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Resum

La tuberculosi (TB) és una epidémia global causada per Mycobacterium
tuberculosis (Mtb) amb 8,6 milions de malalts i 1,3 milions de morts cada any. El
tractament actual amb antibiodtics és molt llarg, car, i presenta efectes adversos.

Quan una persona s‘infecta amb Mtb pot controlar la infeccié en el 90% dels casos
(infeccid latent), desenvolupant només lesions microscopiques al pulmé: granulomes
de 0,5mm de diametre, invisibles en una radiografia. En el 10% restant la infeccié no
es controla i es desenvolupen lesions més grans, tipicament cavitats d‘uns 20mm en
adults immunocompetents. La clau per comprendre la patogénesi de la TB activa és la
formacio de grans cavitats a partir de granulomes de 0,5mm.

En aquesta tesi sha desenvolupat un model muri, mitjancant la infeccio
endovenosa de ratolins C3HeB/FeJ amb la soca virulenta de Mtb H37Rv, que
desenvolupa lesions amb necrosi granulomatosa central i liqiefaccié molt similars a
les lesions previes a la cavitacié en humans. Les lesions creixen de forma exponencial
en part degut a la infiltracié neutrofilica massiva, i en part degut a la coalescéncia de
les lesions properes. Els estudis comparatius amb la soca resistent C3H/HeN i I'Us
d"antiinflamatoris no esteroideus (AINEs) en el model han confirmat que la inflamacio
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 inflamacié ajuden a controlar la malaltia.

Dialtra banda s'ha desenvolupat un metode profilactic que mitjangant
["administracio oral de dosis baixes de micobacteris inactivats indueix tolerancia al Mtb,
i en consequéncia una resposta immunitaria més equilibrada, amb contencié de la
resposta Th17, resultant en una millora de la supervivéncia, la carrega bacil-lar i la
histopatologia dels ratolins.

Conclusions: S'ha desenvolupat un model muri de TB activa, s'ha caracteritzat el
paper que té la inflamacié en el desenvolupament de cavitats, concretament la
infiltraci6 massiva de neutrofils, s'ha proposat |IUs d'AINEs com a tractament
coadjuvant de la tuberculosi activa en adults immunocompetents, i s'ha desenvolupat
un nou metode profilactic que podria evitar la malaltia mitjangant la induccié de
tolerancia oral al Mtb que s"aconsegueix amb |"administracié oral de dosis baixes de

micobactéries inactivades.



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.



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

Cuando una persona se infecta con Mtb puede controlar la infeccion en el 90% de
los casos (infeccion latente), desarrollando solamente lesiones microscopicas en el
pulmén: granulomas de 0,5mm de didmetro invisibles en una radiografia. En el 10%
restante la infeccion no se controla y se desarrollan lesiones mayores, tipicamente
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 tamanio.

En esta tesis se ha desarrollado un modelo murino mediante la infeccién
endovenosa de ratones C3HeB/Fed con la cepa virulenta H37Rv de Mtb, que
desarrolla lesiones con necrosis granulomatosa central y licuefaccion, muy similares a
las lesiones previas a la cavitacion en humanos. Las lesiones crecen de forma
exponencial debido en parte a la infiltracion neutrofilica 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 inflamacion es un factor clave en el desarrollo de la TB activa, y
también que los AINE podrian utilizarse como tratamiento coadyuvante en la TB
pulmonar en adultos inmunocompetentes, dado que en frenar la inflamaciéon ayudan a
controlar la enfermedad.

Por otro lado se ha desarrollado un método profilactico que mediante la
administracion oral de dosis bajas de micobacterias inactivadas induce tolerancia al
Mtb, y en consecuencia una respuesta inmunitaria mas equilibrada, conteniendo la
respuesta Th17, resultando en una mejora de la supervivencia, la carga bacilar y la
histopatologia de los ratones.

Conclusiones: Se ha desarrollado un modelo murino de TB activa, se ha
caracterizado el papel de la inflamacion en el desarrollo de cavidades, concretamente
de la infiltracion masiva de neutrdéfilos, se ha propuesto el uso de AINEs como
tratamiento coadyuvante para la tuberculosis activa en adultos inmunocompetentes, y
se ha desarrollado un nuevo método profilactico que podria evitar la enfermedad
mediante la induccién de tolerancia oral al Mtb que se consigue con la administracion

oral de bajas dosis de micobacterias inactivadas.
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AAS: acid acetilsalicilic

AINEs: Antiinflamatoris no esteroideus
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BAL.: de Ianglés, Bronchoscopic Alveolar Lavage
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BCG: Bacil de Calmette-Guérin, soca atenuada del M.bovis
CCL20: de I'anglés, Chemokin (C-C motif) ligand 20.

CCRG: de I'anglés, Chemokin (C-C motif) receptor 6.
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CFU: de I'anglés, Colony forming unit
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DCs: de I"anglés, dendritic cells
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ELISA: de I'anglés, Enzym-linked immunosorbent assay

EV: endovenosa

Foxp3: Gen que codifia la proteina Forkhead box P3, escrit en minuscules
indistintament per referir-se al gen muri o0 huma.

FSC: de I"anglés, Forward scatter

H/E: Hematoxil-lina/Eosina
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IFN: Interfero
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Lta4: gen que codifica LTA4H, escrit en minuscules indistintament per referir-se al gen

muri o huma.
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1.Introduccié

Introduccio

1.1

10 conceptes basics sobre la tuberculosi

1. La tuberculosi és una malaltia infecciosa causada per un bacil molt
resistent anomenat Mycobacterium tuberculosis (M.tuberculosis).

2. La presentacié més freqlent en individus sans és la pulmonar, on el
bacil produeix lesions al pulmé, perd també pérdua de pes, febre, suors nocturnes
i malestar general. Pot acabar amb la mort si no es tracta. Amb menor freqiiéncia
també pot presentar-se de forma extrapulmonar.

3. La tuberculosi es transmet per via aéria, 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 respiratories d‘un nou hostatger, i infectar-lo.

4. Quan una persona s'infecta pot controlar la infeccié passant a tenir una
infeccid tuberculosa latent (ITBL), o bé pot emmalaltir en desenvolupar una
tuberculosi activa. No obstant aixd, encara que una persona controli la infeccio, la
ITBL pot reactivar-se més tard, amb major probabilitat durant els 2 primers anys
seguents al moment de la infeccid.

5. La infeccid tuberculosa es pot diagnosticar amb la prova de la
tuberculina, que mesura la resposta cel-lular del pacient a antigens tuberculosos.
Aquesta prova perd, no permet distingir entre infeccié i malaltia, pel que el
diagnostic s'ha de basar en la simptomatologia, i finalment en la demostracié del
bacil en mostres del pacient (classicament per cultiu de la mostra o observacio
directa al microscopi, i més recentment per técniques de genética molecular).

6. El tractament estandard de la tuberculosi consisteix en ["administracio
de 4 farmacs antibidtics (Izoniazida, Rifampicina, Pirazinamida i Etambutol) durant
una primera fase (2 mesos), i continuaci6 amb 2 d‘aquests farmacs (lzoniazida i
rifampicina) durant 4 mesos més. Comporta un risc notable defectes no desitjats,
una baixa adheréncia al tractament i un cost econdmic important. El tractament es
complica quan la tuberculosi és produida per una soca resistent a algun (o
diversos) dels antibiotics utilitzats normalment. Sén les soques que coneixem com
a Multi-Drug-resistant (MDR) o Extremely-Drug-resistant (XDR).

7. La tuberculosi esta estretament lligada al virus de la immunodeficiéncia
humana (VIH). Les persones amb tuberculosi tenen més risc de desenvolupar la
Sindrome de la immunodeficieéncia adquirida (SIDA), i les persones infectades

amb VIH tenen major risc de desenvolupar tuberculosi.
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8. Tot i aixi hi ha altres importants factors de risc: immunodeficiéncies,
diabetis mellitus, condicions d"aglomeracié de persones, de malnutricié i de
pobresa en general.

9. L'aparicié de soques de M.tuberculosis resistents als antibiotics és un
dels problemes greus de la tuberculosi avui dia, degut a la complicacié 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 minim de 2 anys. Els riscos per efectes secundaris incrementen
molt doncs s'han d'utilitzar farmacs de segona linia, i la probabilitat d"éxit també
disminueix fins a un 40-50% (envers un 90% del tractament estandard en soques
susceptibles.

10. Els nens son més susceptibles de desenvolupar la tuberculosi, i per
aquest motiu la prevalengca de la malaltia pediatrica és un indicador de la
prevalenca de la infeccié en una poblacié. A més, el seu diagnostic és més dificil

degut a que és més frequent la presentacié de formes atipiques de tuberculosi.

1.2 La tuberculosi com a problema global

Tot i que existeixen eines per diagnosticar, prevenir i tractar la tuberculosi, I"any
2012 van emmalaltir-ne 8,6 milions de persones, i 1,3 milions en van morir, segons
recull IUltim informe de la Organitzacié 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 poblacié 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 paisos. Un 60% dels nous casos es presenten a Asia, perd la major
proporcié de nous casos per habitant es déna a I'Africa subsahariana. Pel que fa a les
morts, les desigualtats sén encara més grans: el 95% de les morts per tuberculosi es
produeixen a paisos amb ingressos baixos o mitjans. De manera que tot i ser un
problema global, alla on incideix de forma més crua és a paisos amb pocs recursos
economics (WHO 2013).

A nivell global, la mortalitat ha disminuit aproximadament un 50% des de I"any
1990, complint aixi 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 prevalenca
només ha disminuit un 37%, pel que no es preveu que pugui complir aquest objectiu

(Figura 1). A més, a 11 dels 22 paisos amb més tuberculosi ni la incidencia, ni la
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prevalenga ni la mortalitat estan disminuint al ritme que seria necessari per assolir
aquests objectius de la OMS.

Incidéncia Prevalenga Mortalitat

—

Figura 1: Tendéncia global de les taxes estimades d’Incidéncia, Prevalencga i Mortalitat de la
Tuberculosi. Adaptat de (WHO 2013). Esquerre: tendéncia a nivell global de la incidencia de tuberculosi
(en verd) incloent els casos de tuberculosi en pacients infectats amb VIH (linia vermella). Al mig i a
I'esquerra, prevalenga i mortalitat de la tuberculosi de 1990 a 2012, i previsié de la prevalenga fins al
2015. La linia horitzontal discontinua representa I‘objectiu de la OMS pel 2015, una reduccié de la meitat
de la taxa en comparacio als nivells de la taxa el 1990. En la mortalitat no s'ha inclos les morts causades

per la tuberculosi en pacients infectats amb VIH.

Un problema addicional és el sorgiment de soques resistents als antibidtics. 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 publica.

Per tal de combatre aquesta epidémia global és necessari desenvolupar noves
eines de diagnostic 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 paisos amb una alta prevalenca, tampoc no és
efectiva en adults (Trunz et al. 2006). Pel que fa a la diagnosi, segueix essent un repte
diferenciar la infeccio latent de la malaltia, o bé detectar la tuberculosi en casos més
complicats com ara en nens o en persones amb coinfecci6 amb VIH. Quant al
tractament, el régim que s‘utilitza actualment es va desenvolupar fa més de 40 anys, i
presenta diversos inconvenients: la llarga durada (minim de 6 mesos); la necessitat
d'una estreta supervisio; la toxicitat (tot i que el tractament és segur, fins i tot en
embarassades, la presentacié d‘efectes adversos no és rara, especialment en certs
grups de risc com malalts renals, hepatics, embarassades o pacients coinfectats amb
VIH (WHO 2010)); la dificultat d‘utilitzar-lo en persones coinfectades amb VIH donada
la interaccié dels farmacs anti-retrovirals amb alguns antibiotics; o la impossibilitat
d‘utilitzar-lo en casos d'infecci6 amb soques MDR, que presenten resisténcia a algun

dels farmacs de primera linia. A més, el preu del tractament també és important,
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sobretot si tenim en compte que els paisos amb més afectacié sén justament aquells

on hi ha més escassetat de recursos economics.

