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La incidencia de la tuberculosis ha alcanzado proporciones alarmantes. BCG, Unica vacuna disponible para su
prevencién en humanos, ha sido ineficiente, comprobado en varias pruebas de campo. Por ello es imperiosa la
necesidad de lograr nuevas vacunas contra la tuberculosis. Una mejor comprensién de la respuesta inmune
inducida durante la infeccién por Mycobacyterium tuberculosis pudiera ayudar a obtener en relativo corto tiempo
la vacuna deseada contra este microorganismo. El objetivo de la presente revision es mostrar una panoramica
general acerca del ciclo de infeccion de Mycobacterium tuberculosis, las principales células efectoras que
participan en la inmunidad antituberculosa y las estrategias fundamentales para el desarrollo de vacunas contra

esta enfermedad.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) constituye una infeccién bacteriana cuyo
principal agente etiolégico es Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis). Su origen es tan antiguo como la propia
historia de la humanidad, su aparicién tuvo lugar en el Periodo
Neolitico. Ciertas hipo6tesis sobre el surgimiento de la
enfermedad en humanos consideran que pudo haber
ocurrido por la transmision de la infeccion a partir de animales
infectados, lo cual estuvo vinculado con el desarrollo de la
agricultura y la domesticacién de animales.

Especificamente se presuponia que Mycobacterium bovis,
el cual provoca una enfermedad similar en bovinos, podria
ser el precursor en la evolucion hacia M. tuberculosis. No
obstante, actualmente se duda de esta hipétesis debido a
recientes hallazgos encontrados a partir de la caracterizacion
de los genomas de las especies pertenecientes al complejo
M. tuberculosis a través de la secuenciacion del ADN y otros
métodos relacionados.

En sus comienzos los brotes de la TB se caracterizaron por
ser esporadicos, sin embargo con la llegada de la revolucion
industrial por los anos 1700 se produjo un incremento
considerable de brotes que adquirieron caracteristicas
epidémicas. Esta tendencia estuvo asociada con el deterioro
de las condiciones de vida, el incremento de la densidad
poblacional y el hacinamiento que, conjuntamente con las
constantes migraciones humanas y la colonizacién de las
poblaciones de los diferentes paises y continentes,
contribuyeron de manera ostensible a propagar y diseminar
la enfermedad por el mundo.

Posteriormente ya en el siglo XX se observa una declinacién
en el grado de incidencia de la TB, particularmente en los
paises desarrollados, intimamente ligado al mejoramiento
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de las condiciones de vida y por tanto de las condiciones
higiénico-sanitarias. Al mismo tiempo, este fenémeno se ve
potenciado con la introduccién de la vacuna BCG
desarrollada por los cientificos franceses Calmette y Guerin
(1), asi como el uso de nuevos agentes antimicrobianos, tales
como: estreptomicina (1943), isoniazida (1952), y rifampicina
(1963).

Sin embargo, a pesar de estos avances, podemos afirmar
que la TB aun constituye un flagelo para la humanidad, siendo
la causa principal de numerosas defunciones provocadas
por un agente infeccioso (2). La incidencia actual de esta
enfermedad ha alcanzado proporciones alarmantes, por lo
que en 1993 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la
catalogé como una enfermedad de emergencia global.

Varios factores han tenido un alto impacto en el
empeoramiento de la situacion epidemiolégica de la TB en
algunas areas del mundo, entre las cuales tenemos: la
aparicion de cepas resistentes a multiples drogas, lo que
constituye un serio problema de salud publica (3); la
asociacion de la TB con el Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH), lo que produce un sinergismo en sus efectos
y causa un creciente nimero de casos y muertes (4), y el
agravamiento de las condiciones socioeconémicas en
muchas areas del mundo.

Sumado a estos factores se encuentran, ademas, las
limitaciones propias de los sistemas de diagnéstico
disponibles, entre los cuales tenemos como métodos
clasicos: el estudio bacteriol6gico del esputo y su cultivo, la
prueba de la tuberculina (PPD) para estudios in vivo y mas
recientemente métodos moleculares como el PCR, entre
otros. Por ultimo, la inconsistencia en la eficacia mostrada
en numerosas regiones del mundo por la Unica vacuna

VacciMonitor 2009; Ao 18 No. 1




aprobada contra la TB para uso en humanos hasta la
actualidad (BCG), obviamente contribuye también a que esta
enfermedad continle azotando a la humanidad. Esta vacuna
considerada como la mas utilizada mundialmente (5), ha
mostrado rangos de eficacia muy variables que oscilan entre
el 0% y el 80% (6). La misma ofrece proteccién sélo contra
las formas severas de la enfermedad en la infancia y no asi
contra la forma pulmonar en la poblacién adulta (7), siendo
esta Ultima la mas comun y la via mas frecuente de
transmisién.

Informes de la OMS reflejan el alto impacto de la TB a escala
global, al senalar que, por ejemplo, ya para el afo 2005 su
incidencia alcanza los 8,8 millones de casos, con una tasa
de mortalidad de 2 millones de personas por afo (8). Esto
manifiesta la gravedad de la situacion en términos de cifras,
sin contar, ademas, el gran nimero de personas que tienen
la enfermedad en forma latente (9). Por eso se asegura que
mas de un tercio de la poblacién mundial esta infectada por
este patdgeno (2).

