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Resum 

La tuberculosi (TB) és una epidèmia global causada per Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb) amb 8,6 milions de malalts i 1,3 milions de morts cada any. El 

tractament actual amb antibiòtics és molt llarg, car, i presenta efectes adversos.  

Quan una persona s‟infecta amb Mtb pot controlar la infecció en el 90% dels casos 

(infecció latent), desenvolupant només lesions microscòpiques al pulmó: granulomes 

de 0,5mm de diàmetre, invisibles en una radiografia. En el 10% restant la infecció no 

es controla i es desenvolupen lesions més grans, típicament cavitats d‟uns 20mm en 

adults immunocompetents. La clau per comprendre la patogènesi de la TB activa és la 

formació de grans cavitats a partir de granulomes de 0,5mm.  

En aquesta tesi s‟ha desenvolupat un model murí, mitjançant la infecció 

endovenosa de ratolins C3HeB/FeJ amb la soca virulenta de Mtb H37Rv, que 

desenvolupa lesions amb necrosi granulomatosa central i liqüefacció molt similars a 

les lesions prèvies a la cavitació en humans. Les lesions creixen de forma exponencial 

en part degut a la infiltració neutrofílica massiva, i en part degut a la coalescència de 

les lesions properes. Els estudis comparatius amb la soca resistent C3H/HeN i l‟ús 

d‟antiinflamatoris no esteroideus (AINEs) en el model han confirmat que la inflamació 

és un factor clau en el desenvolupament de la TB activa, i també que els AINEs 

podrien utilitzar-se com a tractament coadjuvant en la TB pulmonar en adults 

immunocompetents, ja que en frenar la inflamació ajuden a controlar la malaltia. 

D‟altra banda s‟ha desenvolupat un mètode profilàctic que mitjançant 

l‟administració oral de dosis baixes de micobacteris inactivats indueix tolerància al Mtb, 

i en conseqüència una resposta immunitària més equilibrada, amb contenció de la 

resposta Th17, resultant en una millora de la supervivència, la càrrega bacil·lar i la 

histopatologia dels ratolins. 

Conclusions: S‟ha desenvolupat un model murí de TB activa, s‟ha caracteritzat el 

paper que té la inflamació en el desenvolupament de cavitats, concretament la 

infiltració massiva de neutròfils, s‟ha proposat l‟ús d‟AINEs com a tractament 

coadjuvant de la tuberculosi activa en adults immunocompetents, i s‟ha desenvolupat 

un nou mètode profilàctic que podria evitar la malaltia mitjançant la inducció de 

tolerància oral al Mtb que s‟aconsegueix amb l‟administració oral de dosis baixes de 

micobactèries inactivades. 
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is a global epidemic caused by Mycobacterium tuberculosis 

(Mtb). In 2012 an estimated 8,6 million of people developed TB and 1,3 million died 

from the disease. The current treatment with antibiotics is expensive, long-lasting and 

presents adverse effects. 

When people are infected with Mtb the infection is controlled in the 90% of the 

cases, developing microscopic lesions in the lungs, 0,5mm of size granulomas, 

invisibles to the X-rays. In the other 10% the infection is not controlled and bigger 

lesions are developed: in immunocompetent adults the most characteristic lesion is a 

cavity sized about 20mm of diameter. The clue to understand active TB pathogenesis 

must be the development of 20mm cavities from 0,5mm granulomas.  

In this work a murine model has been developed through the endovenous infection 

of C3HeB/FeJ mice with H37Rv virulent strain of Mtb, which develops lesions 

presenting central granulomatous necrosis and further liquefaction, very similarly to the 

lesions previous to cavity formation in human patients. The lesions grow exponentially 

due to massive neutrophilic infiltration and coalescence of neighbour lesions. The 

comparative studies with the resistant mice strain C3H/HeN and the use of non-

steroidal anti-iflammatory drugs (NSAIDs) in the model confirmed that inflammation is 

clue in the active TB development, and also that NSAIDs could be use as adjunctive 

therapy in the treatment of pulmonary TB in immunocompetent adults, through control 

of excessive inflammation. 

On the other hand, a prophylactic method has been developed consisting on 

induction of tolerance to Mtb through oral administration of low doses of heat-killed 

mycobacteria, driving to a more balanced immune response, limiting Th17 

development and resulting in a better outcome of mice in terms of survival, 

histopathology and bacillary load in lungs. 

Conclusions: A murine active TB model has been developed, and the role of 

inflammation in cavity formation characterized, namely the role of massive neutrophilic 

infiltration. The use of NSAIDs has been proposed as an adjuvant treatment of active 

TB in immunocompetent adults, and a new prophylactic method has been developed 

that could avoid the disease by induction of oral tolerance to Mtb through the 

administration of heat killed micobacteria at low doses.  
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Resumen 

La tuberculosis (TB) es una epidemia global causada por Mycobacterium 

tuberculosis (Mtb) con 8,6 millones de enfermos y 1,3 millones de muertes cada año. 

El tratamiento actual con antibióticos es muy largo, caro i presenta efectos adversos.  

Cuando una persona se infecta con Mtb puede controlar la infección en el 90% de 

los casos (infección latente), desarrollando solamente lesiones microscópicas en el 

pulmón: granulomas de 0,5mm de diámetro invisibles en una radiografía. En el 10% 

restante la infección no se controla y se desarrollan lesiones mayores, típicamente 

cavidades de unos 20mm en adultos inmunocompetentes. La clave para comprender 

la patogénesis de la TB activa es el paso de granulomas de 0,5mm a cavidades de 

gran tamaño.  

En esta tesis se ha desarrollado un modelo murino mediante la infección 

endovenosa de ratones C3HeB/FeJ con la cepa virulenta H37Rv de Mtb, que 

desarrolla lesiones con necrosis granulomatosa central y licuefacción, muy similares a 

las lesiones previas a la cavitación en humanos. Las lesiones crecen de forma 

exponencial debido en parte a la infiltración neutrofílica masiva, y en parte a la 

coalescencia de las lesiones vecinas. Los estudios comparativos con la cepa 

resistente C3H/HeN y el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) en el modelo 

han confirmado que la inflamación es un factor clave en el desarrollo de la TB activa, y 

también que los AINE podrían utilizarse como tratamiento coadyuvante en la TB 

pulmonar en adultos inmunocompetentes, dado que en frenar la inflamación ayudan a 

controlar la enfermedad. 

Por otro lado se ha desarrollado un método profiláctico que mediante la 

administración oral de dosis bajas de micobacterias inactivadas induce tolerancia al 

Mtb, y en consecuencia una respuesta inmunitaria más equilibrada, conteniendo la 

respuesta Th17, resultando en una mejora de la supervivencia, la carga bacilar y la 

histopatología de los ratones. 

Conclusiones: Se ha desarrollado un modelo murino de TB activa, se ha 

caracterizado el papel de la inflamación en el desarrollo de cavidades, concretamente 

de la infiltración masiva de neutrófilos, se ha propuesto el uso de AINEs como 

tratamiento coadyuvante para la tuberculosis activa en adultos inmunocompetentes, y 

se ha desarrollado un nuevo método profiláctico que podría evitar la enfermedad 

mediante la inducción de tolerancia oral al Mtb que se consigue con la administración 

oral de bajas dosis de micobacterias inactivadas. 
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Llistat d’abreviacions 

AAS: àcid acetilsalicílic 

AINEs: Antiinflamatoris no esteroideus 

AMPc: Adenosina monofosfat cíclica 

ATP: Adenosina trifosfat 

BAL: de l‟anglès, Bronchoscopic Alveolar Lavage  

BCA: àcid Bicinconinic  

BCG: Bacil de Calmette-Guérin, soca atenuada del M.bovis 

CCL20: de l‟anglès, Chemokin (C-C motif) ligand 20. 

CCR6: de l‟anglès, Chemokin (C-C motif) receptor 6. 

CD: clúster de diferenciació 

CFU: de l‟anglès, Colony forming unit 

COX: Ciclooxigenasa 

CXCL1 o CXCL2: de l‟anglès, Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 o 2 

DCs: de l‟anglès, dendritic cells 

DTH: de l‟anglès, Delayed-type hipersensitivity   

ELISA: de l‟anglès, Enzym-linked immunosorbent assay 

EV: endovenosa 

Foxp3: Gen que codifia la proteïna Forkhead box P3, escrit en minúscules 

indistintament per referir-se al gen murí o humà. 

FSC: de l‟anglès, Forward scatter 

H/E: Hematoxil·lina/Eosina  

hi: de l‟anglès, high, alta expressió del marcador 

HNPs: de l‟anglès, Human neutrophilic peptids 

IFN: Interferó 

IL: interleucina 

iNOS: de l‟anglès, inducible Nitric oxide synthase 

IRIS: de l‟anglès, Immune reconstitution inflammatory syndrome 

ITBL: Infecció tuberculosa latent 

KC: Sinònim de la quimiocina CXCL1 

LIX: Sinònim de la quimiocina CXCL5  

lo: de l‟anglès, low, baixa expressió del marcador 

LOG: Logaritme decimal o logaritme en base 10  

LOX: Lipooxigenasa 

Lta4: gen que codifica LTA4H, escrit en minúscules indistintament per referir-se al gen 

murí o humà. 
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LTA4H: de l‟anglès, Leukotiene A4 hydrolase 

LTB4: Leucotriè B4 

LXA4: Lipoxina A4 

LXRα:de l‟anglès, Oxysterol receptor alfa 

LXRβ: de l‟anglès, Oxysterol receptor beta  

M.: Mycobacterium 

MDR: de l‟anglès, Muldti-drug-resistant (soca multiresistent a antibiòtics)  

MFs: Macròfags 

MIP-2: de l‟anglès, Macrophage inflammatory protein 2, sinònim de CXCL2 

MMPs: Metaloproteinases de la matriu 

MOI: de l‟anglès, Multiplicity of infection 

Mtb: Mycobacterium tuberculosis 

MTC : Tricròmic de Masson  

MVA85A: de l‟anglès, Modified vaccinia Ankara 85A 

NETs: de l‟anglès, Neutrophilic extracellular traps 

NK: de l‟anglès, Natural killers 

OMS: Organització mundial de la salut 

OVA: Ovoalbúmina 

PBMCs: de l‟anglès, Peripheral blood mononuclear cells 

PBS : de l‟anglès, Phosphate buffered saline 

PGE2: Prostaglandina E2 

PPARγ: de l‟anglès, Peroxisome proliferator activated receptor γ 

PPD: de l‟anglès, tuberculin purified protein derivative  

PRRs: de l‟anglès, Patern recognition receptors 

RNI:  de l‟anglès, Reactive Nitrogen Intermediate  

ROI: de l‟anglès, Reactive Oxygen Intermediate 

ROS: de l‟anglès, Reactive Oxygen Species 

RXR: de l‟anglès, Retinoid X receptor  

SD: Desviació estàndard  

SIDA: Síndrome de la immunodeficiència adquirida. 

SSC: de l‟anglès, Side scatter 

STAT3: de l‟anglès, Signal transducer and activator of transcription 3. 

TB: Tuberculosi 

Teff: T potencialment efectores CD4+CD25+CD39-  

TGF-β: de l‟angès, Transforming growth factor beta 

Th (dit dels limfòcits): de l‟anglès, T helper 

TIGRA: de l‟anglès, T-cell Interferon-gamma release assay 
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Tmeff: T efectores de memòria CD4+CD25-CD39+ 

TNF-α: de l‟angès, Tumor necrosis factor alfa 

TST: de l‟anglès, Tuberculin skin test (prova de la tuberculina)  

UTE: Unitat de tuberculosi experimental 

VIH: Virus de la immunodeficiència humana 

XDR: de l‟anglès, Extremely-drug-resistant (soca extremadament resistent a 

antibiòtics)  

ZN : Ziehl-Neelsen  
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1 Introducció 

1.1 10 conceptes bàsics sobre la tuberculosi 

1. La tuberculosi és una malaltia infecciosa causada per un bacil molt 

resistent anomenat Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis).  

2. La presentació més freqüent en individus sans és la pulmonar, on el 

bacil produeix lesions al pulmó, però també pèrdua de pes, febre, suors nocturnes 

i malestar general. Pot acabar amb la mort si no es tracta. Amb menor freqüència 

també pot presentar-se de forma extrapulmonar. 

3. La tuberculosi es transmet per via aèria, quan una persona malalta 

expulsa bacils continguts en aerosols que es generen quan parla o tus, i que 

poden anar a parar a les vies respiratòries d‟un nou hostatger, i infectar-lo.  

4. Quan una persona s‟infecta pot controlar la infecció passant a tenir una 

infecció tuberculosa latent (ITBL), o bé pot emmalaltir en desenvolupar una 

tuberculosi activa. No obstant això, encara que una persona controli la infecció, la 

ITBL pot reactivar-se més tard, amb major probabilitat durant els 2 primers anys 

següents al moment de la infecció. 

5. La infecció tuberculosa es pot diagnosticar amb la prova de la 

tuberculina, que mesura la resposta cel·lular del pacient a antígens tuberculosos. 

Aquesta prova però, no permet distingir entre infecció i malaltia, pel que el 

diagnòstic s‟ha de basar en la simptomatologia, i finalment en la demostració del 

bacil en mostres del pacient (clàssicament per cultiu de la mostra o observació 

directa al microscopi, i més recentment per tècniques de genètica molecular).  

6. El tractament estàndard de la tuberculosi consisteix en l‟administració 

de 4 fàrmacs antibiòtics (Izoniazida, Rifampicina, Pirazinamida i Etambutol) durant 

una primera fase (2 mesos), i continuació amb 2 d‟aquests fàrmacs (Izoniazida i 

rifampicina) durant 4 mesos més. Comporta un risc notable d‟efectes no desitjats, 

una baixa adherència al tractament i un cost econòmic important. El tractament es 

complica quan la tuberculosi és produïda per una soca resistent a algun (o 

diversos) dels antibiòtics utilitzats normalment. Són les soques que coneixem com 

a Multi-Drug-resistant (MDR) o Extremely-Drug-resistant (XDR).  

7. La tuberculosi està estretament lligada al virus de la immunodeficiència 

humana (VIH). Les persones amb tuberculosi tenen més risc de desenvolupar la 

Síndrome de la immunodeficiència adquirida (SIDA), i les persones infectades 

amb VIH tenen major risc de desenvolupar tuberculosi.  
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8. Tot i així hi ha altres importants factors de risc: immunodeficiències, 

diabetis mellitus, condicions d‟aglomeració de persones, de malnutrició i de 

pobresa en general. 

9. L‟aparició de soques de M.tuberculosis resistents als antibiòtics és un 

dels problemes greus de la tuberculosi avui dia, degut a la complicació que 

suposen per al tractament. En el cas de patir una tuberculosi per una soca 

multiresistent el cost del tractament es multiplica ja que el temps de tractament 

s‟allarga fins a un mínim de 2 anys. Els riscos per efectes secundaris incrementen 

molt doncs s‟han d‟utilitzar fàrmacs de segona línia, i la probabilitat d‟èxit també 

disminueix fins a un 40-50% (envers un 90% del tractament estàndard en soques 

susceptibles.  

10. Els nens són més susceptibles de desenvolupar la tuberculosi, i per 

aquest motiu la prevalença de la malaltia pediàtrica és un indicador de la 

prevalença de la infecció en una població. A més, el seu diagnòstic és més difícil 

degut a que és més freqüent la presentació de formes atípiques de tuberculosi. 

1.2 La tuberculosi com a problema global 

Tot i que existeixen eines per diagnosticar, prevenir i tractar la tuberculosi, l‟any 

2012 van emmalaltir-ne 8,6 milions de persones, i 1,3 milions en van morir, segons 

recull l‟últim informe de la Organització Mundial de la Salut (WHO 2013). De fet, la 

tuberculosi és, després de la SIDA, la malaltia infecciosa causada per un sol agent que 

més morts produeix a escala global. A més, entre la població afectada pel VIH, la 

tuberculosi és la primera causa de mort, i és una de les 3 principals causes de mort 

entre dones joves (de 15 a 44 anys).  

Tot i que hi ha casos de tuberculosi arreu del planeta, el 80% d‟aquests es 

concentren en 22 països. Un 60% dels nous casos es presenten a Àsia, però la major 

proporció de nous casos per habitant es dóna a l‟Àfrica subsahariana. Pel que fa a les 

morts, les desigualtats són encara més grans: el 95% de les morts per tuberculosi es 

produeixen a països amb ingressos baixos o mitjans. De manera que tot i ser un 

problema global, allà on incideix de forma més crua és a països amb pocs recursos 

econòmics (WHO 2013). 

A nivell global, la mortalitat ha disminuït aproximadament un 50% des de l‟any 

1990, complint així una de les fites de la OMS pel que fa a aquesta malaltia, que 

consistia en reduir aquestes taxes a aquests nivells pel 2015. En canvi la prevalença 

només ha disminuït un 37%, pel que no es preveu que pugui complir aquest objectiu 

(Figura 1). A més, a 11 dels 22 països amb més tuberculosi ni la incidència, ni la 
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prevalença ni la mortalitat estan disminuint al ritme que seria necessari per assolir 

aquests objectius de la OMS.   

 
Figura 1: Tendència global de les taxes estimades d’Incidència, Prevalença i Mortalitat de la 

Tuberculosi. Adaptat de (WHO 2013). Esquerre: tendència a nivell global de la incidència de tuberculosi 

(en verd) incloent els casos de tuberculosi en pacients infectats amb VIH (línia vermella). Al mig i a 

l‟esquerra, prevalença i mortalitat de la tuberculosi de 1990 a 2012, i previsió de la prevalença fins al 

2015. La línia horitzontal discontínua representa l‟objectiu de la OMS pel 2015, una reducció de la meitat 

de la taxa en comparació als nivells de la taxa el 1990. En la mortalitat no s‟ha inclòs les morts causades 

per la tuberculosi en pacients infectats amb VIH.  

Un problema addicional és el sorgiment de soques resistents als antibiòtics. L‟any 

2012 es van informar 450.000 casos de tuberculosi multiresistent, dels quals 170.000 

van morir. A més cal tenir en compte que molts dels casos no es detecten, pel que tot 

plegat, sumat a la dificultat del tractament d‟aquest tipus de tuberculosi, constitueix una 

crisi de salut pública.  

Per tal de combatre aquesta epidèmia global és necessari desenvolupar noves 

eines de diagnòstic i tractament. La vacuna existent, la vacuna del bacil de Calmette-

Guérin (BCG), tot i que protegeix els nens de tuberculosis severes com la meningitis o 

la tuberculosi disseminada, i sols en països amb una alta prevalença, tampoc no és 

efectiva en adults (Trunz et al. 2006). Pel que fa a la diagnosi, segueix essent un repte 

diferenciar la infecció latent de la malaltia, o bé detectar la tuberculosi en casos més 

complicats com ara en nens o en persones amb coinfecció amb VIH. Quant al 

tractament, el règim que s‟utilitza actualment es va desenvolupar fa més de 40 anys, i 

presenta diversos inconvenients: la llarga durada (mínim de 6 mesos); la necessitat 

d‟una estreta supervisió; la toxicitat (tot i que el tractament és segur, fins i tot en 

embarassades, la presentació d‟efectes adversos no és rara, especialment en certs 

grups de risc com malalts renals, hepàtics, embarassades o pacients coinfectats amb 

VIH (WHO 2010)); la dificultat d‟utilitzar-lo en persones coinfectades amb VIH donada 

la interacció dels fàrmacs anti-retrovirals amb alguns antibiòtics; o la impossibilitat 

d‟utilitzar-lo en casos d‟infecció amb soques MDR, que presenten resistència a algun 

dels fàrmacs de primera línia. A més, el preu del tractament també és important, 
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sobretot si tenim en compte que els països amb més afectació són justament aquells 

on hi ha més escassetat de recursos econòmics. 

1.3 Història natural de la tuberculosi  

La tuberculosi és una malaltia causada pel Mycobacterium tuberculosis, i afecta 

normalment els pulmons. La infecció comença quan el bacil entra a l‟organisme per les 

vies respiratòries, i quan arriba als alvèols pulmonars és fagocitat pels macròfags. 

Algunes persones eliminen la infecció en aquest moment, abans que s‟arribi a 

desenvolupar resposta immunitària adquirida, ja que s‟estima que en el 70% dels 

casos d‟exposició al bacil la infecció no progressa (Parrish et al. 1998). En cas contrari, 

el bacil comença a replicar-se dins els macròfags, fins que la resposta adquirida es 

desenvolupa i frena aquest creixement (Kaufmann et al. 2005). En algunes persones, 

malgrat estar infectades - tal i com indica una resposta al “Tuberculin skin test” (TST) 

positiva - la infecció no arriba a provocar lesions visibles en una radiografia ni a 

provocar símptomes clínics. Seria el cas de persones amb ITBL. D‟altres persones, en 

canvi, desenvolupen la malaltia, ja sigui just després d‟infectar-se (tuberculosi primària) 

o bé al cap d‟un temps (tuberculosi postprimària), presentant una simptomatologia 

clínica variable, que pot incloure un o diversos símptomes (febre nocturna, tos, 

hemoptisi, pèrdua de pes i malestar general), i un creixement bacil·lar important als 

pulmons (en molts casos detectable perquè l‟esput és positiu al cultiu o bé perquè la 

seva observació al microscopi revela bacils àcid-alcohol resistents). Els pacients de 

tuberculosi activa poden desenvolupar un ampli espectre de lesions, visibles en una 

radiografia, que al cap i a la fi són la causa del deteriorament de la salut en el pacient.  

Davant aquestes observacions clíniques, és lògic fer-se les següents preguntes:  
 

 Perquè les persones que han patit la malaltia, un cop curades gràcies al 
tractament amb antibiòtics, segueixen donant positiu a la prova de la 
tuberculina?  

 Què passa durant la ITBL?  

 Perquè un 10% de persones sanes infectades sí que desenvolupen 
tuberculosi activa?  

 Com es passa de ITBL a tuberculosi activa i perquè?  
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Tradicionalment la ITBL s‟ha explicat mitjançant el fenomen de la latència del bacil. 

El bacil de la tuberculosi, quan es troba en condicions desfavorables per al creixement 

entra en un estat no replicatiu (Wallace 1961; Munoz-Elias et al. 2005; Cardona 2007; 

Gill et al. 2009). Alguns autors han defensat que aquests bacils no replicatius poden 

romandre dins una lesió antiga, i que en determinades circumstàncies (per exemple 

d‟immunosupressió local), el bacil pot despertar o ressuscitar, començant de nou a 

replicar-se i causant per tant la reactivació de la tuberculosi (Dannenberg 2006). 

Aquesta teoria, però, no explicaria perquè el tractament de referència per a la ITBL 

(que disminueix el risc de patir una tuberculosi postprimària en un 90%) consisteix a 

tractar durant un període limitat de temps (9 mesos) amb un sol fàrmac, l‟isoniazida, un 

antimicrobià que actua contra els micobacteris només si es troben en estat replicatiu, 

(Comstock 1999; Fox et al. 1999). Per respondre aquestes qüestions sobre la infecció 

latent el grup de la Unitat de Tuberculosi Experimental (UTE) ha contribuït amb 

diversos estudis sobre el paper dels macròfags escumosos en la disseminació 

pulmonar dels bacils (Cardona et al. 2000; Cardona et al. 2003; Caceres et al. 2009), 

que van portar al Dr. Cardona a proposar una explicació alternativa, la hipòtesi 

dinàmica (Cardona 2009). Aquesta visió sobre la història natural de la malaltia s‟ha 

anat completant amb els treballs posteriors del grup en models matemàtics (Bru et al. 

2010), o sobre l‟encapsulació de les lesions (Gil et al. 2010), i també ha donat un nou 

punt de vista sobre el pas de ITBL a tuberculosi activa (Cardona 2010).  

1.3.1 Hipòtesi dinàmica i ITBL 

Aquesta hipòtesi sosté que durant la ITBL els bacils no queden en estat latent, sinó 

que escapen de les lesions i reinfecten novament el teixit. Així doncs, pel que fa a la 

ITBL, segons la hipòtesi dinàmica el cicle de reinfecció del M.tuberculosis als pulmons 

seria el següent:  

Tal i com es mostra a la  

Figura 2 l‟hostatger inhala bacils aerosolitzats que un pacient de tuberculosi ha 

expulsat (I). Un cop arriba a l‟espai alveolar (II) és fagocitat per un macròfag alveolar 

resident, que l‟incorpora al fagosoma. Com que el M.tuberculosis inhibeix la unió del 

fagosoma al lisosoma, evita ser destruït i es multiplica intracel·lularment, fins que 

causa la lisi del macròfag uns dies més tard. Els bacils alliberats són fagocitats pels 

macròfags veïns, sense causar massa inflamació. Tot i que són drenats al limfonode 

regional activant la resposta immunitària adquirida, els limfòcits específics generats no 

poden ser atrets pel focus d‟infecció al pulmó, doncs no hi ha prou inflamació que 

secreti les citocines necessàries (Bru et al. 2010; Cardona et al. 2014; Vilaplana et al. 

2014b). Durant aquest període, els bacils van creant nous focus d‟inflamació al voltant 
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del punt inicial, infectant més macròfags veïns i replicant-se. (III) Quan hi ha una 

massa crítica de macròfags veïns infectats, la inflamació generada és capaç d‟atraure 

els limfòcits, que activen els macròfags i els capaciten per destruir els bacils. Els 

macròfags activats són capaços de destruir un 90% dels bacils tuberculosos. Però els 

bacils supervivents romanen a dins de macròfags o bé al teixit necròtic en estat no 

replicatiu. Quan el creixement bacil·lar ja s‟ha controlat, els macròfags comencen a 

reparar el teixit destruït, començant per la fagocitosi del teixit necròtic. D‟aquesta 

manera poden acumular encara més bacils, i a més a més, a mesura que van 

fagocitant detritus cel·lulars, els lípids fagocitats s‟acumulen en vacuoles lipídiques al 

seu citoplasma, i els macròfags esdevenen escumosos. (IV) Els macròfags 

escumosos, que perden la capacitat de fagocitar i la capacitat migratòria, són drenats 

progressivament cap la perifèria de la lesió, arrossegats pel fluid alveolar cap als 

bronquis. (V) Al llarg d‟aquest camí cap al sistema digestiu on són destruïts, poden 

lisar, i si contenen algun bacil, encara que sigui en estat no replicatiu, (Vb) aquest 

queda lliure a un altre punt del pulmó on pot començar de nou tot el procés. Aquest 

fenomen rep el nom de reinfecció endògena.  

1.3.2 Refutació de la hipòtesi dinàmica i rellevància de l‟encapsulació de les 

lesions gràcies al model de minipigs 

En un estudi realitzat en un model de tuberculosi on s‟infectaven porcs amb 

M.tuberculosis (Gil et al. 2010), es va comprovar que després d‟unes setmanes 

d‟infecció coexistien lesions en diverses fases d‟evolució, des de molt inicials fins a ja 

calcificades, suggerint doncs que hi havia reinfecció endògena contínua. A més, es va 

veure que aquelles lesions que contactaven amb un septe intralobular, quedaven 

encapsulades per un anell de fibrosi exterior, i que 9 setmanes després de la infecció 

disminuïa molt el nombre de noves lesions. Adaptant la hipòtesi dinàmica a aquesta 

troballa, doncs, diríem que l‟encapsulació de les lesions permet trencar el cicle de 

reinfecció endògena dels bacils, ja que impedeix el drenatge de bacils cap a l‟exterior 

de les lesions, i per tant evita la disseminació pulmonar, resultant clau en el control de 

la infecció tuberculosa ( 

Figura 2, IVb).  
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Figura 2: Cicle endogen de M.tuberculosis a l’hostatger en la ITBL, adaptat de la figura 

publicada a (Cardona et al. 2011).  I: El bacil de M.tuberculosis aerosolitzat entra als alvèols. II: El bacil 

és fagocitat per un macròfag alveolar, on es replica fins causar la seva necrosi. Els macròfags necrosats 

causen una petita reacció inflamatòria, i alliberen els bacils que són fagocitats per macròfags veïns, sense 

causar lesió. Malgrat els bacils són drenats per les cèl·lules dendrítiques al limfonode regional (triangle 

verd), on té lloc la presentació d‟antigen i s‟inicia la resposta immunològica adquirida, en aquesta fase 

unicel·lular (I) els bacils poden causar nous focus d‟infecció lliurement perquè la manca de reacció 

inflamatòria evita que els limfòcits específics detectin els focus originals d‟infecció. III: Quan l‟acumulació 

de macròfags infectats és prou gran la inflamació ja és suficient per atraure els limfòcits específics, que 

activen els macròfags infectats i destrossen la major part dels bacils (90%). Els bacils supervivents 

queden en estat no replicatiu a l‟interior de macròfags activats o entre el material necròtic. IV:Comença la 

fase de neteja i regeneració de la lesió, caracteritzada per la fagocitosi de les restes cel·lulars necròtiques 

que realitzen els macròfags activats. Aquest procés provoca que els macròfags acumulin lípids fins a  

esdevenir escumosos, i que puguin fagocitar bacils supervivents que han quedat entre els detritus 

cel·lulars. Quan esdevenen escumosos són drenats cap a la perifèria de la lesió, i posteriorment cap al 

tracte gastrointestinal on han de ser fagocitats, transportant amb ells els bacils fagocitats. V: Els 

macròfags escumosos, en el seu camí cap al tracte gastrointestinal poden lisar, alliberant bacils que 

poden ser aerosolitzats i viatjar o bé cap al tracte gastrointestinal o bé reinfectar el teixit pulmonar (Vb).  

IVb: si la lesió s‟encapsula, s‟atura el drenatge de bacils provinents de l‟interior de la lesió, aturant el cicle 

de reinfecció endògena. 
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1.3.3 “Damage theory” i tuberculosi activa 

Segons Casadevall et al (Casadevall et al. 2003), la patogènesi d‟una infecció 

depèn tant del microorganisme com de l‟hostatger. Des del punt de vista de l‟hostatger 

hi hauria tres possibles situacions: I) si la resposta immunitària és feble, el 

microorganisme colonitza l‟hostatger, essent perjudicial, II) si la resposta immunitària 

és moderada, no hi hauria perjudici ni per a l‟hostatger ni per al microorganisme, 

estarien en un equilibri que els permetria sobreviure a tots dos, i III) si la resposta 

immunitària és massa intensa, seria perjudicial tant pel microorganisme com per 

l‟hostatger, doncs el sistema immunitari provocaria un dany tissular excessiu.  

Pel que fa a la tuberculosi, s‟ha postulat que la “Damage theory” - o teoria de 

Dany-benefici en català - es pot aplicar també a la tuberculosi (Cardona 2010), tal i 

com s‟explica a la Figura 3.  

 

 
Figura 3: Damage theory o teoria de dany-benefici (Casadevall et al. 2003), adaptat a la TB 

(Cardona 2010). Teoria dany-benefici en les infeccions: L‟eix Y mostra la progressió del dany en el teixit 

de l‟hostatger, i l‟eix X la intensitat de la resposta immunitària. La fletxa indica que la posició de la corba 

és variable i depèn de cada cas particular d‟interacció hostatger-patògen. Una resposta dèbil és 

inapropiada, insuficient per beneficiar l‟hostatger, mentre que una resposta forta és també inapropiada, 

doncs també provoca un dany en l‟hostatger. Teoria dany-benefici en la tuberculosi: De la mateixa 

manera, una resposta insuficient o excessiva portaria a la malaltia, però una resposta equilibrada 

permetria una convivència del bacil i de l‟hostatger, i seria el cas de la ITBL, el cas del 90% dels humans 

infectats. 

En el primer cas, un hostatger que pateixi una immunosupressió no evitarà el 

creixement del bacil i per tant patirà una malaltia disseminada, podent implicar la mort 

de l‟hostatger. En el segon cas, una resposta immunològica moderada, portaria a un 
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equilibri entre el M.tuberculosis i l‟hostatger. El M.tuberculosis sobreviuria i l‟hostatger 

no emmalaltiria, només romandria infectat. Seria el cas de la ITBL, i seria la situació 

del 90% de la població infectada. Finalment, en el tercer cas la resposta immunitària 

davant la infecció seria molt intensa, produint un dany tissular important, i per tant 

simptomatologia. Seria el cas de tuberculosi pulmonar típica en adults 

immunocompetents, amb afectació a l‟àpex pulmonar, liqüefacció i sovint cavitació de 

la lesió (Figura 3). Més enllà de ser una teoria sobre el desenvolupament de la 

malaltia, aquesta “Damage theory” té implicacions pràctiques a l‟hora d‟afrontar la lluita 

contra la tuberculosi, doncs en aquest camp de recerca s‟ha assumit de forma 

majoritària que per evitar la malaltia és necessari aconseguir una resposta més 

intensa. En canvi, amb la “Damage theory” es proposa que la resposta excessiva 

podria ser la causa de la malaltia tuberculosa, pel que una estratègia alternativa seria 

modular aquest excés de resposta. 