1.3 Historia natural de la tuberculosi

La tuberculosi és una malaltia causada pel Mycobacterium tuberculosis, i afecta
normalment els pulmons. La infeccié comencga quan el bacil entra a I'organisme per les
vies respiratories, i quan arriba als alvéols pulmonars és fagocitat pels macrofags.
Algunes persones eliminen la infecci6 en aquest moment, abans que s"arribi a
desenvolupar resposta immunitaria adquirida, ja que s'estima que en el 70% dels
casos d'exposicid al bacil la infeccid no progressa (Parrish et al. 1998). En cas contrari,
el bacil comenga a replicar-se dins els macrofags, 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 infeccié no arriba a provocar lesions visibles en una radiografia ni a
provocar simptomes clinics. Seria el cas de persones amb ITBL. D"altres persones, en
canvi, desenvolupen la malaltia, ja sigui just després d‘infectar-se (tuberculosi primaria)
o bé al cap d'un temps (tuberculosi postprimaria), presentant una simptomatologia
clinica variable, que pot incloure un o diversos simptomes (febre nocturna, tos,
hemoptisi, pérdua de pes i malestar general), i un creixement bacil-lar important als
pulmons (en molts casos detectable perqueé I'esput és positiu al cultiu o bé perque la
seva observacié al microscopi revela bacils acid-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 s6n la causa del deteriorament de la salut en el pacient.

Davant aquestes observacions cliniques, és logic fer-se les seglients preguntes:

e Perqué les persones que han patit la malaltia, un cop curades gracies al
tractament amb antibiotics, segueixen donant positiu a la prova de la
tuberculina?

e Qué passa durant la ITBL?

o Perqué un 10% de persones sanes infectades si que desenvolupen
tuberculosi activa?

e Com es passa de ITBL a tuberculosi activa i perqué?
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Tradicionalment la ITBL s'ha explicat mitjangant el fenomen de la laténcia 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 lesié antiga, i que en determinades circumstancies (per exemple
d'immunosupressio local), el bacil pot despertar o ressuscitar, comeng¢ant de nou a
replicar-se i causant per tant la reactivacid6 de la tuberculosi (Dannenberg 2006).
Aquesta teoria, perd, no explicaria perqué el tractament de referéncia per a la ITBL
(que disminueix el risc de patir una tuberculosi postprimaria en un 90%) consisteix a
tractar durant un periode limitat de temps (9 mesos) amb un sol farmac, Iisoniazida, un
antimicrobia que actua contra els micobacteris només si es troben en estat replicatiu,
(Comstock 1999; Fox et al. 1999). Per respondre aquestes qliestions sobre la infeccio
latent el grup de la Unitat de Tuberculosi Experimental (UTE) ha contribuit amb
diversos estudis sobre el paper dels macrdfags escumosos en la disseminacio
pulmonar dels bacils (Cardona et al. 2000; Cardona et al. 2003; Caceres et al. 2009),
que van portar al Dr. Cardona a proposar una explicacié alternativa, la hipotesi
dinamica (Cardona 2009). Aquesta visio sobre la historia natural de la malaltia s'ha
anat completant amb els treballs posteriors del grup en models matematics (Bru et al.
2010), o sobre I'encapsulacié 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 Hipotesi dinamica i ITBL

Aquesta hipotesi sosté que durant la ITBL els bacils no queden en estat latent, sind
que escapen de les lesions i reinfecten novament el teixit. Aixi doncs, pel que fa a la
ITBL, segons la hipotesi dinamica el cicle de reinfeccié del M.tuberculosis als pulmons
seria el seguent:

Tal i com es mostra a la

Figura 2 I'hostatger inhala bacils aerosolitzats que un pacient de tuberculosi ha
expulsat (1). Un cop arriba a I'espai alveolar (Il) és fagocitat per un macrofag alveolar
resident, que Iincorpora al fagosoma. Com que el M.tuberculosis inhibeix la unié del
fagosoma al lisosoma, evita ser destruit i es multiplica intracel-lularment, fins que
causa la lisi del macrofag uns dies més tard. Els bacils alliberats sén fagocitats pels
macrofags veins, sense causar massa inflamacio. Tot i que sén drenats al limfonode
regional activant la resposta immunitaria adquirida, els limfocits especifics generats no
poden ser atrets pel focus d'infeccid al pulmd, doncs no hi ha prou inflamacié que
secreti les citocines necessaries (Bru et al. 2010; Cardona et al. 2014; Vilaplana et al.

2014b). Durant aquest periode, els bacils van creant nous focus dinflamacioé al voltant
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del punt inicial, infectant més macrdfags veins i replicant-se. (lll) Quan hi ha una
massa critica de macrofags veins infectats, la inflamacié generada és capag d“atraure
els limfocits, que activen els macrofags i els capaciten per destruir els bacils. Els
macrofags activats son capagos de destruir un 90% dels bacils tuberculosos. Perd els
bacils supervivents romanen a dins de macrofags o bé al teixit necrotic en estat no
replicatiu. Quan el creixement bacil-lar ja s’ha controlat, els macréfags comencen a
reparar el teixit destruit, comencant per la fagocitosi del teixit necrotic. D"aquesta
manera poden acumular encara més bacils, i a més a més, a mesura que van
fagocitant detritus cel-lulars, els lipids fagocitats s"acumulen en vacuoles lipidiques al
seu citoplasma, i els macrofags esdevenen escumosos. (IV) Els macrofags
escumosos, que perden la capacitat de fagocitar i la capacitat migratoria, sén drenats
progressivament cap la periféria de la lesi6, arrossegats pel fluid alveolar cap als
bronquis. (V) Al llarg d"aquest cami cap al sistema digestiu on sén destruits, poden
lisar, i si contenen algun bacil, encara que sigui en estat no replicatiu, (Vb) aquest
queda lliure a un altre punt del pulméd on pot comencar de nou tot el procés. Aquest

fenomen rep el nom de reinfeccié enddgena.

1.3.2 Refutacié de la hipotesi dinamica i rellevancia de I'encapsulacié de les

lesions gracies 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
dinfeccié coexistien lesions en diverses fases d‘evolucié, des de molt inicials fins a ja
calcificades, suggerint doncs que hi havia reinfeccié endogena continua. 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 infeccio
disminuia molt el nombre de noves lesions. Adaptant la hipotesi dinamica a aquesta
troballa, doncs, diriem que I‘encapsulacié de les lesions permet trencar el cicle de
reinfecciéo enddgena dels bacils, ja que impedeix el drenatge de bacils cap a I"exterior
de les lesions, i per tant evita la disseminacio pulmonar, resultant clau en el control de
la infeccio tuberculosa (

Figura 2, IVb).
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Figura 2: Cicle endogen de M.tuberculosis a I’hostatger en la ITBL, adaptat de la figura
publicada a (Cardona et al. 2011). I: El bacil de M.tuberculosis aerosolitzat entra als alvéols. Il: El bacil
és fagocitat per un macrofag alveolar, on es replica fins causar la seva necrosi. Els macrofags necrosats
causen una petita reaccio inflamatoria, i alliberen els bacils que son fagocitats per macrofags veins, sense
causar lesid. Malgrat els bacils sén drenats per les cél-lules dendritiques al limfonode regional (triangle
verd), on té lloc la presentacidé d"antigen i s'inicia la resposta immunologica adquirida, en aquesta fase
unicel-lular (I) els bacils poden causar nous focus dinfeccio lliurement perqué la manca de reaccio
inflamatoria evita que els limfocits especifics detectin els focus originals d'infeccid. Ill: Quan ['acumulacié
de macrofags infectats és prou gran la inflamacié ja és suficient per atraure els limfocits especifics, que
activen els macrofags infectats i destrossen la major part dels bacils (90%). Els bacils supervivents
queden en estat no replicatiu a l'interior de macrofags activats o entre el material necrotic. [IV:Comenga la
fase de neteja i regeneracio de la lesid, caracteritzada per la fagocitosi de les restes cel-lulars necrotiques
que realitzen els macrofags activats. Aquest procés provoca que els macrofags acumulin lipids fins a
esdevenir escumosos, i que puguin fagocitar bacils supervivents que han quedat entre els detritus
cel-lulars. Quan esdevenen escumosos son drenats cap a la periféria de la lesid, i posteriorment cap al
tracte gastrointestinal on han de ser fagocitats, transportant amb ells els bacils fagocitats. V: Els
macrofags escumosos, en el seu cami 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 lesié s'encapsula, s"atura el drenatge de bacils provinents de Iinterior de la lesid, aturant el cicle

de reinfeccié endogena.
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1.3.3 “Damage theory” i tuberculosi activa

Segons Casadevall et al (Casadevall et al. 2003), la patogénesi duna infeccié
depen tant del microorganisme com de I'hostatger. Des del punt de vista de I'hostatger
hi hauria tres possibles situacions: |) si la resposta immunitaria és feble, el
microorganisme colonitza I'hostatger, essent perjudicial, Il) si la resposta immunitaria
€s moderada, no hi hauria perjudici ni per a I'hostatger ni per al microorganisme,
estarien en un equilibri que els permetria sobreviure a tots dos, i lll) si la resposta
immunitaria és massa intensa, seria perjudicial tant pel microorganisme com per
I'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 catala - es pot aplicar també a la tuberculosi (Cardona 2010), tal i

com s'explica a la Figura 3.

Teoria Dany-Benefici Teoria Dany-Benefici
en les infeccions enlaTB
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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: Leix Y mostra la progressié del dany en el teixit
de I'hostatger, i I'eix X la intensitat de la resposta immunitaria. La fletxa indica que la posicié de la corba
és variable i depén de cada cas particular dinteraccié hostatger-patdogen. Una resposta débil és
inapropiada, insuficient per beneficiar I'hostatger, mentre que una resposta forta és també inapropiada,
doncs també provoca un dany en [|‘hostatger. Teoria dany-benefici en la tuberculosi: De la mateixa
manera, una resposta insuficient o excessiva portaria a la malaltia, perd una resposta equilibrada
permetria una convivéncia del bacil i de I'hostatger, i seria el cas de la ITBL, el cas del 90% dels humans

infectats.

En el primer cas, un hostatger que pateixi una immunosupressié no evitara el
creixement del bacil i per tant patira una malaltia disseminada, podent implicar la mort

de I'hostatger. En el segon cas, una resposta immunoldgica moderada, portaria a un
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equilibri entre el M.tuberculosis i I'hostatger. El M.tuberculosis sobreviuria i I'hostatger
no emmalaltiria, només romandria infectat. Seria el cas de la ITBL, i seria la situacié
del 90% de la poblacié infectada. Finalment, en el tercer cas la resposta immunitaria
davant la infeccidé seria molt intensa, produint un dany tissular important, i per tant
simptomatologia. Seria el cas de tuberculosi pulmonar tipica en adults
immunocompetents, amb afectacio a I'apex pulmonar, liqiefaccio i sovint cavitacié de
la lesio (Figura 3). Més enlla de ser una teoria sobre el desenvolupament de la
malaltia, aquesta “Damage theory” té implicacions practiques a I'hora d"afrontar la lluita
contra la tuberculosi, doncs en aquest camp de recerca sha assumit de forma
majoritaria que per evitar la malaltia €s 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 estrategia alternativa seria

modular aquest excés de resposta.

