente
susceptibles (como el &pice pulmonar), estable-
cidos durante la diseminacion hematégena inicial
y que habian permanecido en un estado persis-
tente. En paises en los que existe un alto riesgo
de infeccion, este proceso puede originarse me-
diante reinfeccion.

En la enfermedad posprimaria, la respuesta
inmunitaria y la formacién de granulomas son si-
milares a las observadas en la enfermedad pri-
maria, con la diferencia de que la formacién de
tejido necrético caseoso es mucho mas impor-
tante, generando unas lesiones denominadas tu-
berculomas* que no permiten la diseminacion
linfatica o sanguinea de los bacilos. El tejido ca-
se0so es desfavorable para la multiplicacion de
los bacilos; por ello, para desencadenar la enfer-
medad en estas lesiones debe producirse el fe-
némeno de liquefaccion del tejido caseoso, que
se ha asociado al fendmeno de hipersensibilidad
retardada®. El tejido liquefactado permite el cre-
cimiento masivo de la poblacién bacilar extrace-
lular, provocando el incremento de la lesién y, en
el pulmdn, la erosion bronquial que induce la ca-
vitacion®. Las lesiones cavitadas reciben un gran
aporte de oxigeno que permite que se incremen-
te mas la poblacion bacilar’. Asi pues, es posible
establecer una relacion entre la concentracion
bacilary la presencia de infeccion o enfermedad
en un huésped (fig. 1).

Modelos animales de experimentacién
en tuberculosis

Aproximacion histdrica

En el estudio de la tuberculosis, se ha trabaja-
do mayoritariamente en tres especies animales:
el conegjo, el cobaya y el raton. El conejo es el ani-
mal en el que la tuberculosis se asemeja méas a la
evolucion humana, puesto que es el Unico en el
que se produce cavitacion de las lesiones®®. Los
cobayas desarrollan una hipersensibilidad retar-
dada muy intensa, y son més sensibles a M. tu-
berculosis que los humanos o los conejos?, lo que
ocasiona, como en nifios y en pacientes inmuno-
deprimidos, una enfermedad diseminada por via
hematdgena, si bien no desarrollan lesiones ca-
vitadas!©. Los ratones presentan un grado de re-
sistencia a M. tuberculosis similar al de los hu-
manos, pero desarrollan una hipersensibilidad
retardada de baja intensidad y sus lesiones no
presentan necrosis ni cavitacion!?.
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Fig. 1. Representacion gréfica de la historia natural de la tuberculosis humana. Relacion entre la histopatologia y la
concentracion bacilifera en los tejidos. A: el bacilo entra en contacto con un macrofago alveolar; B: el bacilo se divide
en el interior del macrdfago al mismo tiempo que se atraen al foco infeccioso macrofagos y neutrdfilos; C: adquisicion
de una inmunidad especifica con la llegada de linfocitos capaces de activar a los macrofagos alveolares, inicio de la
necrosis caseosa; D: formacion de un granuloma caseoso; E: resolucion del foco infeccioso mediante la esclerosis del
granuloma; F: evolucion hacia enfermedad, formacion del tuberculoma a partir de una reinfeccion o de una reactiva-
cion (en esta figura se representa una célula de Langhans); G: liquefaccion del granuloma e incremento masivo de la
poblacién bacilar; G: cavitacion. La linea continua representa la evolucion de la infeccion; las dos discontinuas repre-
sentan la enfermedad primaria y la posprimaria que se resuelven; la linea de puntos representa la enfermedad que no

se resuelve y finaliza con la muerte del huésped.

Los estudios iniciales sobre patologia de la tu-
berculosis realizados por Robert Koch se llevaron
a cabo en diferentes mamiferos. Posteriormente,
el estudio de la tuberculosis se centrd préactica-
mente en las experiencias del grupo de Max Lu-
rie, utilizando cepas de M. tuberculosisy de M.
bovis con diferentes grados de virulencia, y dos
cepas de conejos (resistente y sensible)!213, Es-
tos estudios pusieron de manifiesto la importan-
cia del macréfago y de la necrosis intragranulo-
matosa en el control de la infeccion por M.
tuberculosis.