La comunidad cientifica mundial realiza grandes esfuerzos
para erradicar esta afecciéon y para ello aborda varias
estrategias. Entre ellas, el desarrollo de nuevas vacunas
contra la TB que conjuntamente con la accién de nuevos
farmacos antituberculosos pudieran contribuir a su control y
futura erradicacion.

Los avances cientificos recientes permiten tener un mejor
conocimiento acerca de la biologia del microorganismo
causante de la enfermedad, asi como de los aspectos
relacionados con la inmunidad protectora frente a M.
tuberculosis, lo que pudiera vislumbrar la posibilidad de
obtener en relativo corto tiempo una vacuna mas eficaz que
BCG contra la TB.

En la presente revisién abordamos los temas relacionados
con las caracteristicas de cada etapa de la infeccién por M.
tuberculosis, las caracteristicas de la respuesta inmune y
mostramos cémo un mejor entendimiento de la respuesta
inmune protectora contra el bacilo tuberculoso unido a los
avances en la biologia molecular y otras ciencias, han
contribuido a la obtencién de nuevos candidatos vacunales
desde una perspectiva mas racional.

Transmision y multiplicacion de M. tuberculosis

La TB se considera una enfermedad de transmisién
interhumana. El bacilo tuberculoso se transmite por la
liberacion de secreciones a través de la tos, el estornudo o
el habla de una persona infectada hacia otra en contacto
estrecho. La inhalacién de estas secreciones en forma de
gotas de Flugge, constituyen un elevado riesgo para que se
produzca la infeccién; las mismas permanecen en el aire
durante un periodo de tiempo, actuando como reservorios
del microorganismo. La principal puerta de entrada de estas
particulas es el tracto respiratorio y debido a su pequefio
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tamano llegan a alcanzar la parte inferior del mismo. Para
que tenga lugar el asentamiento y desarrollo de la TB
pulmonar el microorganismo pasa por varias etapas
sucesivas y el paso por cada una de ellas puede conllevar a:
la curacién espontanea, la TB activa, la infeccion latente y la
reactivacion o reinfeccion.

La primera etapa comienza con la inhalacién del bacilo: los
macroéfagos alveolares ingieren el bacilo y frecuentemente
lo destruyen. En esta etapa la destruccion de la micobacteria
depende de la actividad microbicida de los fagocitos del
hospedero y los factores de virulencia de la micobacteria
ingerida.

La segunda etapa, la micobacteria que escapa de la
destruccion intracelular inicial se multiplicara dando lugar a
la ruptura del macréfago. Cuando esto sucede los monocitos
de la sangre y otras células inflamatorias son atraidas al
pulmén; estos monocitos se diferenciaran en macréfagos y
nuevamente ingieren la micobacteria, pero no la destruyen.
En esta etapa simbidtica la micobacteria crece
logaritmicamente y se acumulan macréfagos provenientes
de la sangre, pero practicamente no ocurre dafo tisular.

En la tercera etapa, dos a tres semanas después de la
infeccion, se desarrolla la inmunidad mediada por linfocitos
T, donde los linfocitos T especificos de antigenos arriban y
proliferan en las lesiones tempranas o tubérculos y entonces
activan a los macréfagos para matar las micobacterias
intracelulares. Subsecuentemente a esta fase, el crecimiento
logaritmico cesa.

La necrosis sélida caseosa en estas lesiones primarias inhibe
el crecimiento extracelular de la micobacteria y como
resultado la infeccion se convierte en estacionaria o latente.
La enfermedad puede progresar y la diseminacién
hematégena puede tener lugar después de la infeccion
primaria, asi como meses o afnos después (tuberculosis
posprimaria), cuando el sistema inmune se debilita. La
licuefaccion del centro caseoso provee de excelentes
condiciones para el crecimiento extracelular. La formacién
de la cavidad da lugar a la ruptura de los bronquios cercanos,
permitiendo al bacilo diseminarse a través del espacio aéreo
a otras partes del pulmén y fuera del medio pulmonar.

El resultado final de la infeccién por M. tuberculosis depende
del balance entre la muerte de la micobacteria y la extensién
de la necrosis del tejido, la fibrosis y su regeneracion.

Proteccion contra la tuberculosis

Respuesta inmune innata

Estudios genéticos e inmunolégicos han corroborado la
relevancia de la inmunidad innata en la defensa del
hospedero contra la tuberculosis.



La captura del bacilo tuberculoso por los macréfagos
alveolares constituye la primera linea de defensa del sistema
inmune innato del hospedero contra la TB.

Esta interaccién inicial se produce por receptores celulares,
tales como receptores del complemento, receptores de
manosa, receptores de surfactantes y receptores scavenger.
Mas recientemente, la atencion se ha concentrado hacia los
receptores toll-like (TLR) en cuanto a que ellos son los que
median la captura de las micobacterias por parte de los
macrofagos. Especificamente, varios estudios han
demostrado el rol de los TLR2 y TLR4 en la captura de las
micobacterias, asi como en promover respuestas
antimicobacterianas.