1.4 Aspectes patologics de la tuberculosi

La patologia de la infeccio és la caracteristica més important de la malaltia, ja que
sén les lesions les que provoquen tota la simptomatologia. Es a dir, sense lesions, no

hi ha malaltia.

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

La necrosi caseosa és el procés basic de la malaltia tuberculosa en humans. Es la
necrosi de la lesio inicial, que conté macrofags i neutrdfils, i del teixit pulmonar que
envolta la lesio, i presenta una consisténcia solida, o fins i tot gomosa. Aixd és degut a
que malgrat I"alvéol queda destruit, les fibres elastiques de les parets alveolars i els
Seus vasos sanguinis es mantenen, i son responsables de la duresa i solidesa de la
lesid. La necrosi caseosa és crucial per a I'evolucié de la malaltia, perqué comporta la
mort de la immensa majoria dels bacils de la lesio. Per aixd a les lesions caseoses
recents la carrega bacil-lar és molt alta, perd passat un temps, a les lesions caseoses
antigues, hi ha molts pocs bacils viables.

El comencament 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 inoculaci6é de
I'adjuvant de Freund (mescla d"aigua i olis amb micobacteris), augmenten la formacio
del caseum. | de la mateixa manera, els models animals amb una DTH molt forta
també desenvolupen major caseificacid. Un altre indici de que la DTH és responsable
del caseum, és que alguns malalts de tuberculosi que pateixen SIDA, amb recomptes

baixos de limfocits T CD4+, pateixen una exacerbacié de la tuberculosi quan
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recuperen els recomptes de CD4+, el sindrome inflamatori de reconstitucié
immunologica (IRIS). Ara bé, el Dr. Wilkinson, que ha estudiat I'IRIS amb profunditat,
matitza aquesta hipotesi. LIRIS no estaria associat a un excés de resposta Th1
directament, sindé que hi hauria un desiquilibri de la inflamacié, una “tormenta de
citocines”, especialment quant a “tumor necrosis factor alfa” (TNF-a), intefer6 gamma
(IFN-y) 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 limfocits T citolitics maten els macrofags infectats portant a la
destruccié del teixit que els envolta. L'hostatger destrueix una part del seu teixit per tal
de controlar la multiplicacio del bacil i evitar la disseminacié massiva.

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

1) Organitzacio de la necrosi caseosa: en la majoria de casos (90% dels infectats)
els macrofags activats envolten el centre de la lesio. Els limfocits T reaccionen
als antigens tuberculosos, s‘expandeixen i produeixen IFN-y entre altres
citocines, activant els macrofags locals. Els macrofags fagociten i destrueixen
els bacils que puguin haver escapat del centre necrotic, i la lesid és
encapsulada. Amb el temps, la lesié es fibrosa, es calcifica o fins i tot s‘ossifica.
Amb aquesta evolucidé, no queden bacils viables dins la lesio.

2) No organitzacio: Algunes lesions caseoses poden persistir en el temps sense
encapsular-se o modificar-se de cap altra forma. Serien un pas intermedi entre
les prévies, que resolen la infeccio, i les seguents, que comporten la progressié
de la malaltia.

3) “Softening” (estoament) del caseum o liquefaccié: 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 déna lloc a la
progressio de la infecci6 amb M.tuberculosis a la malaltia tuberculosa. No en
tots els casos, pero si en la majoria, la lesié afecta algun bronqui i llavors es
produeix un buidatge del contingut liqiefet a I"arbre bronquial, pel que es forma
una cavitat al pulmé, i degut a I‘oxigenacié de I'ambient es doéna un gran
creixement bacil-lar extracel-lular. Amb la tos, el caseum liqliefet amb una alta
carrega bacil-lar és expulsat cap a altres zones del pulmd, i també cap a
I'exterior del pacient (esput), de manera que la liqliefaccid i cavitacid del
caseum son responsables de la transmissié de la malaltia.

La lesio cavitada pot resoldre espontaniament, o bé pot portar a la formaci6 de

nous focus d'infeccio, caseificacio i cavitacio, fins a la mort de I'individu si no es

tracta. A I'era preantibidtica (I'estreptomicina va ser el primer antibiotic 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 cronics i un

25% aconseguien superar la malaltia (Grosset 2003).

1.4.2 Liquefaccio versus abscessificacio

Els abscessos son lesions inflamatories que contenen material purulent (neutrofils)
i es formen en resposta dels teixits d'un hostatger a agressions de diversa naturalesa
(bioldgics, quimics o fisics). La formacié dels abscessos s*ha estudiat detalladament
en el model muri dinfeccié per Staphylococcus aureus (S.aureus) (Cheng et al. 2011).
En aquest model, I'abscessificacié es produeix en 4 passos: |) després de la inoculacio
de S.aureus als ratolins, es disseminen pel torrent sanguini en 3h cap als organs
periférics. Els bacils de S.aureus sobreviuen a la sang, i curiosament s"aglutinen en
contacte amb el fibrindbgen o la fibrina de la sang. Il) el segient pas és [infiltracié
massiva de neutrdfils i altres cél-lules inflamatories als llocs dinfeccid, atrets per algun
factor proinflamatori que generen els bacils, Ill) I"abscés madura, de manera que al
centre es situa un nucli de bacils encerclat per una pseudocapsula de fibrina (S.aureus
secreta coagulasa, que en conjunt ambm la protrombina promou la formacié de la
fibrina) envoltat de neutrofils tant vius com necrotics, tot plegat també envoltat d'una
capa de fibrina i dipdsits de matriu extracel-lular. 1V) finalment I"abscés pot trencar-se i
buidar el contingut.

Aixi doncs, la formacio d'un abscés és un procés molt semblant a la formacio de la
necrosi caseosa dels tuberculomes. En tots dos casos hi ha un component inflamatori i
una infiltracié neutrofilica, malgrat que en el cas de |"abcés el procés és molt més rapid
(4 dies en Iabcés, versus diverses setmanes en el cas de la tuberculosi). A més, la
formacio de la lesid tuberculosa també es diferencia de I"abscessificacié per les parets
alveolars, que donen la consisténcia dura que caracteritza la necrosi caseosa, fins que

es degraden ocasionant la liquefaccié o estovament del caseum.

1.4.3 Espectre de lesions pulmonars tuberculoses en humans

Es possible trobar un ventall molt ampli de lesions en les persones infectades amb
M.tuberculosis (Canetti 1955). Aixo és fruit de la reinfeccié endogena, que permet la
coexistencia de lesions en diferents fases d‘evolucié en un mateix pacient (Gil et al.
2010) pero també de les diferents formes de tuberculosi cap on pot evolucionar cada
persona infectada. A la Taula 1 podem veure una classificacié detallada de les lesions
que s'han descrit en humans, en funcid de la mida i les -caracteristiques
histopatologiques. Segons I‘estat del pacient, trobem unes lesions o unes altres:

Quan el TST encara és negatiu, hi ha cél-lules infectades perd encara no

considerem que hi hagi cap lesi6 (0). Es la fase cel-lular de la infeccib.
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Taula 1: : Espectre de lesions en la historia natural de la infeccié de M.tuberculosis en humans

i Mida Dies després . _ Afectacio
Clinica Fase ) .. Necrosi Capsula Caseum Calcificacié Cavitat
(mm) de la infeccio Pleural
TST- 0 0 <11 - - - - - -
| 05 11-21 - - - - +/- -
lla 1-3 28-35 + - - - +- -
LTBI
Ib 1-3 28-35 * + - - +- -
i 5-40 >35 + + + +- - +-
IVa 2125 >35 + + + - - +
Tuberculosi IVb v >21 +- +/- +/- - + -
activa Ve V >35 + - + +/- - -
IVd 0,5-2 ? +- - - - - -

V=variable. Taula adaptada de (Cardona 2014)
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o A partir que el TST és positiu ja podem trobar (1) agrupacions de macrofags i
neutrofils, no estructurats, sense limfocits, de mig mil-limetre, que encara no
sén visibles a la radiografia. (lla) La lesidé tipus | comenga la necrosi, pero
encara fa 1-3mm. (lIb) La lesié tipus | s'encapsula, també fa 1-3mm. (lll) Si la
lesio lla 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.

e En la tuberculosi activa s'han descrit els seglents tipus de lesions, a més de
les anteriors, ordenades de major a menor freqiéncia amb la que es troben:
(IVe) Infiltracié cel-lular del teixit pulmonar, amb necrosi, i d'una extensié
variable, que es pot presentar tant al 16bul superior com al mig o inferior. (IVa)
Cavitat, amb una mida d"almenys 12,5 cm, que és una possible evolucié del
tuberculoma. Sempre es presenta al lobul superior. (IVb) Lesions a la pleura,
que poden presentar més o menys necrosi, caseificacid i encapsulacid, 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 extensio tant al pulmé com a altres organs, i sdn conseqiéncia de la
disseminacié hematogena produida quan s"allibera una gran quantitat de bacils

viables a la circulacid, des dun focus infecciés (Cardona 2014).

1.4.4 Classificacio dels pacients segons la patologia pulmonar

Classicament s'havia associat el tipus de lesions que presentaven els pacients al
moment en que la malaltia es presentava en relacié al moment de la infeccié. La
presentacio tipica, més frequent en adults immunocompetents, amb infiltracié (IVc) i/o
cavitacio (IVa) a I'apex pulmonar, s"associava a la tuberculosi potsprimaria, mentre que
la presentacié atipica, amb limfadenopatia hiliar i afectacié dels Idbuls mitjos o
inferiors, més freqient en nens, s‘havia associat a la tuberculosi primaria. Pero les
dades obtingudes per Jones et al. (Jones et al. 1997) desmenteixen aquesta
associacio, ja que els pacients estudiats presentaven indiferentment la presentacio
tipica o atipica tant si provenien d'un brot de tuberculosi, i per tant patien tuberculosi
primaria, com d‘un cas aillat, i per tant tuberculosi postprimaria. Jones et al., atribuien
la presentacié atipica amb limfadenopatia i afectacié dels I0buls inferiors i mitjos a una
resposta immunitaria ineficag i no pas a una infeccié recent.

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

dependra del grau de resposta immunitaria 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 segients situacions:
a) Pacients amb TST negatiu: o bé no estan infectats, o bé estan en la fase
cel-lular de la infeccio, on encara no considerem que hi hagi lesio (0).
b) A partir de la positivitzacié del TST:

e Pacients amb_immunosupressié: poden presentar tuberculosi miliar

(Ivd), i fins i tot disseminaci6 a altres organs.

e Pacients amb una resposta immunitaria intermitja, perd insuficient:

presentacio atipica o infantil, amb limfadenopatia i infiltracio als lobuls.

e Pacients amb una resposta immunitaria incontrolada: preséncia de

lesions cavitades (IVa).

Pel que fa a la tuberculosi activa, aquestes serien les possibles situacions. Pero
si tenim en compte la ITBL cal afegir la situacié d“aquells paicients amb TST positiu,
que estan infectats perd que no emmalalteixen. Aquests pacients amb ITBL serien
aquells amb la resposta immunitaria més adequada, ja que desenvolupen una
resposta equilibrada, que protegeix de la malaltia: tot i que controla la infeccid, no

causa un gran dany tissular, i aixi evita la cavitacié.

1.5 Models animals de Tuberculosi

Els models animals son 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 espécies si que sén susceptibles a la infeccié accidental o
bé s‘infecten naturalment amb altres micobacteris. Per aquest motiu s'han utilitzat
abastament en I'estudi de la tuberculosi.