1.4 Aspectes patològics de la tuberculosi 

La patologia de la infecció és la característica més important de la malaltia, ja que 

són les lesions les que provoquen tota la simptomatologia. És a dir, sense lesions, no 

hi ha malaltia.  

1.4.1 Necrosi caseosa i liqüefacció, segons el Dr. Jacques Grosset 

La necrosi caseosa és el procés bàsic de la malaltia tuberculosa en humans. És la 

necrosi de la lesió inicial, que conté macròfags i neutròfils, i del teixit pulmonar que 

envolta la lesió, i presenta una consistència sòlida, o fins i tot gomosa. Això és degut a 

que malgrat l‟alvèol queda destruït, les fibres elàstiques de les parets alveolars i els 

seus vasos sanguinis es mantenen, i són responsables de la duresa i solidesa de la 

lesió. La necrosi caseosa és crucial per a l‟evolució de la malaltia, perquè comporta la 

mort de la immensa majoria dels bacils de la lesió. Per això a les lesions caseoses 

recents la càrrega bacil·lar és molt alta, però passat un temps, a les lesions caseoses 

antigues, hi ha molts pocs bacils viables.  

El començament de la necrosi caseosa coincideix amb el desenvolupament de la 

resposta adquirida, la resposta cel·lular en el cas de la tuberculosi, o “Delayed-type 

hipersensitivity” (DTH). Els factors que augmenten la DTH, com ara la inoculació de 

l‟adjuvant de Freund (mescla d‟aigua i olis amb micobacteris), augmenten la formació 

del caseum. I de la mateixa manera, els models animals amb una DTH molt forta 

també desenvolupen major caseïficació. Un altre indici de que la DTH és responsable 

del caseum, és que alguns malalts de tuberculosi que pateixen SIDA, amb recomptes 

baixos de limfòcits T CD4+, pateixen una exacerbació de la tuberculosi quan 
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recuperen els recomptes de CD4+, el síndrome inflamatori de reconstitució 

immunològica (IRIS). Ara bé, el Dr. Wilkinson, que ha estudiat l‟IRIS amb profunditat, 

matitza aquesta hipòtesi. L‟IRIS no estaria associat a un excés de resposta Th1 

directament, sinó que hi hauria un desiquilibri de la inflamació, una “tormenta de 

citocines”, especialment quant a “tumor necrosis factor alfa” (TNF-α), inteferó gamma 

(IFN-γ) i interleucina 6 (IL-6) (Walker et al. 2013). De totes maneres, sigui quina sigui 

la causa del desevolupamet de la DTH, segons el Dr.Grosset la necrosi caseosa és 

causada per la DTH: els limfòcits T citolítics maten els macròfags infectats portant a la 

destrucció del teixit que els envolta. L‟hostatger destrueix una part del seu teixit per tal 

de controlar la multiplicació del bacil i evitar la disseminació massiva.  

La necrosi caseosa pot evolucionar de diferents maneres segons l‟individu: 

1) Organització de la necrosi caseosa: en la majoria de casos (90% dels infectats) 

els macròfags activats envolten el centre de la lesió. Els limfòcits T reaccionen 

als antígens tuberculosos, s‟expandeixen i produeixen IFN-γ entre altres 

citocines, activant els macròfags locals. Els macròfags fagociten i destrueixen 

els bacils que puguin haver escapat del centre necròtic, i la lesió és 

encapsulada. Amb el temps, la lesió es fibrosa, es calcifica o fins i tot s‟ossifica. 

Amb aquesta evolució, no queden bacils viables dins la lesió.  

2) No organització: Algunes lesions caseoses poden persistir en el temps sense 

encapsular-se o modificar-se de cap altra forma. Serien un pas intermedi entre 

les prèvies, que resolen la infecció, i les següents, que comporten la progressió 

de la malaltia.  

3)  “Softening” (estoament) del caseum o liqüefacció: En una minoria de casos 

(com a molt 10% dels individus infectats) el caseum s‟estova. Aquest és un 

dels esdeveniments més importants de la tuberculosi, doncs dóna lloc a la 

progressió de la infecció amb M.tuberculosis a la malaltia tuberculosa. No en 

tots els casos, però sí en la majoria, la lesió afecta algun bronqui i llavors es 

produeix un buidatge del contingut liqüefet a l‟arbre bronquial, pel que es forma 

una cavitat al pulmó, i degut a l‟oxigenació de l‟ambient es dóna un gran 

creixement bacil·lar extracel·lular. Amb la tos, el caseum liqüefet amb una alta 

càrrega bacil·lar és expulsat cap a altres zones del pulmó, i també cap a 

l‟exterior del pacient (esput), de manera que la liqüefacció i cavitació del 

caseum són responsables de la transmissió de la malaltia.  

La lesió cavitada pot resoldre espontàniament, o bé pot portar a la formació de 

nous focus d‟infecció, caseïficació i cavitació, fins a la mort de l‟individu si no es 

tracta. A l‟era preantibiòtica (l‟estreptomicina va ser el primer antibiòtic actiu contra 

el M.tuberculosis que es va descobrir, el 1943), un 50% dels pacients amb cavitats 
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morien després de 2 anys de malaltia, un 25% esdevenien malalts crònics i un 

25% aconseguien superar la malaltia (Grosset 2003). 

1.4.2 Liqüefacció versus abscessificació 

Els abscessos són lesions inflamatòries que contenen material purulent (neutròfils) 

i es formen en resposta dels teixits d‟un hostatger a agressions de diversa naturalesa 

(biològics, químics o físics). La formació dels abscessos s‟ha estudiat detalladament 

en el model murí d‟infecció per Staphylococcus aureus (S.aureus) (Cheng et al. 2011). 

En aquest model, l‟abscessificació es produeix en 4 passos: I) després de la inoculació 

de S.aureus als ratolins, es disseminen pel torrent sanguini en 3h cap als òrgans 

perifèrics. Els bacils de S.aureus sobreviuen a la sang, i curiosament s‟aglutinen en 

contacte amb el fibrinògen o la fibrina de la sang. II) el següent pas és l‟infiltració 

massiva de neutròfils i altres cèl·lules inflamatòries als llocs d‟infecció, atrets per algun 

factor proinflamatori que generen els bacils, III) l‟abscés madura, de manera que al 

centre es situa un nucli de bacils encerclat per una pseudocàpsula de fibrina (S.aureus 

secreta coagulasa, que en conjunt ambm la protrombina promou la formació de la 

fibrina) envoltat de neutròfils tant vius com necròtics, tot plegat també envoltat d‟una 

capa de fibrina i dipòsits de matriu extracel·lular. IV) finalment l‟abscés pot trencar-se i 

buidar el contingut.  

Així doncs, la formació d‟un abscés és un procés molt semblant a la formació de la 

necrosi caseosa dels tuberculomes. En tots dos casos hi ha un component inflamatori i 

una infiltració neutrofílica, malgrat que en el cas de l‟abcés el procés és molt més ràpid 

(4 dies en l‟abcés, versus diverses setmanes en el cas de la tuberculosi). A més, la 

formació de la lesió tuberculosa també es diferencia de l‟abscessificació per les parets 

alveolars, que dónen la consistència dura que caracteritza la necrosi caseosa, fins que 

es degraden ocasionant la liqüefacció o estovament del caseum.  

1.4.3 Espectre de lesions pulmonars tuberculoses en humans 

És possible trobar un ventall molt ampli de lesions en les persones infectades amb 

M.tuberculosis (Canetti 1955). Això és fruit de la reinfecció endògena, que permet la 

coexistència de lesions en diferents fases d‟evolució en un mateix pacient (Gil et al. 

2010) però també de les diferents formes de tuberculosi cap on pot evolucionar cada 

persona infectada. A la Taula 1 podem veure una classificació detallada de les lesions 

que s‟han descrit en humans, en funció de la mida i les característiques 

histopatològiques. Segons l‟estat del pacient, trobem unes lesions o unes altres:  

Quan el TST encara és negatiu, hi ha cèl·lules infectades però encara no 

considerem que hi hagi cap lesió (0). És la fase cel·lular de la infecció. 



 

 
 

Taula 1: : Espectre de lesions en la història natural de la infecció de M.tuberculosis en humans 

Clínica Fase 
Mida 
(mm) 

Dies després 
de la infecció 

Necrosi Càpsula Caseum Calcificació 
Afectació  

Pleural 
Cavitat 

TST- 0 0 <11 - - - - - - 

LTBI 

I 0,5 11-21 - - - - +/- - 

IIa 1-3 28-35 + - - - +/- - 

IIb 1-3 28-35 + + - - +/- - 

III 5-40 >35 + + + +/- - +/- 

Tuberculosi 
activa 

IVa ≥12,5 >35 + + + - - + 

IVb V >21 +/- +/- +/- - + - 

IVc V >35 + - + +/- - - 

IVd 0,5-2 ? +/- - - - - - 

        V=variable. Taula adaptada de (Cardona 2014) 
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 A partir que el TST és positiu ja podem trobar (I) agrupacions de macròfags i 

neutròfils, no estructurats, sense limfòcits, de mig mil·límetre, que encara no 

són visibles a la radiografia. (IIa) La lesió tipus I comença la necrosi, però 

encara fa 1-3mm. (IIb) La lesió tipus I s‟encapsula, també fa 1-3mm. (III) Si la 

lesió IIa continua progressant, podem trobar un tuberculoma. Presenta necrosi 

caseosa, ja fa una mida considerable, visible a la radiografia (5-40mm), i pot 

encapsular-se i calcificar-se, o bé progressar.  

 

 En la tuberculosi activa s‟han descrit els següents tipus de lesions, a més de 

les anteriors, ordenades de major a menor freqüència amb la que es troben: 

(IVc) Infiltració cel·lular del teixit pulmonar, amb necrosi, i d‟una extensió 

variable, que es pot presentar tant al lòbul superior com al mig o inferior. (IVa) 

Cavitat, amb una mida d‟almenys 12,5 cm, que és una possible evolució del 

tuberculoma. Sempre es presenta al lòbul superior. (IVb) Lesions a la pleura, 

que poden presentar més o menys necrosi, caseïficació i encapsulació, de 

mida variable. (IVd) Tuberculosi miliar, formada per moltes lesions petites, de 

0,5 a 2mm, en el mateix estat evolutiu. Poden presentar necrosi. Solen ocupar 

una gran extensió tant al pulmó com a altres òrgans, i són conseqüència de la 

disseminació hematògena produïda quan s‟allibera una gran quantitat de bacils 

viables a la circulació, des d‟un focus infecciós (Cardona 2014). 

1.4.4 Classificació dels pacients segons la patologia pulmonar 

Clàssicament s‟havia associat el tipus de lesions que presentaven els pacients al 

moment en que la malaltia es presentava en relació al moment de la infecció. La 

presentació típica, més freqüent en adults immunocompetents, amb infiltració (IVc) i/o 

cavitació (IVa) a l‟àpex pulmonar, s‟associava a la tuberculosi potsprimària, mentre que 

la presentació atípica, amb limfadenopatia hiliar i afectació dels lòbuls mitjos o 

inferiors, més freqüent en nens, s‟havia associat a la tuberculosi primària. Però les 

dades obtingudes per Jones et al. (Jones et al. 1997) desmenteixen aquesta 

associació, ja que els pacients estudiats presentaven indiferentment la presentació 

típica o atípica tant si provenien d‟un brot de tuberculosi, i per tant patien tuberculosi 

primària, com d‟un cas aïllat, i per tant tuberculosi postprimària. Jones et al., atribuïen 

la presentació atípica amb limfadenopatia i afectació dels lòbuls inferiors i mitjos a una 

resposta immunitària ineficaç i no pas a una infecció recent.  

Així doncs, el tipus de lesions que desenvolupen els pacients de tuberculosi 

dependrà del grau de resposta immunitària que desenvolupen davant del 
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M.tuberculosis, més que no pas del moment en que desenvolupen la malaltia (Jones et 

al. 1997). Segons aquest criteri podem trobar les següents situacions: 

a) Pacients amb TST negatiu: o bé no estan infectats, o bé estan en la fase 

cel·lular de la infecció, on encara no considerem que hi hagi lesió (0).  

b) A partir de la positivització del TST: 

 Pacients amb immunosupressió: poden presentar tuberculosi miliar 

(IVd), i fins i tot disseminació a altres òrgans.   

 Pacients amb una resposta immunitària intermitja, però insuficient: 

presentació atípica o infantil, amb limfadenopatia i infiltració als lòbuls. 

 Pacients amb una resposta immunitària incontrolada: presència de 

lesions cavitades (IVa).  

Pel que fa a la tuberculosi activa, aquestes serien les possibles situacions. Però 

si tenim en compte la ITBL cal afegir la situació d‟aquells paicients amb TST positiu, 

que estan infectats però que no emmalalteixen. Aquests pacients amb ITBL serien 

aquells amb la resposta immunitària més adequada, ja que desenvolupen una 

resposta equilibrada, que protegeix de la malaltia: tot i que controla la infecció, no 

causa un gran dany tissular, i així evita la cavitació.  

1.5 Models animals de Tuberculosi 

Els models animals són eines molt emprades en la recerca de moltes malalties 

humanes. Tot i que no hi ha reservoris naturals de M.tuberculosis en altres animals, a 

banda dels humans, moltes espècies sí que són susceptibles a la infecció accidental o 

bé s‟infecten naturalment amb altres micobacteris. Per aquest motiu s‟han utilitzat 

abastament en l‟estudi de la tuberculosi.  

La gran dificultat a l‟hora de modelar la tuberculosi humana és la gran varietat de 

presentacions clíniques, que a més pot ser influenciada per múltiples factors tant 

ambientals com de l‟hostatger (nutrició, edat, tabaquisme, infeccions cròniques...), ja 

que a l‟hora d‟interpretar els resultats dels experiments desenvolupats en models 

animals s‟ha de tenir en compte les diferències entre la tuberculosi humana i els seus 

models quant a la susceptibilitat, la forma de presentació o el curs temporal de la 

malaltia (Dharmadhikari et al. 2008). La Taula 2 mostra una comparació entre la 

tuberculosi humana i els diferents models animals més utilitzats quant a la presentació 

de lesions, que és l‟aspecte més important a tenir en compte. 
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Taula 2: Comparació de l’espectre de lesions dels diferents models animals de Tuberculosi 

Fase Ratolí CP Conill PNH Caprins Bovins Porc Peix Z* Humans 

0 + + + + + + + + + 

I + + + + + + + + + 

IIa + + + + + + + + + 

IIb - - - - + + + - + 

III - - - - + + + - + 

IVa - - +/- +/- + + + - + 

IVb + + + + + + + - + 

IVc + + + + + + + - + 

IVd + + + + + + + - + 
CP: Conill Porquí. PNH: Primats no humans. Peix Z: Peix zebra *lesions no pulmonars 

Taula adaptada de (Cardona 2014) 

 

Com s‟aprofundirà més endavant, entre les espècies més utilitzades hi ha el ratolí, 

el conill i el conill porquí. El ratolí és extremadament resistent a la infecció, en el sentit 

que pot conviure amb la infecció durant molt de temps. El conill porquí és 

extremadament susceptible, i el conill té una susceptibilitat intermitja entre els altres 

dos, però és l‟únic que desenvolupa lesions cavitades. Menys habitualment s‟han 

utilitzat altres animals com a model de tuberculosi. Els remugants, tant la vaca com la 

cabra, els primats no humans, el porc, i fins i tot peixos (peix zebra).  

Un altre aspecte del model que cal tenir en compte és la via d‟infecció, i sobretot 

quin micobacteri s‟utilitza exactament, doncs entre espècies com és evident, però 

també entre soques, hi ha diferències quant a virulència, immunogenicitat i infectivitat 

(Gagneux et al. 2007). 

Tot i que cap model és perfecte i tots tenen les seves limitacions, cadascun pot 

modelar algun aspecte (o aspectes) de la malaltia, i es tracta d‟escollir bé el model que 

més s‟adeqüi a l‟estudi que es vol desenvolupar. 

A continuació s‟exposa un breu resum de les característiques de les diferents 

espècies utilitzades, i com s‟han emprat en l‟estudi de la tuberculosi.    

1.5.1 Ratolins 

Els ratolins són l‟espècie més utilitzada com a model de tuberculosi. En general 

són resistents a la infecció tuberculosa, en comparació als humans, ja que toleren una 

gran càrrega bacil·lar als pulmons i altres òrgans sense mostrar signes de malaltia.  

Quan s‟infecten, el M.tuberculosis s‟hi replica i la càrrega bacil·lar augmenta 
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progressivament fins que desenvolupa la resposta Th1. Llavors l‟hostatger controla el 

creixement bacil·lar, i comença la fase crònica de la infecció (Rhoades et al. 1997; 

Orme 2005; Dharmadhikari et al. 2008), fins i tot amb presència de bacils no replicatius 

segons alguns autors (Wallace 1961; Munoz-Elias et al. 2005). Tot i que sobrevisqui 

molt temps a la infecció, la infiltració progressiva del pulmó acaba amb la vida de 

l‟animal. Les lesions que desenvolupen són granulomes desorganitzats, amb poca 

presència de limfòcits i sense necrosi caseosa ni encapsulació. Tot i així, donat que 

presenten una forta resposta Th1 però sense destrucció cel·lular, s‟ha utilitzat molt en 

l‟estudi de la immunologia de la tuberculosi (Gil et al. 2010). Un dels models clàssics 

amb el ratolí va ser el model de Cornell, utilitzat com a model de latència, on 

s‟infectaven els animals i després es tractaven amb agents antimicrobians, de manera 

que reduïen molt la càrrega bacil·lar, tot i que la infecció es reactivava al cap d‟un 

temps d`haver finalitzat el tractament (McCune et al. 1966). Aquest model i d‟altres 

millorats s‟han utilitzat molt en el desenvolupament de la quimioteràpia actual de la 

tuberculosi (Mitchison et al. 2009). 

La disponibilitat de moltes soques singèniques i la possibilitat de desenvolupar 

models transgènics han ajudat en el descobriment del paper de diferents citocines, 

cèl·lules o marcadors de superfície en la malaltia, com ara el rol dels limfòcits TCD4+ 

(Caruso et al. 1999). Tot i que la majoria de soques de ratolí són resistents (Balb/C, 

C57Bl/6), hi ha determinades soques que són susceptibles a la infecció: DBA/2, C3H, 

CBA, i 129/SvJ. Els ratolins SCID (que no  desenvolupen limfòcits B ni T) i els Nude 

(que no desenvolupen el timus, i per tant tampoc cèl·lules T) s‟han utilitzat en models 

d‟immunodeficiència. Recentment s‟ha desenvolupat un model de tuberculosi amb un 

ratolí humanitzat (Calderon et al. 2013) on els ratolins NOD-SCID/γc
(null) s‟han 

reconstituït amb limfòcits humans. Aquest model és susceptible a la infecció, i presenta 

lesions granulomatoses organitzades, amb necrosi caseosa. Un altre model més 

senzill de necrosi caseosa és el ratolí de la soca de C3HeB/FeJ. Aquests ratolins són 

molt susceptibles a la infecció i desenvolupen necrosi caseosa i liqüefacció. S‟ha 

utilitzat en diversos estudis genètics degut a la seva susceptibilitat (Chackerian et al. 

2001; Kamath et al. 2003; Pan et al. 2005; Yan et al. 2006; Sissons et al. 2009), i 

també com a model d‟hipòxia per avaluació d‟antimicrobians (Driver et al. 2012; Harper 

et al. 2012; Skerry et al. 2012) o de tècniques de bioimatge (Davis et al. 2009).  

En definitiva, els diversos models de ratolí existents s‟han utilitzat molt en l‟estudi 

de la tuberculosi, tot i les diferències amb el model humà quant a susceptibilitat i 

patologia. Malgrat aquestes desavantatges és un model molt més barat tant pel cost 

de l‟animal com per la manutenció i les instal·lacions necessàries per un animal tan 

petit. També en són grans avantatges la disponibilitat de reactius i de soques, la 
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possibilitat de manipular-los genèticament, i el coneixement exhaustiu d‟aquest animal, 

donat que és l‟animal de laboratori més utilitzat en tots els camps.     

1.5.2 Conill porquí 

El conill porquí o conillet d‟índies és una espècie molt susceptible a la infecció per 

M.tuberculosis, ja que amb un baix nombre de bacteris que inhali és suficient per 

desenvolupar la malaltia. Potser per això Robert Koch (Koch 1882) va triar-lo per dur a 

terme els experiments que van demostrar l‟agent causant de la Tuberculosi, el bacil 

Mycobacterium tuberculosis. En aquella època (finals segle XIX) el conill porquí era el 

model experimental més utilitzat, i des de llavors ha estat molt rellevant per a l‟estudi 

de la tuberculosi. Va ser l‟espècie d‟elecció per al desenvolupament de les tuberculines 

que s‟utilitzen en el TST, donat que presenta una resposta DTH molt robusta. Calmette 

et al (Calmette et al. 1924) el van utilitzar en el desenvolupament de la BCG. Riley et 

al. (Riley 1957) el van utilitzar per demostrar la transmissió aerògena de la tuberculosi, 

donada la seva susceptibilitat. S‟han utilitzat també en l‟avaluació de vacunes i de 

tractaments antituberculosos, per estudiar les relacions hostatger-patògen, i fins i tot 

en estudis sobre l‟efecte de la deprivació de la vitamina C en la susceptibilitat a la 

tuberculosi, és a dir, sobre com afecta la malnutrició a el desenvolupament de la 

malaltia, ja que el conill porquí,  igual que els humans, necessita aportació exògena de 

vitamina C. (Gupta et al. 2005; Dharmadhikari et al. 2008) 

Després de la infecció per via aerosol del conill porquí, la càrrega bacil·lar al pulmó 

augmenta de forma logarítmica durant 2-4 setmanes, i després entra en una fase 

estacionària, tal i com passa en el ratolí, degut a la resposta cel·lular, també 

responsable de la resposta DTH (Smith et al. 1970; Wiegeshaus et al. 1970; 

Dannenberg 2006). Les lesions que reprodueix són granulomes ben formats, i fins i tot 

presenta necrosi caseosa (McMurray 1994). Però en ser un animal de mida petita, tot i 

que sí que presenta una reacció fibròtica no és capaç d‟encapsular externament la 

lesió com els humans (Gil et al. 2010). Potser per això es produeix igualment una 

disseminació hematògena, i la infecció i la destrucció del teixit acaba progressant, 

provocant la mort de l‟animal (Smith et al. 1970; Wiegeshaus et al. 1970; Dannenberg 

2006). 

Existeixen dues soques “inbred” de conill porquí, pel que es pot utilitzar en 

experiments que requereixin hostatgers singènics. Ara bé, en general hi ha una 

disponibilitat molt baixa de reactius per estudiar aquest model, i en relació als ratolins, 

el seu cost és més elevat  (Gupta et al. 2005). 
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1.5.3 Conill 

Lurie i Dannenberg van descriure la patogènesi de la tuberculosi en soques de 

conills “inbred” susceptibles a la infecció per M.tuberculosis. Lurie havia creat soques 

susceptibles i resistents a la infecció. Malauradament, la soca susceptible de Lurie es 

va perdre, pel que les soques de laboratori disponibles actualment són més aviat 

resistents al M.tuberculosis. Quan s‟infecten amb M.tuberculosis formen cavitats, però 

acaben guarint-les. En canvi són molt més susceptibles a M.bovis, i desenvolupen la 

malaltia de forma molt més semblant a humans que no pas els conillets d‟índies, o per 

descomptat, que els ratolins (Lurie et al. 1952; Dannenberg 2006).  

Els experiments realitzats amb conills proposen que la DTH és responsable de la 

formació de cavitats en els conills (Maeda et al. 1977; Yamamura et al. 1986). Degut a 

aquesta habilitat per desenvolupar cavitats, són un bon model per estudiar la 

progressió de la malaltia, però també una model molt adequat per estudiar la 

transmissibilitat de la tuberculosi. D‟una banda, perquè les cavitats contenen una gran 

càrrega bacil·lar (108 Colony Forming Units (CFUs)) que comunica amb l‟arbre 

bronquial, i de l‟altra, la capacitat de contagi d‟un malalt es correlaciona positivament 

amb la positivitat del cultiu de l‟esput (Dharmadhikari et al. 2008). En aquest model 

també es va confirmar que les cavitats es desenvolupen preferentment en els lòbuls 

apicals, mitjançant experiments en que es mantenien els conills en posició vertical amb 

arnesos, i s‟observava com les cavitats es formaven els lòbuls superiors enlloc de la 

localització habitual a la part posterior dels pulmons en contacte amb l‟esquena 

(Medlar et al. 1936). 

Els conills també són un model de ITBL, donada la seva resistència a 

M.tuberculosis, ja que els conills normalment aconsegueixen controlar el creixement 

bacil·lar amb el seu sistema immunitari. A diferència dels humans, però, no poden 

reactivar la tuberculosi de forma espontània, excepte en condicions experimentals 

d‟immunosupressió, i tampoc poden encapsular externament les lesions 

(Dharmadhikari et al. 2008). 

L‟inconvenient principal d‟aquest animal com a model de tuberculosi és el seu cost, 

tant de manutenció com d‟instal·lacions, i la manca de reactius específics per a 

aquesta espècie. 

1.5.4 Primats no humans 

Les espècies de primat més utilitzades per modelitzar la tuberculosi humana són el 

macacs Cynomolgus (Macacca fascicularis) i Rhesus (Macacca mulatta). S‟han utilitzat 
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tant la via d‟inhalació d‟aerosols com la infecció intratraqueal en aquests models, i 

diferents soques de M.tuberculosis, a més de la infecció amb BCG, sobretot en el 

macac Rhesus. 

El macac Cynomolgus replica amb èxit la infecció humana, en el sentit que 

després de la infecció amb aerosols a baixa dosi (25 CFU) presenta infecció latent i 

reactivació com els humans. Segons revisen Kaushal et al. (Kaushal et al. 2012), en 

aquest model s‟han reproduït tots els tipus de lesions: la lesió granulomatosa sòlida, la 

lesió amb necrosi caseosa, en tots els casos, i fins i tot en casos aïllats la 

mineralització, la cavitació o la fibrosi de les lesions. Ara bé, en ser una espècie de 

mida petita, tampoc pot presentar l‟encapsulació externa com els humans. És 

remarcable també, que tots els animals s‟infecten però més d‟un 30% no 

desenvolupen cap signe de malaltia. Si bé aquest fet es pot considerar positiu, doncs 

igual que en els humans una part de la població desenvolupa infecció latent i l‟altra 

acaba desenvolupant la malaltia, la contrapartida és la reproductibilitat. Es pot 

considerar que no és un model predictible, en comparació a altres models més 

simples, ja que dins un mateix grup experimental, de n petita, s‟obtindran uns resultats 

poc homogenis. Aquest model s‟ha utilitzat en avaluació de candidats de vacunes 

(Langermans et al. 2005), per a l‟estudi del paper del TNF-α (Green et al. 2010; Lin et 

al. 2010) o de les cèl·lules T reguladores (Treg) (Green et al. 2010) en el control de la 

ITBL, i també s‟ha utilitzat com a model de coinfecció VIH/tuberculosi.  

Els macacs Rhesus presenten un desenvolupament de la infecció similar als dels 

macacs Cynomolgus. No obstant això, segons alguns autors el macac Rhesus és molt 

més susceptible a la infecció que el Cynomolgus, i així ho demostra el fet la BCG no 

confereix protecció a aquesta espècie, mentre que sí que protegeix el macac 

Cynomolgus (Langermans et al. 2001). En canvi en un estudi posterior Verreck et al. 

van obtenir resultats oposats, ja que la BCG sí que va protegir el macac Rhesus 

(Verreck et al. 2009). La divergència de resultats podria ser deguda a que Verreck et 

al. van utilitzar BCGs modificades que expressaven antígen 85, mentre que 

Langermans et al. van utlitzar la soca danesa de BCG (no modificada). Sigui com 

sigui, en aquest model s‟han estudiat el paper dels limfòcits TCD8+ (Chen et al. 2009) 

o les Th17 (Yao et al. 2010) en el control de la infecció tuberculosa, s‟ha utilitzat en 

fases preclíniques finals d‟avaluació de vacunes, i per estudiar lesions hipòxiques (Via 

et al. 2008).  

Molt recentment s‟ha desenvolupat un nou model amb Marmosets (Callithrix 

jacchus). Aquest petit primat també desenvolupa un ampli espectre de lesions, incloent 

lesions granulomatoses sòlides, necrosi caseosa i cavitació. Tot i que com el macac, 
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presenta fibrosi dins la lesió, en ser un animal de mida petita, tampoc no presenta 

encapsulació externa (Via et al. 2013) 

Així, els avantatges més destacables d‟aquests models amb primats són l‟ampli 

espectre de lesions que potencialment poden presentar tot i que no de manera 

reproduïble, la gran similitud genètica amb els humans, i en el cas dels macacs, també 

la possibilitat de realitzar estudis de coinfecció amb VIH, (Diedrich et al. 2010), i una 

gran disponibilitat de reactius, ja que a banda dels que són específics de l‟espècie, 

també cal afegir aquells que presenten reacció creuada entre humans i macacs. La 

principal desavantatge d‟aquests models és el cost de l‟animal, així com de 

l‟estabulació en el cas dels macacs. I jo també afegiria com a apreciació personal, que 

és un model amb menor acceptació social respecte altres espècies menys properes a 

la nostra espècie, que per irracional que sigui no em sembla menyspreable. 

1.5.5 Grans animals. Importància de la mida del pulmó 

La infecció de M.bovis en el bestiar boví és un model natural de tuberculosi donat 

que la tuberculosi bovina reprodueix un patró de lesions molt similar a la tuberculosi 

humana. A més el control de la infecció i la resposta immunològica també és molt 

similar (Buddle et al. 2005; Waters et al. 2014), presentant una resposta DTH molt 

intensa. L‟estudi de la tuberculosi bovina ha aportat molta informació sobre la 

tuberculosi humana. Tal com revisen Ray Waters et al (Waters et al. 2014), des de 

l‟inici de la història de la recerca, quan es va aprofitar la reactivitat creuada entre la 

verola bovina i humana per desenvolupar la primera vacuna, s‟ha seguit el principi de 

“benefici doble”, és a dir, poder aprofitar des de la medicina humana el coneixement 

generat amb l‟estudi de malalties infeccioses dels bovins, i a la inversa.  En el camp de 

la tuberculosi també s‟ha seguit aquest principi de benefici doble. Des de la vacuna 

BCG, una soca atenuada de M.bovis, que s‟utilitza tan en humans com en bestiar, fins 

a noves eines de diagnòstic més recents, com els mètodes de diagnòstic basats en 

determinació de l‟IFN-γ produït per les cèl·lules de la sang, els anomenats “T-cell 

interferon-gamma release assays” (TIGRAs), que es van desenvolupar inicialment per 

al diagnòstic de la tuberculosi bovina (Vordermeier et al. 1999). 

A més de l‟estudi de la infecció natural, també s‟han desenvolupat models 

experimentals mitjançant la infecció de bestiar boví amb M.bovis que han contribuït de 

forma extensa al coneixement de la resposta immunitària a la tuberculosi (revisat a 

(Waters et al. 2014)), i s‟han utilitzat per a l‟avaluació de vacunes (Skinner et al. 2003; 

Wedlock et al. 2003; Skinner et al. 2005; Vordermeier et al. 2009).   

Altres mamífers domèstics com ara el petits remugants o el porc, també s‟infecten 

de forma natural amb micobacteris, especialment amb M.bovis que té una alta 
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infectivitat en mamífers domèstics i salvatges (Broughan et al. 2013). J.Sanchez et al. 

van utilitzar la infecció natural de les cabres amb M.bovis i M.caprae per estudiar la 

formació de les lesions cavitades (Sanchez et al. 2011). A més de l‟estudi de la 

infecció natural, també s‟han desenvolupat models experimentals amb aquestes 

espècies. En un model de cabra desenvolupat recentment (de Val Perez et al. 2011) 

tots els animals infectats intratraquealment amb M.caprae van presentar lesions 

severes de tuberculosi als pulmons, associades als limfonodes. Les lesions 

presentaven necrosi intragranulomatosa, i més de la meitat dels animals també van 

presentar lesions cavitades. Més recent encara, un altre model amb cabres, infectades 

amb M.bovis via aerosols, també va reproduir lesions necrosades, amb presència de 

macròfags escumosos, i intensa fibrosi de les lesions (Gonzalez-Juarrero et al. 2013). 