Estudios in vivo en los que se han empleado ratones
deficientes de TLR2 y TLR4 han mostrado que estos ratones
eran mas susceptibles a la infeccién micobacteriana que los
ratones tipo salvajes. Ademas, estudios in vitro, donde se
han empleado lineas celulares de macréfagos humanos han
demostrado que la activacion de TLR por lipoproteinas de la
pared celular de M. tuberculosis inducia la produccién de IL-
12, una importante citocina proinflamatoria que participa en
la respuesta del hospedero contra la TB. Estos estudios
también demostraron que la produccion de IL-12 mediada
por los TLR daba lugar al incremento de la sintetasa del 6xido
nitrico y del éxido nitrico, importantes factores bactericidas.

De esta manera podemos resumir que los TLR son
componentes importantes de lainmunidad innata, los cuales
permiten la deteccion de patrones moleculares asociados a
micobacterias y ademas media la produccién de moléculas
efectoras antimicobacterianas.

Estos receptores, también tienen influencia sobre el sistema
inmune especifico a través de la inducciéon de moléculas
inmunomodulatorias que contribuyen al desarrollo de
respuestas proinflamatorias (10). Entre los efectos sobre el
sistema inmune adaptativo tenemos el reclutamiento de los
linfocitos T al sitio de lesidn, activacion de células dendriticas
y produccién de citocinas y quimiocinas.

Varias evidencias sustentan la participacion de esta rama de
la inmunidad en la proteccién contra la TB. Un ejemplo de
ello fueron los estudios fundamentales de Lurie (11) con
conejos susceptibles y resistentes, donde se observé que
siete dias después de la infeccion primaria a través de la
inhalacién del bacilo, los conejos susceptibles contenian en
sus pulmones de 20 a 30 veces mas micobacterias viables
que los conejos resistentes. Obviamente, estas diferencias
durante etapas tempranas de la infeccién no pueden ser
atribuidas a la inmunidad mediada por células T.

Mas recientemente fue encontrado que la inmunidad de
células T en ratones vacunados protege efectivamente contra
la TB diseminada, pero no previene la infecciéon pulmonar
inicial.
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Entre los tipos mas importantes de células que intervienen
en la inmunidad innata tenemos: los macréfagos, células
dendriticas, neutréfilos, linfocitos B, células epiteliales y
células alveolares tipo | y tipo Il.

Respuesta inmune adquirida contra M. tuberculosis

Una vez que las particulas que contienen los bacilos de la
TB llegan al espacio alveolar, son fagocitados tanto por las
células dendriticas, como por los macréfagos. Se ha descrito
que los macréfagos permanecen en el sitio de infeccion,
mientras las células dendriticas migran hacia los linfonodos
regionales, donde se encargan de activar a la poblacién de
linfocitos T. En la gran generalidad de los casos esta
respuesta es suficiente para controlar la infeccién en un
individuo inmunocompetente. Sin embargo, con esta
respuesta no se eliminan totalmente los bacilos presentes
en el hospedero, por lo que pudiera ocurrir la reactivacion
de la enfermedad si llegara a ocurrir una inmunodepresion
del individuo.

Células T CD4+

La respuesta celular en la TB se inicia cuando los linfocitos
T CD4+ (TcR ap) reconocen los antigenos proteicos de M.
tuberculosis presentados por los macréfagos o células
dendriticas en el contexto MHC-II. Estos antigenos provienen
del fagosoma y en este microambiente resultan de facil
acceso para ser acoplados y presentados mediante las
moléculas MHC-II a los linfocitos T CD4+.

De esta manera los linfocitos T CD4 + son activados y
consecuentemente producen IFN-y que a su vez activan los
macrofagos que inducen los mecanismos microbicidas que
eliminan la bacteria. Simultaneamente los macréfagos
secretan IL1 e IL2 que promueven la expansién clonal y
activacion de los linfocitos T CD4+ lo que resulta en una
mayor produccién de IFN-y. Aunque la principal funcion de
este tipo de células es la produccion de citocinas como IFN-
y, las cuales activan los macréfagos y promueven los
mecanismos de destruccidn del bacilo, también contribuyen
a generar una respuesta mediada por linfocitos T CD8+ (12-
13). Ademas, se ha descubierto que los linfocitos T CD4+
participan en la induccién de la apoptosis de células
infectadas y la subsecuente reduccién de la viabilidad
bacteriana, a través del sistema ligando CD95 Fas (14).

A esta subpoblacién celular se le ha considerado como la
de mayor importancia en la inmunidad protectora contra M.
tuberculosis al comprobarse que en ausencia de estos
linfocitos se produce el crecimiento incontrolable del bacilo
(15). Tal es el caso de los pacientes que presentan una
inmunodeficiencia como, por ejemplo, la causada por la
infeccion por HIV.

Es importante resaltar que estos linfocitos pueden desarrollar
al menos dos tipos de fenotipos diferentes, los cuales se
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diferencian en la expresién del perfil de citocinas tras la
estimulacién antigénica y por tanto consecuentemente
influyen de manera distinta en la proteccién o la progresién
de la enfermedad.