La gran dificultat a I'hora de modelar la tuberculosi humana és la gran varietat de
presentacions cliniques, que a més pot ser influenciada per multiples factors tant
ambientals com de I'hostatger (nutricié, edat, tabaquisme, infeccions croniques...), ja
que a lhora dinterpretar els resultats dels experiments desenvolupats en models
animals s‘ha de tenir en compte les diferéncies entre la tuberculosi humana i els seus
models quant a la susceptibilitat, la forma de presentacié o el curs temporal de la
malaltia (Dharmadhikari et al. 2008). La Taula 2 mostra una comparacié entre la
tuberculosi humana i els diferents models animals més utilitzats quant a la presentacio

de lesions, que és I'aspecte més important a tenir en compte.
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Taula 2: Comparacié de I’espectre de lesions dels diferents models animals de Tuberculosi

Fase Ratoli CP Conill PNH Caprins Bovins Porc PeixZ* Humans

0 + + + + + + + + +

| + + + + + + + + +
lla + + + + + + + + +
b - - - - + + + - +
1] - - - - + + + - +
IVa - - +/- +/- + + + - +
IVb + + + + + + + - +
IVc + + + + + + + - +
Ivd + + + + + + + - +

CP: Conill Porqui. PNH: Primats no humans. Peix Z: Peix zebra *lesions no pulmonars
Taula adaptada de (Cardona 2014)

Com s"aprofundira més endavant, entre les espécies més utilitzades hi ha el ratoli,
el conill i el conill porqui. El ratoli és extremadament resistent a la infeccio, en el sentit
que pot conviure amb la infecci6 durant molt de temps. El conill porqui és
extremadament susceptible, i el conill t&€ una susceptibilitat intermitja entre els altres
dos, pero és I'Unic 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 dinfeccio, i sobretot
quin micobacteri s‘Utilitza exactament, doncs entre espécies com és evident, perd
també entre soques, hi ha diferéncies quant a viruléncia, 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 descollir bé el model que
més s"adequi a I'estudi que es vol desenvolupar.

A continuacié s‘exposa un breu resum de les caracteristiques de les diferents

espécies utilitzades, i com s'han emprat en I'estudi de la tuberculosi.

1.5.1 Ratolins

Els ratolins son I'espécie més utilitzada com a model de tuberculosi. En general
son resistents a la infeccid tuberculosa, en comparacié als humans, ja que toleren una
gran carrega bacil-lar als pulmons i altres 0rgans sense mostrar signes de malaltia.

Quan s'infecten, el M.tuberculosis shi replica i la carrega bacil-lar augmenta
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progressivament fins que desenvolupa la resposta Th1. Llavors |I'hostatger controla el
creixement bacil-lar, i comencga la fase cronica de la infeccio (Rhoades et al. 1997,
Orme 2005; Dharmadhikari et al. 2008), fins i tot amb preséncia de bacils no replicatius
segons alguns autors (Wallace 1961; Munoz-Elias et al. 2005). Tot i que sobrevisqui
molt temps a la infeccid, la infiltracid progressiva del pulmé acaba amb la vida de
Ianimal. Les lesions que desenvolupen sén granulomes desorganitzats, amb poca
preséncia de limfocits i sense necrosi caseosa ni encapsulacié. Tot i aixi, donat que
presenten una forta resposta Th1 perd sense destruccié cel-lular, s'ha utilitzat molt en
I'estudi de la immunologia de la tuberculosi (Gil et al. 2010). Un dels models classics
amb el ratoli va ser el model de Cornell, utilitzat com a model de laténcia, on
s‘infectaven els animals i després es tractaven amb agents antimicrobians, de manera
que reduien molt la carrega bacil-lar, tot i que la infeccié 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 quimioterapia actual de la
tuberculosi (Mitchison et al. 2009).

La disponibilitat de moltes soques singéniques i la possibilitat de desenvolupar
models transgénics han ajudat en el descobriment del paper de diferents citocines,
cél-lules o marcadors de superficie en la malaltia, com ara el rol dels limfocits TCD4+
(Caruso et al. 1999). Tot i que la majoria de soques de ratoli sén resistents (Balb/C,
C57BI/6), hi ha determinades soques que son susceptibles a la infeccio: DBA/2, C3H,
CBA, i 129/SvJ. Els ratolins SCID (que no desenvolupen limfocits B ni T) i els Nude
(que no desenvolupen el timus, i per tant tampoc cél-lules T) s'han utilitzat en models
dimmunodeficiéncia. Recentment s'ha desenvolupat un model de tuberculosi amb un
ratoli humanitzat (Calderon et al. 2013) on els ratolins NOD-SCID/y,™" s*han
reconstituit amb limfocits humans. Aquest model és susceptible a la infeccid, i presenta
lesions granulomatoses organitzades, amb necrosi caseosa. Un altre model més
senzill de necrosi caseosa és el ratoli de la soca de C3HeB/FeJ. Aquests ratolins son
molt susceptibles a la infeccié i desenvolupen necrosi caseosa i ligliefaccio. Stha
utilitzat en diversos estudis genétics 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'hipoxia per avaluacié d"antimicrobians (Driver et al. 2012; Harper
et al. 2012; Skerry et al. 2012) o de técniques de bioimatge (Davis et al. 2009).

En definitiva, els diversos models de ratoli existents s‘han utilitzat molt en I'estudi
de la tuberculosi, tot i les diferéncies amb el model huma quant a susceptibilitat i
patologia. Malgrat aquestes desavantatges és un model molt més barat tant pel cost
de I'animal com per la manutencié i les instal-lacions necessaries per un animal tan

petit. També en son grans avantatges la disponibilitat de reactius i de soques, la
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possibilitat de manipular-los genéticament, i el coneixement exhaustiu d"aquest animal,

donat que és I"animal de laboratori més utilitzat en tots els camps.

1.5.2 Conill porqui

El conill porqui o conillet d'indies és una espécie molt susceptible a la infeccio per
M.tuberculosis, ja que amb un baix nombre de bacteris que inhali és suficient per
desenvolupar la malaltia. Potser per aixd0 Robert Koch (Koch 1882) va triar-lo per dur a
terme els experiments que van demostrar I"agent causant de la Tuberculosi, el bacil
Mycobacterium tuberculosis. En aquella época (finals segle XIX) el conill porqui era el
model experimental més utilitzat, i des de llavors ha estat molt rellevant per a I'estudi
de la tuberculosi. Va ser I'espécie d'eleccio 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 transmissié aerdgena de la tuberculosi,
donada la seva susceptibilitat. S'han utilitzat també en [|"avaluacié de vacunes i de
tractaments antituberculosos, per estudiar les relacions hostatger-patogen, i fins i tot
en estudis sobre I'efecte de la deprivacié de la vitamina C en la susceptibilitat a la
tuberculosi, és a dir, sobre com afecta la malnutrici6 a el desenvolupament de la
malaltia, ja que el conill porqui, igual que els humans, necessita aportacié exdogena de
vitamina C. (Gupta et al. 2005; Dharmadhikari et al. 2008)

Després de la infeccid per via aerosol del conill porqui, la carrega bacil-lar al pulmo
augmenta de forma logaritmica durant 2-4 setmanes, i després entra en una fase
estacionaria, tal i com passa en el ratoli, 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 son granulomes ben formats, i fins i tot
presenta necrosi caseosa (McMurray 1994). Perd en ser un animal de mida petita, tot i
que si que presenta una reacci6 fibrotica no és capac d'encapsular externament la
lesi6 com els humans (Gil et al. 2010). Potser per aixd es produeix igualment una
disseminacié hematogena, i la infeccié i la destruccidé del teixit acaba progressant,
provocant la mort de I"animal (Smith et al. 1970; Wiegeshaus et al. 1970; Dannenberg
2006).

Existeixen dues soques “inbred” de conill porqui, pel que es pot utilitzar en
experiments que requereixin hostatgers singénics. Ara bé, en general hi ha una
disponibilitat molt baixa de reactius per estudiar aquest model, i en relacié 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 patogénesi de la tuberculosi en soques de
conills “inbred” susceptibles a la infeccié per M.tuberculosis. Lurie havia creat soques
susceptibles i resistents a la infeccié. Malauradament, la soca susceptible de Lurie es
va perdre, pel que les soques de laboratori disponibles actualment séon més aviat
resistents al M.tuberculosis. Quan s‘infecten amb M.tuberculosis formen cavitats, perd
acaben guarint-les. En canvi son molt més susceptibles a M.bovis, i desenvolupen la
malaltia de forma molt més semblant a humans que no pas els conillets d'indies, 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
formacio de cavitats en els conills (Maeda et al. 1977; Yamamura et al. 1986). Degut a
aquesta habilitat per desenvolupar cavitats, sén un bon model per estudiar la
progressié de la malaltia, perd també una model molt adequat per estudiar la
transmissibilitat de la tuberculosi. D'una banda, perqué les cavitats contenen una gran
carrega bacil-lar (10® Colony Forming Units (CFUs)) que comunica amb [‘arbre
bronquial, i de I"altra, la capacitat de contagi d'un malalt es correlaciona positivament
amb la positivitat del cultiu de I'esput (Dharmadhikari et al. 2008). En aquest model
també es va confirmar que les cavitats es desenvolupen preferentment en els [0buls
apicals, mitjangant experiments en que es mantenien els conills en posicio vertical amb
arnesos, i s‘observava com les cavitats es formaven els lobuls superiors enlloc de la
localitzacié habitual a la part posterior dels pulmons en contacte amb I‘esquena
(Medlar et al. 1936).

Els conills també sén un model de ITBL, donada la seva resisténcia a
M.tuberculosis, ja que els conills normalment aconsegueixen controlar el creixement
bacil-lar amb el seu sistema immunitari. A diferéncia dels humans, perd, no poden
reactivar la tuberculosi de forma espontania, excepte en condicions experimentals
dimmunosupressié, i tampoc poden encapsular externament les lesions
(Dharmadhikari et al. 2008).

Linconvenient principal d'aquest animal com a model de tuberculosi és el seu cost,
tant de manutencié com d'instal-lacions, i la manca de reactius especifics per a

aquesta espécie.

1.5.4 Primats no humans

Les espécies de primat més utilitzades per modelitzar la tuberculosi humana sén el

macacs Cynomolgus (Macacca fascicularis) i Rhesus (Macacca mulatta). Sthan utilitzat
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tant la via dnhalacié d“aerosols com la infeccid intratraqueal en aquests models, i
diferents soques de M.tuberculosis, a més de la infecci6 amb BCG, sobretot en el
macac Rhesus.

El macac Cynomolgus replica amb éxit la infecci6 humana, en el sentit que
despres de la infeccid amb aerosols a baixa dosi (25 CFU) presenta infeccio latent i
reactivacio com els humans. Segons revisen Kaushal et al. (Kaushal et al. 2012), en
aquest model s'han reproduit tots els tipus de lesions: la lesié granulomatosa solida, la
lesi6 amb necrosi caseosa, en tots els casos, i fins i tot en casos aillats la
mineralitzacio, la cavitacié o la fibrosi de les lesions. Ara bé, en ser una espécie de
mida petita, tampoc pot presentar I'encapsulacié externa com els humans. Es
remarcable també, que tots els animals s‘infecten perd més dun 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 poblacié desenvolupa infeccid latent i Ialtra
acaba desenvolupant la malaltia, la contrapartida és la reproductibilitat. Es pot
considerar que no és un model predictible, en comparacié 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 avaluacié de candidats de vacunes
(Langermans et al. 2005), per a I'estudi del paper del TNF-a (Green et al. 2010; Lin et
al. 2010) o de les cél-lules T reguladores (Treg) (Green et al. 2010) en el control de la
ITBL, i també s'ha utilitzat com a model de coinfeccié VIH/tuberculosi.