Així doncs, les cabres, com les vaques, presenten una patologia molt similar a la de la 

tuberculosi humana. 

Els porcs també s‟han utilitzat en l‟estudi de la tuberculosi. Bolin et al. van 

desenvolupar un model de tuberculosi infectant porcs convencionals amb BCG. Van 

reproduïr un ampli espectre de lesions, en funció de la dosi i la via utilitzada, incloent 

grans lesions liqüefetes (Bolin et al. 1997). El nostre grup va desenvolupar un model 

amb minipigs, juntament amb un grup del CRESA, on es van infectar els animals 

intratraquealment, i es va fer un seguiment de les lesions (Gil et al. 2010). Cap animal 

va desenvolupar malaltia, però en canvi va resultar ser un model excel·lent de ITBL. 

L‟estudi histomètric i histopatològic de les lesions va evidenciar la rellevància de 

l‟encapsulació externa de les lesions per al control de la infecció. Els pulmons dels 

animals de mida gran, inclosos els humans, contenen una conjunt de septes 

intralobulars i interlobulars, de teixit connectiu, que estructuren el teixit pulmonar i 

eviten que col·lapsi. Els animals petits com els ratolins, conills, conills porquins i 

macacs, degut a la mida molt més petita dels pulmons, no necessiten aquests septes. 

L‟estudi amb minipigs va mostrar com les lesions que entraven en contacte amb un 

septe intralobular s‟encapsulaven externament, doncs els fibroblasts del septe 

responien a la pressió que fa el granuloma en créixer. De manera que el motiu pel qual 

els models de petita mida no presenten encapsulació externa de les lesions, seria 

aquesta manca de septes (Gil et al. 2010).  

1.5.6 Peix zebra 

Molt recentment s‟ha desenvolupat aquest model utilitzant el peix zebra (Danio 

rerio), infectat amb M.marinum, per a l‟estudi de la formació dels granulomes, i per 

identificar factors genètics de susceptibilitat. Pel que fa a l‟estudi de la formació de 

granulomes, si bé els peixos ni tan sols tenen pulmons, aquest model ofereix 
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l‟avantatge que les larves són transparents i permeten un seguiment in vivo dels 

granulomes, amb observació directa. Pel que fa als estudis genètics han tingut molt 

èxit doncs les troballes en el peix zebra han correlacionat amb la clínica de pacients 

humans (Tobin et al. 2010; Tobin et al. 2012).   

1.6 La resposta immunitària en la tuberculosi  

1.6.1 Resposta Innata 

No totes les persones que s‟exposen a M.tuberculosis s‟infecten. De fet, fins i 

tot s‟estima que només un 30% de les exposicions al bacil comporten la infecció i la 

conversió del TST (Parrish et al. 1998). Això és degut a que la resposta innata 

aconsegueix evitar la infecció en aquests casos, a través de diversos mecanismes.  

 Quan el bacil de M.tuberculosis entra a l‟alvèol pulmonar, rep el primer atac 

defensiu de l‟hostatger: el surfactant pulmonar. Els enzims que conté aquest fluid 

destrueixen la paret bacil·lar fins a un 80%, atacant així una de les barreres naturals 

de protecció del bacil (Arcos et al. 2011; Cardona 2012)). A banda d‟aquesta barrera 

físico-química, el M.tuberculosis també s‟ha d‟enfrontar amb pèptids antimicrobians 

secretats pels macròfags i neutròfils de l‟hostatger, com ara les defensines i 

catelicidines. De fet, la Vitamina D té un paper en la producció d‟aquestes substàncies 

(Liu et al. 2007), i la manca de vitamina D està relacionada amb una major incidència 

no només de tuberculosi, sinó també d‟altres malalties del tracte respiratori. Això 

explica que a l‟era preantibiòtica recomanessin als malalts de tuberculosi que paressin 

el sol, doncs l‟exposició als seus rajos assegurava uns nivells òptims de vitamina D, 

enfortint la resposta innata (Martineau 2012).   

    El macròfag alveolar fagocita el bacil, i aquest es multiplica dins el fagosoma. A 

l‟inici de la infecció el macròfag alveolar no és capaç de destruir el bacil, doncs una 

sèrie de mecanismes del bacil impedeixen que el fagosoma maduri correctament (Xu 

et al. 2007a), impedint la unió del fagosoma al lisosoma (Gordon et al. 1980) i 

l‟acidificació del fagosoma (Sturgill-Koszycki et al. 1994). De manera que fins que el 

macròfag no és activat per la resposta adquirida, no és eficaç a l‟hora d‟eliminar el 

bacil, i ben al contrari, permet la replicació d‟aquest. Però un cop s‟activen en resposta 

al TNF-α i a l‟IFN-γ els macròfags són més capaços de matar els bacils fagocitats 

mitjançant la producció de reactius d‟oxigen i de nitrogen (ROIs i RNIs).   

1.6.1.1 Neutròfils i tuberculosi 

Dins l‟estudi de la resposta immunitària de l‟hostatger en la infecció tuberculosa, 

els neutròfils són un tipus cel·lular poc estudiat, en comparació a altres tipus cel·lulars 
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com el macròfag o els limfòcits. A més els resultats en aquests estudis són 

contradictoris, doncs alguns els atorguen un rol protector, i d‟altres un rol perjudicial en 

la infecció. Les seves característiques intrínseques (temps de vida molt curt i fàcil 

activació) podrien justificar aquesta variabilitat en els estudis in vitro, segons Lowe 

(Lowe et al. 2012). A la Figura 4 es mostra un esquema del rol del neutròfil en la 

tuberculosi segons la revisió bibliogràfica exposada a continuació.  

 

Neutròfils: protectors o perjudicials? 

Els neutròfils són el tipus cel·lular infectat predominant en pacients amb tuberculosi 

activa, segons un estudi on es van analitzar macròfags, neutròfils i limfòcits de fluid del 

rentat broncoalveolar (BAL), esput i contingut de cavitats tuberculoses, i el seu paper 

seria perjudicial per a l‟hostatger, facilitant una localització al bacil per replicar-se 

ràpidament (Eum et al. 2010).  Els articles publicats coincideixen en que els neutròfils 

són reclutats al lloc d‟infecció en 24 hores i un cop allà són capaços de fagocitar bacils, 

directament o mitjançant la opsonització, i secretar citocines, tal i com revisa Lowe  

(Lowe et al. 2012). Martineu et al. (Martineau et al. 2007a) van demostrar que els 

neutròfils protegien de la infecció mitjançant la secreció de pèptids antimicrobians, 

concretament Lipocalina 2, en un estudi on comparaven contactes infectats (amb 

TIGRAs positiu) amb contactes no infectats. Blomgran et al (Blomgran et al. 2011) van 

trobar que la fagocitosi de neutròfils apoptosats per part de les DCs indueix la seva 

migració als limfonodes i el desenvolupament de la resposta adquirida, i que al 

contrari, en deplecionar-los, la resposta s‟endarrereix. De manera que almenys a l‟inici 

de la infecció sí que tenen un paper protector. Contràriament, altres estudis posen de 

manifest un paper perjudicial dels neutròfils. En diversos estudis comparatius de 

soques susceptibles i resistents de ratolí es va veure que la sobreexpressió de LIX 

(CXCL5) (Keller et al. 2006) i un reclutament accelerat i massiu de neutròfils es donava 

en les soques susceptibles (Eruslanov et al. 2005; Keller et al. 2006). En un estudi del 

perfil transcripcional en sang de pacients amb tuberculosi activa o latent, es va 

descobrir una signatura transcripcional de tuberculosi activa, essent validada tant en 

una ciutat com Londres, de baixa prevalença, com a Sud-àfrica, país amb alta 

prevalença de tuberculosi. Berry et al. van veure que en la tuberculosi activa s‟induïen 

una sèrie de gens implicats en la via de senyalització dels interferons tant tipus I com 

tipus II, i que s‟expressaven principalment en neutròfils, i no pas en limfòcits T com 

s‟esperava, pel que interpretaven que una sobreactivació dels neutròfils pels 

interferons pot contribuir a la patogènesi de la tuberculosi activa (Berry et al. 2010). 

Barnes et al (Barnes et al. 1988),  i més recentment, Lowe et al (Lowe et al. 2013) han 

trobat que la neutrofília és un indicador de mal pronòstic. 
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Destrucció dels bacils 

La capacitat dels neutròfils per matar els bacils és controvertida. Dels estudis amb 

M.tuberculosis virulent, tant n‟hi ha que aconsegueixen veure efecte bactericida o 

bacteriostàtic in vitro en rata (Sugawara et al. 2004) o en humans (Jones et al. 1990; 

Kisich et al. 2002), com que no (Denis 1991; Aston et al. 1998; Eruslanov et al. 2005; 

Reyes-Ruvalcaba et al. 2008). Sobre el mecanisme utilitzat, els neutròfils podrien 

destruir els bacils intracel·lularment, o bé extracel·lularment, en ambdós casos 

mitjançant la secreció substàncies antimicrobianes com les catelicidines, la lipocalina-2 

(Martineau et al. 2007a) o els HNPs (pèptids neutrofílics humans), un altre tipus de 

defensines (Fu 2003).  

 

Neutròfils i macròfags 

A més dels efectes directes sobre els bacils, els neutròfils podrien incrementar 

l‟eliminació d‟aquests a través de la cooperació amb els macròfags. Els neutròfils 

reclutats, que ingereixen bacils, tenen poc temps de vida, i quan moren atrauen 

monòcits de la sang i macròfags, que els fagociten. En aquest procés podrien ingerir 

els grànuls amb defensines, que podrien contribuir a matar el bacil (Sharma et al. 

2000; Tan et al. 2006). Les citocines secretades tant per neutròfils com macròfags 

poden dur a una major acumulació i activació d‟aquestes cèl·lules (Appelberg 1992; 

Sawant et al. 2007), o bé pot dur a un ambient antiinflamatori. De fet s‟han descrit els 

neutròfils supressors, que produeixen IL-10 i podrien limitar la inflamació tot i que en 

excés impedirien una resposta adequada dels macròfags (Zhang et al. 2009; Dorhoi et 

al. 2010).  

 

Mort cel·lular 

El tipus de mort cel·lular del neutròfil també pot influenciar en el desenvolupament 

de la malaltia. L‟apoptosi s‟ha considerat un procés antiinflamatori, que indueix TGF-β i 

PGE2, i inhibeix la producció de IL-6, IL-8, IL-12 i TNF-α en el macròfag que fagocita la 

cèl·lula apoptòtica (Krysko et al. 2006). La necrosi dels neutròfils, en canvi, s‟ha 

considerat un mecanisme que porta la inflamació. Models in vitro suggereixen que 

l‟apoptosi dels macròfags està relacionada amb el control de la infecció, mentre que la 

necrosi no (Molloy et al. 1994), i a més la necrosi pot impedir la presentació d‟antígens 

micobacterians (Aleman et al. 2007). Lowe proposa que si el bacil fagocitat és viable la 

necrosi i una resposta proinflamatòria poden ser beneficioses, mentre que si el bacils 

ja estan morts, una resposta antiinflamatòria pot ser més convenient (Lowe et al. 

2012).



 

 
 

 
Figura 4: Rol dels neutròfils en la infecció per M.tuberculosis. MFs: macròfags. Mtb: M.tuberculosis  
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 Una altre fenomen que s‟ha estudiat referent a la mort dels neutròfils és la 

formació de neutrophilic extracellular traps (NETs). Les NETs són estructures 

extracel·lulars formades per cromatina, que contenen adherides proteïnes provinents 

dels grànuls dels neutròfils i són capaces de matar microorganismes 

extracel·lularment. Es formarien quan els neutròfils s‟activen per l‟estímul de citocines 

o bacteris, i comencen el programa de mort cel·lular que els duu a la formació 

d‟aquestes estructures. Quan s‟activa el programa, (I) els neutròfils comencen formant 

reactius d‟oxigen, (II) la membrana nuclear es desintegra i també es desintegren els 

grànuls, (III) el nucli es desempaqueta i el material nuclear omple tota la cèl·lula, 

barrejant-se amb les proteïnes dels grànuls, (IV) s‟acaba de perdre la integritat dels 

grànuls i la membrana nuclear, i finalment la cèl·lula allibera tot el contingut, les NETs 

(Brinkmann et al. 2007). Les NETs s‟han associat a dany tissular al pulmó en altres 

malalties (Ermert et al. 2009; Narasaraju et al. 2011; Caudrillier et al. 2012). En 

tuberculosi s‟han observat aquestes estructures, però s‟ha vist que tot i que són 

capaces d‟atrapar M.tuberculosis, no són capaces de matar-lo (Ramos-Kichik et al. 

2009).  

 

Neutròfils i resposta immunitària adquirida 

Els neutròfils també influencien en el desenvolupament de la resposta immunitària 

adquirida, ja sigui mitjançant l‟atracció de limfòcits T a través de la secreció de 

citocines i quimiocines que afectin el comportament dels limfòcits (Petrofsky et al. 

1999; Seiler et al. 2003; Mantovani et al. 2011), o modulant la resposta de les cèl·lules 

dendrítiques (Morel et al. 2008). De fet la depleció dels neutròfils en un model de ratolí 

va reduir la migració de cèl·lules dendrítiques als limfonodes i va retardar la resposta 

de les cèl·lules T (Blomgran et al. 2011). D‟altra banda la resposta adquirida també 

influeix en la resposta dels neutròfils: segons un estudi realitzat in vivo en un model 

murí, l‟IFN-γ inhibeix la producció d‟IL-17 i l‟acumulació de neutròfils als pulmons, i és 

necessari per suprimir la inflamació excessiva (Nandi et al. 2011). Per això podria ser 

que la neutrofília exagerada fos conseqüència d‟una resposta Th1 inadequada.  

 

En definitiva, els neutròfils a l‟inici de la infecció podrien tenir un rol protector, tot i 

que també podria ser que contribuïssin a la disseminació dels bacils. Però el que 

sembla bastant clar és que en una fase més avançada els neutròfils s‟associen amb 

severitat de la malaltia, i podrien tenir un paper en el desenvolupament de la resposta 

immunitària adquirida, que determinaria el control o bé la progressió de la malaltia 

(Lowe et al. 2012).     
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1.6.1.2 Mediadors moleculars de la resposta immunitària 

Les cèl·lules de la immunitat innata reconeixen lligands del M.tuberculosis 

mitjançant un conjunt de “Pattern Recognition Receptors” (PRRs) de diversos tipus, 

induint així l‟expressió dels gens implicats en la primera resposta immunitària, 

principalment citocines com ara IL-1b, TNF-α i IL-6. Aquestes citocines promouen 

l‟activació dels macròfags (Kishimoto 2005).  La IL-1b també és quimiotàctica pel 

limfòcits T i estimula la seva proliferació, i la producció d‟IFN-γ controla l‟inici de la 

formació del granuloma, i també estimula la creació i reclutament de neutròfils. 

(Hunninghake et al. 1987; Sugawara et al. 2001; Oliveira et al. 2008; Ueda et al. 2009). 

La importància del TNF-α en la resposta a M.tuberculosis queda demostrada en 

humans també, doncs els pacients amb ITBL que reben anti-TNF pel tractament de 

l‟artritis reumatoide o la malaltia de Crohn incrementen la possibilitat de reactivació de 

la tuberculosi (Keane et al. 2001; Harris et al. 2010). El TNF-α, a més d‟activar els 

macròfags, és imprescindible per la organització del granuloma segons alguns estudis 

(Kindler et al. 1989; Flynn et al. 1995; Bean et al. 1999; Roach et al. 2002). Ara bé, 

estudis més recents demostren que no seria així, doncs tant en pacients tractats amb 

anti-TNF (Iliopoulos et al. 2006), com en el model de macac (Lin et al. 2010) com en el 

de peix zebra (Clay et al. 2008) malgrat la susceptibilitat a M.tuberculosis és molt 

major, l‟estructura del granuloma es preserva. Així doncs, segons aquests estudis el 

paper del TNF-α consistiria en estimular l‟eliminació intracel·lular del M.tuberculosis, i 

no pas la formació del granuloma, si bé el TNF-α sí que seria important per al 

manteniment del granuloma (Clay et al. 2008). La IL-6 modula la resposta de les 

cèl·lules T, i estimula la mielopoesi (Liu et al. 1997; Kishimoto 2005; Walker et al. 

2008; Lyadova 2012). 

Les quimiocines són secretades pels macròfags, neutròfils, limfòcits T, cèl·lules 

endotelials i altres cèl·lules locals. La CXCL10 i la CXCL9 es produeixen en resposta a 

l‟IFN-γ i atrauen els limfòcits T i els monòcits. En canvi les CXCL8 (IL-8), CXCL2 (MIP-

2) i CXCL1 (KC) atrauen més aviat granulòcits, i són responsables de l‟acumulació de 

neutròfils en la fase avançada de la tuberculosi (Rhoades et al. 1995; Sasindran et al. 

2011). CXCR2 és el receptor quimiotàctic present en els neutròfils, que reconeix tant 

CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) com CXCL5 (LIX). Tant CXCL5 com CXCR2 

contribueixen també a la infiltració neutrofílica, ja que es troben sobreregulats just 

després de la infecció amb M.tuberculosis (Keller et al. 2006; Kang et al. 2011; Slight 

et al. 2013), i en un model d‟infecció amb aerosol de M.tuberculosis es va veure que 

els dos eren necessaris pel reclutament de neutròfils (Nouailles et al. 2014). Tot i que 

s‟havia pensat que les diferents quimiocines que reconeixen CXCR2 eren redundants, 
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en estudiar la seva cinètica s‟ha descobert que no és així: estan subjectes a una 

regulació temporal i espaial, de manera que cadascuna té el seu paper específic. En la 

tuberculosi, la CXCL5 és secretada per les epitelials del pulmó (Nouailles et al. 2014), 

la CXCL1 i la CXCL2 atrauen els neutròfils i són secretades pels macròfags i neutròfils. 

La CXCL1 també és secretada pels pneumòcits, i la CXCL15 és secretada només per 

cèl·lules epitelials dels bronquis (Cai et al. 2010; Bhatia et al. 2012; Lyadova 2012; 

Dorhoi et al. 2014). 

Els eicosanoids són molècules bioactives produïdes per cèl·lules presentadores 

d‟antigen i tenen un paper important en la polarització de la resposta immunitària 

(Harizi et al. 2003; Divangahi et al. 2010). El seu precursor és l‟àcid araquidònic, que 

per l‟acció de diversos enzims es metabolitza en els diferents eicosanoids. L‟acció de 

les ciclooxigenases (COX) 1 i 2  el metabolitza en prostaglandines i tromboxà, l‟acció 

de les lipoxigenases (LOX) el catalitza en leucotriens (LT) i lipoxines (LX), tal i com es 

mostra a la Figura 5. Kaul et al van demostrar un paper protector de la PGE2, doncs 

ratolins deficients per al seu receptor EP2, tenien major susceptibilitat al 

M.tuberculosis, una resposta T reduïda i un increment de Tregs (Kaul et al. 2012). 

Altres estudis també indiquen un rol protector per a la PGE2, i un rol oposat per a la 

LXA4. Mentre la primera promou la resolució de la inflamació protegint els macròfags 

de la necrosi, la LXA4 induiria la necrosi d‟aquests mitjançant l‟inhibició de la síntesi de 

PGE2 (Chen et al. 2008; Divangahi et al. 2009). A més, no sols inhibiria l‟apoptosi sinó 

que també interferiria en la presentació d‟antígens per part de les cèl·lules 

dendrítiques, retardant la resposta de les cèl·lules T, doncs l‟apoptosi, en condicions 

inflamatòries, millora la presentació d‟antigen (Divangahi et al. 2010). Curiosament, 

aquests eicosanoids relacionats amb l‟apoptosi s‟han estudiat en humans com a 

biomarcadors del pronòstic de la malaltia, i contrasten amb aquests estudis 

mencionats. En contactes de pacients de tuberculosi, nivells alts de PGE2 i baixos de 

lipoxines s‟han associat a major probabilitat de desenvolupar tuberculosi activa (Shu et 

al. 2013). De fet, les lipoxines, com la LXA4 són eicosanoids amb activitat 

antiinflamatòria en alguns desordres inflamatoris. Segons un altre estudi la LXA4 

estimula la fagocitosi dels neutròfils, a través d‟un pèptid agonista dels receptors de 

LXA4 i en associació a un increment de TGF-β, tant in vitro com in vivo, en un model 

d‟inflamació aguda (Mitchell et al. 2002). La LXA4 també regula el reclutament dels 

neutròfils mitjançant l‟inhibició de TNF-α, IL-1b i CXCL2 (MIP-2) (Hachicha et al. 1999). 

Aquests estudis indicarien un rol proresolutiu de la inflamació, i per tant protector 

d‟aquesta lipoxina, en contraposició als anteriors. Els estudis d‟un altre grup també 

destaquen el paper antiinflamatori de la LXA4 en el desenvolupament de la tuberculosi. 

Tobin et al van trobar que la modulació del gen lta4h, que codifica per una hidrolasa 
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que controla el balanç entre eicosanoids proinflamatoris (LTB4) i antiinflamatoris 

(LXA4), podia determinar dues vies de susceptibilitat a M.tuberculosis associades a 

una desregulació dels nivells de TNF-α: I) si la balança es decanta cap al LTB4  es 

sobreregula el TNF-α, disparant la inflamació, i II) si l‟excés és de LXA4, el TNF- α . és 

insuficient i la resposta immunitària també és inadequada. Els estudis es van realitzar 

en el model del peix zebra, però en humans es va trobar un polimorfisme en el 

promotor d‟aquest gen, que està associat a susceptibilitat a M.tuberculosis (Tobin et al. 

2010; Tobin et al. 2012). 

Un altre grup de molècules serien aquelles responsables de l’activitat 
bactericida. Els macròfags activats per IFN-γ i els neutròfils poden destruir bacils 

mitjançant els intermediaris d‟oxigen o nitrogen reactiu (ROI o RNI respectivament),  

defensines, catelicidina i proteases, que poden utilitzar intracel·lularment, als 

fagosomes, o bé secretar extracel·lularment, contribuint a la inflamació del focus 

infecciós (Flynn et al. 2001; van Crevel et al. 2002; Rivas-Santiago et al. 2008; 

Lyadova 2012). 

 

 
Figura 5: Síntesi i acció dels eicosanoids rellevants en la resposta a M.tuberculosis. Esquema 

adaptat de (Trevor et al. 2010). En l‟esquema es mostra la síntesi dels eicosanoids rellevants per a 

aquest treball, així com alguns dels seus efectes, i nous fàrmacs en desenvolupament per al tractament 

de la tuberculosi que en modulen la seva activitat.   
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1.6.2 Resposta adquirida 

Tal com resumeix Lyadova (Lyadova 2012) quan les cèl·lules dendrítiques 

presenten els antígens de M.tuberculosis als limfonodes, els limfòcits T CD4+ s‟activen 

i s‟inicia una resposta de tipus Th1. Quan els limfòcits són atrets al lloc d‟infecció 

incrementen la producció de quimiocines i citocines efectores: augmenten l‟atracció de 

cèl·lules inflamatòries i promouen la formació del granuloma.  

 

 
Figura 6: Esquema de la resposta immunitària adquirida enfront M.tuberculosis. Quan els bacils 

són drenats al limfonode regional les cèl·lules dendrítiques (DC) presenten l‟antigen als limfòcits T (LT), i 

s‟activa la resposta immunitària adquirida. Els limfòcits proliferen i es poden especialitzar en diferents 

subtipus segons l‟ambient citocínic.   

La producció d‟IFN-γ i TNF-α activa els macròfags, incrementant la seva capacitat 

de destruir els bacils fagocitats. D‟altres subtipus cel·lulars també contribueixen a la 

resposta immunitària cap a M.tuberculosis: les cèl·lules T CD8+, que produeixen IFN-γ 

i mostren un efecte citotòxic cap a les cèl·lules infectades (Lalvani et al. 1998), les 

cèl·lules Th17 que promouen la resposta Th1 i el reclutament de neutròfils (Khader et 
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al. 2008), els neutròfils que fagociten bacils i podrien tenir un efecte bactericida directa 

o indirectament, els limfòcits B que podrien regular la resposta immunitària (Ulrichs et 

al. 2004), i d‟altres com les Natural killer (NK), els limfòcits T no convencionals i les 

cèl·lules T reguladores, també s‟han estudiat en la resposta immunitària de la 

tuberculosi. A la Figura 6 es presenta un resum de la resposta adquirida en la 

tuberculosi, segons la revisió bibliogràfica exposada a continuació, pel que fa als 

aspectes més rellevants per a l‟estudi realitzat en aquesta tesi. 

1.6.2.1 Th17 i TB 

L‟especialització de les cèl·lules dels sistema immunitari en diferents subtipus és 

un mecanisme de regulació de la resposta immunitària. Aquest fenomen és molt clar 

en el cas dels limfòcits T CD4+, que poden secretar diferents citocines per portar a 

terme diferents funcions. Així, els Th1 secreten IFN-γ per activar els macròfags, els 

Th2 secreten IL-4, IL-5 i IL-13 i promouen la resposta humoral, i un altre subtipus 

descrit més recentment és el Th17, que secreta IL-17a, IL-17f, IL-21 i IL-22 (Harrington 

et al. 2005; Langrish et al. 2005; Park et al. 2005; Liang et al. 2006; Korn et al. 2007). 

Les cèl·lules que responen a la IL-17 són diverses: limfòcits, macròfags, neutròfils, 

epitelials, queratinòcits i fibroblasts (Yao et al. 1995; Lin et al. 2009). La resposta de 

les cèl·lules a IL-17 consisteix en la inducció de la secreció de citocines i quimiocines 

inflamatòries, així com de substàncies antimicrobianes com les defensines, i també la 

inducció de la granulopoesis i el reclutament de neutròfils (Ouyang et al. 2008). Tot i 

que les cèl·lules Th17 en un inici es van relacionar amb una resposta protectora en les 

infeccions més tard també s‟ha relacionat amb el dany tissular provocat tant en les 

malalties autoimmunitàries com infeccioses (Ye et al. 2001a; Ye et al. 2001b; Happel 

et al. 2005). 

En el camp de la tuberculosi també hi ha hagut estudis dedicats a conèixer el rol 

de la resposta Th17 en la malaltia, tal i com revisen Torrado i Cooper (Torrado et al. 

2010).  

Les cèl·lules Th17 es generen als limfonodes on es drena M.tuberculosis, de la 

mateixa manera que els limfòcits Th1, i és després que migren al pulmó a fer la seva 

funció efectora (Cooper 2009). Les citocines que indueixen la seva formació són la 

combinació de IL-6 o IL-21 amb nivells baixos de TGF-β. El TNF-α i la IL-1b poden 

actuar també com a cofactors. Aquestes citocines indueixen l‟expressió de ROR-γt via 

STAT-3 en els limfòcits activats, i això acaba en l‟expressió del receptor de la IL-23 a 

la membrana, que és el que estabilitza la funció de la cèl·lula Th17, donat que la IL-23 

és la citocina responsable de mantenir la resposta Th17. La IL12p70 (IL12), és 

imprescindible per a la resposta Th1, i la subunitat IL12p40 és compartida entre la 
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IL12p70 i la IL-23. Així doncs, els nivells d‟aquestes citocines tant al limfonode com al 

pulmó són claus pel balanç entre Th1 i Th17. La secreció de la subunitat IL12p40 

s‟estimula quan els antígens de M.tuberculosis s‟uneixen als PRR de les cèl·lules 

dendrítiques, que són les iniciadores de la resposta, però el balanç entre Th1 i Th17 

depèn de les altres dues subunitats: IL-23p19 per formar IL-23, o IL12p35 per formar 

IL12p70 (IL12), i en la tuberculosi no es coneix de què depèn aquest balanç, però 

Torrado i Cooper proposen que es deuria a les citocines TGF-β, IL-6 o IL-21 i IL-1b, tal 

i com s‟ha esmentat abans (Torrado et al. 2010).  

Quant a un possible rol protector de la Th17, els estudis mostren resultats 

contradictoris. Mentre que en el model d‟infecció de ratolins amb aerosol la IL-23 i la 

IL-17 van resultar prescindibles pel control de la infecció (Khader J immunol 2005), en 

un model de ratolins transgènics il17-/- infectats amb una dosi alta intratraqueal el 

resultat va ser el contrari (Okamoto Yoshida et al. 2010), i la IL-17 va demostrar tenir 

un rol en la formació del granuloma, tal i com també indica un altre estudi, on 

l‟acumulació de neutròfils millora la formació del granuloma (Seiler et al. 2003). En 

altres malalties infeccioses s‟ha vist que la resposta Th17 estimula encara més la 

resposta Th1 (Lin et al. 2009) però això encara no s‟ha demostrat en la tuberculosi. 

Segons Torrado i Cooper probablement aquest mecanisme no seria important en 

tuberculosi, doncs ja hi ha una forta resposta Th1 normalment (Torrado et al. 2010).  

Pel que fa al rol en la immunopatologia és bastant clar que un excés de IL-17 és 

perjudicial degut a l‟atracció excessiva de neutròfils. A més, l‟exposició dels neutròfils a 

IL-17 i IL-23 els pot allargar la supervivència i canviar el seu fenotip, tot plegat resultant 

en més inflamació i immunopatologia (Zelante et al. 2007). Així ho indica també un 

estudi on es va reforçar la resposta Th17 mitjançant la immunització repetida amb 

BCG, resultant en major secreció de citocines i quimiocines inflamatòries com CXCL2 

(MIP-2), TNF-α i IL-6, major atracció de neutròfils cap als pulmons, i per tant, molt més 

dany tissular i patologia. També en aquest estudi es va veure que la producció de 

cèl·lules Th17 no es devia només a la diferenciació al limfonode, sinó que també hi 

havia diferenciació de Th17 localment, segurament degut a la producció de IL-23 (Cruz 

et al. 2010).  

 

Regulació de la resposta Th17 

La regulació de la resposta Th17 és essencial i pot determinar el desenvolupament 

de la malaltia, doncs un excés de Th17 pot causar un dany tissular molt important. Per 

regular aquesta resposta excessiva de Th17, l‟IFN-γ hi pot tenir un paper important. 

Els ratolins deficients per IFN-γ mostren una major acumulació de cèl·lules T efectores 

activades i neutròfils a les lesions granulomatoses davant la infecció amb BCG, però 
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també un major nombre de cèl·lules T productores d‟IL-17. No obstant això, aquestes 

cèl·lules no controlen el creixement bacil·lar i el teixit pulmonar es veu danyat per 

aquesta resposta. De manera que l‟IFN-γ limita la producció de cèl·lules productores 

d‟IL-17 (Cruz et al. 2006). En un estudi amb M.tuberculosis, també l‟IFN-γ va inhibir la 

producció d‟IL-17 per part de les cèl·lules T CD4+, resultant en una menor acumulació 

de neutròfils, menor inflamació al pulmó i millora de la malaltia (Nandi et al. 2011).  

Curiosament, en un model de ratolí s‟han descrit neutròfils que secreten IL-10 per 

estimulació de les cèl·lules dendrítiques infectades, que controlarien la resposta 

excessiva de Th17, sense alterar la resposta Th1. Tot i que el model estudiat és molt 

artificial, amb limfòcits T transgènics amb el receptor de TCR restringit a ovoalbúmina 

(OVA), l‟experiment és molt interessant i demostra com pot ser de complicada la 

regulació de la resposta immunitària, i com és difícil simplificar, doncs poden haver-hi 

múltiples vies de regulació (Doz et al. 2013). 

Les Treg també tenen un paper molt rellevant en la regulació de la resposta 
d’aquest tipus cel·lular, tal i com s’exposarà més endavant. 

1.6.2.2 Cèl·lules Treg i TB 

Durant les infeccions, el control de la inflamació és necessari per evitar el dany 

produït per la mateixa resposta immunitària. Tot i que les cèl·lules T CD4+ són 

imprescindibles per al control de la tuberculosi, una producció incontrolada de TNF-α i 

IFN-γ seria perjudicial per a l‟hostatger (O'Garra et al. 2013), i sobretot un excés de 

resposta Th17, pel que hi ha diversos mecanismes, incloent aquells mediats per 

cèl·lules Treg i per la IL-10, per regular la resposta immunitària a M.tuberculosis. Tot i 

així,  també s‟ha proposat que les Tregs generades durant una infecció no només són 

beneficioses per l‟hostatger, sinó també per a l‟agent infecciós, que troba en les Treg 

una forma d‟eludir el sistema immunitari (Mills 2004). 