El afio 1952, Middlebrook!* publico el disefio
de un equipo para inducir infecciones por aero-
sol, proporcionando inéculos constantes y alta-

mente reproducibles a los animales (fig. 2). El
disefio de este aparato fue de una gran impor-
tancia, puesto que, previamente, la utilizacion de
aerosoles para provocar la infeccion habia provo-
cado muchos problemas de estandarizacion.
A partir de este momento, los investigadores dis-
pusieron de un instrumento eficaz para crear mo-
delos de infeccion por la ruta que mas imitaba las
condiciones de infeccién en el huésped humano,
si bien el peligro potencial, para el personal ma-
nipulador, de la creacién de aerosoles en el labo-
ratorio, ha hecho decantar a muchos grupos por
la via de inoculacion intravenosa.

La alta sensibilidad del cobaya a M. tuberculo-
sis ha provocado que este animal se haya utiliza-
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Fig. 2. Esquema de una maquina de Middlebrook. Diagrama del sistema de exposicion por inhalacion de Glas-Col.
Esta maquina dispone de un tambor rejado donde se ubican hasta 125 ratones, un compresor de aire para generar
el aerosol en el tubo de Venturi y un sistema de ventilacion activado por una bomba de vacio, que permiten dosificar
el inéculo. Asi mismo este dispositivo tiene tres sistemas de seguridad: 1) filtros Hepa de entrada y salida de aire;
2) lamparas ultravioleta en la tapa superior de la maquina que se activan posteriormente a la finalizacion de la gene-
racion del aerosol para evitar contaminar al técnico que manipula la maquina al abrirla, y 3) por dltimo, un incinera-
dor a la salida del aire para destruir cualquier particula en caso de fallo de los filtros Hepa.

do profusamente en laboratorios asistenciales
para establecer la presencia de M. tuberculosis
en las muestras patolégicas antes de la aparicion
de medios de cultivo eficaces para el aislamiento
de los bacilos!®. También en este animal se rea-
lizaron los primeros estudios para establecer la
capacidad virulenta de diferentes cepas de M. tu-
berculosist®, teniendo ademas una especial rele-
vancia en la valoracién de la eficacia de las dife-
rentes vacunas para la tuberculosis!’.

Entre los afios 1960 y 1970 se empezaron a
realizar los estudios clasicos sobre inmunidad en
el ratén, animal en el que se establecio el con-
cepto de “macroéfago activado”!8. A partir de en-
tonces el estudio experimental de los mecanis-
mos inmunolégicos de las infecciones en general
se empez0 a realizar en este animal y los estudios
en tuberculosis se centraron en el ratén en detri-
mento del cobaya, del que en realidad se dispo-
ne de muy poca informacién acerca de su siste-
ma inmunolégico. A partir de los afios ochenta,
los estudios inmunolégicos experimentaron un
gran auge con la aparicion de las técnicas de bio-
logia molecular, la disposicién de anticuerpos
monoclonales, y de ratones transgénicos, pro-
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porcionando una gran informacién sobre la red
citocinica en la inmunopatologia de la tuberculo-
sis en el raton!®, de manera que los estudios en
este animal han desplazado practicamente a los
del cobaya y del congjo.

Descripcion detallada del modelo
de tuberculosis murina

A continuacion se detallara el modelo de in-
feccion por aerosol y por inoculacion intravenosa
en el ratén, puesto que son los modelos mas uti-
lizados.

Se utilizan ratones hembra de 6 a 8 semanas
de edad, libres de patégenos especificos (spf),
del tipo C57BI/6. La cepas de M. tuberculosis se
cultivan en medio Proskauer-Beck, hasta una
fase media logaritmica, y se conservan en alicuo-
tas de 1 mla = 70 °C hasta su utilizacion, valo-
randose su concentracion mediante el cultivo de
diluciones seriadas en agar Middlebrook 7H11 a
37 °C con un 5% de CO,. Los ratones se infec-
tan por exposicion a un aerosol durante 45 min,
mediante su ubicacién en un aparato de infec-
cion tipo Middlebrook (Glas-col Inc., Terre Hau-
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Fig. 3. Evolucién de la infeccion por M. tuberculosis en el ratén, inoculando intravenosamente 10° bacilos viables o