Las células Th1 son inducidas por IL-12 y producen IFN-y,
IL-2 y TNF-q, las cuales se encargan de activar la actividad
microbicida intracelular en macréfagos y otras células e
iniciar y probablemente mantener la respuesta inflamatoria
granulomatosa. Las células Th2 se inducen mediante la IL-4
y producen grandes cantidades de esta citocina y de otras,
entre las que se incluyen, IL-5, IL-10, e IL-13, que son
importantes para la respuesta inmune mediada por
anticuerpos. Se ha comprobado que en ratones la induccion
de células CD4+ Th1 es protectora, mientras la induccion
de células Th2 incrementa la susceptibilidad a los retos con
M. tuberculosis (16). La respuesta Th1 también es importante
en lainmunidad antimicobacteriana en humanos. De hecho,
individuos con polimorfismo natural en genes que codifican
para moléculas receptoras de IFN-y que producen una
deficiente senalizacién para esta citocina, son mas
susceptibles a infecciones micobacterianas diseminadas
17).

Células T CD8+

Las células T CD8+ reconocen y destruyen células blanco
infectadas con patdégenos intracelulares. Los péptidos
antigénicos son presentados a estas células a través de las
moléculas MHC-I. Dichos péptidos son generados en el
citoplasma de la célula y luego transportados al reticulo
endoplasmatico, donde se unen a las moléculas MHC-I
maduras antes de ser transportadas a la superficie celular.

Por tanto, patégenos intracelulares que escapan de su
compartimiento fagosomal inicial y se replican libremente
en el citoplasma son potentes estimuladores de respuestas
de células T CD8+. Sin embargo, M. tuberculosis previene
la fusiéon fagosoma-lisosoma, prefiriendo replicarse en los
compartimentos fagosomales o endosomales iniciales que
infecté. Estos compartimentos intracelulares favorecen mas
bien la presentacion de antigenos peptidicos acoplados con
MHC-II a las células T CD4+, lo que hace pensar que esta
subpoblacién es la mas importante en la inmunidad
protectora contra la TB. No obstante, datos experimentales
sugieren que los linfocitos T CD8+ son elementos
importantes en la inmunidad protectora contra las
micobacterias (18).

Experimentos en ratones knockout para genes de las
moléculas CD8 y MHC-I demuestran una incrementada
susceptibilidad a retos bacterianos virulentos, evidenciando
el papel que desempefan estas células en la inmunidad
antimicobacteriana (19). También en modelos de latencia de
la TB en ratones se demostré que esta poblacién es
particularmente importante en la prevencion de la
reactivacion de la enfermedad (20).
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El mecanismo de muerte celular ha resultado un tanto
controversial: por un lado, se considera que luego de la lisis
de las células infectadas y la liberacion de las micobacterias,
estas son captadas por macréfagos activados no infectados
que serian los responsables de matarlas. Sin embargo,
también se ha comprobado que los linfocitos T CD8+
participan directamente en la muerte de la micobacteria a
través de una proteina asociada a granulos denominada
granulonisina (21), que acttia conjuntamente con la perforina.
Estos granulos citoliticos ejercen su efecto microbicida de
manera directa tanto sobre micobacterias extracelulares
como intracelulares (21).

Segun diferentes hallazgos, se ha comprobado en pulmones
de ratones infectados que los linfocitos CD8+ se encargan
de la secrecion de IFN-y a través de la activacién del receptor
de células T, o por interaccion con células dendriticas
infectadas (22).

Células T 0

Esta subpoblaciéon de células T que constituyen menos del
5% de la poblacién periférica circulante, expresa receptores
de células T compuestos por dimeros de las cadenas
proteicas y y d. Estas células se expanden rapidamente y
producen grandes cantidades de citocinas ante una
estimulacién antigénica. Ellas tienden a acumularse en
superficies epiteliales y pueden ser una linea de defensa
temprana contra la invasion inicial de patégenos ambientales.
En humanos y macacos, pero no en ratones, tanto la infeccién
por M. tuberculosis como la vacunacién con BCG inducen la
expansion de células T yd, que provoca una proteccién parcial
contra la progresion de la TB (23).

Células T yd especificas de micobacterias pueden desarrollar
funciones efectoras de memoria, incluyendo la secrecién de
un perfil de citocinas tipo 1 similar a las de las células CD4+
Th1, asi como pueden mediar una actividad citolitica contra
células blanco infectadas con M. tuberculosis (24).

Estas células pueden ser estimuladas por antigenos no
peptidicos fosforilados, ampliando el repertorio de blancos
que presenta el patdbgeno, capaz de estimular una respuesta
inmune protectora en el hospedero (25-26).

Células Tap restringidas por CD1

Las células Tap restringidas por CD1 resultan ser otra
subpoblaciéon de células T, las cuales expresan como
receptores dimeros de proteina a y B y son estimuladas por
antigenos no peptidicos, especificamente por antigenos de
naturaleza lipidica, como pudieran ser los lipidos presentes
en la pared celular de las micobacterias. El reconocimiento
de tales antigenos lo hacen en el contexto de las moléculas
CD1 no polimérficas, estimulando respuestas de citocinas
especificas y actividad citolitica (27). Estas células Tap
restringidas por moléculas CD1 también producen



granulisina (21). Se ha comprobado que la inmunizacién de
curieles con lipidos de micobacterias induce incrementos
de la respuesta de células Taf restringidos por CD1, lo que
sugiere una respuesta de memoria antigeno especifica (28).
También se ha demostrado que la inmunizacién de curieles
con estos lipidos produce una proteccién modesta ante retos
con M. tuberculosis (29), aunque no se ha probado si esta
proteccion se debe a la accion de células T restringidas por
CD1.