 

Funció de les Treg 

Les cèl·lules Treg naturals (nTreg) són indispensables pel manteniment de la 

tolerància als autoantígens i l‟homeòstasi del sistema immunitari, i es desenvolupen al 

timus des del naixement (Sakaguchi 2004). Tot i que no es coneix ben bé la seva 

funció, sí que s‟ha vist que tenen diferents mecanismes de supressió: contacte directe 

cèl·lula-cèl·lula, producció de mediadors solubles (Dieckmann et al. 2002; Longhi et al. 

2006; Collison et al. 2007), i activitat a través de cèl·lules intermediàries (Lu et al. 

2006; Ly et al. 2006). In vitro s‟ha demostrat que inhibeixen la proliferació i producció 

de citocines dels limfòcits T CD4+ (Thornton et al. 1998; Baecher-Allan et al. 2001; 

Dieckmann et al. 2001; Jonuleit et al. 2001) i la resposta dels limfòcits T CD8+, els 
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monòcits o les cèl·lules NK (Dieckmann et al. 2001; Wing et al. 2003; Taams et al. 

2005), i in vivo es creu que poden estar implicades no només en el manteniment de la 

tolerància als autoantígens (Baecher-Allan et al. 2006) sinó també en el control de 

malalties al·lèrgiques, la tolerància gastrointestinal (Izcue et al. 2006) o la tolerància de 

la mare als antígens fetals (Aluvihare et al. 2004; Afzali et al. 2010).  

 

Fenotip clàssic de les Treg 

Les Treg es van identificar inicialment com a cèl·lules T CD4+CD25+, però més 

tard es va trobar que l‟expressió del factor de transcripció Foxp3 les definia millor, 

doncs es va associar a una funció reguladora (Fontenot et al. 2003) i a més les 

diferenciava de les cèl·lules T activades, que també expressen la cadena alfa del 

receptor de la IL-2 (CD25). A més, les mutacions del gen Foxp3 causen un desordre 

autoimmune fatal tant en ratolins com en humans (Fontenot et al. 2003; Khattri et al. 

2003). Les cèl·lules T CD4+ convencionals, també poden expressar Foxp3 i adquirir 

funcions reguladores, sota els estímuls de IL-2 i TGF-β perifèricament o in vitro. Serien 

les Treg induïdes (iTreg). Malgrat tot, també s‟ha descrit que les cèl·lules T activades 

poden expressar de forma transitòria Foxp3, sense adquirir funcions reguladores 

(Gavin et al. 2006; Allan et al. 2007; Wang et al. 2007), si bé això s‟ha demostrat 

només en humans, no en ratolins. Per això en humans s‟utilitzen marcadors 

addicionals per identificar-les. El fenotip més utilitzat per identificar Treg en humans és 

el CD4+CD25hiFoxp3+CD127lo. D‟altra banda, l‟expressió de Foxp3 en les cèl·lules 

Treg és inestable, doncs s‟ha descrit en múltiples estudis com les Treg deixen 

d‟expressar Foxp3 i expressen marcadors d‟altres subtipus de cèl·lules Th, pel que 

s‟anomenen exTreg o exFoxp3. En alguns estudis atribueixen aquest fet a la pèrdua 

de l‟activitat supressora i reprogramació de la cèl·lula en un altres subtipus diferent, 

mentre que altres estudis indiquen que malgrat la pèrdua d‟expressió de Foxp3 i 

expressió d‟altres marcadors les exTreg continuen regulant la resposta immunitària 

(Gao et al. 2012).    

 

Treg CD39+ 

El CD39 i el CD73 són ectonucleotidases. El CD39 hidrolitzen l‟adenosina trifosfat 

(ATP) a adenosina difosfat (ADP) i aquest a adenosina monofosfat (AMP). El CD73 

hidrolitza el AMP a Adenosina. L‟ATP i l‟ADP són alliberats quan hi ha necrosi i dany 

tissular, i hi ha evidències que la senyalització cel·lular purinèrgica (és a dir, a través 

d‟aquestes molècules) participa en la resposta inflamatòria que es dóna en el rebuig 

d‟òrgans trasplantats. De fet en aquest camp s‟estudien ja diferents estratègies per 

millorar el trasplantament d‟òrgans interferint en aquesta senyalització, per exemple 
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augmentant l‟expressió de CD39 (Roberts et al. 2014). El CD39 s‟expressa en les 

cèl·lules Treg CD25+Foxp3+CD127lo, independentment del CD73, i de fet, sembla 

que Foxp3 estimula l‟expressió del CD39. Dwyer et al van trobar que la classificació de 

les cèl·lules T CD4+segons l‟expressió de CD25 i CD39 és una eina molt interessant, 

doncs defineix 4 subpoblacions diferents. Les CD25+CD39+ expressen Foxp3 (la 

majoria), i són cèl·lules Treg de memòria, i es mantenen com a Treg també sota un 

estímul proinflamatori, doncs no secreten IL-17 sota aquestes condicions. En canvi les 

CD25+CD39- serien una població heterogènia, amb potencial Th1, Th2 o Th17 en 

cultiu, i sota estímuls proinflamatoris sí que es diferenciarien a Th17, secretant IL-17, 

fins i tot les que expressen també Foxp3. De manera que les potencials exFoxp3 no es 

trobarien entre les Treg CD39+, sinó en les CD25+CD39-. El CD39+ també és un 

marcador de memòria. Les Treg CD39+ són de memòria en un 80%, i les CD25-

CD39+ són quasi totes de memòria, pel que es defineixen com cèl·lules T de memòria 

efectores, i també produeixen IFN-γ i IL-17 sota condicions d‟estimulació 

proinflamatòria. Les CD25-CD39-, correspondrien a cèl·lules T CD4+ naïve. Aquesta 

classificació, a més, té rellevància clínica, doncs l‟índex de cèl·lules T de memòria 

efectores (CD25-CD39+) i cèl·lules Treg (CD25+CD39+) correlacionava positivament 

amb la severitat del rebuig de l‟òrgan en pacients de trasplantament, indicant un paper 

patogènic de les T de memòria efectores, i un paper protector de les Treg en aquest 

cas (Dwyer et al. 2010). 

Chiachio et al. van validar CD39 com a marcador de cèl·lules Treg en pacients 

amb tuberculosi, per comparació amb el fenotip CD4+CD25hiFoxp3+CD127-, i perquè 

les cèl·lules CD4+CD25+CD39+ van produir menys IFN-γ i més TGF-β comparat amb 

altres tipus cel·lulars (Chiacchio et al. 2009).   

   

Resposta Th17 i Treg 

El TGF-β, que com ja s‟ha dit intervé en l‟especialització dels limfòcits Th17, també 

estimula la diferenciació de cèl·lules Treg Foxp3+. De fet, Betelli et al. van descobrir 

que l‟especialització de Th17 i la de Treg Foxp3+ són mútuament excloents, doncs un 

mateix limfòcit precursor, es pot especialitzar com a Th17 en presència de TGF-β i IL-

6, o bé com a Treg Foxp3+ si només hi ha TGF-β, de manera que la regulació de Th17 

i Treg està estretament lligada (Bettelli et al. 2006). Zhou et al. van profunditzar en 

l‟estudi d‟aquest mecanisme, i van trobar que a concentracions baixes, el TGF-β 

sinergitza amb la IL-6 i la IL-21 per promoure el desenvolupament de cèl·lules Th17, 

mentre que a altes concentracions, el TGF-β indueix l‟expressió de Foxp3, i aquest 

interacciona amb RORγt, inhibint la seva funció, de manera que les cèl·lules es 

diferencien en Treg (Zhou et al. 2008). Curiosament, si bé STAT3 és una proteïna en 
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la via senyalització de ROR-γt que porta cap a una resposta Th17, Chaundry et al. van 

descobrir en estudis amb ratolins que les Treg inhibeixen la resposta patogènica Th17 

per la via de senyalització de STAT3 precisament, interpretant que els mateixos factors 

de transcripció integren senyals de l‟ambient que els porten a conduir la resposta 

immunitària cap a un tipus o un altre mitjançant l‟acció supressora de les Treg 

(Chaudhry et al. 2009). També en aquest sentit, Mucida et al. van trobar que l‟àcid 

retinoic era capaç d‟inhibir la inducció de Th17 mediada per IL-6,  promovent la 

inducció de Tregs (Mucida et al. 2007). 

Si bé l‟expansió de cèl·lules Th17 durant la infecció per M.tuberculosis és deguda a 

les citocines IL-6 i IL-23, l‟expansió de Tregs que també es dóna durant la infecció per 

M.tuberculosis no es sap ben bé a què és deguda, però segons Shafiani et al. es 

donaria a partir d‟una població específica preexistent. Segons aquest estudi, a més, 

les Treg específiques per M.tuberculosis tindrien una gran capacitat de proliferació 

(Shafiani et al. 2010).  

Un altre fenomen que s‟ha descrit relatiu a les Treg i les Th17, és la conversió de 

les Treg a Th17, en condicions d‟inflamació, per exemple durant les infeccions. Afzali 

et al  revisen aquest fenomen, descrit tant en humans com en ratolins (Afzali et al. 

2010). Xu et al. van trobar que en ratolins, les cèl·lules T CD4+CD25+Foxp3+ eren 

capaces de diferenciar-se en Th17 en resposta a l‟estímul de IL-6, en absència de 

TGF-β (Xu et al. 2007b). Segons Zheng et al., (Zheng et al. 2008) aquest 

comportament inestable només el tindrien les cèl·lules Treg naturals, mentre que les 

iTreg induïdes in vitro amb IL-2 i TGF-β, serien resistents a aquesta inducció (Zheng et 

al. 2008; Kong et al. 2012). Komatsu et al. van trobar que només una part de les Treg 

naturals (nTreg), les CD4+CD25lowFoxp3+ es diferenciaven a Th17, i estaven 

implicades en l‟artritis reumatoide, segons els estudis en un model murí (Komatsu et 

al. 2009; Komatsu et al. 2014). En canvi segons Miyao et al. les exFoxp3+ no serien 

cèl·lules reprogramades, sinó una població molt menor de cèl·lules Foxp3+ poc 

estables, induïdes perifèricament, i que no provindrien de les nTreg. A més, aquestes 

exFoxp3, quan de forma transitòria expressen Foxp3, no expressen CD25, o bé 

l‟expressen amb baixa intensitat, pel que les cèl·lules CD25+Foxp3+ sí que són 

majoritàriament Tregs, ja siguin iTregs o nTregs (Miyao et al. 2012). Una troballa 

interessant per part de Zhou et al. va ser que l‟àcid retinoic (metabòlit de la vitamina A) 

estabilitza el fenotip i la funció de les Treg, fins i tot en ambients proinflamatoris (Zhou 

et al. 2010). 

En humans, les nTregs es diferencien a Th17 sota la influència de IL-1, mentre que 

la IL-6 i el TGF-β no tindrien cap efecte en aquesta conversió (Koenen et al. 2008; 

Deknuydt et al. 2009). Les exFoxp3 o potencials Th17 perden l‟expressió de Foxp3 i 
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perden les funcions supressores,  i alhora adquireixen propietats característiques de 

les Th17, com la secreció de TNF-α (Deknuydt et al. 2009), o l‟expressió de CCR6, el 

receptor de la CCL20, una quimiocina inflamatòria secretada per les Th17 que atrauria 

aquestes cèl·lules al focus d‟inflamació (Singh et al. 2008). Així doncs, segons la 

bibliografia consultada no és gens clar quines cèl·lules exactament esdevindrien 

exFoxp3+, però és clar que algun tipus de Treg Foxp3+ pot esdevenir Th17 segons 

l‟ambient citocínic.  

Un fenomen paral·lel s‟ha descrit també per les Treg CD39+. En pacients 

d‟hepatitis autoimmune s‟ha trobat que les Treg CD39+ (CD4+CD25hiCD39+) estaven 

disminuïdes en nombre i en funcionalitat. A més, en els pacients, les Treg CD39+ 

estimulades in vitro secretaven IFN-γ i IL-17 amb major freqüència que en els controls 

sans. Segons els autors, això s‟explicaria per una conversió de les Treg CD39+ a 

altres subtipus cel·lulars, com ara Th17 (Grant et al. 2014). Aquest estudi doncs, 

presenta resultats oposats als de Dwyer et al (Dwyer et al. 2010) comentat abans, 

segons el qual les Treg CD39+ no secretarien IL-17 sota estímuls proinflamatoris.  

En definitiva, el que és clar és que les cèl·lules Treg i Th17 tenen papers 

contraposats, i un equilibri entre aquests dos subtipus és important per mantenir una 

resposta immunitària adequada, ja sigui davant d‟una infecció com davant d‟un procés 

d‟autoimmunitat. En funció d‟altres factors les Treg poden suprimir les Th17, o bé les 

Th17 poden suprimir la resposta Treg. 

 

Tregs durant la TB 

En la majoria d‟estudis que sobre les Tregs en la tuberculosi, es destaca el rol que pot 

tenir la immunosupressió causada per les Tregs en la susceptibilitat a la infecció i 

desenvolupament de tuberculosi activa. Ribeiro-Rodrigues han trobat un augment de 

Tregs en sang (CD4+CD25hi) i una disminució de la capacitat de producció d‟IFN-γ en 

les PBMCs dels pacients, respecte els controls infectats amb ITBL (Ribeiro-Rodrigues 

et al. 2006). Chiacchio et al. també van trobar una expansió in vitro de Tregs (CD39+) 

major en pacients que en controls sans, però no en les PBMCs directament sense 

cultivar (Chiacchio et al. 2009). Un altre estudi obtenia resultats similars: alts nivells de 

Treg en pacients de tuberculosi activa en comparació als infectats amb ITBL, i 

curiosament les Treg suprimien la producció d‟IFN-γ però no la de IL-17 (Marin et al. 

2010). Roberts et al. (Roberts et al. 2007) van trobar en pacients de tuberculosi activa 

una menor expansió in vitro després de l‟estímul amb BCG de Treg (CD25hi), però en 

canvi van trobar major expressió de Foxp3 i més immunosupressió (menor producció 

d‟IFN-γ i major producció de TGF-β i IL-4). De la mateixa manera, Ho et al. atribueixen 

el fracàs de la vacuna BCG per protegir de la tuberculosi a la immunosupressió 
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causada per la inducció de cèl·lules Treg (Ho et al. 2010), tot i que aquest estudi s‟ha 

fet en ratolins no infectats, només immunitzats amb BCG, pel que no aporten proves 

de que el motiu sigui aquest. Boer et al. destaquen el paper de cèl·lules CD8+CD39+ 

en la immunosupressió que causaria el desenvolupament de tuberculosi activa (Boer 

et al. 2013), tot i que tampoc demostren que la causa del desenvolupament de la 

tuberculosi sigui aquesta immunosupressió. DeCassan et al. van estudiar la resposta 

Th17 i Treg CD39+ en voluntaris sans d‟una vacuna per la tuberculosi, MVA85A, i van 

trobar que la vacuna produïa un augment de la resposta Th17 en detriment de la 

resposta Treg. A més, van trobar que l‟exposició prèvia a antígens micobacterians 

disminuïa la resposta Th17 de la vacuna (de Cassan et al. 2010), tot i no aportar 

proves de si aquest tipus de resposta és protector o no. Shaffiani et al., en un model 

de ratolí, sí que van provar que la injecció de Tregs específiques d‟antigen al principi 

de la infecció produïa un augment de la càrrega bacil·lar, que atribuïen a un retard en 

el desenvolupament de la resposta Th1 causat per les Treg (Shafiani et al. 2010), i en 

un altre estudi es va demostrar que la depleció de Tregs en ratolins vacunats amb 

BCG tenia un efecte significatiu però moderat sobre la càrrega bacil·lar (Jaron et al. 

2008). Pel contrari, Quinn et al. van estudiar l‟efecte de la depleció de les Treg abans 

de la infecció en un model de ratolí infectat amb M.tuberculosis, i van trobar que 

afectava molt lleument la producció d‟IFN-γ, però no afectava la càrrega bacil·lar 

(Quinn et al. 2006). A més, Shaffiani et al. en un estudi posterior (Shafiani et al. 2013) 

han vist que la inducció de Tregs que es produeix a l‟inici de la infecció, es limita més 

tard mitjançant la IL-12. 

Des d‟un punt de vista totalment diferent, Leepiyassakulchai et al. van comparar els 

ratolins de la soca resistent C57BL/6 amb els de la soca susceptible DBA/2 i van trobar 

que els primers incrementaven dràsticament el percentatge de Tregs i cèl·lules 

dendrítiques reguladores durant la infecció, mentre que els segons no, pel que 

demostraven un paper protector de les Treg en aquest model (Leepiyasakulchai et al. 

2012).   

El balanç entre les respostes Th17 i Treg s‟ha proposat com a causant de la 

tuberculosi associada al IRIS de la immunitat en els pacients coinfectats amb VIH i 

tuberculosi després de rebre el tractament. En aquest estudi es va veure que després 

del tractament amb antiretrovirals, en tots els pacients el percentatge de Treg 

disminuïa i el de Th17 augmentava, però aquest canvi era més pronunciat en els 

pacients coinfectats amb VIH i tuberculosi en relació als pacients infectats només amb 

VIH (Liu et al. 2011). Tadokera et al. en un estudi on comparaven pacients coinfectats 

amb tuberculosi i VIH van trobar que la IL-10 i la IL-22 es sobreexpressaven en els 

pacients amb IRIS en comparació als pacients que no presentaven IRIS, i van 
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interpretar que l‟increment de IL-10 era compensatori, en resposta a l‟excés 

d‟inflamació, mentre que l‟increment de IL-22, citocina secretada per les cèl·lules Th17, 

tenia un paper actiu en la immunopatogènesi de l‟IRIS (Tadokera et al. 2013). Per 

contra, també s‟ha proposat que el desequilibri entre Th17 i Treg seria responsable de 

l‟efusió pleural en tuberculosi, tot i que en aquest cas, la causa del desequilibri 

s‟atribueix a que les Treg inhibeixen la resposta Th17, produint una immunosupressió 

local que provocaria l‟efusió pleural. En tot cas, en aquest estudi també es va trobar 

que els nivells de Th17 i Treg correlacionaven negativament en el líquid d‟efusió, però 

no en sang (Ye et al. 2011). 

Així doncs, no és gens clar quin seria el paper de les Treg en la tuberculosi, si 

seria beneficiós o perjudicial per a l‟hostatger. Chevalier et al., des del camp del VIH, 

proposaven una solució de consens: les Treg podrien tenir un paper perjudicial o 

beneficiós en funció de la fase de la malaltia, segons un estudi realitzat sobre pacients 

amb SIDA (Chevalier et al. 2013).   

1.7 Teràpies Host-directed o dirigides a l‟hostatger 

La teràpia actual per la tuberculosi és una combinació d‟antibiòtics que actuen 

sobre el bacil M.tuberculosis, i presenta grans inconvenients: un temps de tractament 

extremadament llarg (mínim 6 mesos), poca adherència al tractament, amb la 

conseqüent aparició de resistències, i certa toxicitat. Per tant, hi ha necessitat d‟un 

tractament més efectiu. Tradicionalment la recerca orientada a curar la tuberculosi s‟ha 

focalitzat en el bacil, en trobar dianes noves o substàncies més eficients que el 

destrueixin, però s‟ha parat poca atenció a l‟hostatger. Encara que també hi ha hagut 

molta recerca encarada al desenvolupament de vacunes, que sí que actuen sobre 

l‟hostatger, aquesta s‟ha centrat sobretot en com millorar el reconeixement del bacil, i 

de moment cap vacuna ha aconseguit arribar al mercat demostrant major efectivitat 

que la BCG (Vilaplana et al. 2014a). Si bé en aquests dos camps s‟avança lentament, 

l‟estudi de la interacció entre M.tuberculosis i el seu l‟hostatger ha començat a donar 

els seus fruits: hi ha actualment en desenvolupament diferents estratègies que tenen 

com a diana l‟hostatger, que podrien administrar-se almenys com a coadjuvants a la 

teràpia vigent, i com a mínim escurçar el tractament o millorar-ne l‟efectivitat (Hawn et 

al. 2013). Es tracta d‟estratègies noves, que no es centren ni en les vies metabòliques 

del bacil per impedir el seu creixement, ni en el bacil com a antigen, sinó en reforçar la 

resposta immunològica del propi hostatger. Hawn ha realitzat una revisió de tots els 

tractaments en investigació amb aquestes característiques (Hawn et al. 2013). Se 

n‟exposen alguns exemples a continuació, segons on actuen.    
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1.7.1 Teràpies dirigides a la funció del macròfag 

L’imatinib és un inhibidor d‟una tirosin-kinasa (BRC-ABL) que està implicada en la 

captació del M.tuberculosis pels macròfags. Es va investigar inicialment pel 

tractament de leucèmia. In vitro, impedeix parcialment la captació dels bacils per part 

dels macròfags (Napier et al. 2011). A més, BRC-ABL també està implicada en 

l‟acidificació del fagosoma. Els pacients de leucèmia que reben l‟imatinib presenten 

més fagosomes acidificats que els controls sans (Bruns et al. 2012), i en ratolins 

infectats amb M.marinum aquest fàrmac va reduir les lesions granulomatoses (Napier 

et al. 2011).   

L’autofàgia és un procés en el qual les cèl·lules reciclen el seu propi contingut 

citoplasmàtic mitjançant els lisosomes. Tot i que és un procés que ocorre en 

condicions fisiològiques, també s‟activa per estimulació de l‟IFN-γ (i altres condicions) i 

pot contribuir a degradar patògens intracel·lulars, com ara M.tuberculosis. Les 

molècules H-89 i ETB067, són inhibidors de la kinasa AKT-1, implicada en moltes vies 

de senyalització, incloent la regulació de l‟autofàgia. Doncs bé, en cultiu primari de 

macròfags humans, aquestes molècules van reduir el creixement de soques MDR de 

M.tuberculosis (Kuijl et al. 2007). També s‟ha vist que antibiòtics com la isoniazida, 

pirazinamida o la nitazoxanida podrien tenir un doble efecte: sobre el bacil, i també 

sobre l‟hostatger promovent l‟autofàgia (Kim et al. 2012; Lam et al. 2012). A la inversa, 

també s‟ha trobat que fàrmacs amb efecte sobre l‟hostatger, concretament 

antiinflamatoris, també tenen efecte bactericida sobre el M.tuberculosis in vitro (Gold et 

al. 2012; Pinault et al. 2013). 

La vitamina D és dels primers tractaments de la tuberculosi, utilitzada a l‟era 

preantibiòtica en forma d‟exposició solar (la vitamina D pot derivar de l‟exposició solar). 

Està implicada en la síntesi de la catelicidina, un pèptid antimicrobià sintetitzat pel 

macròfag. Les deficiències en aquesta vitamina s‟havien associat a un augment de 

susceptibilitat a la tuberculosi, i s‟han realitzat 5 assajos clínics que avaluen el seu 

efecte en humans com a tractament complementari, amb resultats diversos (Nursyam 

et al. 2006; Martineau et al. 2007b; Wejse et al. 2009; Kota et al. 2011; Martineau et al. 

2011). Podria jugar-hi un paper la genètica de l‟hostatger, de manera que només seria 

efectiva en alguns pacients.    

El bromur de mepenzolat va millorar l‟efecte bactericida de cèl·lules THP1 

humanes, una línia cel·lular de monòcits, mitjançant la inhibició d‟una molècula que 

activa el metabolisme antilipolític, de manera que el macròfag no acumula lípids, no 

forma cossos lipídics i no esdevé escumós, essent aquest efecte perjudicial per al bacil 

(Singh et al. 2012).   
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Els Receptors nuclears sensibles a lípids PPARγ, LXRα, LXRβ regulen el 

metabolisme lipídic dels macròfags. Aquests receptors nuclears s‟activen per àcids 

grassos o els seus metabòlits, s‟uneixen a receptors RXR i regulen l‟expressió de 

determinats gens, incloent gens que regulen la inflamació que causa la malaltia 

cardiovascular  (placa d‟ateroma), pel que amb aquest propòsit s‟han desenvolupat 

tractaments que actuen sobre aquests receptors nuclears. Però potencialment 

aquestes molècules també es podrien utilitzar en la tuberculosi: l’inhibidor de PRARγ, 

GW9662 va reduir el creixement de M.tuberculosis en macròfags de ratolí o humà in 

vitro (Rajaram et al. 2010; Mahajan et al. 2012), els agonistes de LXR en ratolins 

també en millorar el control de la càrrega bacil·lar (Korf et al. 2009).     

Diferents molècules activadores de la fosfolipasa D, que hidrolitza la 

fosfatidilcolina en àcid fosfatídic i colina, han resultat en un increment de l‟efecte 

bactericida dels macròfags in vitro, ja que l‟àcid fosfatídic, per mecanismes que es 

desconeixen, incrementa la maduració del fagosoma, la formació del fagolisosoma, la 

producció de ROIs i la destrucció dels bacils. També s‟han estudiat activadors de la 
fosfolipasa A2, implicada en la formació d‟àcid araquidònic que dóna lloc a diverses 

molècules mediadores de la inflamació, però amb resultats variables.    

1.7.2 Teràpies dirigides a la regulació dels eicosanoids 

Hi ha molts fàrmacs ja al mercat que inhibeixen enzims de la via de síntesi dels 

eicosanoids. L‟aspirina o altres fàrmacs antiinflamatoris no esteroideus, que 

inhibeixen la COX-1 i la COX-2, per tant alterant la síntesi de les prostaglandines, o el 

zileuton, que inhibeix la 5-LOX, i per tant afecta la síntesi de la LXA4.  

La PGE2 protegeix els macròfags de la necrosi, afavorint l’apoptosi, mentre que 

alts nivells de LXA4 inhibirien la PGE2 i induirien la necrosi, afavorint el creixement del 

bacil. Pel que intervencions a aquest nivell podrien ser beneficioses pel tractament de 

la tuberculosi, tot i que no se n‟han concretat. (Chen et al. 2008; Divangahi et al. 2009) 

(Divangahi et al. 2010). 

Un altre via modulable dels eicosanoids és la intervenció en la producció del 
LTB4, una molècula proinflamatòria que estimula la producció de TNF-α. En aquest 

cas, els tractaments s‟han avaluat en peixos zebra, mutants per al locus lta4h que 

modula la producció del LTB4. Un dels mutants té alts nivells de LXA4, i baixos nivells 

de LTB4 i TNF-α, pel que l’inhibidor de la 15-LOX, implicada en la síntesi de LXA4, 

redueix la càrrega bacil·lar. L‟altre mutant representa l‟extrem contrari: té un excés de 

LTB4, i per tant funcionen l’acid acetilsalicílic (AAS), la dexametasona i 

l’antagonista del LTB4. Hipotèticament, doncs, aquestes teràpies serien 

individualitzades, en funció de la genètica de l‟hostatger. De fet, estudis en humans 
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també recolzarien aquesta hipòtesi, doncs diferents genotips d‟aquest mateix gen 

afecten també la producció de LTB4. A més la dexametasona, que és d‟ús comú en el 

tractament de la meningitis tuberculosa, és molt més eficaç en individus que tenen el 

genotip proinflamatori (associat a alts nivells de LTB4), i ho és molt poc o gens en els 

altres genotips (Tobin et al. 2010; Tobin et al. 2012). 

Pel que fa a la regulació de la LXA4, hi ha estudis contradictoris. Els ratolins 

deficients en 5-LOX, que tenen baixos nivells de LXA4, tenen menor càrrega bacil·lar i 

major expressió de IL-12, IFN-γ i iNOS (Aliberti et al. 2002; Bafica et al. 2005). En 

canvi la inhibició de la 5-LOX mitjançant MK866 va donar resultats oposats: major 

càrrega bacil·lar i menor temps de supervivència (Peres et al. 2007). El zileuton, un 

altre inhibidor de la 5-LOX ja aprovat per les autoritats sanitàries, que s‟utilitza en el 

tractament de l‟asma, podria donar més informació sobre aquesta via, però de moment 

no hi ha estudis que l‟utilitzen en el tractament de la tuberculosi.  

 Finalment s‟han fet diversos estudis clínics amb inhibidors de les COX1 i 

COX2.  Dos estudis clínics amb l’AAS per avaluar la seva eficàcia com a tractament 

coadjuvant en pacients de meningitis per tuberculosi van donar resultats 

contradictoris (Misra et al. 2010; Schoeman et al. 2011). D‟altra banda en ratolins s‟han 

avaluat l‟AAS i l‟ibuprofè conjuntament amb la pirazinamida, amb resultats positius, tot 

i que els autors interpretaven que l‟efecte positiu dels antiinflamatoris no esteroideus 

(AINEs) no venia donat per l‟efecte antiinflamatori, sinó per una sinèrgia amb la 

pirazinamida, incrementant l‟efecte d‟aquest antibiòtic sobre el bacil (Byrne et al. 

2007). Curiosament, precisament l‟AAS promou el creixement de Mtb in vitro, i de fet 

aquesta activitat va donar lloc al desenvolupament d‟un dels primers antibiòtics 

antituberculosos, l‟àcid para-aminosalicílic (Bernheim 1940). De forma similar, també 

s‟ha avaluat l‟ús del Diclofenac en ratolins, amb resultats positius, però amb la intenció 

d‟incidir sobre el bacil, ja que el diclofenac té activitat bactericida també in vitro (Dutta 

et al. 2007). A la Figura 5 s‟il·lustren algunes d‟aquestes estratègies terapèutiques. 

1.7.3 Teràpies dirigides a la modulació de citocines  

La modulació de citocines inclou múltiples punts d‟intervenció. L’IFN-γ s‟ha 

administrat en assajos clínics humans com a tractament coadjuvant, i s‟ha avaluat 

també la seva toxicitat, amb resultats positius (Condos et al. 2003; Milanes-Virelles et 

al. 2008). Però degut al cost elevat i dificultat logística que suposaria la seva 

administració no es desenvoluparà com a tractament massiu. La modulació del TNF-
α s‟ha provat per diferents vies. Una de les vies ha estat la modulació de l’adenosina 
monofosfat cíclica (AMPc). L‟AMPc és un segon missatger cel·lular que s‟elimina 

degradat per les fosfodiesterases, i un dels efectes que té és la inhibició de la 
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producció de TNF-α en monòcits i macròfags. Els inhibidors de les fosfodiesterases 

(PDEi), mitjançant l‟acumulació d‟AMPc inhibeixen la producció de TNF-α. Diversos 

iPDE s‟han provat en models animals, en combinació amb el tractament estàndard, 

amb resultats molt positius, amb una restricció de la càrrega bacil·lar i disminució de la 

inflamació que van comportar una millora en la patologia dels ratolins i dels conills 

(Koo et al. 2011; Subbian et al. 2011a; Subbian et al. 2011b; Maiga et al. 2012). 

També s‟han utilitzat antiinflamatoris esteroideus amb beneficis en pacients amb 

meningitis i pericarditis tuberculoses (Strang et al. 1987; Thwaites et al. 2004). Però 

una immunomodulació més selectiva seria desitjable, donat que els corticosteroides 

comporten molts efectes indesitjats. En aquest sentit, la talidomida s‟ha provat com a 

teràpia adjuvant en pacients amb meningitis tuberculosa, però degut als efectes 

secundaris severs no és viable el seu ús (Schoeman et al. 2004). Una altra via de 

regulació del TNF-α ha estat l‟administració d’alisporivir i desipramina, de moment 

experimentat en el model del peix zebra (Roca et al. 2013). El TNF-α indueix la 

producció de ROS, que per una banda té un efecte bactericida, però per l‟altre indueix 

la necrosi del macròfag, amb efectes perjudicials degut a una inflamació excessiva. 

Aquests fàrmacs inhibeixen la inducció de la necrosi, sense afectar l‟efecte 

bactericida.  A la Figura 5 s‟il·lustren algunes d‟aquestes estratègies terapèutiques. 

1.7.4 Teràpies que mantenen l‟homeòstasi de l‟hostatger   

Les metaloproteases de la matriu s‟han associat a la formació de cavitats, pel 

que s‟ha provat la seva inhibició per al tractament de la tuberculosi. La inhibició de la 
MMP9 mitjançant Morpholinos va resultar en una disminució de la càrrega bacil·lar i 

del nombre de granulomes, en un model de peix zebra (Volkman et al. 2010). També 

la inhibició de MMP1 amb un fàrmac anomenat Trocade s‟ha suggerit per al 

tractament. En experiments amb ratolins, es va infectar ratolins que expressaven 

MMP1 (no s‟expressa normalment en ratolins, per això no es podia provar el Trocade 

directament) i es va trobar una major destrucció alveolar, malgrat no hi va haver 

diferències en la càrrega bacil·lar (Elkington et al. 2011). També s‟ha provat la inhibició 

de diverses MMPs de forma no selectiva, amb resultats dispars.  

La modulació de l’activitat dels neutròfils també s‟ha suggerit pel tractament de 

la tuberculosi. Però els fàrmacs amb aquest efecte són poc selectius, amb alta toxicitat 

i risc, pel que no s‟han explorat aquestes vies. 