Els macacs Rhesus presenten un desenvolupament de la infeccio similar als dels
macacs Cynomolgus. No obstant aix0, segons alguns autors el macac Rhesus és molt
més susceptible a la infeccié que el Cynomolgus, i aixi ho demostra el fet la BCG no
confereix proteccid a aquesta espécie, mentre que si 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 si que va protegir el macac Rhesus
(Verreck et al. 2009). La divergencia de resultats podria ser deguda a que Verreck et
al. van utilitzar BCGs modificades que expressaven antigen 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 limfocits TCD8+ (Chen et al. 2009)
o les Th17 (Yao et al. 2010) en el control de la infeccié tuberculosa, s'ha utilitzat en
fases precliniques finals d“avaluacié de vacunes, i per estudiar lesions hipoxiques (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 solides, necrosi caseosa i cavitacid. Tot i que com el macac,
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presenta fibrosi dins la lesid, en ser un animal de mida petita, tampoc no presenta
encapsulacio externa (Via et al. 2013)

Aixi, els avantatges més destacables d‘aquests models amb primats soén I'ampli
espectre de lesions que potencialment poden presentar tot i que no de manera
reproduible, la gran similitud genética amb els humans, i en el cas dels macacs, també
la possibilitat de realitzar estudis de coinfeccié amb VIH, (Diedrich et al. 2010), i una
gran disponibilitat de reactius, ja que a banda dels que son especifics de I'espécie,
també cal afegir aquells que presenten reaccié creuada entre humans i macacs. La
principal desavantatge daquests models és el cost de Ianimal, aixi com de
I"estabulacié en el cas dels macacs. | jo també afegiria com a apreciacié personal, que
és un model amb menor acceptacié social respecte altres espécies menys properes a

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

15,5 Grans animals. Importancia de la mida del pulmé

La infecciéo de M.bovis en el bestiar bovi és un model natural de tuberculosi donat
que la tuberculosi bovina reprodueix un patré de lesions molt similar a la tuberculosi
humana. A més el control de la infeccié i la resposta immunologica 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 informacié sobre la
tuberculosi humana. Tal com revisen Ray Waters et al (Waters et al. 2014), des de
Iinici de la historia 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 I‘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 diagnostic més recents, com els métodes de diagnostic basats en
determinacio de I'IFN-y produit per les cél-lules de la sang, els anomenats “T-cell
interferon-gamma release assays” (TIGRAs), que es van desenvolupar inicialment per
al diagnostic de la tuberculosi bovina (Vordermeier et al. 1999).

A més de l'estudi de la infeccié natural, també s‘han desenvolupat models
experimentals mitjancant la infeccié de bestiar bovi amb M.bovis que han contribuit de
forma extensa al coneixement de la resposta immunitaria a la tuberculosi (revisat a
(Waters et al. 2014)), i s'han utilitzat per a Iavaluacié de vacunes (Skinner et al. 2003;
Wedlock et al. 2003; Skinner et al. 2005; Vordermeier et al. 2009).

Altres mamifers domeéstics 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 mamifers doméstics i salvatges (Broughan et al. 2013). J.Sanchez et al.
van utilitzar la infeccié natural de les cabres amb M.bovis i M.caprae per estudiar la
formacié de les lesions cavitades (Sanchez et al. 2011). A més de I'estudi de la
infeccid natural, també s'han desenvolupat models experimentals amb aquestes
espécies. 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 preséncia de
macrofags escumosos, i intensa fibrosi de les lesions (Gonzalez-Juarrero et al. 2013).
Aixi doncs, les cabres, com les vaques, presenten una patologia molt similar a la de la
tuberculosi humana.

Els porcs també s'han utilitzat en Iestudi de la tuberculosi. Bolin et al. van
desenvolupar un model de tuberculosi infectant porcs convencionals amb BCG. Van
reproduir un ampli espectre de lesions, en funcié de la dosi i la via utilitzada, incloent
grans lesions liquefetes (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, perd en canvi va resultar ser un model excel-lent de ITBL.
L'estudi histométric i histopatologic de les lesions va evidenciar la rellevancia de
I'encapsulacio externa de les lesions per al control de la infeccié. 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.
Lestudi 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 pressié que fa el granuloma en créixer. De manera que el motiu pel qual
els models de petita mida no presenten encapsulacié 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 I'estudi de la formacié dels granulomes, i per
identificar factors genétics de susceptibilitat. Pel que fa a I'estudi de la formaci6 de

granulomes, si bé els peixos ni tan sols tenen pulmons, aquest model ofereix
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'avantatge que les larves sén transparents i permeten un seguiment in vivo dels
granulomes, amb observacio directa. Pel que fa als estudis genétics han tingut molt
exit doncs les troballes en el peix zebra han correlacionat amb la clinica de pacients
humans (Tobin et al. 2010; Tobin et al. 2012).

1.6 La resposta immunitaria 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 infeccid i la
conversié del TST (Parrish et al. 1998). Aixd0 és degut a que la resposta innata
aconsegueix evitar la infeccié en aquests casos, a través de diversos mecanismes.

Quan el bacil de M.tuberculosis entra a lalvéol pulmonar, rep el primer atac
defensiu de I'hostatger: el surfactant pulmonar. Els enzims que conté aquest fluid
destrueixen la paret bacil-lar fins a un 80%, atacant aixi una de les barreres naturals
de proteccio del bacil (Arcos et al. 2011; Cardona 2012)). A banda d"aquesta barrera
fisico-quimica, el M.tuberculosis també s'ha d'enfrontar amb péptids antimicrobians
secretats pels macrofags i neutrofils de I'hostatger, com ara les defensines i
catelicidines. De fet, la Vitamina D té un paper en la produccio d‘aquestes substancies
(Liu et al. 2007), i la manca de vitamina D esta relacionada amb una major incidéncia
no només de tuberculosi, sind6 també d“altres malalties del tracte respiratori. Aixo
explica que a l'era preantibiotica recomanessin als malalts de tuberculosi que paressin
el sol, doncs I'exposicié als seus rajos assegurava uns nivells optims de vitamina D,
enfortint la resposta innata (Martineau 2012).

El macrofag alveolar fagocita el bacil, i aquest es multiplica dins el fagosoma. A
I'inici de la infeccié el macrofag alveolar no és capag de destruir el bacil, doncs una
série de mecanismes del bacil impedeixen que el fagosoma maduri correctament (Xu
et al. 2007a), impedint la unié del fagosoma al lisosoma (Gordon et al. 1980) i
I'acidificacié del fagosoma (Sturgill-Koszycki et al. 1994). De manera que fins que el
macrofag no és activat per la resposta adquirida, no és efica¢ a I'hora d'eliminar el
bacil, i ben al contrari, permet la replicacié d"aquest. Perd un cop s‘activen en resposta
al TNF-a i a I'lFN-y els macrdfags sén més capacos de matar els bacils fagocitats

mitjangant la produccié de reactius d‘oxigen i de nitrogen (ROls i RNIs).

1.6.1.1 Neutrofils i tuberculosi

Dins I'estudi de la resposta immunitaria de I'hostatger en la infeccié tuberculosa,

els neutrofils sén un tipus cel-lular poc estudiat, en comparacio a altres tipus cel-lulars
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com el macrofag o els limfocits. A més els resultats en aquests estudis son
contradictoris, doncs alguns els atorguen un rol protector, i d“altres un rol perjudicial en
la infeccid. Les seves caracteristiques intrinseques (temps de vida molt curt i facil
activacio) 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 neutrofil en la

tuberculosi segons la revisio bibliografica exposada a continuacio.

Neutrofils: protectors o perjudicials?

Els neutrdfils sén el tipus cel-lular infectat predominant en pacients amb tuberculosi
activa, segons un estudi on es van analitzar macrofags, neutrofils i limfocits de fluid del
rentat broncoalveolar (BAL), esput i contingut de cavitats tuberculoses, i el seu paper
seria perjudicial per a I'hostatger, facilitant una localitzacié al bacil per replicar-se
rapidament (Eum et al. 2010). Els articles publicats coincideixen en que els neutrofils
son reclutats al lloc dinfeccio en 24 hores i un cop alla sén capacos de fagocitar bacils,
directament o mitjangant la opsonitzacio, i secretar citocines, tal i com revisa Lowe
(Lowe et al. 2012). Martineu et al. (Martineau et al. 2007a) van demostrar que els
neutrofils protegien de la infeccid mitjangant la secrecié de péptids 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 neutrdfils apoptosats per part de les DCs indueix la seva
migracié 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 infeccio si que tenen un paper protector. Contrariament, altres estudis posen de
manifest un paper perjudicial dels neutrdfils. En diversos estudis comparatius de
soques susceptibles i resistents de ratoli es va veure que la sobreexpressié de LIX
(CXCLYS) (Keller et al. 2006) i un reclutament accelerat i massiu de neutrofils 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 prevalenca, com a Sud-africa, pais amb alta
prevalenca de tuberculosi. Berry et al. van veure que en la tuberculosi activa s‘induien
una série de gens implicats en la via de senyalitzaci6 dels interferons tant tipus | com
tipus I, i que s‘expressaven principalment en neutrofils, i no pas en limfocits T com
s'‘esperava, pel que interpretaven que una sobreactivacid dels neutrofils pels
interferons pot contribuir a la patogénesi 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 neutrofilia és un indicador de mal prondstic.

27



Tuberculosi pulmonar: com evitar el pas de granuloma a cavitat

Destrucci6 dels bacils

La capacitat dels neutrofils per matar els bacils és controvertida. Dels estudis amb
M.tuberculosis virulent, tant n‘hi ha que aconsegueixen veure efecte bactericida o
bacteriostatic 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 neutrofils podrien
destruir els bacils intracel-lularment, o bé extracel-lularment, en ambdos casos
mitjangant la secrecio substancies antimicrobianes com les catelicidines, la lipocalina-2
(Martineau et al. 2007a) o els HNPs (péptids neutrofilics humans), un altre tipus de
defensines (Fu 2003).

Neutrofils i macrofags

A més dels efectes directes sobre els bacils, els neutrofils podrien incrementar
I"eliminacié d"aquests a través de la cooperacié amb els macrofags. Els neutrofils
reclutats, que ingereixen bacils, tenen poc temps de vida, i quan moren atrauen
monocits de la sang i macrofags, que els fagociten. En aquest procés podrien ingerir
els granuls amb defensines, que podrien contribuir a matar el bacil (Sharma et al.
2000; Tan et al. 2006). Les citocines secretades tant per neutrofils com macrofags
poden dur a una major acumulacié i activacié d'aquestes cél-lules (Appelberg 1992;
Sawant et al. 2007), o bé pot dur a un ambient antiinflamatori. De fet s‘han descrit els
neutrdfils supressors, que produeixen IL-10 i podrien limitar la inflamacio tot i que en
excés impedirien una resposta adequada dels macrofags (Zhang et al. 2009; Dorhoi et
al. 2010).

Mort cel-lular

El tipus de mort cel-lular del neutrofil també pot influenciar en el desenvolupament
de la malaltia. L"apoptosi s'ha considerat un procés antiinflamatori, que indueix TGF-B i
PGE,, i inhibeix la produccié de IL-6, IL-8, IL-12 i TNF-a en el macrofag que fagocita la
cel-lula apoptotica (Krysko et al. 2006). La necrosi dels neutrofils, en canvi, s'ha
considerat un mecanisme que porta la inflamacié. Models in vitro suggereixen que
I"apoptosi dels macrofags esta relacionada amb el control de la infeccio, mentre que la
necrosi no (Molloy et al. 1994), i a més la necrosi pot impedir la presentaci6 d‘antigens
micobacterians (Aleman et al. 2007). Lowe proposa que si el bacil fagocitat és viable la
necrosi i una resposta proinflamatoria poden ser beneficioses, mentre que si el bacils
ja estan morts, una resposta antiinflamatoria pot ser més convenient (Lowe et al.
2012).