Mecanismos propuestos para la presentacion de
antigenos por las células presentadoras de antigenos
a las diferentes poblaciones de linfocitos T

El mecanismo de presentacién de antigenos mediante el cual
los péptidos provenientes de proteinas de M. tuberculosis
se acoplan a moléculas del tipo MHC-II esta muy bien
establecido. En este caso el mecanismo propuesto es que
una vez fagocitadas las micobacterias por las células
presentadoras de antigenos, el procesamiento y asociacion
de los mismos con las moléculas MHC-II tiene lugar en el
fagosoma. Este complejo pasa posteriormente a la superficie,
ocurriendo la presentacién de los péptidos a las células T
CD4+.

Sin embargo, los mecanismos involucrados en la
presentacion de antigenos en el contexto de las moléculas
MHC-I aun estan en estudio, no obstante se han propuesto
dos mecanismos fundamentales. Segun evidencias
experimentales se ha llegado a considerar que la membrana
fagosomal estd equipada por toda la maquinaria de
procesamiento y presentacion en el contexto de MHC-I. A
este mecanismo se le ha denominado presentacion cruzada
derivado del inglés cross-presentation y se propone que la
molécula MCH-I puede asociarse con antigenos provenientes
del propio fagosoma.

El segundo mecanismo parte de la evidencia de que M.
tuberculosis es capaz de provocar apoptosis a las células
fagociticas. En consecuencia las vesiculas apoptoticas con
la carga antigénica son captadas por células dendriticas
vecinas, dirigiendo la carga antigénica hacia la maquinaria
de presentacion de MHC-I (30). A este mecanismo se le ha
denominado sensibilizacion cruzada, del inglés cross-
priming.

Recientes hallazgos han llevado a considerar este
mecanismo como la forma principal de presentacion de
péptidos asociados a las moléculas MHC-I. Ellos
fundamentan esta hipétesis basandose en el hecho de que
mientras M. tuberculosis es capaz de estimular una respuesta
mediada por linfocitos T CD8+, BCG es incapaz de
desarrollar la misma y esto se debe a que no induce la
apoptosis.

Se cree que este Ultimo mecanismo tiene lugar también para
el caso de la presentacion de antigenos restringidos por CD1
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(30), pues se ha encontrado que los antigenos de las
vesiculas apoptéticas pueden ser también de naturaleza
glicolipidica. Si bien este mecanismo responde a la forma
de presentacion para linfocitos T CD8+ vy linfocitos T
restringidos por CD1, se ha considerado que pudiera auxiliar
y mejorar la presentacién de antigenos por la via MHC-II.

Los macréfagos, sitio de infeccion del bacilo tuberculoso,
son débiles inductores del procesamiento y presentacién de
antigenos a linfocitos T CD4+ comparado con las células
dendriticas. Al mismo tiempo, M. tuberculosis debilita estos
mecanismos en el macréfago, provocando una pobre
expresion de las moléculas MHC-II, lo que constituye uno
de los mecanismos de evasién desarrollado por este
microorganismo. Por tanto, la translocacién de antigenos a
través de vesiculas apéptoticas hacia células dendriticas
vecinas o espectadoras contribuiria al mejoramiento de la
presentacién de antigenos por la via MHC-Il y por
consiguiente a la estimulacién de los linfocitos T CD4+.

Volviendo a las células T restringidas por CD1 y sobre todo
al mecanismo que opera en dicha presentacion antigénica,
el grupo de Kaufmann y col. (31) ha propuesto un mecanismo
mediante el cual las moléculas glicolipidicas se asocian a
las moléculas CD1 una vez que ingresan en los macroéfagos.

El estudio de este mecanismo se realiz6 con las moléculas
CD1 del grupo 1, las cuales estan ausentes en roedores
(ratones y ratas), pero estan presentes en humanos. Se
plantea que aunque la micobacteria libera lipidos que se unen
a CD1, este no es el principal mecanismo, pues lo que ocurre
con mayor frecuencia es la integracion de estos lipidos a la
membrana fagosomal. Por lo que seria casi imposible que
ocurriera la unién directa de los lipidos con las moléculas
CD1.

A partir de los hallazgos de este grupo se ha podido confirmar
que en este proceso participan unas moléculas denominadas
saposinas, las cuales extirpan la molécula glicolipidica de la
membrana fagosomal y son las encargadas de guiar los
antigenos lipidicos hacia las moléculas CD1. Similares
estudios fueron realizados para las moléculas CD1 del grupo
2 que permiten confirmar este mecanismo.

Respuesta mediada por anticuerpos

Tradicionalmente, existe el dogma que sélo la inmunidad
mediada por células esta implicada en la inmunidad
protectora contra la TB. Este pensamiento se debe
fundamentalmente a que M. tuberculosis se replica
predominantemente dentro del fagosoma del macréfago y
los patdgenos intracelulares son en general reconocidos por
mecanismos de la inmunidad celular y no la humoral. No
obstante, se ha encontrado que la vacunacién con BCG, asi
como la infeccién por M. tuberculosis inducen respuesta de
anticuerpos (32), sin embargo, durante mucho tiempo se ha
pensado que este tipo de respuesta es irrelevante en el
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control de la replicacién de la micobacteria. No obstante,
evidencias actuales sugieren que los anticuerpos pudieran
proveer mecanismos de proteccion en diferentes etapas de
la infeccién por M. tuberculosis (33).