Malgrat la fibrosi és necessària per encapsular les lesions i controlar la infecció, 

s‟ha suggerit que els antifibròtics també es podrien utilitzar per evitar un excés de 

fibrosi durant la malaltia activa, però l‟efecte d‟aquests fàrmacs sobre el 

desenvolupament de la tuberculosi encara no s‟ha avaluat. 
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1.8 Tolerància Oral 

La tolerància oral és la inducció fisiològica de tolerància als antígens de 

l‟alimentació i als bacteris comensals del tracte digestiu que té lloc al teixit limfàtic 

associat a l‟intestí, l‟òrgan limfàtic més gran del cos. La majoria d‟antígens que 

interaccionen amb el cos d‟un animal (humà o altres) es presenten a l‟intestí, ja siguin 

provinents de l‟alimentació o bé provinents de la flora intestinal. Afortunadament la 

tolerància és la via immunològica que es desenvolupa a l‟intestí per defecte, i el tipus 

de tolerància induïda depèn de la dosi de l‟antigen. Així, l‟anèrgia es produeix en 

resposta a una dosi alta, i la inducció de Tregs en resposta a una dosi baixa (Faria et 

al. 2005; Weiner et al. 2011).  

La inducció de Tregs és un dels principals mecanismes de tolerància oral, i té lloc 

gràcies a les cèl·lules dendrítiques (DCs) de l‟intestí, que tenen propietats especials. 

Les DCs de les mucoses tendeixen a produir citocines antiinflamatòries (Iwasaki et al. 

1999), i a més, les DCs intestinals CD103+ adquireixen propietats tolerogèniques 

condicionades per l‟epiteli intestinal de manera que indueixen la diferenciació de 

cèl·lules T a cèl·lules Treg Foxp3+ davant l‟estímul de TGF-β. Paral·lelament, l‟àcid 

retinoic és introduït a l‟intestí amb la dieta a través del seu precursor, la vitamina A, ja 

que les mateixes DCs CD103+ tenen capacitat per metabolitzar-lo, i també té un paper 

important en la  inducció de Tregs a l‟intestí (Coombes et al. 2007; Mucida et al. 2007). 

La vitamina D també contribueix en la tolerància oral, ja que la seva presència a 

l‟intestí (o la dels seus metabòlits) indueix la formació de cèl·lules dendrítiques 

tolerogèniques (Ruemmele et al. 2013). 

La tolerància oral s‟ha estudiat per poder utilitzar-la en el tractament de malalties 

autoimmunes, inflamatòries o fins i tot infeccioses. Harats et al. van aconseguir reduir 

les lesions arterioscleròtiques en ratolins mitjançant la inducció de tolerància oral 

(Harats et al. 2002). Ochi et al. van millorar la simptomatologia de la encefalitis 

autoimmune experimental (EAE), un model murí d‟esclerosi múltiple, mitjançant la 

inducció de Treg a l‟intestí amb l‟administració d‟anti-CD3 (Ochi et al. 2006), i en altres 

malalties autoimmunes i inflamatòries (Weiner et al. 2011), així com malalties 

infeccioses (Levy et al. 2007) s‟ha utilitzat l‟administració oral d‟antígens rellevants per 

la malaltia, per induïr tolerància oral, amb l‟objectiu de millorar la simptomatologia de la 

malaltia. 

Així doncs, tenint en compte que la TB activa podria ser causada per un 
excés de resposta immunitària mediada per la resposta cel·lular, la inducció de 
tolerància oral mitjançant administració de dosis baixes d’antígens de 
M.tuberculosis podria millorar la patologia de la TB activa. 



 

 
 



Tuberculosi pulmonar: com evitar el pas de granuloma a cavitat 
 

50 
 

2 Hipòtesi i objectius 

 

Hipòtesi inicial fallida: 

La inducció de la cavitat tuberculosa és deguda a un desequilibri en la capacitat de 

fibrosi del caseum, que porta a la seva liqüefacció 

 

Reformulació de la hipòtesi: 

1. La inducció de la cavitat és deguda a una reacció inflamatòria exagerada  

2. La inducció de tolerància mitjançant l‟administració oral de micobacteris 

inactivats pot protegir contra la cavitació   

Objectius 

1. Desenvolupar un model de tuberculosi activa 

2. Estudiar el paper de la inflamació en la tuberculosi activa 

3. Modular la resposta inflamatòria a la tuberculosi mitjançant la inducció de 

tolerància administrant micobacteris inactivats per via oral per evitar la 

formació de cavitats  
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3 Metodologia 

3.1 Disseny experimental  

 

El disseny experimental està esquematitzat a la Figura 7 (Estudi 1 i 2) i a la Figura 

8 (Estudi 3). 

 

Estudi 1: Per a l‟establiment i caracterització del model experimental es van 

infectar els animals per via endovenosa (EV), a través de la vena caudal, amb una dosi 

de 2x104 CFU de M.tuberculosis de la nostra soca H37Rv Pasteur de referència, i es 

va repetir 5 vegades per fer-ne el seguiment de la supervivència, utilitzant 12 animals 

cada vegada. Tot seguit es va repetir l‟experiment 5 vegades més i els animals es van 

sacrificar a diferents temps postinfecció per analitzar-ne diferents paràmetres: 

patologia pulmonar, càrrega bacil·lar a pulmons, melsa i limfonodes, resposta 

immunològica específica i nivells sèrics de mediadors de la inflamació. Sempre es van 

incloure sis animals per sacrifici, excepte per a l‟experiment de determinació de la 

histometria, on es van utilitzar 18 animals en total.    

 

Estudi 2: Per caracteritzar els mecanismes responsables de l‟evolució de lesions 

es va comparar el model desenvolupat amb la soca de ratolins resistents C3H/HeN , i 

es va avaluar l‟efecte de fàrmacs antiinflamatoris en el desenvolupament del model.  

D‟entrada es va avaluar la supervivència del model, la del grup de la soca 

C3H/HeN, i la dels animals tractats amb Doxiciclina, Heparina, AAS i ibuprofè, incloent 

12 animals per grup. Seguidament es van repetir els experiments per avaluar altres 

paràmetres (patologia pulmonar, càrrega bacil·lar als pulmons, ambient citocínic al 

pulmó i nivells sèrics de mediadors de la infamació) al model desenvolupat, a la soca 

resistent C3H/HeN i als animals tractats amb ibuprofè, sacrificant 6 animals per grup i 

temps postinfecció. 

Tractaments: L‟AAS (Aspirina 3 mg/kg; Bayer Health Care LLC, Leverkusen, 

Alemanya) es va administrar per via oral diàriament des del dia 0 postinfecció. 

L‟heparina (Clexane 20 UI/kg; Sanofi-aventis, Paris, França), la doxiciclina (Vibracina, 

20mg/kg; Pfizer Inc., NY, USA) i l‟ibuprofè (Dalsy 80mg/kg, Abbott Laboratories, Abbott 

Prak, IL, USA) es van administrar per via oral diàriament des de la setmana 3 

postinfecció.  
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Figura 7: Disseny experimental dels estudis 1 i 2.  

 

Estudi 3:  

1) Es van preparar tractaments de bacils desactivats per calor per administració 

oral amb 5 espècies diferents de micobacteris: M.tuberculosis, M.bovis BCG, 

M.kansasii, M.avium i M.manresensis (nova espècie, taxonomia en preparació). Es van 

avaluar els diferents tractaments en el model murí desenvolupat i caracteritzat 

prèviament a l‟estudi 1, mitjançant l‟avaluació de la supervivència dels ratolins. Les 

diferents dosis i pautes d‟administració, així com el nombre d‟animals i l‟inòcul 

d‟infecció exacte estan indicats a la Taula 4, Taula 5 i Taula 6 (veure resultats, apartat 

6.1, a la pàgina 83, 84 i 85 respectivament). 

2) Un cop avaluats els tractaments se‟n van seleccionar tres (M.tuberculosis, 

M.bovis BCG i M.manresensis) per a caracteritzar el seu efecte en la càrrega bacil·lar i 

la patologia pulmonar, als 21 i 28 dies postinfecció. El tractament amb M.tuberculosis 

es va administrar en 5 dosis a dies alterns des de 10 dies preinfecció (103 CFU 

inactivades/animal) o postinfecció (105 CFU inactivades/animal). El tractament de 

M.bovis BCG es va administrar diàriament des del dia 7 preinfecció (106 CFU 

inactivades/animal) i el tractament amb M.manresensis es va administrar 14 dies des 

del dia de la infecció (dia 0) a una dosi de 1,3x105 CFU inactivades/animal). Es van 

utilitzar en total 78 ratolins: 6 animals per grup i temps d‟infecció estudiat.  
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3) Per l‟estudi del rol de les Tregs en la tuberculosi es van fer 3 experiments amb la 

soca C3HeB/FeJ i la soca C3H/HeN. En el primer experiment 6 animals de cada soca 

es van infectar via EV tal com s‟ha descrit pel model, i es van sacrificar 3 setmanes 

després per avaluar la població de Tregs a melsa. En el segon experiment, 6 animals 

de cada soca es van infectar EV tal com s‟ha descrit pel model, es van sacrificar 2 

setmanes després i es va avaluar la població de Treg en el cultiu d‟esplenòcits 

estimulat amb PPD. Finalment, en el tercer experiment es van infectar via EV 12 

animals C3H/HeN i un grup (6 animals) es va tractar amb la injecció intraperitoneal de 

400µg de anti-CD25 (Anti-mouse CD25 Functional Grade Purified, Clone PC61.5, 

eBioscience inc., San Diego, CA, USA) 1 dia abans de la infecció. El grup control es va 

tractar amb el control d‟isotip (Rat IgG1 κ Isocontrol, Functional Grade Purified, Clone 

eBRG1, eBioscience inc., San Diego, CA, USA). Es va extreure sang a diferents temps 

(dia 1 preinfecció, dia 0, i dies 12, 26 i 46 postinfecció) per avaluar la depleció de 

Tregs. El dia 46 postinfecció els animals es van sacrificar per tal d‟avaluar la 

histopatologia del pulmó.  

 

 
Figura 8: Disseny experimental de l’estudi 3. 
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4) Finalment es va caracteritzar l‟efecte del tractament escollit (el·laborat amb 

M.manresensis) en el sistema immunològic per tal d‟estudiar-ne el mecanisme d‟acció. 

Es va utilitzar el mateix model descrit a l‟estudi 1. L‟experiment es va realitzar 3 

vegades, i es van mesurar les Tregs a diferents òrgans. El tractament es va 

administrar diàriament durant 14 dies des del dia de la infecció (dia 0) a diferents 

dosis: 6x104 , 1,3x105 o 6x105 CFU inactivades/animal. En tots els casos es van 

utilitzar 6 animals per grup i temps d‟infecció estudiat, implicant un total de 48 ratolins. 

3.2 Tractaments d‟inducció de tolerància oral 

Per a la preparació dels tractaments es van utilitzar diferents micobacteris de la 

col·lecció de soques de la Unitat de Tuberculosi Experimental: M.tuberculosis H37Rv 

Pasteur, M.kansasii, M.avium i M.manresensis (Taxonomia en preparació).  També es 

va utilitzar M.bovis BCG Danish (Pfizer Inc., NY, USA). Els bacteris es van cultivar en 

plaques de 7H11 (BCG, M.kansasii i M.manresensis) a 37°C, o en medi Proskauer-

Beck (M.tuberculosis i M.avium) en condicions d‟aeració i agitació a 37°C, segons es 

va veure convenient per al creixement òptim dels cultius. Després es van subcultivar 

en medi Proskauer-Beck (a excepció del M.manresensis, que es va subcultivar en 

plaques 7H11). La concentració bacil·lar de cada cultiu es va determinar per dilucions 

seriades i recompte de colònies en plaques de 7H11, i també es va controlar la 

contaminació sembrant una placa d‟Agar sang. Llavors els cultius es van pasteuritzar i 

l‟esterilització es va confirmar per cultiu negatiu en plaques de 7H11 (10 plaques), agar 

Sang, agar McConkey i agar Sabouread. Els cultius inactivats es van diluir 1:1 en 

sucrosa estèril (10% de sucrosa en aigua destil·lada), i es van aliquotar en vials d‟1ml 

per emmagatzemar-los a -80°C fins al seu ús, excepte per M.tuberculsosis, M.bovis 

BCG i M.kansasii, que es van liofilitzar abans de l‟emmagatzematge a -80°C.  Les 

plaques de cultiu es van comprar a BD diagnostics, Spark, USA (7H11) o Biomérieux 

Inc., NC, USA (Agar sang, Agar McConkey i Agar Sabouread). 

3.3 Ètica i animals  

Per als diversos estudis es van utilitzar ratolins femella de les soques C3HeB/FeJ i 

de la soca C3H/HeNHsd, d‟ara endavant C3H/HeN, lliures de patògens específics 

(spf), d‟una edat aproximada de 6 a 8 setmanes. Els ratolins es van obtenir de Jackson 

Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA) i de Harlan Labs (Castellar del Vallès, 

Catalunya) respectivament. Tots els procediments es van dur a terme en instal·lacions 

de nivell de seguretat biològica 3.  

Tots els procediments es van fer d‟acord amb el protocol DMAH6119, revisat pel 

Comitè Ètic d‟experimentació animal de l‟Hospital Universitari Germans Trias I Pujol 
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(registrat com a B9900005) I aprovat pel Departament d‟Agricultura, Ramaderia, 

Pesca, Alimentació i Medi Natural del govern de la Generalitat, d‟acord amb la 

legislació nacional, així com amb la legislació Europea vigent relativa a la protecció 

dels animals d‟experimentació ( Llei de 1997 de la Generalitat de Catalunya; Real 

Decreto 1201/2005; i  86/609/CEE; 91/628/CEE; 92/65/CEE y 90/425/CEE). 

Els animals es van supervisar diàriament (pes i aspecte general) i seguint un 

protocol molt estricte, en cas de ser necessitat per deteriorament de la salut de l‟animal 

o per requeriment de l‟experiment, es va efectuar l‟eutanàsia amb isofluorà (per excés 

inhalatori), per tal d‟evitar patiment innecessari.  

3.4 Histopatologia i histometria 

Els pulmons es van fixar en formalina al 10%, es van incloure en parafina, i els 

blocs de parafina es van tallar obtenint-ne seccions de 5µm de gruix. Les seccions es 

van tenyir amb les tincions d‟Hematoxil·lina/Eosina (H/E), Tricròmic de Masson (MTC), 

Ziehl-Neelsen (ZN) i Reticulina de plata, amb la tècnica habitual (Prophet et al. 1992) 

per a la seva observació al microscopi i per l‟anàlisi histomètric utilitzant el programari 

NIS-Elements D versió 3.0x software package (Nikon Instruments Inc., Tòquio, Japó).  

Per obtenir una mesura concreta de l‟abast de les lesions al pulmó es van analitzar 

4 talls consecutius de cada mostra, amb la tinció H/E, i s‟en van mesurar l‟àrea 

lesionada i l‟àrea total del pulmó, per així calcular el percentatge d‟àrea lesionada 

respecte l‟àrea total del pulmó.  

Per estudiar les característiques de les lesions es va desenvolupar un altre estudi 

histomètric més detallat, utilitzant una lamineta per mostra. Es va comptar el nombre 

de lesions per animal, el nombre de sublesions, l‟àrea total de cada lesió i l‟àrea 

necròtica de cada lesió. Per a aquesta última determinació es va utilitzar la tinció MTC, 

ja que les àrees necròtiques quedaven tenyides amb un verd pàl·lid fàcil d‟identificar, 

tal i com es pot veure a la Figura 9.   

3.5  Càrrega bacil·lar 

Les mostres de pulmó, limfonode o melsa es van extreure durant la necròpsia dels 

animals, es van homogeneïtzar i es van sembrar en plaques d‟agar Middlebrook 7H11 

(BD diagnostics, Spark, USA). El nombre de CFUs es va comptar després de 28 dies 

d‟incubació a 37°C. Els resultats es van expressar en CFU/ml, i es van graficar com a 

LOG de CFU/ml. 
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Figura 9: Tècnica histomètrica. Figura publicada a (Marzo et al. 2014). A i C: Tinció H/E. B, D i E: 

Tinció MTC. Les àrees verdes centrals de les lesions (A i B), corresponen a necrosi caseosa, tal i com es 

pot veure al detall (C i D). A la imatge E es pot veure com es van seleccionar les àrees de les lesions (línia 

negra) i les àrees necròtiques dins les lesions (línia vermella).   

3.6 Avaluació de la resposta cel·lular específica als estudis 1 i 2 

Per analitzar la resposta cel·lular específica es van cultivar 106 esplenòcits en 

plaques de 24 pouets, amb estímul (10 µg/mL de PPD; Statens Serum Institute, 

Copenhaguen, Dinamarca), o sense, durant 24h, i després es van recollir els 

sobrenedants per determinar-ne la concentració de 13 citocines i quimiocines (TGF-β, 
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IL-10, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-γ, TNF-α, CXCL5, CXCL1 and CXCL2) 

mitjançant Luminex.  

Els resultats es van expressar en pg per ml de sobrenedant, i es va considerar la 

concentració del pouet no estimulat com a “background”, pel que es va restar a la 

concentració del pouet estimulat amb PPD corresponent. L‟assaig de Luminex es va 

fer seguint les instruccions del fabricant (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, 

USA). Es va utilitzar medi complert de cultiu cel·lular (MCC):  medi RPMI1640 amb L-

glutamina (300mg/L; PAA laboratories Gmbh) suplementat amb Serum boví fetal (10%; 

PAA laboratories Gmbh), Penicil·lina (100U/ml), Estreptomicina (100µg/ml), piruvat 

sòdic (1mM; Gibco life-technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.) i beta-

mercaptoetanol (0,025mM, Gibco life-technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.). 

3.7 Ambient immunològic al teixit infectat 

Els pulmons es van extreure durant la necròpsia i es van congelar 

immediatament mitjançant nitrogen líquid. Es van emmagatzemar a -80°C fins al seu 

processament. Es van homogeneïtzar en tampó de lisis (Azida sòdica 0,05%, Triton X-

100 0,5%, Cocktail inhibidor de proteases - Sigma-Aldrich Co. SLL, MO, USA -  diluït 

1:500, tot en tampó PBS). 

 La concentració de citocines i quimiocines es va determinar mitjançant Luminex, 

tal i com s‟ha descrit en l‟apartat anterior. Per a les dades presentades a l‟estudi 2 es 

va utilitzar tot el paquet pulmonar de cada ratolí. Per les dades corresponents a l‟estudi 

1, només es va utilitzar el lòbul superior del pulmó dret, i per aquest motiu els resultats 

es van normalitzar pel contingut total de proteïna. El contingut de proteïna es va 

quantificar mitjançant un kit d‟assaig àcid Bicinconínic (BCA), seguint les instruccions 

del fabricant (Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA). 

3.8 Determinació d‟eicosanoids  

La concentració en sèrum de LTB4, LXA4 i PGE2   es van mesurar mitjançant un kit 

comercial d‟ELISA (LTB4 i LXA4: Cusabio Biotech Co. Ltd., Wuhan, Hubei, China; 

PGE2: Enzo Life Sciences Int‟l, Inc. Plymouth Meeting, PA, USA).  

3.9 Avaluació de la resposta reguladora dels limfòcits T 

L‟avaluació del grau de regulació de la resposta dels limfòcits T es va fer 

mitjançant l‟estudi per citometria de flux del fenotip dels limfòcits T en sang, melsa, 

limfonodes, pulmons i finalment també en el cultiu d‟esplenòcits estimulats amb PPD.  

Per la determinació directa en sang, es van extreure 200µl de sang en microtubs 

amb heparina sòdica, per punció de la vena maxil·lar. Es van lisar els eritròcits 10 
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minuts amb tampó de lisi (2,0594 g/L de Tris; 7,47g/L de clorur d‟amoni; en aigua 

bidestil·lada), i es va fer la tinció amb els anticossos corresponents.  

Per la determinació directa a la melsa, limfonodes o pulmons, els òrgans es van 

disgregar mecànicament amb l‟èmbol d‟una xeringa i es van filtrar a través d‟un 

separador cel·lular de 40 µm (BD Bioscience, CA, USA) i després es van lisar els 

eritròcits 8 minuts amb el tampó de lisi que ja s‟ha mencionat. El recompte de cèl·lules 

viables es va fer mitjançant la cambra de Neubauer, i la tinció vital de blau de tripà. Es 

va fer la tinció d‟un milió de cèl·lules per mostra.  

Pel que fa als cultius d‟esplenòcits, es van plaquejar 106 esplenòcits amb PPD 

(Statens Serum Institute, Kobenhavn, Denmark, 10 µg/mL) o sense, en medi de cultiu 

MCC en plaques de 24 pouets. Després de 7 dies d‟incubació a 37°C i 5% CO2 es va 

recuperar tot el contingut de cada pouet per la tinció amb els anticossos 

corresponents.  

3.10 Citometria 

Per a l‟estudi del fenotip dels limfòcits T es van utilitzar diferents marcadors en 

cada experiment. Els anticossos utilitzats van ser anti-mouse CD4 FITC, anti-mouse 

CD25 PE i anti-mouse Foxp3 APC (eBioscience Inc., SD, USA), anti-mouse CD3e 

BVTM421, anti-mouse CD25-PerCP-CyTM5.5 – (BD biosciences, CA, USA), i anti-mouse 

CD39 PE (BioLegend Inc., CA, USA ).  

Per la tinció intracel·lular (Foxp3)  es va utilitzar un kit de tinció intracel·lular de 

Treg (eBioscience Inc., SD, USA) seguint les instruccions del fabricant. Per les tincions 

de membrana les cèl·lules es van incubar 30 minuts a 4°C amb els anticossos, i 

seguidament es van fixar amb paraformaldehid al 4% en PBS durant 10 minuts a 

temperatura ambient. Tot seguit les mostres es van llegir al citòmetre de flux (BD 

LSRFortessa™, BD biosciences, CA, USA).  

Les dades generades pel citòmetre es van analitzar amb el programa FACSdiva™ 

software (BD biosciences, CA, USA), tal i com es mostra a la Figura 10 per l‟anàlisi de 

Treg Foxp3+, i a la Figura 11 per l‟anàlisi de Treg CD39+. En les mostres de pulmons i 

cultius d‟esplenòcits el marcador de CD3 es fa afegir per identificar les cèl·lules T, ja 

que les mostres no eren tan nítides com les de sang  o esplenòcits frescs, casos en 

que les limfòcits es van seleccionar fàcilment segons el seu perfil FSC i SSC. Es van 

analitzar de cada mostra de 1000 a 10000 limfòcits T CD4+. 
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Figura 10: Anàlisi de les Treg Foxp3+ amb el software FACSdiva d’una mostra representativa 

de melsa. Regions creades per seleccionar les cèl·lules CD4+CD25+Foxp3+, i esquema genealògic de 

totes les poblacions seleccionades. A la part inferior, regions creades per controlar els resultats. Es va 

seleccionar una regió de CD4+ entre els singlets, per diferenciar millor les cèl·lules. Es va crear una altra 

regió de control seleccionant una població coneguda CD25-, per fixar el límit de positivitat del CD25+. 
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Figura 11: Anàlisi de les Treg CD39+ amb el software FACSdiva en una mostra representativa 

de melsa. S‟han seleccionat les poblacions segons l‟esquema genealògic que es mostra. Un cop 

seleccionades les cèl·lules CD3+CD4+ s‟han dividit en 4 poblacions ben distingides, segons la positivitat 

per CD25 i CD39. Per diferenciar millor les cèl·lules es va seleccionar una regió control de CD3+CD4+ 

entre els singlets.  
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3.11 Gràfics i anàlisi estadístic 

Els gràfics i l‟anàlisi estadístic es van fer utilitzant el programa GraphPad Prism 

version 5.00 for Windows, (GraphPad Software, San Diego Califòrnia USA). 

Les diferències es van considerar significatives quan p<0,05 en el test estadístic 

corresponent.  

3.12 Publicació dels resultats.  

Els estudis 1 i 2 s‟han publicat en dos articles diferents. Aquests resultats s‟han 

publicat per separat perquè davant la rellevància clínica dels resultats sobre l‟efecte de 

l‟ibuprofè en la supervivència, la càrrega bacil·lar i la patologia pulmonar, es va creure 

convenient publicar-los tant aviat com fos possible i en una revista de major impacte, 

que finalment va ser la revista Journal of Infectious Diseases, i s‟adjunta a l‟annex 1. 

De manera que la resta de resultats es van publicar posteriorment a la revista 

Tuberculosis, amb la caracterització completa del model i la caracterització 

immunològica de l‟efecte de l‟ibuprofè, i s‟adjunta a l‟annex 2. L‟estudi 3 ha donat lloc a 

la publicació d‟una patent internacional (número de sol·licitud: PCT/ES2013/000145, 

número de publicació: WO2013186409 A1), que s‟adjunta a l‟annex 3. A més aquest 

estudi s‟espera publicar properament, així que també s‟adjunta l‟esborrany de l‟article a 

l‟annex 4.  

.
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4 Estudi 1: Desenvolupament i caracterització d’un model murí de 
tuberculosi activa 

4.1 Evolució de la supervivència 

La salut dels animals infectats es va deteriorar greument a partir de la setmana 4. 

Una setmana més tard la meitat dels ratolins eren morts, i a les 6 setmanes ja només 

quedaven un 20% dels animals vius. Tot i que es va observar una mínima variació 

quant al dia exacte en el qual els ratolins començaven a deteriorar-se, probablement a 

causa de variacions en el pes al moment de la infecció, l‟evolució dels animals va ser 

molt semblant en els 5 experiments diferents, resultant ser un model molt reproduïble 

(Figura 12).  

 
Figura 12:Gràfica de supervivència del model. Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). En aquesta 

gràfica hi ha representats un total de 60 animals (de 5 repeticions diferents). A l‟eix de les X s‟ha 

representat el temps de supervivència, en dies, i a l‟eix de les Y el percentatge d‟animals supervivents 

(%). Les línies de punts marquen el dia 28, moment en el qual comencen a morir els animals, i el dia 45, 

moment en què queden vius menys d‟un 20% dels animals. 

4.2 Evolució de la càrrega bacil·lar 

La càrrega bacil·lar als pulmons es va mesurar al llarg del temps. El dia 14 

postinfecció hi havia als pulmons una concentració de 5x105 CFU/mL 

aproximadament, que va augmentar al llarg del temps fins arribar a un valor d‟uns 

5x108 CFU/ml el dia 28 postinfecció, i va romandre a aquest nivell fins al dia 34, en els 

pocs animals que van sobreviure 34 dies (Figura 13). 
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Figura 13: Evolució de la càrrega bacil·lar. Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). En aquesta 

figura trobem representada la càrrega bacil·lar (eix Y, en Log CFU/ml) als pulmons, limfonodes hiliars i 

melsa, a diferents temps d‟infecció (eix X, en dies). *p<0,05, T test. Cada cercle representa un animal. Les 

dades de pulmons i limfonodes pertanyen a 3 experiments diferents. Les dades de melsa corresponen a 

un sol experiment. 

4.3 Origen i evolució de les lesions 

El dia 21 postinfecció es podien observar petites lesions d‟uns 0,5 mm als 

pulmons. Una setmana més tard, les lesions havien incrementat en nombre i mida: el 

dia 28 feien entre 1 i 2 mm i entre el dia 31 i 33 ja havien arribat a una mida d‟ entre 5 i 

12 mm. En aquest punt, el teixit pulmonar ja quedava extensament ocupat per les 

lesions (Figura 14A, B i C).  

Els estudis d‟histometria van mostrar que la mida individual dels granulomes 

incrementava exponencialment amb el temps (equació de creixement exponencial; 

r2=0,9023, p<0,01) (Figura 14D). El nombre de granulomes també incrementava fins al 

dia 28, però curiosament, després decreixia fins al dia 30 (Figura 14E). Es va observar 

que les lesions molt grans (que es van anomenar superlesions) semblaven estar 

dividides en sublesions, com si diverses lesions properes, en créixer, s‟haguessin 

ajuntat, formant-ne una de sola molt més gran (Figura 14G). Aquesta coalescència de 

les lesions explicaria la disminució del nombre de lesions a partir del dia 28. Un cop 

feta aquesta observació, es va fer un recompte del nombre de sublesions de cada 

lesió i es va observar que incrementava des del dia 28 (p<0,05, one-way ANOVA) fins 

als dies 30-33 (Figura 14F), confirmant doncs que les lesions comencen la 

coalescència el dia 28.  
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Figura 14: Evolució macroscòpica de les lesions en el ratolí C3HeB/FeJ. Figura publicada a 

(Marzo et al. 2014). Imatges macroscòpiques dels pulmons a dia 21 (A), 28 (B) i 31 (C) postinfecció. D: 

Evolució de la mida dels granulomes en funció del temps. Cada cercle representa la mitjana de la mida 

dels granulomes en un animal. La corba de regressió està representada com una línia discontínua (funció 

de creixement exponencial; r2 = 0,9023, p<0,01). E: Evolució del nombre de lesions amb el temps. Cada 

cercle representa un animal. La línia discontínua uneix les medianes de diferents animals a cada punt de 

temps postinfecció. F: Nombre de sublesions a cada punt de temps. Cada cercle representa una lesió 

(superlesió). Les línies representen les mitjanes. Cada asterisc indica significació estadística (T-test, 

p<0,05). G: Tinció de MTC que mostra com les lesions originals, petites, estan coalescent en superlesions 

molt més grans.  

4.4 Necrosi caseosa i liqüefacció 

Els estudis histopatològics (Figura 15) van mostrar que les primeres lesions 

apareixien entre els dies 21 i 23 postinfecció. Aquestes lesions eren petites i consistien 

en infiltració intraalveolar, principalment neutròfils envoltant macròfags escumosos 

(Figura 15A i B). Conforme la lesió creixia, els granulomes presentaven dues àrees 

diferenciades: un anell extern basofílic, consistent en infiltració neutrofílica i estructures 

que semblaven “Neutrophil extracellular traps” (NETs) (Figura 15D), i una àrea central 

més clara que contenia neutròfils necròtics. Aquesta àrea central va evolucionar cap a 

una destrucció cel·lular progressiva (Figura 15E), quedant al final un producte uniforme 

i acel·lular (Figura 15F) on inicialment les parets alveolars es conservaven (necrosi 

caseosa) (Figura 15G), per acabar destruint-se (necrosi liqüefactiva). Hi havia bacils 

agregats tant a les regions neutrofíliques com a les regions acel·lulars (Figura 15H i I), 

fet que podria indicar un creixement extracel·lular.  
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 Figura 15: Evolució microscòpica de les lesions en el model amb C3HeB/FeJ. Figura publicada 

a (Marzo et al. 2014). Totes les fotos corresponen a talls de pulmó. Els panells A-F mostren talls amb 

tinció d‟H/E. A: Lesió al dia 21 postinfecció. B: Infiltració intraalveolar que consisteix principalment en 

neutròfils (asteriscs), sovint envoltant macròfags escumosos (fletxes). C: Dia 28, lesió més evolucionada, 

on es distingeix infiltració cel·lular (fletxa) a la perifèria i al centre, una regió menys basofílica (asterisc). D: 

Necrosi (asterisc) i estructures amb aparença de NETs (fletxes) el dia 21. E: Desaparició progressiva dels 

nuclis necròtics i les estructures cel·lulars. F: Producte homogeni i acel·lular a l‟espai alveolar. G: Estroma 

alveolar conservat dins les regions necròtiques (Tinció de reticulina). H: Presència de bacils (fletxes) a les 

regions neutrofíliques i dins els macròfags alveolars (Tinció Ziehl-Neelsen). I: Presència massiva de bacils 

a les regions necrotitzades, on ara ja no es distingeixen nuclis, indicant un creixement extracel·lular (Ziehl-

Neelsen). 

La regió necròtica central va aparèixer al voltant del dia 28 postinfecció, i la seva 

àrea en proporció a l‟àrea total de cada lesió va incrementar amb el temps (Figura 

16A). Tot i així es va observar que hi havia una àrea mínima del granuloma (0,15mm2) 

per tal que presentés la regió central necròtica, i d‟altra banda a partir d‟una certa mida 

(3mm2) tots els granulomes presentaven l‟àrea central necròtica (Figura 16C). Fruit 

d‟aquesta observació es va calcular la correlació entre la mida de la lesió i la proporció 

de lesió necrosada. Es va trobar una correlació positiva estadísticament significativa (r 

de spearman = 0.7945, p < 0.0001). A la Figura 16B es mostra aquesta relació, així 

com la regressió lineal entre aquests dos paràmetres (r2 = 0.3047, p<0.0001).   
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Figura 16: Necrosi central a les lesions dels ratolins C3HeB/FeJ. Figura adaptada de (Marzo et 

al. 2014). Cada cercle representa una lesió. A: Temps versus necrosi central. Les línies són mitjanes. 