20 bacilos viables mediante un aerosol.

te, IN), donde hay instalada una unidad de Ven-
turi en la que se dispone un volumen de 10 ml de
agua destilada que contiene 107 unidades for-
madoras de colonias (UFC), lo que proporciona
un inéculo aproximado de 10-50 bacilos viables
en los pulmones de cada animal. En el caso de
utilizarse la infeccién intravenosa, se inoculan
0,2 ml de suero fisiolégico que contiene 10° UFC.

Para monitorizar la evolucién de la infeccién
(fig. 3), se sacrifican los animales, en grupos de
cuatro, introduciéndolos en una cdmara de CO.
Las muestras se trituran mediante un homoge-
neizador de vidrio. El nimero de bacilos viables
se determina incubando diluciones seriadas de
homogeneizados de pulmén y bazo en agar
Middlebrook 7H11 a 37 °C con un 5% de CO».
Para el estudio de la presencia de ARNm de di-
ferentes citocinas, se homogeneiza un lébulo pul-
monar en un medio con inhibidores de ARNsas
(Ultraspect) y se conserva a =70 °C hasta proce-

der a la extraccion del ARNm mediante una téc-
nica clasica utilizando alcohol isopropilico y clo-
roformo. Para el estudio histoldgico, se instila una
solucion de formalina en phosphate buffer so-
dium (PBS) salino en un lébulo pulmonary, pos-
teriormente, se incluye en parafina para ser tefii-
do por las técnicas de hematoxilina-eosina y
Ziehl-Neelsen.

Si bien parece claro que el modelo que mejor
reproduce la infeccion es el de la inoculacion por
aerosol, este modelo es realizado por un nimero
muy reducido de laboratorios debido a la necesi-
dad de disponer de un estabulario de alta seguri-
dad para evitar el riesgo potencial que supone la
creacion de aerosoles por M. tuberculosis. La di-
ferencia entre la inoculacion por aerosol o por via
intravenosa es notable. North et al2® objetivaron
que en el primer caso la infeccion es mucho més
agresiva para los animales, ocasionando una
mortalidad precoz a partir del dia 100 postinocu-
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lacion, mientras que en el segundo caso, 10s ani-
males no morian, al menos hasta el dia 200 pos-
tinoculacion. Los autores sefialaban que en la
inoculacion por aerosol habia mucha maés afec-
tacion del parénquima pulmonar, hecho que
implicaria un mayor compromiso respiratorio.
Nuestro grupo?! ha corroborado este extremo,
observando que en el modelo de inoculacién por
aerosol las lesiones granulomatosas son signifi-
cativamente mayores a las del modelo por inocu-
lacion intravenosa, y que esto se deberia a que la
adquisicion de la inmunidad y del control de la
infeccion es mas tardia en el modelo de la inocu-
lacién por aerosol, en contraposicion al de ino-
culacioén por via intravenosa, en el que la con-
centracion de bacilos inicial es tan importante en
el bazo (10* UFC; fig. 3) que estimula la inmuni-
dad especifica rapidamente.

Ventajas y limitaciones de tuberculosis
murina

La utilizacion del modelo de tuberculosis expe-
rimental en el ratdbn posee numerosas ventajas:

1. La gran similitud con la especie humana en
cuanto a resistencia ante M. tuberculosis.

2. El gran conocimiento de su sistema inmu-
nolégico y la gran disponibilidad en reactivos o ra-
tones transgénicos defectivos en diferentes mo-
léculas implicadas en la patogenia.

3. La posibilidad de poder infectar a un gran
numero de animales al mismo tiempo, en caso
de utilizar una maquina de tipo Middlebrook,
cuya capacidad es de 125 ratones, 25 cobayas o
5 conejos, disminuyendo el error de la utilizacion
de varias tandas de inoculacion.