Los mecanismos mediante los cuales los anticuerpos median
la proteccion frente a la infeccién por TB, son
fundamentalmente tres. El primero, es que la opsonizacion
de las micobacterias mejora los procesos de fagocitosis por
los neutréfilos, siendo mas efectivos los mecanismos de
muerte intracelular de M. tuberculosis. Segundo, la captura
por parte de los macrofagos, a través de receptores de
inmunoglobulinas pudiera incrementar la muerte intracelular
por el hospedero. Y tercero, la captura o activacion celular
inducida por las inmunoglobulinas en las células
presentadoras de antigenos pudiera incrementar la respuesta
de las células T especificas de micobacterias. Se ha
demostrado que anticuerpos humanos especificos de
micobacterias inducidos por la vacunaciéon con BCG son
capaces de mediar respuestas protectoras a través de estos
tres mecanismos (34).

El estudio del papel que desempefan los anticuerpos en la
inmunidad antituberculosa constituye una linea de
investigacion con renovada expansion. En estos temas estan
trabajando varios grupos, siendo el grupo de Armando Acosta
y colaboradores uno de los pioneros en esta vertiente, con
el objetivo de disenar nuevas vacunas contra la TB capaces
de inducir una respuesta humoral con actividad protectora
(35).

Varios trabajos, los cuales han seguido esta linea de
pensamiento, han demostrado la capacidad protectora que
pueden ejercer los anticuerpos en la inmunidad
antimicobacteriana. Por ejemplo, se ha comprobado que la
inoculacion pasiva en modelos animales de anticuerpos,
tanto monoclonales como policlonales y de tipo IgA e IgG
son capaces de reducir el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) en érganos claves como bazo y pulmén
después del reto con M. tuberculosis (36).

Experimentos similares en modelos animales demostraron
que no soélo los anticuerpos eran capaces de reducir el
niumero de células infectantes sino que también
incrementaban la sobrevida de los animales ante dosis letales
de M. tuberculosis (37).

Inmunidad mucosal

Se sabe que M. tuberculosis es transmitido por via aérea,
siendo localizada en su mayor parte en los pulmones de
pacientes infectados. Los pulmones son 6rganos mucosales
con especializaciéon regional de la respuesta inmune. Por
tanto, un objetivo importante en materia de desarrollo de
vacunas contra la TB es optimizar la inmunidad mucosal en
pulmén, adicionalmente a la induccién de inmunidad
sistémica contra la replicacion diseminada incontrolada.
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Varios estudios en ratones han demostrado las ventajas de
la inmunidad mucosal en la proteccion contra infecciones
micobacterianas (38- 39).

Disefo de nuevas vacunas contra la tuberculosis

Es de consenso general por parte de la comunidad cientifica,
la urgente necesidad de una nueva vacuna que controle
satisfactoriamente la TB.

Los avances en el conocimiento de los mecanismos
inmunitarios involucrados en la protecciéon contra M.
tuberculosis han permitido implementar novedosas
estrategias en la busqueda de vacunas contra la TB, entre
las que se distinguen fundamentalmente dos: la primera
considera la inclusién de unos pocos péptidos antigénicos
seleccionados e identificados, tanto por células T CD4+
como por células T CD8+. Este es el basamento de las
llamadas vacunas de subunidades, que son incluidos uno o
varios antigenos. Las vacunas de subunidades han sido
seleccionadas a través de abordajes racionales y
experimentales. Por ejemplo, han sido identificados
antigenos claves de M. tuberculosis mediante analisis de la
respuesta inmune en individuos sanos y su obtencion de
donadores positivos.

Entre los antigenos seleccionados tenemos: Mtb72F, una
poliproteina de 72kDa (Mtb32(C)-Mtb39-Mtb32(N)). La
inmunizacion de ratones con Mtb72F, formulada con el
adyuvante ASO1B, generé una potente respuesta inmune,
induciendo altos niveles de IFN-Jy de anticuerpos contra
los tres componentes de la poliproteina, ademas de una
potente respuesta CD8+ contra el epitope Mtb32(C).

La inmunizacién con Mtb72F protegi6é ratones de la linea
C57BL/6 ante el reto mediante aerosol con una cepa virulenta
de M. tuberculosis. Mas importante resulta el hecho de que
la inmunizacién en curieles con esta poliproteina dio lugar a
una prolongada sobrevida después del reto con M.
tuberculosis virulento, comparable a la inmunizaciéon con
BCG, por tal motivo constituye el primer candidato vacunal
recombinante contra la TB (40).

Generalmente este tipo de vacunas estan constituidas por
proteinas recombinantes purificadas a partir de un vector de
expresién bacteriano. Para el caso de antigenos de M.
tuberculosis se han explorado gran numero de vectores con
el propdsito de obtener altos rendimientos de estos antigenos
de naturaleza proteica y que los mismos sean semejantes a
los antigenos provenientes de M. tuberculosis, sobre todo
se han empleado aquellos cuyas proteinas sufren las mismas
modificaciones quimicas que las micobacterias.

Entre los vectores que se han utilizado en la expresion de
antigenos de M. tuberculosis encontramos: baculovirus (41),
Streptomyces lividans, Corynebacterium spp., M. smegmatis
(42-44) y Pichia Pastori (45).