L‟asterisc indica que l‟increment és estadísticament significatiu (ANOVA de 1 via) des dels dies 21,22,23 o 

26 fins als dies 28,30,31,32 i 33 (p<0,0001), des del dia 28 fins als dies 30,31,32 I 33 (p<0,05), des del dia 

30 al 31 (p<0,05) i del dia 31 al 32 (p<0,0001). B: Mida versus necrosi central. La línia continua representa 

la regressió lineal (r2= 0,3047, p<0,0001), i l‟error està representat amb línies discontinues (95% d‟interval 

de confiança). C: Classificació de les lesions segons la mida i la presència de necrosi central. El 

percentatge de lesions pertanyents a cada grup està indicat a cada requadre. Dades de 18 animals en 

total. 

4.5 Caracterització de la resposta immunològica local i sistèmica 

La resposta immunològica es va mesurar a nivell local (ambient citocínic al 

pulmó) i a nivell sistèmic (cultiu d‟esplenòcits estimulats amb PPD). Es van trobar 

diferències molt rellevants entre aquestes dues respostes.  

A nivell local, les citocines i quimiocines inflamatòries, en especial TNF-α, 

CXCL2 (MIP-2), CXCL1 (KC) i IL-17 van incrementar de forma significativa amb el 

temps (de setmana 3 a setmana 4 postinfecció) (p<0,05, Student‟s t-test). També IL-6 i 

CXCL5 (LIX) van incrementar, però no de forma significativa. En canvi, a nivell 

sistèmic hi va haver una disminució amb el temps de les quimiocines inflamatòries 

CXCL2 i CXCL1, així com d‟IFN-γ (p<0,05, Studen‟ts t-test) (Figura 17).  

Les concentracions de totes les citocines i quimiocines a cada punt temporal es 

presenten a la Taula 3. 
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Figura 17: Comparativa del perfil citoquínic a nivell local i sistèmic en el ratolí C3HeB/FeJ. 

Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). Concentració de citocines o quimiocines als pulmons (esquerra) o 

al sobrenedant dels cultius d‟esplenòcits PPD-específics (dreta), expressada com a ràtio del nivell a la 

setmana 4 postinfecció, respecte el nivell a la setmana 3 postinfecció. Les barres representen l‟increment 

(en vermell) o la disminució (en negre) de la concentració de citocines. Els canvis estadísticament 

significatius estan marcats amb un asterisc (p<0,05, t-test). n=6 ratolins/grup/timepoint.  

 
Taula 3: Concentració de citocines i quimiocines al pulmó homogenitzat i al esplenòcits 

estimulats amb PPD, a les setmanes 3 i 4 postinfecció. Taula adaptada de (Marzo et al. 2014). 

 Mitjana±SD (pg de citocina/mg de proteïna) 

 Pulmons 
setmana 3 

Pulmons 
setmana 4 

Esplenòcits 
setmana 3 

Esplenòcits 
setmana 4 

TGF-β 336,94±168,19 381,86±128,31 193,40±239,97 168,50±155,04 

IL-10 2,07±1,10 1,01±0,29 268,09±168,13 284,41±152,09 

IL-13 25,34±6,84 11,97±5,77 BDL* BDL* 

IFNɣ 4,86±2,03 2,87±0,35 3422,37±3457,36 194,55±207,28 

IL-17 1,46±0,90 10,95±5,23 BDL* BDL* 

IL-2 4,34±0,67 2,13±1,59 5,06±3,67 2,43±3,76 

IL-5 1,20±,79 0,41±0,18 BDL* BDL* 

IL-4 BDL* BDL* BDL* BDL* 

IL-6 35,74±21,84 371,67±103,85 498,36±475,62 70,83±52,90 

CXCL1 240,91±118,63 929,82±91,72 129,42±76,49 15,80±12,27 

CXCL5 44,00±32,61 175,66±11,39 13,46±17,58 15,69±24,35 

CXCL2 280,41±152,88 720,00±0,00 1287,92±591,22 111,52±173,32 

TNF-α 5,48±2,43 29,66±5,96 39,88±22,50 24,00±17,26 

*BDL: per sota el llindar de detecció. n=6animals/grup/timepoint 
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També es van determinar els nivells sèrics dels eicosanoids LTB4, LXA4 i PGE2. El 

LTB4, de caràcter proinflamatori, va disminuir amb el temps, mostrant una correlació 

negativa (r de Spearman = 0,4594, p<0,001) mentre que la LXA4 , antiinflamatòria, va 

incrementar (r de Spearman = 0,7285, p<0,0001) (Figura 18) i va correlacionar 

positivament amb el nombre de lesions (r de Spearman = 0,5673, p<0,01), tal i com es 

mostra a la Figura 18. Els nivells sèrics de PGE2 eren tan elevats que van quedar per 

sobre el nivell de detecció de la tècnica.  

 

 
Figura 18: Perfil inflamatori al sèrum en el ratolí C3HeB/FeJ. Figura adaptada de (Marzo et al. 

2014). Cada punt representa un animal. En vermell els nivells de LXA4 (eix Y dret) i en negre els nivells de 

LTB4 (eix Y esquerre), en pg/ml. A l‟eix de les X el temps en dies. Les línies representen la regressió lineal 

del temps amb els nivells de LXA4 (en vermell, r2 = 0,4553, p<0,0001) o amb LTB4 (en negre, r2 = 0,1942, 

p<0,001). 
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5 Estudi 2: El paper de la inflamació en la tuberculosi activa 

5.1 Estudi comparatiu entre les soques C3HeB/FeJ i C3H/HeN 

5.1.1 Supervivència i càrrega bacil·lar  

Els ratolins de la soca C3H/HeN van sobreviure almenys 43 dies d‟infecció, mentre 

que la corba de supervivència dels C3HeB/FeJ disminuïa abruptament entre els dies 

28 i 35, com ja s‟ha vist a l‟estudi 1. La càrrega bacil·lar també va ser molt inferior en 

els ratolins C3H/HeN respecte els C3HeB/FeJ, a tots els temps estudiats (Figura 19). 

 
Figura 19: Supervivència i Càrrega bacil·lar a pulmó del C3H/HeN. Figura adaptada de (Marzo et 

al. 2014). A l‟esquerra hi ha representades les corbes de supervivència del C3HeB/FeJ (en negre) i del 

C3H/HeN (en vermell). n=12 animals/grup. La diferència entre les dues corbes és estadísticament 

significativa (*p<0,05, Mantel-Cox Test). A la dreta hi ha la càrrega bacil·lar al pulmó dels ratolins 

C3HeB/FeJ (negre) i els ratolins C3H/HeN (vermell). Cada bola representa un ratolí. Les dades pertanyen 

a 2 experiments. Les línies indiquen les medianes. A tots els temps postinfecció, la diferència és 

estadísticament significativa (*p<0,05, T-test).   

 

5.1.2 Estudi histopatològic i histomètric 

Als 28 dies postinfecció els pulmons dels ratolins C3HeB/FeJ estaven severament 

afectats, plens de lesions dures, grans i compactes (Figura 20A) mentre que els 

ratolins C3H/HeN presentaven una afectació mínima (Figura 20B). La histometria va 

confirmar aquesta diferència entre els dos grups (Figura 21).  
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Figura 20: Histopatologia comparada dels ratolins C3HeB/FeJ i C3H/HeN. Figura publicada a 

(Marzo et al. 2014). Talls histològics amb tinció d„ H/E. Fotos macroscòpiques: pulmons de ratolí 

C3HeB/FeJ (A) i C3H/HeN (B) del dia 28 postinfecció. Fotos microscòpiques: lesions del C3HeB/FeJ (C) i 

del C3H/HeN (D) del dia 28 postinfecció. Necrosi dels neutròfils a una lesió del C3HeB/FeJ (E) i 

predominança d‟apoptosi en una lesió del C3H/HeN (F) del dia 28. Talls histològics amb tinció de Ziehl-

Neelsen: Detritus cel·lulars necrosats que contenen gran quantitat de bacils extracel·lulars, segurament 

en creixement (G) i zona amb apoptosi i molt pocs bacils, segurament intracel·lulars (H).   
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Els percentatges d‟àrea afectada respecte l‟àrea total del pulmó (mitjana i 

desviació estàndard) van ser el següents: dia 21 postinfecció C3HeB/FeJ 22,33 ± 

4,81%, C3H/HeN 1,17 ± 1,13%, t-test, p<0,0005; dia 28 postinfecció C3HeB/FeJ 

79,85% ± 10,44%, C3H/HeN 4,44 ± 1,49%, t-test, p<0,0005. 

Contràriament als ratolins C3HeB/FeJ, els C3H/HeN, no van presentar necrosi a la 

regió central de les lesions (Figura 20C i Figura 20D). L‟anàlisi histomètric va confirmar 

que cap lesió presentava regió necròtica central al grup C3H/HeN, ni tampoc 

coalescència. Pel que fa a la mida de les lesions, la histometria també va demostrar 

una diferència estadísticament significativa ente el grup C3HeB/FeJ, amb lesions més 

grans, i el grup C3H/HeN (Figura 21). Tot i que tots dos grups van presentar infiltració 

neutrofílica, en l‟anàlisi histopatològic es van observar diferències qualitatives quant a 

la mort cel·lular dels neutròfils. Mentre que en la soca C3H/HeN va predominar 

l‟apoptosi dels neutròfils, amb poca presència de bacils (Figura 20F i Figura 20H), a la 

soca de C3HeB/FeJ va predominar la necrosi dels neutròfils, amb un gran nombre de 

bacils envoltant-los (Figura 20E i Figura 20G). 

 

 
Figura 21: Comparació de la histometria de la soca C3H/HeN amb la C3HeB/FeJ. Figura 

modificada de (Benito 2013). Esquerra: A l‟eix de les Y percentatge de l‟àrea afectada sobre l‟àrea total 

del pulmó. A l‟eix de les X el temps postinfecció, en dies. Les barres negres mostren la mitjana 

corresponent al grup C3HeB/FeJ, i les vermelles al C3H/HeN, i les barres d‟error indiquen el SEM. n=6 

ratolins/grup/timepoint. Dreta: Mida de l‟àrea de les lesions, en µm2. Cada cercle representa una lesió, en 

negre les corresponents a la soca C3HeB/FeJ, i en vermell les corresponents a la soca C3H/HeN. Les 

línies respresenten la mitjana de cada grup. Les diferències entre els dos grups són estadísticament 

significatives per a tots els paràmetres presentats (*p<0,05, t-test). 
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5.2 Efecte dels fàrmacs antiinflamatoris en el desenvolupament de tuberculosi 

activa en el model murí 

5.2.1 Efecte sobre la supervivència i la càrrega bacil·lar 

En un primer moment la hipòtesi de la tesi consistia en que un desequilibri entre 

les forces de reparació del teixit (fibrosi i TGF-β) i les forces de destrucció del teixit 

(fibrinòlisi, metaloproteases) portaven a la liqüefacció de les lesions, tal i com es dóna 

en l‟abscessificació, on la coagulasa secretada per S.aureus promou la formació del 

coàgul facilitant-ne el procés. Així doncs, inicialment es va avaluar l‟efecte de la 

doxiciclina (inhibidora de les MMP) i l‟heparina (anticoagulant) sobre la supervivència 

dels animals infectats. La doxiciclina no va tenir cap efecte sobre la supervivència. En 

canvi l‟heparina sí que va incrementar la supervivència dels animals (Log-rank test, 

Gehan-Breslow-Wilcoxon test, p<0,05)(Figura 22).  

 
Figura 22: Efecte de la doxiciclina i l’heparina sobre la supervivència. Figura adaptada de 

(Marzo et al. 2014). Les línies de colors representen la corba de supervivència del tractament indicat, i les 

negres la del control no tractat. Les diferències entre controls i tractats són estadísticament significatives 

en el cas de l‟heparina (*p<0,05. Prova de Mantel-Cox). n=12 animals/grup.  

Davant la possibilitat que l‟efecte de l‟heparina fos degut a les seves propietats 

antiinflamatòries i no pas a les propietats anticoagulants, es van avaluar els 

tractaments amb ibuprofè i AAS, i el resultat obtingut va ser el mateix: van incrementar 

la supervivència dels animals (Log-rank test, Gehan-Breslow-Wilcoxon test, p<0,05) 

(Figura 23).   

Pel que fa a la càrrega bacil·lar al pulmó, l‟àcid acetilsalicílic (AAS) va incrementar-

ne lleugerament el valor el dia 14 postinfecció, però a partir del dia 21 va reduir la 
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càrrega bacil·lar respecte el control (p<0,01, t-test). L‟efecte de l‟ibuprofè administrat el 

dia 21 postinfecció també es va traduir en una reducció de la càrrega bacil·lar a dia 28 

(p<0,0001, t-test) (Figura 23).   

 
Figura 23: Efecte dels AINEs en la supervivència i la càrrega bacil·lar. Figura adaptada de 

(Marzo et al. 2014) i (Vilaplana et al. 2013). Al requadre superior, supervivència. Les línies de colors 

representen la corba de supervivència del tractament indicat, i les negres la del control no tractat (n=12 

animals/grup). Les diferències entre controls i tractats són estadísticament significatives en els dos casos 

(*p<0,05. Prova de Mantel-Cox). Al requadre inferior, càrrega bacil·lar al pulmó. Cada cercle representa 

un animal, i les línies són medianes. Les barres de color blau (AAS) i verd (ibuprofè) representen el 

període en el qual s‟ha administrat el medicament . 
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5.2.2 Histopatologia i histometria 

L‟anàlisi histopatològic i histomètric es va realitzar per al tractament amb ibuprofè, 

però no per al tractament amb AAS ni la resta de tractaments. En l‟observació directa 

ja es va detectar clarament una afectació menor en els animals tractats (Figura 24 A i 

B) així com en les laminetes tenyides amb H/E (C i D). 

 
Figura 24: Efecte de l’ibuprofè en la histopatologia. Figura publicada a (Vilaplana et al. 2013). 

Imatges macroscòpiques i microscòpiques que mostren les diferències entre el grup control (A, C i E) i el 

grup tractat amb ibuprofè (B, D i F), del dia 28 postinfecció. A i B, pulmons amb lesions blanques 

arrodonides. C i D, talls histològics de pulmons tenyits amb H/E. Les lesions es tenyeixen en color més 

fosc (blau/morat). Els animals tractats (B i D) van mostrar menys lesions i més petites que els no tractats 

(A i C). E i F, detall de la regió central d‟una lesió característica de cada grup. En el control (E), es veu una 

massa amorfa que ocupa l‟espai alveolar, mentre que en el tractat (F) es veuen principalment neutròfils, 

sobretot apoptòtics, però fins i tot algun que sembla viu. 
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Figura 25: Histometria de l’efecte de l’ibuprofè en la patologia pulmonar a dia 28 postinfecció. 

Figura modificada de (Vilaplana et al. 2013) i (Benito 2013). Les barres indiquen la mitjana de l‟àrea 

afectada respecte l‟àrea total del pulmó (A), el percentatge de lesions amb necrosi central (B) o el 

percentatge de lesions coalescents (C), i les barres d‟error indiquen el SEM. Cada cercle representa una 

lesió, i la línia horitzontal representa la mitjana de cada grup (D). Les diferències entre els dos grups són 

estadísticament significatives en els casos indicats amb un asterisc (*p<0,05, t-test). n=6animals/grup. 

 

De totes maneres es va confirmar mitjançant l‟exercici d‟histometria. El percentatge 

de l‟àrea afectada sobre l‟àrea total del pulmó dels animals tractats amb ibuprofè va 

ser de 20,78 ± 7,94% (mitjana ± SD) el dia 28, molt menor que la que s‟havia mesurat 

en el control (apartat 5.1.2, control 79,85 ± 10,44%), tal i com es mostra a la Figura 25 

A. A més, el percentatge de lesions que presentaven necrosi central també va 
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disminuïr de forma estadísticament significativa amb el tractament amb ibuprofè 

(Figura 25 B). El percentatge de lesions que presentaven coalescència i la mitjana de 

la mida individual de les lesions també va ser menor amb l‟ibuprofè, però no de forma 

estadísticament significativa (Figura 25 C i D respectivament). 

Pel que fa a l‟anàlisi microscòpic de les lesions, a dia 28 postinfecció es va 

constatar que al centre de les lesions, mentre que en el control hi havia un contingut 

amorf que ocupava els espais intraalveolars, en els tractats amb ibuprofè hi havia un 

contingut cel·lular on dominaven els neutròfils principalment apoptòtics, contrastant 

amb la necrosi o NETosi que dominava en els animals control (Figura 24 E i F). 

 

5.3 Estudi comparatiu dels paràmetres immunològics: soca resistent 

C3H/HeN i efecte del tractament amb ibuprofè 

Un cop comprovat que la soca C3H/HeN tenia una evolució més favorable davant 

la mateixa infecció que el model desenvolupat, i que amb l‟administració d‟ibuprofè 

també hi havia aquesta millora, es van voler estudiar els mecanismes immunològics 

que podien influenciar aquesta evolució.  

Es va determinar la concentració de diferents quimiocines i citocines al pulmó, i els 

nivells sèrics de LTB4, LXA4 i PGE2, tal i com es presenta la Figura 26.  

La concentració als pulmons de INF-γ, IL-13 i IL-4 estava per sota del límit de 

detecció de la tècnica, i la concentració de IL-10 no va variar entre els grups, pel que 

aquestes dades no s‟han presentat. La concentració de citocines proinflamatòries 

(TNF-α, IL-17 i IL-6) va disminuir tant en el grup tractat amb ibuprofè com en els 

ratolins C3H/HeN, mentre que la concentració de TGF-β, IL-5 i IL-2 va ser major en 

aquests grups. La quimiocina proinflamatòria CXCL5 (LIX) es va trobar molt elevada 

en el control respecte el C3H/HeN i el grup tractat amb ibuprofè. En canvi, els nivells 

de CXCL1 (KC) i CXCL2 (MIP-2), que van ser menors en el C3H/HeN, no es van veure 

afectats (CXCL2) o bé van ser mínimament afectats (CXCL1) per l‟ibuprofè. La PGE2 

no es va veure afectada pel tractament amb ibuprofè, i en canvi, sí que va presentar 

nivells molt més elevats en el C3H/HeN, respecte el control. Els nivells de LTB4 i LXA4 

van ser estables i equilibrats en el grup C3H/HeN i el grup tractat amb ibuprofè, però 

en el grup control van variar en sentits oposats, mostrant un desequilibri cap a un 

excés de LTB4 el dia 21, i un desequilibri cap a un excés de LXA4 el dia 28.    
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Figura 26: Diferències en el perfil de citocines, quimiocines i mediadors de la inflamació. Figura 

modificada de (Marzo et al. 2014). Cada cercle representa un animal. C3HeB/FeJ (gris), C3H/HeN 

(vermell) o C3HeB/FeJ tractats amb ibuprofè (verd). Les línies són medianes. Un asterisc *(p<0,05) i un 

hash tag #(p<0,005) indiquen les diferències estadísticament significatives respecte el control (t-test).  
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6 Estudi 3: Desenvolupament d’una estratègia terapèutica per tractar la 
tuberculosi mitjançant l’administració de dosis baixes de micobacteris 
inactivats  

6.1 Efecte sobre la supervivència de tractaments elaborats amb diferents 

soques micobacterianes  

Es van administrar bacils de M.tuberculosis inactivats per calor per via oral als 

ratolins infectats, per tal de veure si la inducció de tolerància oral al bacil de la 

tuberculosi en un model de tuberculosi activa modificava la progressió de la malaltia. 

Es va avaluar la supervivència dels ratolins i es va veure que amb el tractament 

s‟incrementava de forma estadísticament significativa. Es van provar diferents dosis i 

pautes d‟administració, i els resultats van ser positius tant amb l‟administració 

preinfecció com postinfecció. Els resultats detallats per a cada pauta d‟administració i 

dosi es mostren a la Taula 4, i la corba de supervivència d‟un experiment representatiu 

a la Figura 27.  

Donat que la manipulació i administració de M.tuberculosis comporta un risc 

biològic considerable, es van provar altres micobacteris no patogènics o menys 

patogènics per induir tolerància oral als bacils de M.tuberculosis. Es van provar 

diferents espècies, incloent M.bovis BCG i espècies ambientals. Els resultats van ser 

encoratjadors, ja que els animals tractats amb M.bovis BCG, M.kansasii i 

M.manresensis, una nova espècie de micobacteri ambiental, del complex M.fortuitum 

(Caracterització taxonòmica en progrés) van mostrar major supervivència en 

comparació als controls no tractats (Figura 27). Tot i que també es va provar el 

tractament amb M.avium, aquest no va millorar la supervivència. Els resultats detallats 

es presenten a la Taula 5 per la M.bovis BCG, M.kansasii i M.avium, i a la Taula 6 per 

M.manresensis. 

Davant dels resultats tan positius del tractament amb M.manresensis, i la innocuïtat 

d‟aquest micobacteri, es va considerar com a molt bon candidat per a desenvolupar un 

nou tractament contra la tuberculosi activa (en aquests moments protegit per patent, 

Nyaditum resae®). Per això es van provar diferents dosis i pautes d‟administració, i 

s‟en va avaluar la supervivència en aquest model murí. Diferents dosis entre 104 i 107 

de CFU inactivades/animal van incrementar la supervivència, tant administrades abans 

com després de la infecció. Els resultats es presenten a la Taula 6. 

  



6. Estudi 3 
 

83 
 

Taula 4: Tractaments de tolerància oral amb bacils inactivats de Mycobacterium tuberculosis 
N

ú
m

er
o

 d
'e

xp
e

ri
m

en
t 

D
o

si
 (

C
FU

 

in
ac

ti
va

d
es

/a
n

im
al

) 

Pauta d'administració 

Mediana de la 
supervivència 

(dies) 

Si
gn

if
ic

ac
ió

 e
st

ad
ís

ti
ca

4
 

n
 (

an
im

al
s 

p
er

 g
ru

p
) 

D
o

si
 d

'in
fe

cc
ió

 a
m

b
 M

tb
 

(C
FU

/a
n

im
al

) 

C
o

n
tr

o
ls

 

Tr
ac

ta
ts

 

1 10
6
 

Pauta curta
 1

 des del dia 9 preinfecció  
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 31,5 37,5 p<0,05 6 2,4x10
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1
 des del dia 12 postinfecció  
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2
. 
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1
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2
. 

30 33 p<0,005 12 9,8x10
4
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Pauta curta modificada
3
 des del dia 29 

preinfecció 
37,5 38 NS 12 4,4x10

4
 

 

1Pauta curta:  5 dosis administrades cada 48h. 2Contínuament: 3 dosis per setmana (Dilluns, dimecres i 

divendres), durant tot l'experiment. 3Pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana. 
4Les corbes de supervivència de cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferències es 

van considerar estadísticament significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el 

Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, i així s'ha indicat a la taula. NS: No significatives, Mtb: Mycobacterium 

tuberculosis  
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Taula 5: Tractaments de tolerància oral amb micobacteris inactivats 
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1
 des del dia 12 
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1
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contínuament

2
. 

34 >43* p<0,05 12 6,5x10
4
 

3 
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4
 

Pauta curta modificada
3
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dia 29 preinfecció. 
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2 

 des del dia 30 
preinfecció. 
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10 M.kansasii 8x10
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2 

 des del dia 30 
preinfecció. 

32 32 NS 12 1,1x10
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2 

 des del dia 30 
preinfecció. 

32 37 P<0,0005 12 1,1x10
5
 

10 M.kansasii 8x10
3
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2 

 des del dia de la 
infecció. 

32 39 P<0,0001 12 1,1x10
5
 

10 M.kansasii 8x10
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Contínuament
2 

 des del dia de la 
infecció. 

32 39 P<0,0001 12 1,1x10
5
 

15 M.avium 4x10
6
 

Pauta curta modificada
3
 des del 

dia 29 preinfecció. 
28,5 30 NS 12 6,0x10

4
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Pauta curta modificada
3
 des del 

dia 29 preinfecció. 
28,5 30 NS 12 6,0x10

4
 

15 M.avium 4x10
4
 

Pauta curta modificada
3
 des del 

dia 29 preinfecció. 
28,5 29 NS 12 6,0x10

4
 

15 M.avium 4x10
6
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2 

 des del dia de la 
infecció. 

28,5 30 NS 12 6,0x10
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5
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2 

 des del dia de la 
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2 

 des del dia de la 
infecció. 

28,5 29,5 NS 12 6,0x10
4
 

 

1Pauta curta:  5 dosis administrades cada 48h. 2Contínuament: 3 dosis per setmana (Dilluns, dimecres i 

divendres), durant tot l'experiment. 3Pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana. 
4Les corbes de supervivència de cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferències es 

van considerar estadísticament significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el 

Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, i així s'ha indicat a la taula. NS:No significatives. Mtb: Mycobacterium 

tuberculosis. Asterisc (*): més del 50% dels animals van sobreviure fins al final de l'experiment, pel que no 

es pot determinar la mediana de supervivència. 
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Taula 6: Tractaments de tolerància oral amb bacils inactivats de Mycobacterium manresensis 
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Pauta curta modificada
1
 des del dia 3 

postinfecció. 
21,5 25 p<0,01 12 7,48x10
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5
 

Pauta curta modificada
1
 des del dia 3 

postinfecció. 
21,5 27 p<0,0001 12 7,48x10

5
 

16 1,50x10
7
 

De dilluns a divendres, des del dia 6 
postinfecció (2 setmanes).  

21,5 26 p<0,0001 12 7,48x10
5
 

16 1,5 x10
5
 

De dilluns a divendres, des del dia 6 
postinfecció (2 setmanes).  

21,5 28 p<0,0001 12 7,48x10
5
 

19 1,5 x10
6
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 5 
postinfecció.  

36,5 39,5 p<0,05 12 5,9x10
4
 

21 6 x10
6
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
21 preinfecció.  

19,5 20 NS 12 2,6x10
6
 

21 6 x10
5
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
21 preinfecció.  

19,5 22 p<0,05 12 2,6x10
6
 

21 6 x10
6
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 7 
postinfecció.  

19,5 21 NS 12 2,6x10
6
 

21 6 x10
5
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 7 
postinfecció.  

19,5 22 p<0,05 12 2,6x10
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23 6 x10
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Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
de la infecció.  

38 43 NS 12 1,20x10
5
 

23 6 x10
4
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
de la infecció.  

38 47,5 NS 12 1,20x10
5
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5
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
17 preinfecció.  

39 38 NS 12 1,56x10
5
 

24 6 x10
4
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
17 preinfecció.  

39 41 NS 12 1,56x10
5
 

25 6 x10
4
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
de la infecció.  

30 36 p< 0,0001 12 1,48x10
5
 

29 6 x10
4
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 7 
postinfecció.  

27 29 P<0,05 6 6,1x10
4
 

34 1,3 x10
5
 

Dosi diària durant 14 dies, des del dia 
de la infecció.  

24 27,5 p<0,0001 12 2,82x10
4
 

 

1Pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana. 2Les corbes de supervivència de 

cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferències es van considerar estadísticament 

significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el Test de Gehan-Breslow-

Wilcoxon, i així s'ha indicat a la taula. NS: No significatives. Mtb: mycobacterium tuberculosis. 
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Figura 27: Corbes de supervivència dels tractaments amb diferents espècies micobacterianes. 

En aquest gràfic es mostren les corbes de supervivència de cada tractament (línia discontínua) 

comparades amb els respectius controls no tractats (línia contínua). Les diferències són estadísticament 

significatives per a tots els tractaments (p<0,05, Test de Mantel-Cox). n=12 animals/grup. 
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6.2 Efecte sobre la càrrega bacil·lar i la histopatologia  

L‟efecte sobre la histopatologia i la càrrega bacil·lar al pulmó es va avaluar per a 

tractaments orals amb 3 micobacteris inactivats: M.tuberculosis, M.bovis BCG i 

M.manresensis.  

Pel que fa a la histopatologia pulmonar, tots els tractaments van disminuir el 

percentatge d‟àrea afectada dels pulmons respecte els controls no tractats. Les 

diferències entre els grups tractats i els no tractats van ser estadísticament 

significatives, tant als 21 com als 28 dies postinfecció. (p<0,05, t-test)(Figura 28).  

Pel que fa a la càrrega bacil·lar al pulmó, aquesta va disminuir amb els tractaments 

amb M.tuberculosis i BCG, tant a dia 21 com a dia 28 postinfecció, de forma 

estadísticament significativa (p<0,05, t-test), tal i com es mostra a la Figura 29A i B. 

D‟altra banda, el tractament amb M.manresensis va disminuir la càrrega bacil·lar a dia 

21 postinfecció (estadísticament no significatiu) però no a dia 28 postinfecció (Figura 

29C). 

 

 
Figura 28: Histometria comparada entre els tractaments i els controls. Les barres indiquen la 

mitjana del percentatge d‟àrea pulmonar lesionada respecte l‟àrea total del pulmó, a dia 21 i dia 28 

postinfecció, i les barres d‟error indiquen el SEM. A cada gràfic hi ha comparat el resultat del control no 

tractat (en negre) amb el del tractament indicat (en gris si es va administrar abans de la infecció, i en blanc 

si es va administrar després de la infecció). n=6 animals/grup/timepoint. 
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Figura 29: Efecte dels tractaments en la càrrega bacil·lar al pulmó. En aquestes gràfiques es 

representa la mitjana i SEM de la càrrega bacil·lar (expressada com a logaritme de CFU per ml) del grup 

tractat (barra grisa si es va administrar preinfecció, o blanca si es va administrar postinfecció) respecte el 

seu grup control, per als tractaments amb M.tuberculosis (A), M.bovis BCG (B) i M.manresensis (C). 

L‟asterisc indica diferències estadísticament significatives (*p<0,05, t-test) entre el grup tractat i el grup 

control. n=6 animals/grup/timepoint.  

6.3 Rol protector de les cèl·lules T reguladores en la tuberculosi 

Com que la hipòtesi inicial sobre el tractament era que la protecció ve donada per 

modulació de la resposta immunològica específica mitjançant la inducció de tolerància, 

es va estudiar el paper de les cèl·lules T reguladores en el sistema experimental 

desenvolupat. 

6.3.1 Estudi comparatiu C3HeB/FeJ i C3H/HeN 

En un primer pas es vas estudiar la població de Tregs en el model de tuberculosi 

activa desenvolupat a l‟estudi 1 (C3HeB/FeJ) i en la soca resistent C3H/HeN. Els 
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ratolins es van infectar via endovenosa i la població Treg es va determinar a la melsa i 

als limfonodes mitjançant citometria de flux, tres setmanes després de la infecció. Tal i 

com es mostra a la Figura 30, la mitjana del percentatge de Treg 

(CD4+CD25+Foxp3+) entre el total de T CD4+ a la melsa va ser més alt en el ratolí 

resistent C3H/HeN que en el C3HeB/FeJ (C3HeB/FeJ: 8,03%; C3H/HeN: 10,1%; 

p<0,005, t-test). Als limfonodes, la diferència entre els dos grups no va ser 

estadísticament significativa (C3HeB/FeJ: 7,61%; C3H/HeN: 8,07%). 

Es va repetir el mateix experiment, però els animals es van sacrificar el dia 14 

postinfecció, i es van cultivar els esplenòcits i es van estimular amb PPD. El ratolí 

resistent C3H/HeN va presentar major percentatge de Tregs tant al cultiu basal com al 

PPD-específic (Figura 30). L‟anàlisi estadístic de les dades en conjunt va confirmar 

que la diferència entre les dues soques era estadísticament significativa (p<0,05, 

ANOVA de dues vies).  

  
Figura 30: Percentatge de Tregs a la soca C3H/HeN en comparació a la soca C3HeB/FeJ: En 

aquests gràfics hi ha representats per a cada soca de ratolí els percentatges de Treg (CD25+Foxp3+) 

respecte el total de T CD4+ de cada animal estudiats als esplenòcits sense cultivar (esquerra) i als 

esplenòcits cultivats sense estimular, o bé estimulats amb PPD (dreta). Cada boleta representa un animal. 

Les línies representen la mediana de cada grup.  

6.3.2 Estudi de depleció de Tregs in vivo en el ratolí resistent C3H/HeN 

En vista dels resultats, es va practicar una depleció de les cèl·lules Treg en els 

ratolins C3H/HeN mitjançant l‟administració d‟anti-CD25 i es van infectar amb 

M.tuberculosis per veure com afectava la depleció al progrés de la infecció. Els 

animals tractats amb anti-CD25 van patir una depleció efectiva de les Treg, tal i com 

es mostra a la Figura 31A, excepte un animal, que es va excloure de l‟estudi per 

aquest motiu. Un animal del grup deplecionat es va sacrificar el dia 32 per motius ètics, 

i la necròpsia va revelar gran afectació tuberculosa als pulmons. La resta dels animals 
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es van sacrificar el dia 46 postinfecció i els pulmons es van processar per l‟anàlisi 

histològic quantitatiu i qualitatiu.  