28



Rol dels Neutrofils en la infeccio per Mtb

Disseminacid del

LiX
:‘3 Reclutament al
L7 | focus d'infeccié
TNFa -~ |
| (tipus cel-lular
Sobreactivacia | predominant)
dels IFN-1 s
Profinflamataries:
Reclutament de newtrdfils,
maonacits | Kmfdcits.
 Activacid dels limfocits
- B
it-10:
Jeinflamacid

Secrecio de

bacils de Mth
Produccid ols granuls i
secrecio extracel-lular:
Internalitzacio dels Destruccié de - Péptids NH
bacils de AMtb B bacils de Mtb = | - Cotelicidines
J 2 - Lipoacling 2
Els MFs fagociten
Mort del neutrofil els granuls
(infectat o no) e enzimatics:
activacid dels MFs
" =
NETosi Mecrosi Apoptosi
L y A
: T Inflamocid TGFb, IL10.
:;nﬂan?u:rd oL Presentacid Inhibicic MFs
elimincid ; acid de
dels bacils cantipen Reguioc
la resposta

Figura 4: Rol dels neutrofils en la infeccio per M.tuberculosis. MFs: macrofags. Mtb: M.tuberculosis



Tuberculosi pulmonar: com evitar el pas de granuloma a cavitat

Una altre fenomen que s'ha estudiat referent a la mort dels neutrdfils és la
formacié de neutrophilic extracellular traps (NETs). Les NETs son estructures
extracel-lulars formades per cromatina, que contenen adherides proteines provinents
dels granuls dels neutrofils i son capaces de matar microorganismes
extracel-lularment. Es formarien quan els neutrofils s"activen per I'estimul de citocines
0 bacteris, i comencen el programa de mort cel-lular que els duu a la formacio
d'aquestes estructures. Quan s"activa el programa, (1) els neutrofils comencen formant
reactius d'oxigen, (Il) la membrana nuclear es desintegra i també es desintegren els
granuls, (Ill) el nucli es desempaqueta i el material nuclear omple tota la cél-lula,
barrejant-se amb les proteines dels granuls, (V) s"acaba de perdre la integritat dels
granuls i la membrana nuclear, i finalment la cél-lula allibera tot el contingut, les NETs
(Brinkmann et al. 2007). Les NETs s‘han associat a dany tissular al pulmé en altres
malalties (Ermert et al. 2009; Narasaraju et al. 2011; Caudrillier et al. 2012). En
tuberculosi s'han observat aquestes estructures, perd s'ha vist que tot i que sén
capaces d“atrapar M.tuberculosis, no son capaces de matar-lo (Ramos-Kichik et al.
2009).

Neutrofils i resposta immunitaria adquirida

Els neutrofils també influencien en el desenvolupament de la resposta immunitaria
adquirida, ja sigui mitjangant |"atraccié de limfocits T a través de la secrecido de
citocines i quimiocines que afectin el comportament dels limfocits (Petrofsky et al.
1999; Seiler et al. 2003; Mantovani et al. 2011), o modulant la resposta de les cél-lules
dendritiques (Morel et al. 2008). De fet la deplecié dels neutrdfils en un model de ratoli
va reduir la migracioé de cél-lules dendritiques als limfonodes i va retardar la resposta
de les cél-lules T (Blomgran et al. 2011). D"altra banda la resposta adquirida també
influeix en la resposta dels neutrofils: segons un estudi realitzat in vivo en un model
muri, I'IFN-y inhibeix la produccié dIL-17 i I"acumulacié de neutrdfils als pulmons, i és
necessari per suprimir la inflamacié excessiva (Nandi et al. 2011). Per aix0 podria ser

que la neutrofilia exagerada fos consequéncia d‘una resposta Th1 inadequada.

En definitiva, els neutrofils a Iinici de la infeccié podrien tenir un rol protector, tot i
que també podria ser que contribuissin a la disseminacié dels bacils. Perd el que
sembla bastant clar és que en una fase més avangada els neutrofils s‘associen amb
severitat de la malaltia, i podrien tenir un paper en el desenvolupament de la resposta
immunitaria adquirida, que determinaria el control o bé la progressio de la malaltia
(Lowe et al. 2012).
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1.6.1.2 Mediadors moleculars de la resposta immunitaria

Les cél-lules de la immunitat innata reconeixen lligands del M.tuberculosis
mitjangcant un conjunt de “Pattern Recognition Receptors” (PRRs) de diversos tipus,
induint aixi I'expressio dels gens implicats en la primera resposta immunitaria,
principalment citocines com ara IL-1b, TNF-a i IL-6. Aquestes citocines promouen
[“activacié dels macrofags (Kishimoto 2005). La IL-1b també és quimiotactica pel
limfocits T i estimula la seva proliferacio, i la produccié dIFN-y controla [inici de la
formacié del granuloma, i també estimula la creacid i reclutament de neutrofils.
(Hunninghake et al. 1987; Sugawara et al. 2001; Oliveira et al. 2008; Ueda et al. 2009).
La importancia del TNF-a en la resposta a M.tuberculosis queda demostrada en
humans també, doncs els pacients amb ITBL que reben anti-TNF pel tractament de
[“artritis reumatoide o la malaltia de Crohn incrementen la possibilitat de reactivacio de
la tuberculosi (Keane et al. 2001; Harris et al. 2010). EI TNF-a, a més d"activar els
macrofags, és imprescindible per la organitzacioé 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 aixi, doncs tant en pacients tractats amb
anti-TNF (lliopoulos 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. Aixi doncs, segons aquests estudis el
paper del TNF-a consistiria en estimular I'eliminacio intracel-lular del M.tuberculosis, i
no pas la formacié del granuloma, si bé el TNF-a si que seria important per al
manteniment del granuloma (Clay et al. 2008). La IL-6 modula la resposta de les
cél-lules T, i estimula la mielopoesi (Liu et al. 1997; Kishimoto 2005; Walker et al.
2008; Lyadova 2012).

Les quimiocines son secretades pels macrofags, neutrofils, limfocits T, cél-lules
endotelials i altres cél-lules locals. La CXCL10 i la CXCL9 es produeixen en resposta a
I'1FN-vy i atrauen els limfocits T i els monocits. En canvi les CXCL8 (IL-8), CXCL2 (MIP-
2) i CXCL1 (KC) atrauen més aviat granuldcits, i son responsables de I"acumulacio de
neutrofils en la fase avangada de la tuberculosi (Rhoades et al. 1995; Sasindran et al.
2011). CXCR2 és el receptor quimiotactic present en els neutrofils, que reconeix tant
CXCL1 (KC), CXCL2 (MIP-2) com CXCL5 (LIX). Tant CXCL5 com CXCR2
contribueixen també a la infiltracié neutrofilica, ja que es troben sobreregulats just
després de la infecci6 amb M.tuberculosis (Keller et al. 2006; Kang et al. 2011; Slight
et al. 2013), i en un model d'infecci6 amb aerosol de M.tuberculosis es va veure que
els dos eren necessaris pel reclutament de neutrofils (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 cinética sha descobert que no és aixi: estan subjectes a una
regulacié temporal i espaial, de manera que cadascuna té el seu paper especific. En la
tuberculosi, la CXCL5 és secretada per les epitelials del pulmé (Nouailles et al. 2014),
la CXCL1 i la CXCL2 atrauen els neutro&fils i sén secretades pels macrofags i neutrofils.
La CXCL1 també és secretada pels pneumocits, i la CXCL15 és secretada només per
cél-lules epitelials dels bronquis (Cai et al. 2010; Bhatia et al. 2012; Lyadova 2012;
Dorhoi et al. 2014).

Els eicosanoids s6n molécules bioactives produides per cél-lules presentadores
d'antigen i tenen un paper important en la polaritzacié de la resposta immunitaria
(Harizi et al. 2003; Divangahi et al. 2010). El seu precursor és I'acid araquidonic, que
per I‘accié de diversos enzims es metabolitza en els diferents eicosanoids. L"accié de
les ciclooxigenases (COX) 1 i 2 el metabolitza en prostaglandines i tromboxa, "acci
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 PGE,, doncs
ratolins deficients per al seu receptor EP,, tenien major susceptibilitat al
M.tuberculosis, una resposta T reduida i un increment de Tregs (Kaul et al. 2012).
Altres estudis també indiquen un rol protector per a la PGE,, i un rol oposat per a la
LXA,4. Mentre la primera promou la resolucié de la inflamacié protegint els macrofags
de la necrosi, la LXA, induiria la necrosi d"aquests mitjangant 'inhibicié de la sintesi de
PGE, (Chen et al. 2008; Divangahi et al. 2009). A més, no sols inhibiria I"apoptosi sin6
que també interferiria en la presentacid d‘antigens per part de les cél-lules
dendritiques, retardant la resposta de les ceél-lules T, doncs I"apoptosi, en condicions
inflamatories, millora la presentacié d“antigen (Divangahi et al. 2010). Curiosament,
aquests eicosanoids relacionats amb ["apoptosi shan estudiat en humans com a
biomarcadors del prondstic de la malaltia, i contrasten amb aquests estudis
mencionats. En contactes de pacients de tuberculosi, nivells alts de PGE, i baixos de
lipoxines s'han associat a major probabilitat de desenvolupar tuberculosi activa (Shu et
al. 2013). De fet, les lipoxines, com la LXA; son eicosanoids amb activitat
antiinflamatoria en alguns desordres inflamatoris. Segons un altre estudi la LXA,
estimula la fagocitosi dels neutrdfils, a través d‘un péptid agonista dels receptors de
LXA, i en associacié a un increment de TGF-3, tant in vitro com in vivo, en un model
dinflamacié aguda (Mitchell et al. 2002). La LXA, també regula el reclutament dels
neutrofils mitjangant I'inhibicié de TNF-a, IL-1b i CXCL2 (MIP-2) (Hachicha et al. 1999).
Aquests estudis indicarien un rol proresolutiu de la inflamacié, i per tant protector
d'aquesta lipoxina, en contraposicio als anteriors. Els estudis dun altre grup també
destaquen el paper antiinflamatori de la LXA4 en el desenvolupament de la tuberculosi.

Tobin et al van trobar que la modulacié del gen Itadh, que codifica per una hidrolasa
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que controla el balang entre eicosanoids proinflamatoris (LTB,) i antiinflamatoris
(LXA4), podia determinar dues vies de susceptibilitat a M.tuberculosis associades a
una desregulacié dels nivells de TNF-a: |) si la balanga es decanta cap al LTB, es
sobreregula el TNF-qa, disparant la inflamacid, i Il) si I'excés és de LXA, el TNF-a . és
insuficient i la resposta immunitaria també és inadequada. Els estudis es van realitzar
en el model del peix zebra, perd en humans es va trobar un polimorfisme en el
promotor d“aquest gen, que esta associat a susceptibilitat a M.tuberculosis (Tobin et al.
2010; Tobin et al. 2012).

Un altre grup de molécules serien aquelles responsables de [Pactivitat
bactericida. Els macrofags activats per IFN-y i els neutrdfils poden destruir bacils
mitjangant els intermediaris d'oxigen o nitrogen reactiu (ROl o RNI respectivament),
defensines, catelicidina i proteases, que poden utilitzar intracel-lularment, als
fagosomes, o bé secretar extracel-lularment, contribuint a la inflamacié del focus
infecciés (Flynn et al. 2001; van Crevel et al. 2002; Rivas-Santiago et al. 2008;
Lyadova 2012).