Se ha comprobado que modificaciones tales como la
glicosilacién de las proteinas, repercuten en la
inmunogenicidad inducida por tales antigenos (46).
Streptomyces lividans es un hospedero filogenéticamente
cercano a las micobacterias, es por eso que se ha estudiado
su uso como vector para la expresiéon de antigenos de M.
tuberculosis. En Cuba el grupo de Carlos Vallin y
colaboradores ha demostrado la eficacia de este hospedero
para producir antigenos de M. tuberculosis (47).

Otro hospedero utilizado para expresar antigenos de M.
tuberculosis ha sido Saccharomyces cerevisiae,
especificamente en la expresion de bandas multiepitépicas
sintéticas pertenecientes a diferentes antigenos de M.
tuberculosis (48).

Entre las ventajas en la utilizacién de este tipo de vector para
la expresion de antigenos de M. tuberculosis, tenemos la
simplicidad en la manipulacion y trabajo con el mismo, que
al igual que algunos sistemas bacterianos como E. coli no
necesita de altos requerimientos nutricionales, se caracteriza
por una alta velocidad de crecimiento y alta frecuencia de
transformacion. Ademas, aventaja a muchos vectores
bacterianos, por el hecho de que en este hospedero tienen
lugar eventos postraduccionales que provocan
modificaciones quimicas en las proteinas muy semejantes a
los de micobacteria, no produce cuerpos de inclusion y los
niveles de endotoxina que produce son casi indetectables
(49).

Todos estos factores pudieran permitir en un futuro la posible
utilizaciéon de Saccharomyces cerevisiae como vector no-
patogénico para una vacuna que sea administrada oralmente
contra la tuberculosis.

Dentro del grupo de vacunas de subunidades también
encontramos las vacunas basadas en ADN desnudo o
vacunas génicas. Las ventajas que ofrece este tipo de
vacunas es que es posible la expresién enddgena de los
antigenos en células presentadoras, lo que permite su
procesamiento apropiado para la estimulaciéon de linfocitos
CD4+ vy linfocitos CD8+. Adicionalmente, los plasmidos
utilizados como vectores de vacunas contienen secuencias
inmunoestimulatorias, tales como los motivos no metilados
C,G.

En esta estrategia, generalmente, se realiza el clonaje de un
gen que codifica para un antigeno inmunodominante en un
vector eucariota, no obstante también se han empleado
librerias genémicas completas que supone contengan un
repertorio mas representativo de todos los antigenos
codificados en el genoma del microorganismo, tal es la
experiencia realizada con M. tuberculosis por el grupo de
Acosta y colaboradores (50). En este trabajo se demostro
que la inoculacién de una libreria de expresién genémica de
M. tuberculosis en ratones Balb/c conferia proteccién en un
modelo de infeccién experimental con BCG.
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La segunda estrategia asume que estén presentes la mayor
cantidad de antigenos posibles, con el objetivo de activar un
repertorio mayor de poblaciones de linfocitos,
comprendiendo no sélo a los linfocitos convencionales CD4 +
y CD8+, sino también los no convencionales. Esta estrategia
es la base para el desarrollo de vacunas vivas atenuadas.

Ambas estrategias, a pesar de su division, no son
mutuamente excluyentes, pues se ha propuesto la posibilidad
de seleccionar los mejores candidatos de ambos abordajes
para el desarrollo de regimenes de sensibilizacion-recuerdo
(prime-boost) heterélogos, lo cual pudiera constituir la mejor
opcion para desencadenar una respuesta inmune potente
representada por todos los componentes del sistema
inmune. En este escenario, la sensibilizacién por
preexposicién con una vacuna atenuada altamente eficaz,
debe ir seguida de la postexposiciéon de recuerdo de una
potente vacuna de subunidades.

Es obvio que la composicion antigénica de la vacuna de
subunidades es dependiente del tiempo en que ocurre la
administraciéon. Es decir, vacunas de subunidades
preadministradas deben comprender antigenos de M.
tuberculosis que se expresen inmediatamente después de
la infecciéon, sin embargo, vacunas de subunidades
postexposicion deben contener antigenos que se expresen
en M. tuberculosis latente, o sea en etapas tardias de la
infeccion.

El desarrollo de las técnicas del BCG recombinante ha
permitido obtener candidatos vacunales que han resultado
ser mas efectivos que BCG parental en modelos animales.
Para ello se han desarrollado varias estrategias: una de ellas
es basada en BCGr, para producir grandes cantidades de
antigenos autélogos protectores, asi como antigenos
provenientes de M. tuberculosis, como BCGr que expresay
secreta el antigeno de 30 kDa, la principal proteina secretada
por M. tuberculosis. La inmunizacién con esta cepa que
expresa y secreta el antigeno de 30kDa ha resultado en un
mayor tiempo de sobrevida que BCG parental, después del
reto en el modelo de TB experimental en curieles (51).

Por otra parte, se trabaja en restablecer los genes de BCG
que se han perdido por delecién a partir de la cepa M. bovis
y que son importantes antigenos. Un ejemplo es el caso de
ESAT-6 delecionado de la regién RD1 de BCG.