 
Figura 31: Depleció de les Treg en el ratolí C3H/HeN. A: Percentatge de Tregs (eix Y) de cada 

animal (cada boleta representa un animal), per a cada temps d‟infecció analitzat: 1 dia preinfecció (-1), i 

12, 26 i 46 dies postinfecció. La fletxa vermella indica el dia que es va inocular l‟anticòs per deplecionar 

les Treg. B: Percentatge d‟àrea lesionada respecte l‟àrea total del pulmó de cada animal (cada boleta 

representa un animal) en cada grup experimental. Les línies representen la mediana de cada grup. C: 

Proporció d‟animals amb afectació pulmonar severa de cada grup. La barra indica el nombre d‟animals de 

cada grup amb afectació moderada (en blanc) o severa (en granat). Les fotografies microscòpiques dels 

talls histològics amb tinció d‟H/E mostren una lesió tipus dels animals amb afectació moderada (D) o bé 

dels animals amb afectació severa E.  

L‟anàlisi quantitatiu va mostrar diferències entre els dos grups pel que fa al 

percentatge d‟àrea afectada, malgrat aquesta no va ser estadísticament significativa 

(Figura 31B). Els resultats en el grup deplecionat van ser molt dispersos: 3 dels 

animals van presentar un percentatge d‟àrea afectada molt similar al dels controls 
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(entre 20 i 40%), mentre que els altres 2 animals van presentar un percentatge 

d‟afectació molt més elevat (al voltant del 80%). L‟anàlisi qualitatiu es va correspondre 

amb aquestes dades: els animals amb patologia moderada (menys del 41% del teixit 

pulmonar danyat) presentaven lesions petites o mitjanes, sense cap signe de necrosi o 

altres formes de mort cel·lular, amb una infiltració sobretot de macròfags i limfòcits, i 

pocs neutròfils envoltant macròfags escumosos (Figura 31D), mentre que aquells amb 

afectació severa (més del 75% de teixit pulmonar danyat) presentaven lesions molt 

grans amb necrosi caseosa central (Figura 31E). Així doncs, en classificar els animals 

d‟acord amb el grau d‟afectació pulmonar, es va trobar que la freqüència d‟afectació 

severa (>75% de teixit pulmonar danyat) va ser 0 en el grup control, i 2/5 en el grup 

deplecionat (Figura 31C). Aquests resultats interpretats conjuntament indiquen un 

paper de protecció de les Treg en el nostre sistema experimental.   

6.4 Estudi de la modulació immunològica exercida pel tractament amb 

M.manresensis (Nyaditum resae®) 

Prèviament al desenvolupament del tractament amb M.manresensis s‟havien fet 

estudis preliminars quant a l‟efecte dels tractaments sobre les Treg. L‟efecte del 

M.bovis BCG havia estat un augment estadísticament significatiu de les Treg Foxp3+ 

en sang, el dia 21 postinfecció (Mitjana ± SD; Control: 2,73 ± 0,60%; Tractament: 3,95 

± 0,87%; p<0,05, t-test), i pel que fa al tractament amb M.tuberculosis, sí que havia 

augmentat les Treg a melsa el dia 28 postinfecció, però no de forma estadísticament 

significativa (Mitjana ± SD; Control: 11,47 ± 3,56%; Tractament preinfecció: 12,65 ± 

2,21%; Tractament postinfecció: 13,12 ± 1,30%)  

Com que es va considerar que el tractament amb M.manresensis era un bon  

candidat per al desenvolupament d‟una teràpia immunomoduladora, es va voler fer 

una caracterització més completa de l‟efecte d‟aquest tractament en el sistema 

immunitari.  

A més de les Treg CD4+CD25+Foxp3+, es van estudiar altres tipus de cèl·lules T 

CD4+ que es van considerar rellevants: CD25+CD39+ (Treg de memòria), CD25-

CD39+ (T efectores de memòria), CD25+CD39- (potencials T efectores), i CD25-

CD39- (T naïve), d‟acord amb la caracterització efectuada per Dwyer et al. (Ref Dwyer 

2010), tal i com es pot veure a l‟exemple de la Figura 32. 

Així que es va fer l‟estudi d‟aquests tipus cel·lulars en els esplenòcits sense 

cultivar, el dia 28 postinfecció. No es va veure cap efecte estadísticament significatiu 

sobre les Treg CD25+CD39+, i les Treg Foxp3+ fins i tot es van veure disminuïdes pel 

tractament de forma estadísticament significativa (Figura 33).  
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Figura 32: Anàlisi de les subpoblacions de T CD4+  segons l’expressió de CD25 i CD39 en una 

mostra representativa de melsa.  

 
Figura 33: Efecte del tractament en el percentatge de Tregs a la melsa. Percentatge de Tregs 

(Foxp3+ al gràfic de l‟esquerra, CD39+ al gràfic de la dreta) respecte el total de T CD4+ per a cada animal 

dels dos grups experimentals, analitzats directament a la melsa el dia 28 postinfecció. Cada cercle 

representa un animal, i les línies representen la mediana. 

  

En un segon pas es van explorar les Tregs en moments anteriors de la infecció i en 

cultiu, estimulant els esplenòcits amb PPD per tal de veure un efecte específic. Els 

resultats es mostren a la Figura 34. 

El dia 14 postinfecció en el cultiu d‟esplenòcits es va observar un increment de les 

Treg Foxp3+ en els animals tractats, en els pouets no estimulats (p<0,05, Bonferroni 

post-test) però no es va observar un efecte específic en els animals tractats, ja que no 



6. Estudi 3 
 

93 
 

va canviar el percentatge de Tregs amb l‟estímul de PPD. En canvi, el percentatge de 

Treg CD39+ es va incrementar amb l‟estimulació de PPD tant en els animals tractats 

com els control. Va haver-hi, doncs, un increment específic de Tregs en els dos grups. 

A més, el percentatge de Tregs en el pouet estimulat va ser major en els controls que 

en els tractats (p<0,05, Bonferroni post-test). El percentatge de T efectores de 

memòria (Tmeff) va disminuir amb la estimulació amb PPD als dos grups, però no es 

van observar diferències entre el grup tractat i el grup control.  

 
Figura 34: Efecte del tractament amb M.manresensis sobre la resposta específica a melsa. 

Percentatge de Tregs o Tmeff (segons s‟indica en cada gràfic) sobre el total de cèl·lules T CD4+, en els 

esplenòcits cultivats 7 dies amb estímul (PPD) o sense (MCC) segons s‟indica sota cada barra. Les barres 

assenyalen la mitjana de 6 ratolins, i les línies d‟error indiquen l‟error estàndard (SEM). Segons la prova 

estadística ANOVA de dues vies, hi ha diferències entre els dos grups pel que fa a Tregs en tots els 

casos. A més, en l‟anàlisi post-test de Bonferroni, hi ha diferències entre grups pel que fa al pou de MCC 

o de PPD, en els casos indicats amb un asterisc.   

 

El dia 21 postinfecció, les Treg CD39+ van incrementar amb l‟estimulació amb 

PPD. No es van observar diferències entre el grup control i el grup tractat en els cultius 
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no estimulats, però sí que es va detectar un augment estadísticament significatiu 

(p<0,05, Bonferroni post-test) en el cultiu PPD estimulat, del grup tractat respecte el 

grup control. Tot i que el percentatge de Tmeff en els esplenòcits no estimulats va ser 

major en el grup no tractat (p<0,05, Bonferroni post-test), després de l‟estimulació amb 

PPD el % de Tmeff va incrementar en el grup no tractat, mentre que va disminuir en el 

grup tractat.  

Per una major caracterització de l‟efecte immunomodulador del tractament amb 

M.manresensis es van estudiar aquests subtipus cel·lulars directament als pulmons, 

als mateixos temps d‟infecció (dia 14 i dia 21 postinfecció). Els resultats es presenten a 

la Figura 35.  

 
Figura 35: Efecte del tractament amb M.manresensis sobre les Treg i Tmeff al pulmó. 

Percentatge de Treg, Tmeff o ràtio de Tmeff respecte Treg, segons s‟indica al títol de cada gràfic, 

mesurats directament al pulmó, en el grup control i el grup tractat amb M.manresensis. Cada cercle indica 

un animal, negre (control) o lila (tractat). Les línies representen la mediana del grup. Els resultats de dia 

14 postinfecció són els de la fila superior, i els del dia 21 postinfecció els de la fila inferior.  Les diferències 

estadísticament significatives s‟han assenyalat amb un asterisc (*p<0,05,  t-test). 
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Es va trobar que el dia 14 les Treg i les Tmeff van disminuir en els animals tractats, 

de forma estadísticament significativa (p<0,05, t-test). El ràtio Tmeff/Treg era 

lleugerament menor en els animals tractats tot i que no de forma estadísticament 

significativa. El dia 21 postinfecció, ni les Treg ni les Tmeff van presentar diferències 

estadísticament significatives entre grups.  

Finalment es van analitzar conjuntament els resultats dels 4 subtipus cel·lulars 

estudiats: Treg, Tmeff, Teff i Tnaïve. D‟aquest anàlisi va destacar l‟increment del 

percentatge de Tnaïve en el cultiu d‟esplenòcits, des del dia 14 al dia 21, i per tant, la 

disminució dels altres subtipus efectors (Treg, Tmeff i Teff). D‟altra banda, als pulmons 

es va observar l‟efecte contrari: un gran increment de Tmeff de dia 14 a dia 21, i a més 

a més, aquest increment va ser molt més important en el grup control no tractat (Figura 

36).   

 

 
Figura 36: Comparació de les proporcions cel·lulars al cultiu d’esplenòcits i als pulmons a 

diferents temps. Proporcions de cèl·lules T CD4+ (Treg, Tmeff, Tnaïve i Teff) en els controls i els tractats 

amb M.manresensis, determinades a dia 14 o dia 21, al cultiu d‟esplenòcits i al pulmó, segons s‟indica a 

cada gràfic. Cada tipus cel·lular està representat amb un color, segons s‟indica a la llegenda. n=6 

ratolins/grup/timepoint.



 

 
 



7. Discussió 

97 
 

7 Discussió 

7.1 Sobre el sistema experimental desenvolupat per a l‟estudi de la 

tuberculosi activa  

En aquest treball s‟ha desenvolupat i caracteritzat un model on, davant la infecció 

endovenosa amb M.tuberculosis, els ratolins C3HeB/FeJ desenvolupen lesions que 

presenten necrosi caseosa central, que fins i tot en fases finals arriba a la liqüefacció. 

Grosset descriu (Grosset 2003) que el procés de formació de cavitats comença amb la 

necrosi caseosa, que posteriorment liqüefacta, i quan aquesta lesió arriba a obrir-se a 

un bronquíol, el líquid es buida a l‟arbre bronquial, formant-se una cavitat. En aquest 

model desenvolupat els ratolins infectats desenvolupen invariablement aquestes 

lesions amb necrosi caseosa, que posteriorment liqüefacta, semblants a les lesions 

descrites per Grosset prèvies a la cavitació. Fins i tot en algun cas aïllat s‟ha observat 

una cavitat (dades no publicades ni presentades en aquesta tesi), però aquesta 

presentació no és reproduïble totes les vegades. La inducció de cavitats és la 

presentació més característica de la tuberculosi pulmonar en adults 

immunocompetents (Cardona 2014), i és també la responsable de la propagació de la 

malaltia, donat que és la lesió que conté més càrrega bacil·lar, i la única que drena 

bacils cap a l‟exterior del malalt de manera massiva (Grosset 2003). Ès per això que 

per investigar la malaltia o desenvolupar eines per combatre-la és molt rellevant 

disposar d‟un model precisament de tuberculosi activa, que desenvolupi el mateix tipus 

de lesions que s‟observen en les persones.  

Aquest tipus de lesions en la soca C3HeB/FeJ havien estat descrites prèviament 

per Kramnik et al (Chackerian et al. 2001; Pan et al. 2005; Yan et al. 2006; Driver et al. 

2012), i aquesta soca s‟havia utilitzat en estudis genètics (Chackerian et al. 2001; 

Kamath et al. 2003; Yan et al. 2006; Sissons et al. 2009), de bioimatge (Davis et al. 

2009) i per assaig de fàrmacs antituberculosos (Driver et al. 2012; Harper et al. 2012; 

Rosenthal et al. 2012; Skerry et al. 2012) donades les condicions d‟hipòxia a l‟interior 

de les lesions (Harper et al. 2012). Però fins ara ningú havia utilitzat el ratolí 

C3HeB/FeJ com a model de tuberculosi activa.  

A nivell pràctic, un model de tuberculosi activa que es desenvolupi tan ràpid és 

molt útil. Tot i que en altres àmbits 3 o 4 setmanes es consideri molt de temps, en el 

camp de la tuberculosi és un interval de temps prou acceptable tenint en compte que 

el M.tuberculosis és un bacil de creixement molt lent. Pel que fa a la reproductibilitat es 

pot dir que tots els ratolins infectats han desenvolupat sempre la malaltia, amb el 

mateix tipus de lesions, un gran creixement bacil·lar i un desenllaç fatal. Ara bé, sí que 



Tuberculosi pulmonar: com evitar el pas de granuloma a cavitat 

98 
 

és cert que sempre hi ha una variabilitat quan a la velocitat del procés, amb una 

oscil·lació d‟entre 2 i 3 setmanes. Aquest aspecte és una limitació del model a l‟hora 

de planificar la recerca, i a l‟hora de comparar l‟evolució dels paràmetres experimentals 

entre experiments diferents. Això ha dificultat en alguns casos poder trobar el punt 

òptim per mesurar certs paràmetres, i fins i tot a vegades la mort dels animals s‟ha 

avançat més del que s‟havia previst i no s‟han pogut fer les determinacions desitjades. 

Aquesta variació podria ser deguda al pes dels animals al moment de la infecció, ja 

que aquest paràmetre tampoc és constant en totes les entregues de l‟empresa 

subministradora dels ratolins, i aquest factor podria influir en el curs de la infecció. Una 

altra possibilitat és que la dosi d‟infecció variï d‟un experiment a un altre. L‟inòcul es 

prepara a partir d‟un cultiu de la soca de referència de la UTE (H37Rv Pasteur) en 

estat de creixement logarítmic, i es congela. L‟objectiu d‟aquesta metodologia és 

obtenir bacils en estat no replicatiu, però amb la menor agregació possible, i es va 

desenvolupar a la UTE després de nombrosos estudis (Caceres 2011; Caceres et al. 

2013). Per tant, és poc probable que la variabilitat es degui a l‟inòcul en si mateix, tot i 

que en algun cas, per exemple en l‟experiment 19 durant el desenvolupament del 

Nyaditum resae®, sí que hi va haver una variació important fàcilment explicable per un 

error en l‟inòcul. 

A més de desenvolupar i caracteritzar el model consistent en la infecció amb 

M.tuberculosis de la soca de ratolins C3HeB/FeJ, també s‟ha caracteritzat el procés de 

la infecció en la soca C3H/HeN. Aquesta soca, com que comparteix l‟haplotip de MHC 

amb la soca C3HeB/FeJ, i per tant és genèticament molt propera, pot desenvolupar 

una resposta específica adquirida semblant a determinats antígens, tal i com s‟ha 

descrit per exemple en models d‟asma (Sarlo et al. 2000). Malgrat aquesta similitud 

presenta una susceptibilitat molt menor a la infecció, de manera que proporciona un 

control positiu excel·lent, essent les dues soques genèticament prou properes, però 

amb diferent susceptibilitat. Aquesta comparació de les dues soques també ha sigut 

clau en la comprensió dels fenòmens observats. Així doncs, no només s‟ha 

desenvolupat un model experimental si no tot un sistema experimental per estudiar la 

tuberculosi activa, malgrat les limitacions exposades. 

La utilització de ratolins com a model per estudiar la tuberculosi presenta certs 

avantatges, com ara la disponibilitat de soques diferents, models transgènics, reactius 

específics de l‟espècie (com ara anticossos), una logística menys complicada respecte 

els grans animals, i normalment un cost més assequible. En canvi, tenen com a 

principal inconvenient que es diferencien molt dels humans quant a mida i estructura 

del pulmó (Cardona 2006; Cardona 2010), quant a resposta al bacil, ja que són més 

aviat tolerants - permeten un gran creixement bacil·lar al pulmó sense presentar 
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lesions - i que quan finalment desenvolupen lesions no s‟assemblen a les lesions 

humanes: no presenten ni cavitats ni granulomes estructurats (Cardona 2014). Però 

aquest nou model de ratolí supera alguns d‟aquests inconvenients, concretament el fet 

de tenir una resposta poc tolerant al bacil i reproduir lesions típicament humanes, 

mentre que conserva tots els avantatges d‟un model murí.  

Pel que fa a l‟avaluació de fàrmacs aquesta nova eina pot ser de gran utilitat ja que 

permet quantificar no només el control de la càrrega bacil·lar - que pot ser  una 

característica equívoca com s‟ha vist en el cas del Nyaditum resae®, on una major 

supervivència no anava lligada a un major control de la càrrega bacil·lar - sinó també 

l‟evolució de la patologia pulmonar, paràmetre que sí que s‟ha associat a una millor 

supervivència en aquest estudi. A més, en no limitar-se a l‟estudi de la càrrega bacil·lar 

també podria ser útil per al desenvolupament de fàrmacs que enlloc de tenir una acció 

sobre el bacil tinguin una acció sobre l‟hostatger, com és el cas de l‟ibuprofè o el 

Nyaditum resae®.  

És per tot això que pesen més els avantatges que els inconvenients, i aquesta 

nova eina ha demostrat ser molt útil tant en l‟estudi de la patogènia de la tuberculosi 

activa com en el desenvolupament de nous fàrmacs antituberculosos. 

7.2 Sobre l‟estudi de la progressió a tuberculosi activa en el model 

desenvolupat 

Per intentar comprendre el desenvolupament de la tuberculosi activa s‟ha 

investigat com es desenvolupen les lesions més característiques d‟aquesta: les 

cavitats. En adults immunocompetents, la forma de tuberculosi pulmonar més freqüent 

és l‟afectació del lòbul superior, en un 80% dels casos amb infiltració, i en un 50% amb 

cavitació (Lee et al. 1995; Andreu et al. 2004; Baker et al. 2004). Aquestes lesions que 

liqüefacten tenen una mida aproximada de 10 a 40 mm de diàmetre (Andreu et al. 

2004). En canvi, durant la ITBL els granulomes no són ni tan sols visibles en una 

radiografia, ja que mesuren aproximadament 0,5 mm de diàmetre (Gil et al. 2010). Per 

tant, per entendre el progrés cap a la tuberculosi activa, la clau era comprendre com 

és possible passar d‟una lesió de 0,5 mm de diàmetre a una de fins a 40 mm de 

diàmetre (Figura 37A).   

En el model estudiat, les lesions passen d‟un diàmetre de 0,5 mm el dia 21 

postinfecció a un diàmetre de 5-12 mm el dia 31. Aquest increment exponencial, 

corroborat per l‟anàlisi histomètric, va acompanyat de l‟aparició de sublesions en el 

mateix moment que el nombre total de lesions comença a disminuir. Tot plegat, 

recolzat també per l‟imatge histològica, demostra que hi ha una creixement de cada 

lesió per separat, però que quan aquestes entren en contacte amb les lesions 
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properes s‟uneixen, multiplicant així la seva velocitat de creixement. Per tant, el passar 

d‟un petit granuloma a una gran cavitat s‟explica, en part, per la coalescència de les 

lesions properes (Figura 37 B).   

 
Figura 37: Inducció de lesions 

cavitades. Figura publicada a (Vilaplana et al. 

2014a). A: Com és possible que un granuloma 

de 0,5mm de diàmetre esdevingui una lesió de 

25mm, mida necessària per començar la 

cavitació? B: En el model murí desenvolupat 

la mida de les lesions incrementa ràpidament 

a causa de la infiltració neutrofílica, i a la 

coalescència de les lesions veïnes. C: La 

intervenció amb AINEs o amb Nyaditum 

resae® causaria un alentiment del creixement 

de les lesions, permetent el procés 

d‟encapsulació de les lesions, evitant així la 

colasecència de les lesions i la formació de 

cavitats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D‟altra banda, hi ha d‟haver un altre motiu perquè les lesions individuals creixin 

tan ràpidament i es produeixi la necrosi caseosa central. Abans de començar aquesta 

tesi, que de fet provisionalment es titulava “Efecte de la fibrosi en la patogènia de la 
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infecció per M.tuberculosis”, la hipòtesi sobre la formació de lesions proposava que un 

desequilibri entre la fibrosis i la fibrinòlisis del teixit necròtic era responsable de la 

destrucció de teixit que dóna lloc a la liqüefacció, i a la cavitat un cop es buida el 

material liqüefet. És a dir, que si hi havia un ambient profibròtic de forma predominant, 

el teixit danyat es reparava i s‟encapsulava, frenant la destrucció del teixit i la 

disseminació dels bacils. Si per contra no hi havia un ambient prou fibròtic, la 

fibrinòlisis i l‟acció de les metaloproteases de la matriu destruïen el teixit fins a formar 

una lesió liqüefeta (Cardona 2011). De fet, segons la hipòtesi inicial la formació de la 

liqüefacció era un procés similar a la formació de l‟abscés per S.aureus. En el cas de 

l‟abscés, l‟acumulació de neutròfils es deu en part a les coagulases sintetitzades pels 

bacils, que mitjançant la fibrinòlisi provoquen dipòsits de fibrina, que ajuden a mantenir 

la infecció al centre de la lesió (Cheng et al. 2011). Per això inicialment es va avaluar 

l‟efecte de la bleomicina, un fàrmac profibròtic, la doxiciclina, que té un efecte negatiu 

sobre les metaloproteases de la matriu, i l‟heparina, per la seva acció fibrinolítica o 

anticoagulant. Sorprenentment ni la bleomicina ni la doxiciclina van funcionar, però en 

canvi l‟heparina sí que va allargar la supervivència dels ratolins infectats.  

L‟anàlisi histopatològic va revelar que en els animals infectats es produïa una 

infiltració massiva de neutròfils, que a partir de dia 28 donava lloc a la necrosi caseosa 

central. Diversos estudis en tuberculosi indiquen que el paper dels neutròfils podria ser 

rellevant i perjudicial en l‟evolució de la infecció, sobretot en una fase avançada 

(Barnes et al. 1988; Keller et al. 2006; Berry et al. 2010; Nandi et al. 2011; Lowe et al. 

2012). Els resultats de l‟anàlisi de la resposta immunològica local també van en 

aquesta direcció, doncs a més de la infiltració neutrofílica també es va veure un 

augment (de setmana 3 a setmana 4 postinfecció) de citocines i quimiocines 

inflamatòries (TNF-α, MIP-2, KC i IL-17) al pulmó. Tots aquests resultats indiquen que 

un excés d‟inflamació pot ser la causa del creixement exponencial de les lesions i la 

posterior liqüefacció d‟aquestes. Així doncs, veient un possible paper de la inflamació 

en l‟evolució a tuberculosi activa, es va valorar la possibilitat de que l‟efecte positiu que 

l‟heparina va causar en animals infectats fos degut a les seves propietats 

antiinflamatòries i no pas a les anticoagulants.  

Per confirmar i caracteritzar millor el rol de la inflamació en la inducció de 

malaltia tuberculosa es va estudiar l‟efecte dels AINEs ibuprofè i AAS en el model, així 

com l‟estudi de la infecció en el C3H/HeN. La soca resistent C3H/HeN, com era 

d‟eperar, va presentar major supervivència, menor càrrega bacil·lar i menor afectació 

pulmonar, però també menys inflamació tant pels eicosanoids mesurats al sèrum com 

per l‟anàlisi de citocines i quimiocines al pulmó. Aquesta menor inflamació podria ser 

conseqüència de la poca càrrega bacil·lar, enlloc de ser-ne la causa. Però en tot cas, 
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el curs de la infecció es va veure afectat positivament per l‟administració tant 

d‟ibuprofè, AAS o heparina, demostrant ara sí, que la inflamació contribueix a la 

patogènia de la tuberculosi.  

En els animals tractats amb l‟AAS, el dia 14 hi havia un petit augment de càrrega 

bacil·lar, que podria concordar amb el fet que el salicilat estimula el creixement in vitro 

dels micobacteris (Bernheim 1940), però en tot cas els dies posteriors sí que va 

controlar el creixement bacil·lar, així com l‟ibuprofè. Si bé alguns estudis han vist que 

l‟ibuprofè i derivats (carprofen i diclofenac) tenen un efecte bacteriostàtic o bactericida 

in vitro sobre M.tuberculosis (Dutta et al. 2007; Guzman et al. 2013), en aquesta tesi 

l‟efecte més important de l‟ibuprofè ha estat sobre l‟hostatger, tal i com indica l‟estudi 

immunològic. A més l‟AAS també redueix la càrrega bacil·lar malgrat in vitro tingui 

l‟efecte contrari. 

Aquests resultats s‟adiuen amb la “Damage theory” aplicada a la infecció 

tuberculosa (Cardona 2010). Tenint en compte la hipòtesi dinàmica (Cardona 2009), la 

progressió d‟infecció latent a malaltia es podria explicar per l‟arribada de bacils a l‟àpex 

pulmonar a causa del procés constant de reinfecció endògena, sumat a una 

predisposició  de l‟hostatger a presentar una reacció altament inflamatòria davant el 

bacil tuberculós (Berry et al. 2010; Tobin et al. 2010; O'Garra et al. 2013). A l‟àpex 

pulmonar, on es localitzen preferentment els tuberculomes i les lesions cavitades (Lee 

et al. 2004) la xarxa de capil·lars és menys densa i els espais alveolars són més 

amples (Glenny et al. 2011). Això fa que el flux sanguini i el flux limfàtic siguin més 

lents en aquesta localització, fet que facilitaria l‟acumulació de neutròfils però també un 

retard en el drenatge dels bacils (Dock 1946), tot plegat portant a l‟acumulació de 

lesions en aquesta localització (Cardona 2014), que a més en créixer es fusionarien, 

donant lloc a un tuberculoma de grans dimensions. A més, en funció de la intensitat de 

la resposta inflamatòria de l‟hostatger, el tuberculoma podria liqüefactar i donar lloc a 

una cavitat, ja que una resposta exacerbada i desenfrenada portaria a una espiral 

d‟inflamació i destrucció del teixit, impossible d‟equilibrar pels processos fibròtics de 

reparació del teixit.  

Segons l‟anàlisi histomètric, la presència i mida de la regió necròtica central no 

es correlaciona amb el temps d‟infecció de l‟animal, sinó amb la mida de la lesió, 

indicant que aquest fenòmen es dóna a causa d‟un efecte mecànic quan la lesió arriba 

a una determinada mida. S‟ha observat en el detall histològic, que les parets cel·lulars 

dels alvèols romanen intactes (necrosi caseosa) fins ben avançat el procés, tant a la 

tinció de reticulina com a la tinció d‟H/E, on s‟observa la presència de vasos sanguinis 

al centre necròtic. Però finalment la pressió sobre les parets alveolars resulta en 

manca d‟irrigació de la paret alveolar, pel que també s‟acaba destruint, donant lloc a la 
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necrosi liqüefactiva, ja que en no haver-hi teixit connectiu que sostingui la massa de 

detritus cel·lulars generada per la necrosi dels neutròfils, el contingut necrosat perd 

consistència. Aquest fenomen de passar de necrosi caseosa a liqüefactiva es coneix 

com a “softening” (estovament) del granuloma, i s‟ha descrit en humans (Grosset 

2003). En aquest model es produeix de forma exponencial a partir del dia 28 

postinfecció. Per tant, es podria entendre que una lesió caseosa és com un abscés, 

però que gràcies a les parets alveolars conservades té una consistència més sòlida 

(Grosset 2003), i es diferencia també per la velocitat de formació de la lesió, essent 

molt més lenta en comparació a l‟abscés. 

Aquests estudis també han posat de manifest la importància de la localització de 

cada fenomen durant el desenvolupament de la malaltia, tal i com es proposa en una 

recent publicació del nostre grup (Vilaplana et al. 2014b). Els resultats del luminex a 

pulmó i a melsa, han posat en evidència que la resposta immunològica és ben diferent 

en aquestes dues localitzacions. Al pulmó, a partir del dia 21 la inflamació va 

incrementar, mentre que a la melsa va disminuir. A més, la càrrega bacil·lar també ha 

mostrat diferències rellevants entre òrgans: així com al pulmó la càrrega bacil·lar es va 

disparar a partir del dia 14, a la melsa i limfonodes es va controlar, mantenint uns 

nivells estables. Finalment, també l‟anàlisi de Tregs concorda amb aquests resultats: a 

dia 14 les cèl·lules efectores (Tregs, Tmeff i Teff) es veien molt més representades a la 

melsa que al pulmó, i el dia 21 la situació s‟invertia. Tot indica que a la melsa es 

controla tant la inflamació com la càrrega bacil·lar, i per tant hi ha una menor atracció 

dels limfòcits específics cap a aquest òrgan. En canvi als pulmons és on es concentra 

el creixement bacil·lar i la inflamació, i per tant atrau cada cop més limfòcits i altres 

cèl·lules inflamatòries.  

Pel que fa al mecanisme pel qual els antiinflamatoris han millorat el progrés dels 

ratolins infectats, hi hauria diverses opcions. Els AINEs poden modular l‟activació dels 

neutròfils directament (Abramson et al. 1984; Kaplan et al. 1984) independentment de 

la via d‟inhibició de les COX compartida amb d‟altres antiinflamatoris. És molt rellevant 

que l‟ibuprofè disminuís la concentració de LIX, ja que això podria haver comportat una 

menor atracció de neutròfils. En canvi CXCL1 (KC) i CXCL2 (MIP-2) no s‟han vist tant 

afectades per l‟ibuprofè. Aquest fenomen també s‟ha observat en el cas de la cortisona 

en altres models d‟inflamació (Rovai et al. 1998), on la dexametasona influeix en el 

nivells de CXCL5 però no en els de CXCL1 o CXCL2. Ara bé, els nivells reduïts de 

CXCL5 també podrien ser una conseqüència indirecta de l‟ibuprofè, per la reducció de 

la patologia pulmonar que s‟ha observat.   

Un altre possible mecanisme és la via de mort cel·lular dels neutròfils. Les NETs 

són estructures derivades de la mort cel·lular dels neutròfils (Brinkmann et al. 2007; 
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Fuchs et al. 2007; Ermert et al. 2009) que s‟han relacionat amb el dany tissular a 

pulmó (Narasaraju et al. 2011; Caudrillier et al. 2012), i el M.tuberculosis pot induir 

NETs, que s‟uneixen als bacils encara que no són capaces de matar-lo (Ramos-Kichik 

et al. 2009). Tot i que no s‟ha confirmat per cap tècnica específica, les estructures 

observades en les lesions dels ratolins infectats C3HeB/FeJ podrien ser NETs. Fins i 

tot, donat que M.tuberculosis creix millor en agregats (Caceres et al. 2013) podria ser 

que les NETs proporcionessin als bacils una base sòlida per replicar-se. Així com en el 

C3HeB/FeJ s‟ha observat la necrosi com a forma predominant de mort cel·lular, i 

també NETosi, en la soca C3H/HeN i els ratolins tractats amb ibuprofè, s‟ha observat 

amb més freqüència la mort cel·lular per apoptosi. Tot i que això s‟ha detectat en 

l‟anàlisi histopatològic, i no s‟ha quantificat per cap tècnica específica, és una dada 

rellevant i prou fiable, que podria indicar que l‟estimulació de l‟apoptosi seria un 

mecanisme de control del dany tissular i del creixement dels bacteris, tal i com s‟ha 

descrit en altres desordres pulmonars relacionats amb la inflamació (Bates et al. 2004; 

Negrotto et al. 2006; Gillis et al. 2007), entre ells la tuberculosi (Blomgran et al. 2011; 

Blomgran et al. 2012).  

El paper de la PGE2 és controvertit. Alguns autors consideren que la PGE2 és 

perjudicial ja que aquesta interfereix en la producció de IL-1, TNF-α i reactius d‟oxigen 

per part dels macròfags, i inhibeix IL-12, IFN-γ i IL-2 en els limfòcits (Ivanyi et al. 2013). 