Lipids de membrana

Corticosieroids Fosfolipasa A, AINES
Acid araquidonic =
pees S-LOX P COKIiCON
LTA, 15-L0X | Endoperoxids
LTAH - PGE,S &
nhibidar ds
LTB, LXA, = » PGE, Tromboxa
+ . + = |+
TNF Fagocitos dels Necrosi  Apoptosi

meutrbfils morts

Figura 5: Sintesi i acci6 dels eicosanoids rellevants en la resposta a M.tuberculosis. Esquema
adaptat de (Trevor et al. 2010). En I'esquema es mostra la sintesi dels eicosanoids rellevants per a
aquest treball, aixi com alguns dels seus efectes, i nous farmacs 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 cél-lules dendritiques
presenten els antigens de M.tuberculosis als limfonodes, els limfocits T CD4+ s"activen
i s'inicia una resposta de tipus Th1. Quan els limfocits sén atrets al lloc d'infeccié
incrementen la produccio de quimiocines i citocines efectores: augmenten |"atraccié de

cél-lules inflamatories i promouen la formacié del granuloma.

Limfonode
regional
l-\ N presentacié
(oc { ¢7) dantigen Participacio
S\ de Mtb > daltres
{25 cél-lules:
v NK
Vo O T CD8+
Th2 A4~ ) Proliferaci i Tyd
(YA especialitzacié del
AR, { ) ) limfocit T helper
( GATA3 / A=
‘ RS g
TGFp Th1
Resposta
humoral lL12p35
Treg
IL23
Thi7 - | IFNy
IFNy TNFa
Y
lc::“ ‘ — Activacié dels macrofags
] Formacié del granuloma
IL17, 1L21, IL22
Regulacié de Y
la resposta

Reclutament de neutrofils
Formacié del granuloma?

Figura 6: Esquema de la resposta immunitaria adquirida enfront M.tuberculosis. Quan els bacils
son drenats al limfonode regional les cél-lules dendritiques (DC) presenten I“antigen als limfocits T (LT), i
s‘activa la resposta immunitaria adquirida. Els limfocits proliferen i es poden especialitzar en diferents
subtipus segons I"ambient citocinic.

La produccié d1FN-y i TNF-a activa els macrofags, incrementant la seva capacitat
de destruir els bacils fagocitats. D"altres subtipus cel-lulars també contribueixen a la
resposta immunitaria cap a M.tuberculosis: les cél-lules T CD8+, que produeixen IFN-y
i mostren un efecte citotoxic cap a les cél-lules infectades (Lalvani et al. 1998), les

cél-lules Th17 que promouen la resposta Th1 i el reclutament de neutrdfils (Khader et
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al. 2008), els neutrdfils que fagociten bacils i podrien tenir un efecte bactericida directa
o indirectament, els limfocits B que podrien regular la resposta immunitaria (Ulrichs et
al. 2004), i d"altres com les Natural killer (NK), els limfocits T no convencionals i les
cél-lules T reguladores, també s'han estudiat en la resposta immunitaria de la
tuberculosi. A la Figura 6 es presenta un resum de la resposta adquirida en la
tuberculosi, segons la revisid bibliografica exposada a continuacié, pel que fa als

aspectes més rellevants per a I'estudi realitzat en aquesta tesi.

1.6.2.1 Th17iTB

L'especialitzacié de les cél-lules dels sistema immunitari en diferents subtipus és
un mecanisme de regulacié de la resposta immunitaria. Aquest fenomen és molt clar
en el cas dels limfocits T CD4+, que poden secretar diferents citocines per portar a
terme diferents funcions. Aixi, els Th1 secreten IFN-y per activar els macrofags, 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 cél-lules que responen a la IL-17 sén diverses: limfocits, macrofags, neutrofils,
epitelials, queratinocits i fibroblasts (Yao et al. 1995; Lin et al. 2009). La resposta de
les cel-lules a IL-17 consisteix en la induccio de la secreci6é de citocines i quimiocines
inflamatories, aixi com de substancies antimicrobianes com les defensines, i també la
induccié de la granulopoesis i el reclutament de neutrdfils (Ouyang et al. 2008). Tot i
que les cél-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 autoimmunitaries 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 conéixer el rol
de la resposta Th17 en la malaltia, tal i com revisen Torrado i Cooper (Torrado et al.
2010).

Les cél-lules Th17 es generen als limfonodes on es drena M.tuberculosis, de la
mateixa manera que els limfocits Th1, i és després que migren al pulmoé a fer la seva
funcié efectora (Cooper 2009). Les citocines que indueixen la seva formaci6 soén la
combinacio de IL-6 o IL-21 amb nivells baixos de TGF-B. El TNF-a i la IL-1b poden
actuar també com a cofactors. Aquestes citocines indueixen I'expressié de ROR-yt via
STAT-3 en els limfocits activats, i aixd acaba en I'expressio del receptor de la IL-23 a
la membrana, que és el que estabilitza la funcié de la cél-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. Aixi doncs, els nivells d"aquestes citocines tant al limfonode com al
pulmé sén claus pel balang entre Th1 i Th17. La secrecié de la subunitat IL12p40
sestimula quan els antigens de M.tuberculosis s‘uneixen als PRR de les cél-lules
dendritiques, que son les iniciadores de la resposta, perd el balang entre Th1 i Th17
depén 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 qué depén aquest balang, perd
Torrado i Cooper proposen que es deuria a les citocines TGF-B, 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'infeccié de ratolins amb aerosol la IL-23 i la
IL-17 van resultar prescindibles pel control de la infeccié (Khader J immunol 2005), en
un model de ratolins transgeénics 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 formacié del granuloma, tal i com també indica un altre estudi, on
[‘acumulacié de neutrdfils millora la formacié 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) perd aixd 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 I"atraccié excessiva de neutrofils. A més, I'exposicio dels neutrdfils a
IL-17 i IL-23 els pot allargar la supervivéncia i canviar el seu fenotip, tot plegat resultant
en més inflamacio i immunopatologia (Zelante et al. 2007). Aixi ho indica també un
estudi on es va reforcar la resposta Th17 mitjangant la immunitzacié repetida amb
BCG, resultant en major secrecié de citocines i quimiocines inflamatories com CXCL2
(MIP-2), TNF-a i IL-6, major atraccié de neutrdfils cap als pulmons, i per tant, molt més
dany tissular i patologia. També en aquest estudi es va veure que la produccié de
cél-lules Th17 no es devia només a la diferenciacié al limfonode, sind que també hi
havia diferenciacié de Th17 localment, segurament degut a la produccié de IL-23 (Cruz
et al. 2010).

Regulacié de la resposta Th17

La regulacio 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, ITFN-y hi pot tenir un paper important.
Els ratolins deficients per IFN-y mostren una major acumulacié de cél-lules T efectores

activades i neutrofils a les lesions granulomatoses davant la infeccié amb BCG, pero
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també un major nombre de cél-lules T productores d1L-17. No obstant aixd, aquestes
cél-lules no controlen el creixement bacil-lar i el teixit pulmonar es veu danyat per
aquesta resposta. De manera que I'IFN-y limita la produccié de cél-lules productores
d'L-17 (Cruz et al. 2006). En un estudi amb M.tuberculosis, també IIFN-y va inhibir la
produccié d'IL-17 per part de les cél-lules T CD4+, resultant en una menor acumulacio
de neutrofils, menor inflamacio al pulmao i millora de la malaltia (Nandi et al. 2011).

Curiosament, en un model de ratoli s'han descrit neutrofils que secreten IL-10 per
estimulacié de les ceél-lules dendritiues infectades, que controlarien la resposta
excessiva de Th17, sense alterar la resposta Th1. Tot i que el model estudiat és molt
artificial, amb limfocits T transgénics amb el receptor de TCR restringit a ovoalbumina
(OVA), I'experiment és molt interessant i demostra com pot ser de complicada la
regulacié de la resposta immunitaria, i com és dificil simplificar, doncs poden haver-hi
multiples vies de regulacié (Doz et al. 2013).

Les Treg també tenen un paper molt rellevant en la regulacié de la resposta

d’aquest tipus cel-lular, tal i com s’exposara més endavant.

1.6.2.2 Cél-lules Tregi TB

Durant les infeccions, el control de la inflamacidé és necessari per evitar el dany
produit per la mateixa resposta immunitaria. Tot i que les cél-lules T CD4+ son
imprescindibles per al control de la tuberculosi, una produccié incontrolada de TNF-q i
IFN-y seria perjudicial per a I'hostatger (O'Garra et al. 2013), i sobretot un excés de
resposta Th17, pel que hi ha diversos mecanismes, incloent aquells mediats per
cél-lules Treg i per la IL-10, per regular la resposta immunitaria a M.tuberculosis. Tot i
aixi, també s'ha proposat que les Tregs generades durant una infeccid no només soén
beneficioses per I'hostatger, sind també per a |"agent infeccids, que troba en les Treg

una forma d'eludir el sistema immunitari (Mills 2004).

Funcio de les Treg

Les cél-lules Treg naturals (nTreg) sén indispensables pel manteniment de la
tolerancia als autoantigens i 'homeostasi del sistema immunitari, i es desenvolupen al
timus des del naixement (Sakaguchi 2004). Tot i que no es coneix ben bé la seva
funcio, si que s'ha vist que tenen diferents mecanismes de supressio: contacte directe
cél-lula-cél-lula, produccioé de mediadors solubles (Dieckmann et al. 2002; Longhi et al.
2006; Collison et al. 2007), i activitat a través de cél-lules intermediaries (Lu et al.
2006; Ly et al. 2006). In vitro s'ha demostrat que inhibeixen la proliferacié i produccio
de citocines dels limfocits T CD4+ (Thornton et al. 1998; Baecher-Allan et al. 2001;

Dieckmann et al. 2001; Jonuleit et al. 2001) i la resposta dels limfocits T CD8+, els
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monocits o les cél-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
tolerancia als autoantigens (Baecher-Allan et al. 2006) sin6 també en el control de
malalties al-lérgiques, la tolerancia gastrointestinal (Izcue et al. 2006) o la tolerancia de

la mare als antigens fetals (Aluvihare et al. 2004; Afzali et al. 2010).

Fenotip classic de les Treg

Les Treg es van identificar inicialment com a cél-lules T CD4+CD25+, perd més
tard es va trobar que I'expressio del factor de transcripcid Foxp3 les definia millor,
doncs es va associar a una funcié reguladora (Fontenot et al. 2003) i a més les
diferenciava de les cél-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 cél-lules T CD4+ convencionals, també poden expressar Foxp3 i adquirir
funcions reguladores, sota els estimuls de IL-2 i TGF- periféricament o in vitro. Serien
les Treg induides (iTreg). Malgrat tot, també s'ha descrit que les cél-lules T activades
poden expressar de forma transitoria Foxp3, sense adquirir funcions reguladores
(Gavin et al. 2006; Allan et al. 2007; Wang et al. 2007), si bé aix0 s'ha demostrat
només en humans, no en ratolins. Per aixd0 en humans s‘utilitzen marcadors
addicionals per identificar-les. El fenotip més utilitzat per identificar Treg en humans és
el CD4+CD25hiFoxp3+CD127lo. Daltra banda, I'expressié de Foxp3 en les cél-lules
Treg és inestable, doncs s'ha descrit en multiples estudis com les Treg deixen
d'expressar Foxp3 i expressen marcadors daltres subtipus de cél-lules Th, pel que
s‘anomenen exTreg o exFoxp3. En alguns estudis atribueixen aquest fet a la pérdua
de l"activitat supressora i reprogramacio de la cél-lula en un altres subtipus diferent,
mentre que altres estudis indiquen que malgrat la pérdua d'expressiéo de Foxp3 i
expressié daltres marcadors les exTreg continuen regulant la resposta immunitaria
(Gao et al. 2012).