4. La economia de espacio y mantenimiento.
Por razones de seguridad ambiental, este mode-
lo de infeccion debe llevarse a cabo en un labo-
ratorio equipado con un sistema de ventilacion
en depresion; el problema del espacio es mucho
més importante en el caso de utilizar animales
como el cobaya o el conejo.

En cuanto a las desventajas del modelo cabe
destacar la ausencia de necrosis intragranulo-
matosa y la generacion de una hipersensibilidad
retardada débil.

En general, cabe sefalar que, independiente-
mente de la especie animal que se utilice, la rea-
lizacion de los modelos de tuberculosis experi-
mental se ha de llevar a cabo en instalaciones de
seguridad tipo 3, es decir, equipadas con un equi-
po de ventilacion en depresion y con filtros de alta
eficacia, y en las que se han de tomar medidas
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estrictas de esterilizacion de alimentos y de todo
el material fungible utilizado en su interior, y de
proteccion fisica del personal para evitar cualquier
riesgo de contaminacién ambiental por M. tuber-
culosis. En el caso de utilizar el modelo de infec-
cién por aerosol, hay que afiadir el peligro poten-
cial de la maquina de Middlebrook que si bien
lleva tres sistemas de seguridad incorporados
para evitar la contaminacién ambiental (fig. 2), se
tiene que afiadir un cuarto sistema: la ubicacién
de la maquina en un compartimento aislado den-
tro del laboratorio, para poder tomar precauciones
en caso de observar cualquier anormalidad en los
sistemas de seguridad existentes, lo que evitaria,
consiguientemente, cualquier riesgo de exposi-
cién accidental del personal técnico.

Avances que han supuesto los modelos
de tuberculosis en el conocimiento de
la fisiopatologia de este proceso infeccioso

La complejidad de la inmunopatologia de la tu-
berculosis ha hecho y hace imprescindible la in-
vestigacion de esta enfermedad mediante el uso
de modelos experimentales en animales.

Los estudios de Lurie, en los que se han utili-
zado dos cepas de conejos con diferente grado
de sensibilidad a la infeccion por M. tuberculosis
(cepa sensible y cepa resistente), demostraron
que la diferencia entre ambas cepas se debia al
grado de resistencia innata de los macréfagos
que, en el caso de los conejos resistentes, provo-
caba una destruccion del inéculo inicial de M. tu-
berculosis 20 veces mas elevada que en los sen-
sibles!3. Posteriormente, utilizando la informacion
proporcionada por este modelo, Dannenberg® ha
establecido cinco fases, desde un punto de vista
anatomopatoldgico, en este proceso infeccioso,
destacando la importancia de la activacion de los
macréfagos por los linfocitos especificos y de la
hipersensibilidad retardada (DTH) en la histopa-
tologia de la infeccion (fig. 4):

1. Inicio: el macroéfago alveolar fagocita al ba-
ciloy lo destruye en caso de estar previamente
activado.

/. Simbiosis: en el caso de que el macréfago
no pueda destruir al bacilo, éste se multiplica en
su interior y se libera cuando este macrofago se
destruye. A continuacion, los bacilos son fagoci-
tados por otros macréfagos alveolares o por mo-
nocitos inactivados, formandose un tubérculo pri-
mario y estableciéndose una relacion simbidtica
en que ni los bacilos destruyen a los macréfagos
ni éstos a los bacilos. En esta fase se objetiva un
crecimiento logaritmico de los bacilos.
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Fig. 4. Patogenia de la tuberculosis pulmonar experimental en conejos segun Dannenberg (1994). I: fagocitosis del
bacilo; II: simbiosis; Ill: necrosis caseosa inicial; IV: interaccion entre destruccion de tejidos y activacion de macrofa-
80s, en los conejos resistentes (1Va) y sensibles (IVb); V: liquefaccion y formacion de cavidades. Los macrofagos acti-
vados estan coloreados en gris, mientras que los destruidos se representan con una linea discontinua.
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IIl. Necrosis caseosa inicial: esta fase se inicia
cuando el crecimiento bacilar logaritmico se in-
terrumpe, y coincide con el inicio de la necrosis
caseosa Y la aparicion de la DTH que provoca la
destruccion de los macréfagos no activados que
contienen bacilos. Todavia no existe una res-
puesta inmunitaria, puesto que no hay macroéfa-
gos activados.