Però també se n‟ha destacat el seu paper protector ja que promou l‟apoptosi dels 

macròfags infectats, limitant així el creixement de M.tuberculosis i limitant la inflamació 

(Chen et al. 2008; Divangahi et al. 2009). Els resultats d‟aquesta tesi mostren que des 

de l‟inici de la infecció la soca susceptible C3HeB/Fej manté nivells molt més baixos de 

PGE2 que la soca resistent C3H/HeN, i en aquesta fins i tot es disparen encara més el 

dia 28, indicant un paper protector - o si més no, no perjudicial - de la PGE2 durant tot 

el procés, a més de corroborar la gran capacitat de resposta antiinflamatòria d‟aquesta 

soca de ratolí. Per contra, en el cas de l‟ibuprofè, com que els nivells de PGE2 ja són 

baixos en la soca C3HeB/FeJ, no hi té cap efecte afegit, indicant que hi ha altres 

mecanismes de regulació més rellevants, si més no quan la infecció ja està avançada. 

Tenint en compte els resultats en global, es pot interpretar que la PGE2 és protectora 

sobretot a l‟inici de la infecció, abans del dia 21 postinfecció. 

El paper de la LXA4 en la inflamació causada per la tuberculosi també és 

controvertit. Mentre que alguns estudis en destaquen el seu rol antiinflamatori (Tobin et 

al. 2010; Tobin et al. 2012) d‟altres n‟han destacat el seu paper pronecròtic (Hachicha 

et al. 1999; Mitchell et al. 2002). La modulació de la hidrolasa LTA4, que controla 

l‟equilibri entre LXA4 i LTB4, s‟ha trobat crucial en la infecció per M.tuberculosis, ja que 

un excés d‟algun d‟aquests dos eicosanoids portaria a una desregulació del TNF-α, 



7. Discussió 

105 
 

causant la malaltia tuberculosa, bé per excés o per manca de resposta inflamatòria 

(Tobin et al. 2010). En el model descrit, mentre que en els ratolins C3H/HeN mantenen 

uns nivells estables i equilibrats entre sí de LXA4 i LTB4, en el model C3HeB/FeJ, la 

LXA4 disminueix durant la tercera setmana d‟infecció, i es dispara exageradament 

durant la quarta setmana. Ben bé a la inversa, el LTB4 es dispara durant la tercera 

setmana i retorna a nivells normals durant la quarta setmana. D‟una banda aquest 

comportament oposat és coherent segons Tobin et al (Tobin et al. 2010), però de 

l‟altra, els nivells disparats de LXA4 i controlats de LTB4 que s‟observen el dia 28 

postinfecció són contradictoris amb l‟augment d‟inflamació observat. Una primera 

hipòtesi seria que l‟augment de LXA4 es produeix en un intent de compensar l‟excés 

d‟inflamació, però és inefectiu en el grup control, mentre que en els grups C3H/HeN i 

tractats no es veu aquest augment perquè en no haver-hi tanta inflamació no es 

requereix. Una altra hipòtesi seria que pesa més el paper pronecròtic de la LXA4, i 

aquests alts nivells de LXA4 contribueixen a una major susceptibilitat dels C3HeB/Fej. 

Tot i que amb aquestes dades no és fàcil entendre els mecanismes que donen lloc a 

l‟evolució diferenciada en les dues soques de ratolí, segurament la primera opció és 

més versemblant, donat que al dia 28 el procés està molt avançat, i en canvi el dia 21 

postinfecció, en el moment en que les lesions comencen a créixer desmesuradament, i 

per tant, moment clau que determina el curs fatal de la infecció en la soca C3HeB/FeJ, 

sí que trobem un augment de TNF-α i LTB4 en el control, i una caiguda de la LXA4.   

7.3 Desenvolupament  de noves estratègies terapèutiques 

7.3.1 Discussió sobre la utilitat dels tractaments desenvolupats 

En aquest treball s‟han desenvolupat dues estratègies terapèutiques diferents per 

combatre la tuberculosi activa, que comparteixen el fet que actuen sobre els sistema 

immunològic de l‟hostatger. Aquesta forma de tractament s‟està explorant per diverses 

vies, i amb èxit, en el món de la tuberculosi (Hawn et al. 2013; O'Garra et al. 2013).  

Primer, i de forma quasi accidental, les investigacions sobre el desenvolupament 

de tuberculosi activa han portat a la proposta de l‟administració de fàrmacs 

antiinflamatoris no esteroideus com l‟ibuprofè o l‟AAS com a tractament adjuvant de la 

tuberculosi. Aquesta troballa és molt rellevant, doncs és una família de fàrmacs 

segura, que fins i tot s‟administra a nens, i com que ja està en el mercat podria 

començar a aplicar-se avui mateix: només caldria que el metge ho considerés 

adequat. De fet, és habitual que s‟administrin antiinflamatoris com la dexametasona 

per guarir els pacients amb formes severes de tuberculosi, i hi hagut estudis clínics on 

s‟ha avaluat l‟AAS com a tractament coadjuvant en pacients amb meningitis 
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tuberculosa (Misra et al. 2010; Schoeman et al. 2011). Però en aquest treball es 

proposa per primer vegada utilitzar els AINEs amb l‟objectiu de frenar l‟excessiva 

inflamació que dóna lloc a la tuberculosi activa pulmonar en adults 

immunocompetents. Curiosament alguns AINEs (ibuprofè i derivats) s‟havien utilitzat 

en experiments in vitro o en ratolins com a tractament de la tuberculosi, però el seu 

efecte s‟havia atribuït a propietats bactericides o bacteriostàtiques, i no pas a l‟efecte 

antiinflamatori per se (Byrne et al. 2007; Dutta et al. 2007).  

Aquesta nova estratègia proporciona una alternativa de tractament en les 

tuberculosis resistents als antibiòtics, ja que actua sobre l‟hostatger i no sobre el bacil. 

De cares a dissenyar les pautes d‟administració més adients seria interessant 

investigar més a fons el mecanisme d‟acció de l‟ibuprofè i de l‟AAS en el tractament de 

tuberculosi. En aquest cas com que s‟ha administrat ibuprofè al ratolí C3HeB/FeJ des 

del dia 21 postinfecció, que podria equivaler en humans al moment del diagnòstic, es 

suggereix que seu ús podria consistir en un tractament adjuvant als antibiòtics. Però 

també seria interessant explorar l‟efecte de l‟ibuprofè a temps més precoços, per 

comprovar si seria perjudicial per al desenvolupament de la resposta immunitària tal i 

com s‟ha suggerit (Ivanyi et al. 2013). De totes maneres, degut als efectes secundaris, 

que tot i que no són molt importants, n‟hi ha (Ivanyi et al. 2013), tampoc en seria adient 

un ús profilàctic. Pel que fa l‟AAS, que es va administrar als ratolins des del moment 

de la infecció, sí que es podria administrar profilàcticament, de forma similar al 

tractament amb aspirina a dosis baixes que prenen alguns malalts cardíacs, i en 

aquest sentit ja s‟està estudiant aquesta possibilitat a la UTE, ja que s‟ha obtingut 

finançament per organitzar estudis clínics amb aquesta finalitat. Tanmateix, s‟ha 

desenvolupat una nou mètode profilàctic seguint una estratègia diferent. Així com 

l‟ibuprofè i l‟AAS tenen una acció molt inespecífica, sobre diverses vies de la 

inflamació, amb el desenvolupament del Nyaditum resae® s‟ha buscat una acció molt 

més específica, a través de la inducció de tolerància oral als antígens micobacterians, 

per tal de que es moduli la resposta immunitària evitant la inflamació excessiva que 

condiciona la progressió a tuberculosi activa. Aquesta estratègia també és molt 

segura, fins i tot més que l‟ibuprofè i l‟AAS, ja que consisteix en administrar un bacil 

innocu, que de fet es troba habitualment a l‟aigua potable, i que a més a més 

s‟administrarà inactivat. Per aquest motiu ni tan sols s‟ha considerat que sigui un 

medicament sinó un complement alimentari, fet que facil·litarà les necessitats 

regulatòries per acceptar la seva entrada al mercat i per tant la disponibilitat per a la 

població infectada amb tuberculosi. L‟administració de Nyaditum resae® teòricament 

podria ser més rellevant en les fases inicials de la infecció, contràriament a l‟ibuprofè. 

De fet els experiments han demostrat que les pautes d‟administració amb èxit han 
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sigut aquelles administrades abans del dia 13 postinfecció, i justament un experiment 

en que es va administrar el dia 28 postinfecció no va tenir èxit. El seu paper, doncs, 

seria més aviat de prevenir la malaltia, un cop el pacient s‟ha infectat.  

Tot i que en els ratolins només augmenta la supervivència una setmana, no és 

irrellevant, ja que aquesta setmana de marge representa una velocitat molt menor 

d‟infiltració de les lesions, del procés inflamatori i de la formació de les lesions en 

conjunt. Els ratolins no tenen septes interlobulars, i per tant tampoc capacitat 

d‟encapsular les lesions fins que aquestes no arriben a la pleura. Per això l‟alentiment 

del procés inflamatori només dóna lloc a que els ratolins acabin morint una setmana 

més tard, de la mateixa manera que els ratolins resistents d‟altres soques, quan 

s‟infecten amb M.tuberculosis també acaben morint per infiltració de l‟espai alveolar, 

però molt més lentament (Dharmadhikari et al. 2008). Els humans sí que tenim 

capacitat d‟encapsulació, pel que és raonable pensar que amb aquesta setmana de 

marge que ens donaria el tractament amb Nyaditum resae® en tindríem prou per 

encapsular les lesions, evitant així la progressió a la tuberculosi activa (Figura 37 C, 

pàgina 100). 

Així doncs, s‟ha desenvolupat un tractament de tuberculosi activa i un tractament 

preventiu, tots dos amb cap o pocs efectes secundaris, i amb un cost molt assequible 

tant a nivell de fabricació com d‟emmagatzematge. Tant l‟ibuprofè com l‟AAS són 

fàrmacs barats i disponibles a molts països, i el Nyaditum resae®, tot i que ara per ara 

està protegit per una patent, no comporta grans costos d‟elaboració, donada la 

innocuïtat del bacil M.manresensis i la via d‟administració oral. Per tant, si les 

companyies llicenciatàries de la patent ho permeten, podrà tenir un cost assequible a 

aquells països amb recursos econòmics escassos, que són justament els que 

presenten major incidència de tuberculosi. També com l‟ibuprofè, no necessita 

condicions de conservació especials. Aquestes últimes característiques que s‟apropen 

més a la logística que a la ciència mèdica, són tant o més importants que les 

característiques intrínseques del tractament, ja que finalment determinaran que un 

tractament hagi estat útil per a algú, o bé s‟hagi quedat en potencialment útil. 

7.3.2 Desenvolupament del tractament amb micobacteris inactivats 

La inducció de tolerància oral s‟ha avaluat mitjançant la supervivència després de 

l‟administració de tractaments elaborats a partir de micobacteris inactivats de diferents 

espècies: M.tuberculosis, M.bovis BCG, M.kansasii, M.avium i M.manresensis. Hi ha 

diverses publicacions que reporten estudis de la reactivitat creuada entre diversos 

micobacteris (patogènics i oportunistes) mitjançant l‟estudi de la immunogenicitat de 

les diferents espècies (Collins 1971) o la reacció de derivats PPD de les diferents 
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espècies (Ogunmekan 1978; Vandiviere et al. 1980; Shigeto et al. 1993) i així com 

M.kansasii o M.avium presenten més o menys reactivitat creuada amb M.tuberculosis 

o amb la vacunació per BCG, precisament M.fortuïtum provoca molt poca reactivitat en 

els casos estudiats. En canvi, els nostres resultats indicarien que les espècies 

M.tuberculosis, BCG, M.kansasi i M.manresensis conferirien protecció enfront de 

M.tuberculosis, i precisament M.avium no ho faria. M.manresensis, tot i que encara no 

està del tot caracteritzat, pertany al complexe de M.fortuïtum precisament. Aquesta 

disparitat de resultats es pot explicar pel fet que, tal i com comenta Collins (Collins 

1971), aquests estudis poden diferir molt en funció de la soca específica utilitzada. Per 

un altre cantó, en els estudis esmentats es mesurava la immunogenicitat produïda per 

una injecció subcutània de l‟antigen, mentre que en aquest treball s‟estaria mesurant la 

capacitat de l‟antigen d‟induir tolerància oral. A més, en els estudis esmentats s‟utilitza 

PPD de les diferents espècies per immunitzar, que conté tota mena d‟antígens, a 

diferència del treball presentat en aquesta tesi, on s‟han administrat bacils sencers, i 

per tant segurament predominen antígens de la paret i proteïnes secretades.  

Quant a les pautes administrades, es pot criticar que no s‟ha fet una planificació 

racional per determinar-ne la més adequada, ja que no s‟han provat les mateixes dosis 

i pautes en els mateixos tractaments, sinó que s‟ha anat decidint segons la tàctica 

assaig i error. No obstant això, el resultat ha estat molt positiu, doncs s‟ha determinat 

una pauta i una dosi que funcionen amb prou reproductibilitat, i de fet, al contrari de 

ser negatiu, el fet de provar tantes dosis i pautes que han funcionat dóna solidesa al 

tractament, tant administrat preinfecció com postinfecció. És cert que en alguns 

experiments els tractaments no han funcionat, però pot ser degut a la variabilitat del 

model, més que no pas a causa del tractament. 

També s‟han avaluat tres dels tractaments mitjançant l‟estudi de la càrrega bacil·lar 

i la histopatologia. Així com en els tres tractaments hi hagut un efecte significatiu sobre 

la patologia pulmonar, la càrrega bacil·lar no ha disminuït de forma estadísticament 

significativa en el cas del M.manresensis. El fet que hi hagi un efecte positiu i 

estadísticament significatiu sobre la histopatologia, encara que sigui menor que en els 

altres tractaments, però no en la càrrega bacil·lar, indica que aquest paràmetre no es 

correlaciona totalment amb l‟èxit del tractament. De fet Dannenberg i Colins 

(Dannenberg et al. 2001) a conseqüència dels seus estudis amb conills van arribar a la 

conclusió que el cultiu dels pulmons per estimar la càrrega bacil·lar no era un bon 

indicador de pronòstic sense un estudi histopatològic de les lesions. Però també és 

cert que la variabilitat del desenvolupament del model podria justificar aquesta 

diferència, doncs en l‟experiment concret on es va avaluar la càrrega bacil·lar i la 

histopatologia del Nyaditum resae®, la progressió dels controls va ser més ràpida que 
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en els experiments dels altres tractaments, tal i com s‟ha valorat amb els percentatges 

d‟afectació del pulmó, però també la càrrega bacil·lar, que és molt més elevada ja a 

dia 21 en els animals de l‟experiment amb M.manresensis que en els altres dos. 

Encara que aquesta hipòtesi fos certa, no deixa de ser rellevant que la histopatologia 

ha mostrat l‟efecte del tractament, mentre que la carrega bacil·lar no. 

7.3.3 Discussió sobre el mecanisme d‟acció de Naditum resae® 

La dosi i la ruta d‟administració determinen la resposta immunitària de l‟hostatger a 

un determinat antigen, de manera que un mètode terapèutic que consistís en 

administrar un antigen a dosis baixes per via oral de forma continuada, hauria d‟induir 

tolerància cap a l‟antigen (Faria et al. 2005). En el cas d‟aquest estudi, doncs, és més 

que possible que el metode desenvolupat hagi induït tolerància als micobacteris 

inactivats que s‟han administrat. I donat que diverses espècies de micobacteri han 

augmentat la supervivència, cal pensar que s‟ha induït una reacció creuada entre 

M.tuberculosis i els altres micobacteris, ja que deuen compartir antígens rellevants per 

al sistema immunitari de l‟hostatger. Aquesta estratègia s‟ha utilitzat abastament en el 

món de les malalties autoimmunes, tal i com revisen Weiner et al. (Weiner et al. 2011), 

i precisament la resposta DTH és especialment susceptible a la supressió per la 

tolerància oral. En el camp de la tuberculosi, l‟administració repetida d‟antígens de 

M.tuberculosis amb la finalitat de guarir la malaltia tampoc és nova del tot. A l‟era 

preantibiòtica diferents metges del moment, entre ells Robert Kockh, van començar a 

desenvolupar un tractament que consistia en injectar extracte de cultius de 

M.tuberculosis (tuberculina) als pacients de tuberculosi, a diferents dosis i amb 

diferents pautes, fet que posteriorment va portar al desenvolupament del TST com a 

mètode diagnòstic. Però pel que fa al tractament, segons la revisió sobre la història de 

la tuberculina publicada pel nostre grup (Vilaplana et al. 2012), en aquests tractaments 

la dosi i pauta d‟administració eren claus, juntament amb l‟estat del pacient, per obtenir 

una resposta positiva o negativa al tractament. La resposta negativa consistia en una 

exacerbació de la malaltia, que sovint comportava la mort del pacient, encara que si 

aquest a pesar de tot sobrevivia, hi havia una fase “tolerant” amb la qual s‟aconseguia 

la guarició. En canvi les respostes positives eren aquelles que passaven directament a 

la fase tolerant, o bé passaven per una reacció inflamatòria mínima. Es pot interpretar 

que l‟efecte immunomodulador seria perjudicial quan s‟exacerbés la inflamació, o 

beneficiós quan es limités. En el cas del mètode terapèutic presentat en aquesta tesi, 

el fet que l‟administració s‟efectuï per via oral garanteix que la resposta induïda serà 

tolerant, sense perill de causar una resposta perjudicial, i així ho corroboren els 

resultats de supervivència en el model murí. Yamamura et al. (Yamamura et al. 1986) 
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van comprovar que la formació de cavitats es deu a la DTH, o en definitiva a la 

resposta cel·lular, en el model de cavitació de conills. No tan sols això, sinó que també 

van aconseguir evitar la cavitació mitjançant la desensitització amb diferents 

components del micobacteri (Yamamura et al. 1974). Ara bé, a diferència del mètode 

terapèutic desenvolupat en aquesta tesi, on l‟administració de petites dosis per via oral 

té l‟objectiu de generar una resposta reguladora mitjançant la inducció de Tregs, 

Yamamura et al. provocaven una anèrgia als antígens de M.tuberculosis, mitjançant la 

injecció endovenosa dels pèptids tuberculosos, mesurada per la negativització del 

TST. Per tot això, és perfectament possible que el tractament Nyaditum resae® 

protegeixi del desenvolupament de tuberculosi activa mitjançant la inducció de 

tolerància al M.tuberculosis. 

Tot i així s‟ha volgut caracteritzar l‟efecte del tractament en el sistema immunitari, 

per tal de demostrar que s‟indueix tolerància amb el tractament. Es va considerar com 

a possibilitat versemblant que la tolerància oral s‟articulés a partir de les Treg, donat 

que l‟administració d‟un antigen per via oral a dosis baixes i continuades indueixen la 

tolerància mediada per Tregs, mentre que si les dosis són altes indueixen anèrgia, la 

supressió de la resposta immunològica adquirida i les conseqüències negatives que 

se‟n deriven (Weiner et al. 2011). A més, en diverses malalties on hi ha un excés 

d‟inflamació és clar que les Treg confereixen protecció (Baecher-Allan et al. 2006; 

Umetsu et al. 2006; Dwyer et al. 2010). Ara bé, en el camp de tuberculosi, no és així. 

Hi ha diversos estudis que atribueixen la baixa efectivitat de la vacuna BCG a la 

producció de Tregs (Roberts et al. 2007; Ho et al. 2010), i també s‟ha atribuït un rol 

negatiu a les Tregs durant la malaltia, argumentant que provoquen una 

immunosupressió que dóna lloc al progrés cap a tuberculosi activa, ja que hi ha major 

expansió de les Tregs en pacients de tuberculosi que en pacients amb ITBL (Ribeiro-

Rodrigues et al. 2006; Chiacchio et al. 2009). No obstant això, si tenim en compte que 

la tuberculosi activa en adults immunocompetents es produeix per un excés 

d‟inflamació, és poc probable que les Treg produeixin una immunosupressió que doni 

lloc a la formació de cavitats, de manera que l‟expansió de Tregs no tindria perquè ser 

la causa de la tuberculosi activa, sinó que podria ser una reacció compensatòria a la 

inflamació que s‟està produint durant la malaltia activa. En estudis amb ratolins hi ha 

controvèrsia quant a l‟efecte de les Tregs. Shaffiani et al. van demostrar que les Tregs 

específiques causarien un augment de la càrrega bacil·lar en ratolins infectats 

(Shafiani et al. 2010), tot i que aquest resultat es contradeia amb un altre estudi (Quinn 

et al. 2006), on la depleció de Tregs no afectava la càrrega bacil·lar. Però com ja s‟ha 

comentat abans, la càrrega bacil·lar no té perquè ser indicativa de l‟evolució de la 

malaltia, especialment en el model de ratolí d‟una soca resistent. En aquest sentit, 



7. Discussió 

111 
 

estudis realitzats per Leepiyasakulchai et al van indicar un rol protector de les Treg, 

doncs hi havia major expansió d‟aquestes en les soques resistents que en les 

susceptibles (Leepiyasakulchai et al. 2012). Per tan, donat que el rol de les Treg en la 

tuberculosi és controvertit, es va començar per l‟estudi d‟aquestes cèl·lules en el 

sistema experimental desenvolupat. El ratolí C3H/HeN va presentar major percentatge 

de Treg a la melsa després de la infecció amb M.tuberculosis, i també en el cultiu 

d‟esplenòcits, un augment en la població específica de Treg (estimulats amb PPD). 

Llavors es va deplecionar el ratolí C3H/HeN de cèl·lules Treg mitjançant l‟administració 

d‟anti-CD25. Això va incrementar la susceptibilitat d‟aquests ratolins, doncs 2 de 5 van 

desenvolupar lesions necròtiques, i un d‟ells fins i tot va morir abans que els altres, 

essent aquest resultat molt rellevant si tenim en compte que en cap dels experiments 

realitzats amb aquests ratolins en el nostre grup no havia mort mai cap ratolí d‟aquesta 

soca. Tot i que les cèl·lules T CD4+CD25+, deplecionades eficaçment, no són 100% 

Treg, segons l‟anàlisi amb CD39+ només inclourien el subtipus Th 

TCD4+CD25+CD39- a banda de les Treg, i aquestes només signifiquen al voltant d‟un 

1% del total de T CD4+, pel que la depleció de Tregs és molt més rellevant que la de 

les CD25+CD39-. En conjunt aquests experiments recolzen la hipòtesi de que el paper 

de les Treg en tuberculosi és protector. Així que es va seguir estudiant l‟efecte dels 

tractaments sobre les Treg.  

Els tractaments van disminuir el percentatge de Tregs (tant les Foxp3+com les 

CD39+) en la melsa dels animals tractats amb M.manresensis, i en canvi van 

augmentar-ne el percentatge (Foxp3+) en el tractament amb M.bovis BCG i amb 

M.tuberculosis, però en aquest últim no de forma estadísticament significativa. 

Novament, aquesta diferència en els resultats es pot explicar per la diferència de 

velocitat en la progressió dels tres experiments revelat per l‟anàlisi histopatològic. 

També cal tenir en compte que la determinació de Tregs en el tractament amb BCG es 

va fer en sang i el dia 14 postinfecció. Tot plegat justificaria la disparitat de resultats. 

De totes maneres, per corroborar-ho hauria estat més correcte repetir l‟experiment 

amb M.manresensis i determinar-ne el percentatge de Tregs als “timepoints” inicials. 

Però es va optar per passar directament a estudiar l‟efecte en les Treg específiques 

mitjançant el cultiu d‟esplenòcits estimulat amb PPD, i mitjançant l‟estudi de Tregs 

directament al punt d‟inflamació, als pulmons, i incloent el CD39 que permet un anàlisi 

més complert, perquè permet identificar a més de les Tregs, les Tmeff, Teff i Tnaïve. A 

més aquest marcador ja ha estat validat com a marcador de Tregs en tuberculosi 

(Chiacchio et al. 2009). Si bé a la determinació a melsa del dia 28 es va obtenir el 

mateix resultat amb els dos marcadors, a dia 14 en el cultiu no va ser així, segurament 

degut a que les determinacions amb els dos marcadors s‟han fet en dos experiments 
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diferents. Per tant, l‟anàlisi global és el que dóna una informació més fiable: malgrat 

l‟increment específic de Tregs en el cultiu el dia 21 postinfecció, als pulmons les Treg 

disminueixen. En canvi les Tmeff disminueixen amb el tractament, tant de forma 

específica el dia 21 en el cultiu, com el dia 14 i el dia 21 postinfecció als pulmons. 

Aquest resultats, malgrat ser inesperats van en la línia de la hipòtesi inicial. Segons 

Dwyer et al. la proporció de Tmeff respecte les Treg és més important que el 

percentatge de Tregs en sí, en el rebuig d‟òrgans trasplantats (Dwyer et al. 2010). A 

més, un desequilibri Treg-Th17 on les Th17 pesen més és segurament el que 

determina la inflamació exacerbada, tal i com es descriu en el IRIS en malalts de 

tuberculosi i VIH (Liu et al. 2011). I de fet, segons de Cassan, l‟exposició a 

micobacteris disminueix la resposta Th17 desenvolupada a una vacuna (de Cassan et 

al. 2010), pel que és raonable pensar que el tractament oral amb micobacteris també 

produeixi una limitació de la resposta Th17 enfront a la infecció amb M.tuberculosis. El 

fet que el tractament limiti l‟expansió de les Tmeff, que serien potencials productores 

de IL-17, també és indicador d‟una regulació de la resposta immunitària, probablement 

per un efecte en les Treg, que no s‟ha pogut detectar en aquest estudi. De fet podria 

ser que el tractament no incrementés el nombre de Treg, sinó que incrementés la seva 

funcionalitat antiinflamatòria, factor que caldrà tenir en compte en futures 

investigacions. 

Tot i que no s‟ha pogut demostrar el mecanisme exacte d‟acció del tractament, sí 

que s‟aporten evidències suficients per demostrar que la millora que presenten els 

animals tractats es deu a una inducció de tolerància cap al bacil de la tuberculosi. 

Seria interessant realitzar altres estudis per definir el mecanisme d‟acció, potser sense 

limitar-se al paper de les Treg. En un primer pas, es podria corroborar que hi ha menys 

inflamació mesurant les citocines, quimiocines i eicosanoids al pulmó, tal i com s‟ha fet 

per al tractament amb ibuprofè i la soca C3H/HeN. També es podria mesurar la 

concentració de citocines, especialment IL-17 i TNF-α, al sobrenedant dels cultius 

d‟esplenòcits. Finalment, per demostrar el paper de les Treg en el tractament es 

podrien utilitzar alternatives per mesurar les Tregs. Seria interessant detectar-les a 

diversos “timepoints” seguits en el mateix experiment, especialment a l‟inici de la 

infecció, i paral·lelament cultivar els esplenòcits amb una incubació més curta. Per 

acabar, es podrien fer estudis de depleció de Treg en els animals tractats, i fins i tot 

transferència de Tregs d‟un animal tractat a un altre d‟infectat per veure si és suficient 

per obtenir la mateixa millora en el progrés de la infecció que la millora obtinguda amb 

el tractament. 
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7.4 Valoració global i fites assolides 

S‟ha desenvolupat un model animal de tuberculosi activa, que malgrat presentar 

algun inconvenient ha estat molt útil per determinar dos factors claus pel 

desenvolupament de les lesions, la coalescència de les lesions i la inflamació 

exacerbada que resulta en una infiltració massiva de neutròfils. Falta encara 

determinar quina és la causa de l‟atracció dels neutròfils, si els neutròfils en sí, els 

macròfags escumosos, la necrosi o algun altre factor. Però en tot cas s‟han tret 

conclusions de valor amb l‟estudi d‟aquest model, que a més en ser un model murí 

comporta grans avantatges logístiques i de disponibilitat de reactius per fer recerca 

amb més profunditat.  

Adicionalment, el model també ha servit per desenvolupar dos tractaments, amb 

utilitat potencial en dues situacions diferents: prevenció d‟emmalaltir un cop infectat 

(Nyaditum resae®) i tractament coadjuvant per als malalts amb tuberculosi activa 

(AINEs), o fins i tot prevenció de la tuberculosi (AAS). A més, aquests tractaments 

haurien d‟estar disponibles per als pacients en poc temps, donat el perfil de seguretat i 

els costos assequibles de la producció. De fet, el Nyaditum resae® ja està essent 

avaluat en un assaig clínic amb voluntaris sans per estudiar-ne l‟efecte sobre el 

sistema immunitari, i ja s‟ha obtingut finançament per organitzar també un assaig clínic 

per demostrar la utilitat dels AINEs en pacients amb tuberculosi activa. A més, en ser 

tractaments immunomoduladors, amb un efecte sobre l‟hostatger i no sobre el bacil, 

proporcionen una alternativa per al problema de les resistències als antibiòtics que han 

desenvolupat algunes soques. 

Així doncs, els resultats obtinguts en aquesta tesi són molt positius i 

esperançadors, i a més són un clar exemple de com la recerca bàsica, en aquest cas 

la investigació del desenvolupament de la malaltia, acaba essent d‟utilitat més enllà del 

coneixement científic bàsic, en aquest cas per trobar dues propostes terapèutiques. 

7.4.1 Fites assolides en cada estudi 

Estudi 1 

 S‟ha desenvolupat un model animal de tuberculosi activa, reproduïble, que 

en pocs dies desenvolupa lesions que presenten gran similitud amb les 

lesions de la tuberculosi pulmonar humana, la forma més prevalent de 

tuberculosi activa en adults immunocompetents.  

 S‟ha observat, mesurat i descrit el fenomen de la coalescència de les 

lesions inicials properes, així com la infiltració massiva de neutròfils, 

mecanismes pels quals es pot explicar el creixement sobtat que 
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experimenten les lesions tuberculoses que determina en part el 

desenvolupament de la tuberculosi activa.  

 S‟ha descrit la presència de NETs a les lesions, i s‟han trobat evidències 

que podrien indicar la importància de la forma de mort cel·lular dels 

neutròfils (apoptosi versus necrosi i NETosi) en el desenllaç de la infecció.  

Estudi 2 

 S‟ha demostrat que un excés d‟inflamació, i més concretament una 

infiltració massiva de neutròfils vehiculada per la desregulació de IL-17, IL-

6, TNF-α i CXCL5 (LIX),  participen en el desenvolupament de la 

tuberculosi activa.  

 S‟ha provat que l‟ús d‟antiinflamatoris millora el progrés de la tuberculosi 

activa, en un model murí de tuberculosi activa, fet que indica que l‟ús 

d‟AINEs podria ser un bon tractament terapèutic coadjuvant, i fins i tot 

profilàctic en el cas de l‟AAS, i a més molt barat, per guarir la tuberculosi 

activa. 

Estudi 3 

 S‟ha desenvolupat un nou mètode profilàctic per la tuberculosi, que 

augmenta la supervivència i disminueix la patologia pulmonar dels ratolins 

en un model de tuberculosi activa. 

 El mètode desenvolupat podria evitar el desenvolupament de tuberculosi 

activa en persones infectades. A més, donat el baix risc que comporta la 

seva administració i el cost assequible de la seva producció, s‟ha patentat i 

llicenciat a una empresa, pel que podrà administrar-se ben aviat i arribar als 

països amb alta incidència, contribuint així al control de l‟epidèmia global.  

 S‟ha vist que el control de la patologia pulmonar i una major supervivència 

no té perquè anar lligat amb un major control de la càrrega bacil·lar, en el 

model de tuberculosi activa desenvolupat. 

 S‟ha demostrat que el paper de les cèl·lules Treg és protector en el sistema 

experimental de tuberculosi activa desenvolupat.  

 S‟ha caracteritzat en part l‟efecte del mètode profilàctic sobre el sistema 

immunitari, indicant que provoca una disminució de les cèl·lules Tmeff 

(CD4+CD25-CD39+) que probablement contribueix a la disminució de 

patologia pulmonar que s‟observa. Tot i així, es requeriran més estudis per 

acabar de caracteritzar el mecanisme exacte pel qual el tractament regula 

la resposta immunològica menys inflamatòria que s‟ha observat.  
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8 Conclusions finals 

 

1. El model murí de tuberculosi activa desenvolupat en aquesta tesi és útil per 

avaluar estratègies terpèutiques i profilàcitques contra la tuberculosi, així com 

per l‟estudi de la tuberculosi activa. 

 

2. La inflamació, concretament la infiltració massiva de neutròfils, juga un paper 

perjudicial en la patogènesi de la tuberculosi activa.  

 

 

3. Els AINEs podrien ser una bona eina en el tractament coadjuvant de la 

tuberculosi activa. 

 

4. L‟administració oral de dosis baixes de micobactèries inactiades constitueix una 

nova estratègia profilàctica contra la tuberculosi. 
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