Partiendo del conocimiento de la importancia de los linfocitos
CD8+ en lainmunidad protectora contra la TB, SH Kaufmann
desarrolla otra estrategia de vacuna; observa que el BCG
por si solo no era capaz de estimular este tipo de respuesta
(52), por lo que tomaron en cuenta lo que ocurre con otro
patégeno intracelular, Listeria monocitogenes, el cual al ser
fagocitado por los macréfagos egresa del fagosoma hacia el
citosol. En este mecanismo de translocacion es esencial una
enzima denominada listeriolisina (hly). Por ello el gen que
codifica para esta enzima fue insertado en el genoma de BCG,
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de modo que facilitara la entrada de antigenos al citosol,
propiciando entonces la unién de los péptidos antigénicos a
las moléculas MHC-l y asi estimular los linfocitos CD8+ (53).
Estudios de reto mediante aerosol de una cepa virulenta de
M. tuberculosis demostré que la respuesta protectora
inducida por la cepa de BCG recombinante con el gen de la
listeriolisina (rBCG-hly) era superior a la inducida por la cepa
de BCG salvaje.

En otras investigaciones se insert6 el gen de la listeriolisina
en una cepa mutante de BCG deficiente de ureasa (DUre
rBCG-hly). Esto se debe a que BCG salvaje provoca la
neutralizacién del fagosomay el pH éptimo para la actividad
de la listeriolosina es acido (pH=5.5). La cepa mutante no
neutraliza el medio dentro del fagosoma permitiendo la
acidificacion del mismo y un pH 6ptimo para la enzima. Los
estudios de reto mediante la inoculacion aerégena de una
cepa de laboratorio y de una proveniente de un aislamiento
clinico (Beijing/W) de M. tuberculosis demostré que los
niveles de proteccién con la cepa mutante eran mas altos
que los alcanzados por la cepa de BCG salvaje (54).

Aunque la eficacia de estos candidatos vacunales pudiera
depender de la virulencia del microorganismo, estudios
realizados en ratones con inmunodeficiencia combinada
severa (SCID), infectados con las cepas rBCG-hly y DUre
rBCG-hly, demostraron lo contrario, con tiempos de sobrevida
de los ratones superiores a la mostrada cuando se inoculé
el BCG salvaje. Este resultado fue realmente gratificante para
el grupo, permitiendo introducir la cepa DUre rBCG-hly en
ensayos clinicos. También se han obtenido BCGr capaces
de secretar diversas citocinas, incluyendo IL-2, IFN-yy otras,
en un intento por mejorar las propiedades
inmunoestimulatorias de BCG (55).

Por ultimo, mutantes atenuados de M. tuberculosis disefiados
racionalmente se han considerado potenciales candidatos
vacunales. El desarrollo de diversas herramientas biolégicas
ha facilitado la manipulacién genética de M. tuberculosis (56).
Estos avances y la culminacién de la secuenciacion de su
genoma (57), han facilitado el andlisis de la contribucion de
genes individuales a la virulencia de M. tuberculosis.

La posible ventaja de utilizar cepas atenuadas de M.
tuberculosis como vacuna se debe a que gran parte de los
genes que se han perdido en la cepa vacunal BCG, como
consecuencia de la adaptacion progresiva de la misma a las
condiciones de laboratorio, aln estan presentes en M.
tuberculosis, los cuales pudieran contribuir a una respuesta
inmune mas potente que el propio BCG. En la actualidad
varios grupos han seguido esta estrategia y como ejemplo
tenemos el mutante de M. tuberculosis phoP.

Esta cepa atenuada de M. tuberculosis se obtuvo mediante
la inactivaciéon de un solo gen y ha mostrado su pobre
multiplicacioén in vitro en cultivos de macréfagos de ratén y
es también atenuada in vivo en el modelo de infeccion de
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ratéon. Asi que el mutante phoP pudiera estar involucrado en
la regulacién de la virulencia de M. tuberculosis y es
prometedor como vacuna contra la tuberculosis (58).
Diferentes mutantes auxotréficos de M. tuberculosis se han
obtenido, los cuales pueden ser atenuados en diferentes
grados, y como consecuencia exhiben diverso potencial
como vacuna al ser ensayados en modelos animales. Mas
recientemente se describe la obtencion de mutantes dobles
auxotréficos con la finalidad de que sea poco probable la
posible reversién de la virulencia.

Podemos concluir que las investigaciones en el campo de
las vacunas contra la TB se encuentran en una etapa decisiva
y se cuenta con cientos de candidatos vacunales probados
en modelos experimentales, de los cuales gran parte estan
en fase de ensayos clinicos.
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The anti-tuberculosis immunity and their implications in the vaccine candidates

development

Abstract

The incidence of tuberculosis has reached alarming rates nowadays. BCG vaccine, the only anti-tuberculosis
vaccine available has been inefficient in several field trials around the world. It is currently imperative to obtain
new vaccines against tuberculosis. A better understanding of the immune response induced by M. tuberculosis
during infection could help to obtain the desired vaccine in a relative short time. The aim of the present review is
to show a general panoramic of M. tuberculosis infection cycle , the main effectors cells in the anti- tuberculosis

immunity and the fundamental strategies in the rational vaccine development against this disease.

Keywords: Tuberculosis, immunity, vaccine.

Recibido: Octubre de 2008

Aceptado: Febrero de 2009

VacciMonitor 2009; Ao 18 No. 1 34