V. Interaccion entre destruccion de tejidos y
activacion de macroéfagos: en esta fase se objeti-
va que los conejos resistentes (fase 1Va) desarro-
llan una importante inmunidad celular que acti-
va a los macréfagos, permitiéndoles destruir los
bacilos que fagocitan, observandose una mayo-
ria de macrofagos activados y poca necrosis en
las lesiones granulomatosas. En el caso de los co-
nejos sensibles (fase 1Vb) se objetivan una menor
activacion de los macréfagos y una mayor necro-
sis, debido a que presentan poca inmunidad ce-
lular y que en ellos sélo es efectivo el proceso de
DTH.

V. Liguefaccion y formacion de cavidades: la
liquefaccion del tejido necrético induce la prolife-
racion extracelular de los bacilos, el aumento de
las lesiones y la formacién de cavidades.

La alta sensibilidad de los cobayas a la infec-
cion por M. tuberculosisy la facilidad de la dise-
minacion hematdgena de las infecciones han
servido para estudiar el fenémeno de formacion
de lesiones metastasicas, junto con el de su re-
activacion y el de la naturaleza local de la inmu-
nidad celular. Ho et al?2 constataron que infec-
tando a cobayas mediante un aerosol, el inéculo
inicial ocasionaba un cierto nimero de lesiones
primarias en el pulmon. Este nimero de lesiones
se incrementaba a la tercera semana postinocu-
lacién como consecuencia de la aparicion de un
nuevo tipo de lesiones incipientes, metastasicas,
secundarias a la diseminacion hematégena. Al
realizar el seguimiento de la concentracién de
UFC en ambos tipos de lesiones, se constaté que
no seguian la misma evolucion, puesto que mien-
tras en las lesiones primarias la concentracion de
UFC se habia controlado, en las metastasicas se-
guia incrementandose. Asi pues, los bacilos que
se establecian durante la bacilemia se multipli-
caban en los focos metastasicos hasta conseguir
una concentraciéon determinada de antigenos
con la que poder estimular la inmunidad y acti-
var a los macréfagos en cada foco infectivo.

Posteriormente, en este mismo modelo Smith
et al>> demostraron en un estudio comparativo
que las cepas de M. tuberculosis menos virulen-
tas no tenian capacidad para ocasionar lesiones
secundarias metastasicas. Pudieron demostrar la
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teoria de que los bacilos con baja capacidad vi-
rulenta generan la enfermedad en el foco inicial
de infeccion, razonamiento que contradecia la
opinién generalizada que establecia que la tu-
berculosis pulmonar se originaba exclusivamen-
te a partir de la reactivacion de focos metastasi-
cos, si bien este tipo de evolucion se generaria en
entornos con un gran riesgo de infeccién, pues-
to que harian falta muchas infecciones para que
el foco generador de la enfermedad se situara en
una localizacién susceptible al desarrollo de un
tuberculoma, como el apice pulmonar.

El modelo de tuberculosis murina ha permiti-
do explorar y obtener una visiéon mas clara de la
inmunopatogenia de esta infeccion?4. Este grupo
de investigadores considera que hay dos fases:
una protectora y una de control (fig. 5):

|. Fase protectora: los linfocitos T CD4 virge-
nes reconocen a los epitopos de proteinas secre-
tadas/exportadas por los bacilos que se multipli-
can en el interior del fagosoma del macréfago
infectado, unidas a moléculas del complejo ma-
yor de histocompatibilidad (CMH) de clase II. Es-
tos linfocitos se transforman en linfocitos de tipo
Th1 bajo la influencia de la interleucina 12 (IL-12)
secretada por los macréfagos infectados. Los lin-
focitos Th1 se caracterizan por secretar un patrén
determinado de citocinas como el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a), que permite la lle-
gada de méas macréfagos al foco infeccioso, y el
interferén gamma (IFN-vy) que activa a los ma-
crofagos infectados y permite la destruccion de
los bacilos. En esta fase también participan los
linfocitos T vd, que ayudan a la activacion de los
macrofagos mediante la secrecion de IFN-yy a
la proliferacion de los linfocitos Th1 mediante la
sintesis de IL-2. Asi mismo, mediante la secre-
cion de IL-12, el macréfago estimula las células
natural killer (NK), que también sintetizan IFN-vy.

/. Fase de control: a medida que la infeccion
progresa, los linfocitos Th1 especificos empiezan
a desaparecer (tienen una vida media corta) y
aparecen células de larga duracién, cuya mision
serfa evitar la diseminacion mediante el reconoci-
miento de focos nuevos. De esta manera, los lin-
focitos T efectores de la hipersensibilidad retar-
dada (DTH), al reconocer una amplia gama de
antigenos micobacterianos, provocan respuestas
granulomatosas. Otros linfocitos T CD4 tienen
funciones citoliticas, y son capaces de destruir
macréfagos muy infectados; también se ha de-
mostrado la presencia de linfocitos T CD8, que
destruirian a células no fagociticas (como las cé-
lulas endoteliales) infectadas mediante la presen-
tacion de antigenos asociados a moléculas del
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Fig. 5. Respuesta protectora en el modelo de tuberculosis murina segun Orme.

CMH de clase I. Asi mismo, se ha demostrado la
presencia de linfocitos T CD4 de memoria capa-
ces de iniciar rapidamente la activacion de los
macroéfagos infectados en caso de reinfeccion.

En la respuesta inmunitaria ante M. tuberculo-
sis también se ha podido demostrar que se pro-
duce una alternancia en el subtipo de linfocito T
que responde ante la infeccién por M. tuberculo-
sis, de manera que, posteriormente a la aparicion
de los linfocitos Th1, capaces de activar a los ma-
crofagos infectados mediante el IFN-y, y que
coincide con el periodo de control de la infeccion,
aparece un segundo tipo de linfocito efector: el
Th225 (fig. 6). Este subtipo se caracteriza por se-
cretar IL-4 y estaria sensibilizado por antigenos de
los bacilos “destruidos” que se han acumulado
como consecuencia de la destruccion del 90 %
de la concentracién bacilifera (fig. 3) ocasionada
por la activacion de los macréfagos infectados. La
emergencia del subtipo Th2 antagoniza con el
Th1, blogueando la destruccién de bacilos y ayu-
dando a establecer una infeccion crénica?*.

Avances que ha supuesto el modelo
experimental en la profilaxis y el tratamiento
de las infecciones

El tratamiento de la tuberculosis humana ha
de resolver dos problemas principales: a) la apa-
ricion de mutantes naturales a los antibiéticos en-
tre la poblacién bacilifera extracelular de las le-
siones cavitadas, que tiene una alta velocidad de
crecimiento, y b) la recaida de la infeccion como
consecuencia de la presencia de bacilos persis-
tentes en las lesiones que requieren un trata-
miento de larga duracion.

Si bien en el modelo de tuberculosis murina no
hay necrosis ni cavitacion de las lesiones y, por
tanto, carece de la gran poblacién extracelular
existente en las lesiones humanas, sf que pre-
senta una poblacion intracelular equivalente y
una poblacién bacilar persistente, factores muy
importantes en el disefio de pautas Utiles para
destruir los bacilos persistentes. De hecho, el mo-
delo de tuberculosis murina ha tenido una gran
importancia en el disefio de la pauta de trata-
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Fig. 6. Evolucion de los linfocitos Th1 y Th2 en el modelo de tuberculosis murina. Produccion de IL-4 e IFN-y en lin-
focitos T CD4 del bazo de ratones infectados por M. tuberculosis, cepa Erdman y estimulados posteriormente in vitro

con antigenos secretados por los bacilos (Orme, 1993).

miento de corta duracién actual (de 6 meses),
realizandose la mayoria de experimentos en este
periodo, induciendo principalmente la infeccion
mediante inoculacién intravenosa e iniciando el
tratamiento a los 10 dias posteriores al indculo®.
Entre estos experimentos dos deben considerar-
se claves en el desarrollo de esta terapia:

1. McCune et al?” observaron que la curacion
de la tuberculosis murina experimental era posi-
ble después de 3 meses de tratamiento con iso-
niacida y pirazinamida. Estos resultados no ha-
bian sido conseguidos nunca previamente por
ninguna de las combinaciones de farmacos exis-
tentes. Inicialmente estos resultados no fueron
considerados importantes porque después de
3 meses sin tratamiento un tercio de los anima-
les presentd una recaida, 1o que demostraba la
persistencia de bacilos en estado persistente en
los animales aparentemente “negativos”.
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2. El'segundo experimento clave fue realizado
por Grumbach y Rist?® en 1967, cuando se em-
pez6 a disponer de la rifampicina. En este expe-
rimento, todos los animales tratados con la com-
binacion isoniacida (25 mg/kg) mas rifampicina
(25 mg/kg) tuvieron cultivos negativos a los 4 me-
ses de tratamiento. Esta combinacion represen-
taba una revolucion, puesto que era posible con-
seguir la negativizacion de los cultivos en un
100 % de los animales, mientras que con la com-
binacién estandar de isoniacida-estreptomicina
s6lo el 80 % de los animales conseguia la negati-
vizacion de los cultivos en un periodo de 18 me-
ses de tratamiento?.

A partir de entonces se realizaron numerosos
experimentos en los que se consideraron dife-
rentes combinaciones y dosis con rifampicina en
las pautas de tratamiento; se concluyé que no se
observaban recaidas en tratamientos con isonia-
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Fig. 7. Representacion de las poblaciones baciliferas presentes en las lesiones tuberculosas y los farmacos que son
activos contra las mismas. En negrita el farmaco mas activo en cada caso. INH: isoniazida; PZA: pirazinamida; RIF: ri-

fampicina.

cida y rifampicina durante 9 meses, si bien no
era necesario mantener la isoniacida durante los
meses 6-9, ya que se observaba que la rifampi-
cina era un farmaco muy eficaz en la destruccion
de los bacilos persistentes, mientras que la iso-
niacida no lo era.

Posteriormente se reconsider6 el papel de la
pirazinamida. Al principio se observé que au-
mentaba la eficacia de la combinacion isoniaci-
da-estreptomicina?®, aunque la adicion de la
pirazinamida después del tratamiento con iso-
niacida y rifampicina durante 3 meses no au-
mentaba la eficacia de esta combinacion, inclu-
so no incrementaba la eficacia del tratamiento
con rifampicina sola®. Se puso asi de manifiesto
la baja actividad de la isoniacida sobre la pobla-
cion bacilifera persistente y que la actividad de la
pirazinamida frente a esta poblacién no era lo su-
ficientemente aparente durante la fase de conti-
nuacioén del tratamiento.

Asi pues, a partir de los experimentos en el
modelo murino y también in vitro se considera
que un enfermo con tuberculosis tiene lesiones
en las cuales hay cuatro tipos de poblaciones ba-
ciliferas?63! (fig. 7):

A. Poblacion extracelular. Es la mas importan-
te, se divide activamente en las lesiones cavitarias
consiguiendo a menudo concentraciones de 107 a
109y contiene un nimero significativo de bacterias
resistentes a cualquier antibiético por separado.

B. Poblacion intracelular localizada en el inte-
rior de los fagosomas acidificados de los macroé-
fagos y extracelular situada en las paredes de la
cavidad necrotica, donde persiste la inflamacion
y se mantiene un pH éacido. Se localiza un nu-
mero reducido de bacilos (102-10°UFC/g).

C. Poblacién extracelular a pH neutro situada
en el interior de la cavidad necrdética, en el ca-
seum, y la poblacién intracelular de los fagoso-
mas no acidificados. La magnitud de la concen-
tracion bacilar es similar a la B.

En las poblaciones B y C el crecimiento es len-
toy esporadico, y depende de cambios en el me-
dio ambiente (p. €j., en la presiéon de oxigeno)
que permite cortos accesos de crecimiento.

D. Poblacién de bacilos persistentes, con muy
baja actividad metabodlica, y dificiles de eliminar
mediante farmacos.

Las poblaciones B, Cy D son las que obligan a
prolongar el tratamiento?.

En cuanto a la profilaxis de la tuberculosis en
pacientes infectados, a partir de los afios ochen-
ta se empezaron a realizar estudios en modelos
experimentales para encontrar alternativas a la
pauta de isoniacida, debido al peligro de lesién
hepéticoy a la aparicion de cepas resistentes. El
grupo de Grosset disefié un modelo experimen-
tal basado en el hecho que los individuos infec-
tados tienen una poblacién de M. tuberculosis
relativamente limitada y que no se multiplica ac-
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tivamente. Para mimetizar estas condiciones va-
cunaban a los animales con M. bovis BCG y un
mes mas tarde infectaban a los animales intra-
venosamente con una concentracion reducida
de M. tuberculosis (103 UFC), iniciando el trata-
miento a los 14 dias posteriores32. En estos es-
tudios se comprobd que la profilaxis de 2 meses
con rifampicina mas pirazinamida o de 3 me-
ses con rifampicina sola era tan eficaz como la
profilaxis con isoniacida durante 6 meses, ba-
sandose en la capacidad para esterilizar el bazo
de los animales infectados. Es de destacar que
no sera hasta 10 afios mas tarde que ensayos
clinicos en humanos comprobaran la eficacia de
estas pautas33.

Hoy dia, el modelo de tuberculosis murina se
esta utilizando ampliamente en la busqueda de
nuevos farmacos activos contra M. tuberculosis.
Entre éstos se ha demostrado la eficacia de las
nuevas rifamicinas (rifabutina o rifapentina) y las
nuevas quinolonas (ofloxacino, esparfloxacino o
levofloxacino). Por otro lado, se estan empezan-
do a ensayar combinaciones de antibiéticos lipo-
somados en ratones tuberculosos, que parecen
tener una eficacia similar a la de los tratamientos
tradicionales, con dosis mas bajas y pautas inter-
mitentes.

Conviene, pues, impulsar los modelos de tu-
berculosis experimental a fin de aliviar, lo antes
posible, la pesada carga que representa la tuber-
culosis en el mundo.
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DISCUSION

J.M. GATELL: Si no es un secreto de investigacion,
;como conseguis inducir la necrosis en vuestro
modelo de tuberculosis? Por otro lado, para es-
tudiar la respuesta serolégica, ;qué ventajas
ofrece el modelo animal sobre el propio hombre?

P.J. CARDONA: En primer lugar, esta necrosis in-
tragranulomatosa es el fruto de una larga y ex-
haustiva investigacion bibliografica y de una hi-
potesis generada por un grupo inglés en el que
aseguraba que la presencia de necrosis intra-
granulomatosa se debia a un fenémeno de
Shartzman o necrosis hemorragica. El hecho de
inocular localmente lipopolisacarido o TNF, en
un tejido con altas concentraciones de TNF,
como el granulomatoso generado por infeccion
por M. tuberculosis, provocaria una necrosis
hemorragica. Inducimos la necrosis integral al
inocular intranasalmente lipopolisacarido de £s-
cherichia coli. Respondiendo a tu segunda pre-

gunta, en el animal existe la ventaja de poder
reproducir diferentes situaciones como inducir
infeccion, reinfeccion, reactivacion y podemos
tratar las lesiones, de manera que nos permite
analizar qué tipo de respuesta se genera en
cada caso y, por tanto, diferenciar entre infec-
cion y enfermedad. Incluso nos permite es-
tudiar lo que ocurre después del tratamiento,
la existencia de falsos positivos, falsos negati-
VoS, etc.

J.M. MIr¢: Este modelo experimental de tuber-
culosis, ;es un modelo de tuberculosis pulmo-
nar o es un modelo diseminado con meningitis
tuberculosa?

P.J. CARDONA: Es simplemente una tuberculosis
pulmonar, aunque también se produce una di-
seminacioén renal, hepatica, esplénica, etc.,
como sucede en la tuberculosis pulmonar hu-
mana. Pero no hay afectacion de meninges.
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