Treg CD39+

El CD39 i el CD73 s6n ectonucleotidases. EI CD39 hidrolitzen I"adenosina trifosfat
(ATP) a adenosina difosfat (ADP) i aquest a adenosina monofosfat (AMP). EI CD73
hidrolitza el AMP a Adenosina. L'ATP i I’ADP son alliberats quan hi ha necrosi i dany
tissular, i hi ha evidéncies que la senyalitzacié cel-lular purinérgica (és a dir, a través
d"aquestes molécules) participa en la resposta inflamatoria que es dona en el rebuig
d0rgans trasplantats. De fet en aquest camp s‘estudien ja diferents estratégies per

millorar el trasplantament d‘organs interferint en aquesta senyalitzacié, per exemple
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augmentant |'expressié de CD39 (Roberts et al. 2014). EI CD39 s'expressa en les
cél-lules Treg CD25+Foxp3+CD127lo, independentment del CD73, i de fet, sembla
que Foxp3 estimula I"expressié del CD39. Dwyer et al van trobar que la classificacio de
les cél-lules T CD4+segons I'expressio de CD25 i CD39 és una eina molt interessant,
doncs defineix 4 subpoblacions diferents. Les CD25+CD39+ expressen Foxp3 (la
majoria), i son cél-lules Treg de memoria, i es mantenen com a Treg també sota un
estimul proinflamatori, doncs no secreten IL-17 sota aquestes condicions. En canvi les
CD25+CD39- serien una poblacié heterogénia, amb potencial Th1, Th2 o Th17 en
cultiu, i sota estimuls proinflamatoris si 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+, sind en les CD25+CD39-. EI CD39+ també és un
marcador de memodria. Les Treg CD39+ s6n de memoria en un 80%, i les CD25-
CD39+ sbn quasi totes de memoria, pel que es defineixen com cél-lules T de memodria
efectores, i també produeixen IFN-y i IL-17 sota condicions d‘estimulacio
proinflamatoria. Les CD25-CD39-, correspondrien a cél-lules T CD4+ naive. Aquesta
classificacio, a més, té rellevancia clinica, doncs I'index de cél-lules T de memoria
efectores (CD25-CD39+) i cél-lules Treg (CD25+CD39+) correlacionava positivament
amb la severitat del rebuig de I'0rgan en pacients de trasplantament, indicant un paper
patogénic de les T de memodria 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 ceél-lules Treg en pacients
amb tuberculosi, per comparacié amb el fenotip CD4+CD25hiFoxp3+CD127-, i perqué
les cél-lules CD4+CD25+CD39+ van produir menys IFN-y i més TGF-B comparat amb

altres tipus cel-lulars (Chiacchio et al. 2009).

Resposta Th17 i Treg

El TGF-B, que com ja s'ha dit intervé en I'especialitzacié dels limfocits Th17, també
estimula la diferenciacidé de cél-lules Treg Foxp3+. De fet, Betelli et al. van descobrir
que l‘especialitzacié de Th17 i la de Treg Foxp3+ s6n mutuament excloents, doncs un
mateix limfocit precursor, es pot especialitzar com a Th17 en preséncia de TGF-f i IL-
6, o bé com a Treg Foxp3+ si només hi ha TGF-$, de manera que la regulacié de Th17
i Treg esta estretament lligada (Bettelli et al. 2006). Zhou et al. van profunditzar en
I"estudi d‘aquest mecanisme, i van trobar que a concentracions baixes, el TGF-3
sinergitza amb la IL-6 i la IL-21 per promoure el desenvolupament de cel-lules Th17,
mentre que a altes concentracions, el TGF-B indueix I'expressido de Foxp3, i aquest
interacciona amb RORVyt, inhibint la seva funcié, de manera que les cél-lules es

diferencien en Treg (Zhou et al. 2008). Curiosament, si bé STAT3 és una proteina en
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la via senyalitzacio de ROR-yt que porta cap a una resposta Th17, Chaundry et al. van
descobrir en estudis amb ratolins que les Treg inhibeixen la resposta patogénica Th17
per la via de senyalitzacié de STAT3 precisament, interpretant que els mateixos factors
de transcripcio integren senyals de I'ambient que els porten a conduir la resposta
immunitaria cap a un tipus o un altre mitjangant I"accié supressora de les Treg
(Chaudhry et al. 2009). També en aquest sentit, Mucida et al. van trobar que I'acid
retinoic era capa¢ d‘inhibir la induccié6 de Th17 mediada per IL-6, promovent la
induccid de Tregs (Mucida et al. 2007).

Si bé I"expansié de cél-lules Th17 durant la infeccié per M.tuberculosis és deguda a
les citocines IL-6 i IL-23, I'expansi6 de Tregs que també es doéna durant la infeccié per
M.tuberculosis no es sap ben bé a qué és deguda, perd segons Shafiani et al. es
donaria a partir d'una poblacié especifica preexistent. Segons aquest estudi, a més,
les Treg especifiques per M.tuberculosis tindrien una gran capacitat de proliferacio
(Shafiani et al. 2010).

Un altre fenomen que s'ha descrit relatiu a les Treg i les Th17, és la conversio de
les Treg a Th17, en condicions d'inflamacid, 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 cél-lules T CD4+CD25+Foxp3+ eren
capaces de diferenciar-se en Th17 en resposta a |'estimul de IL-6, en abséncia de
TGF-f (Xu et al. 2007b). Segons Zheng et al.,, (Zheng et al. 2008) aquest
comportament inestable només el tindrien les cél-lules Treg naturals, mentre que les
iTreg induides in vitro amb IL-2 i TGF-3, serien resistents a aquesta induccié (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 muri (Komatsu et
al. 2009; Komatsu et al. 2014). En canvi segons Miyao et al. les exFoxp3+ no serien
cél-lules reprogramades, siné una poblacid molt menor de cél-lules Foxp3+ poc
estables, induides periféricament, i que no provindrien de les nTreg. A més, aquestes
exFoxp3, quan de forma transitdria expressen Foxp3, no expressen CD25, o bé
I'expressen amb baixa intensitat, pel que les cél-lules CD25+Foxp3+ si que son
majoritariament Tregs, ja siguin iTregs o nTregs (Miyao et al. 2012). Una troballa
interessant per part de Zhou et al. va ser que Iacid retinoic (metabolit de la vitamina A)
estabilitza el fenotip i la funcid de les Treg, fins i tot en ambients proinflamatoris (Zhou
et al. 2010).

En humans, les nTregs es diferencien a Th17 sota la influéncia de IL-1, mentre que
la IL-6 i el TGF-B no tindrien cap efecte en aquesta conversié (Koenen et al. 2008;

Deknuydt et al. 2009). Les exFoxp3 o potencials Th17 perden I'expressié de Foxp3 i
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perden les funcions supressores, i alhora adquireixen propietats caracteristiques de
les Th17, com la secrecié de TNF-a (Deknuydt et al. 2009), o I'expressié de CCRG, el
receptor de la CCL20, una quimiocina inflamatoria secretada per les Th17 que atrauria
aquestes cél-lules al focus d'inflamacié (Singh et al. 2008). Aixi doncs, segons la
bibliografia consultada no és gens clar quines cél-lules exactament esdevindrien
exFoxp3+, perd és clar que algun tipus de Treg Foxp3+ pot esdevenir Th17 segons
["ambient citocinic.

Un fenomen paral-lel sha descrit també per les Treg CD39+. En pacients
d'hepatitis autoimmune s'ha trobat que les Treg CD39+ (CD4+CD25hiCD39+) estaven
disminuides en nombre i en funcionalitat. A més, en els pacients, les Treg CD39+
estimulades in vitro secretaven IFN-y i IL-17 amb major freqiiéncia que en els controls
sans. Segons els autors, aixd s‘explicaria per una conversié 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 estimuls proinflamatoris.

En definitiva, el que és clar és que les cél-lules Treg i Th17 tenen papers
contraposats, i un equilibri entre aquests dos subtipus és important per mantenir una
resposta immunitaria adequada, ja sigui davant d‘una infeccié com davant d'un procés
d“autoimmunitat. En funcié 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 destudis que sobre les Tregs en la tuberculosi, es destaca el rol que pot
tenir la immunosupressié causada per les Tregs en la susceptibilitat a la infeccio i
desenvolupament de tuberculosi activa. Ribeiro-Rodrigues han trobat un augment de
Tregs en sang (CD4+CD25hi) i una disminucié de la capacitat de produccié d1FN-y en
les PBMCs dels pacients, respecte els controls infectats amb ITBL (Ribeiro-Rodrigues
et al. 2006). Chiacchio et al. també van trobar una expansio in vitro de Tregs (CD39+)
major en pacients que en controls sans, perd 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 comparacid als infectats amb ITBL, i
curiosament les Treg suprimien la produccio dIFN-y pero 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 expansio in vitro després de I'estimul amb BCG de Treg (CD25hi), perd en
canvi van trobar major expressié de Foxp3 i més immunosupressié (menor produccio
d1FN-y i major produccié de TGF-f3 i IL-4). De la mateixa manera, Ho et al. atribueixen

el fracas de la vacuna BCG per protegir de la tuberculosi a la immunosupressio
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causada per la induccié de cél-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 cél-lules CD8+CD39+
en la immunosupressié 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 immunosupressio. 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 produia un augment de la resposta Th17 en detriment de la
resposta Treg. A més, van trobar que I'exposicié prévia a antigens micobacterians
disminuia 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 ratoli, si que van provar que la injeccié de Tregs especifiques d"antigen al principi
de la infeccié produia un augment de la carrega bacil-lar, que atribuien 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 deplecié de Tregs en ratolins vacunats amb
BCG tenia un efecte significatiu perd moderat sobre la carrega bacil-lar (Jaron et al.
2008). Pel contrari, Quinn et al. van estudiar I'efecte de la depleci6é de les Treg abans
de la infeccié en un model de ratoli infectat amb M.tuberculosis, i van trobar que
afectava molt lleument la producciéo d1FN-y, perd no afectava la carrega bacil-lar
(Quinn et al. 2006). A més, Shaffiani et al. en un estudi posterior (Shafiani et al. 2013)
han vist que la induccié de Tregs que es produeix a I'inici de la infeccid, es limita més
tard mitjangant 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 drasticament el percentatge de Tregs i cél-lules
dendritiques reguladores durant la infeccid, mentre que els segons no, pel que
demostraven un paper protector de les Treg en aquest model (Leepiyasakulchai et al.
2012).

El balang 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
disminuia i el de Th17 augmentava, perd aquest canvi era més pronunciat en els
pacients coinfectats amb VIH i tuberculosi en relacié 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 comparacié als pacients que no presentaven IRIS, i van
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interpretar que lincrement de IL-10 era compensatori, en resposta a I'excés
d'inflamacio, mentre que I'increment de IL-22, citocina secretada per les cél-lules Th17,
tenia un paper actiu en la immunopatogénesi de IIRIS (Tadokera et al. 2013). Per
contra, també s'ha proposat que el desequilibri entre Th17 i Treg seria responsable de
I"'efusié 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 immunosupressio
local que provocaria I'efusié pleural. En tot cas, en aquest estudi també es va trobar
que els nivells de Th17 i Treg correlacionaven negativament en el liquid defusio, pero
no en sang (Ye et al. 2011).

Aixi doncs, no és gens clar quin seria el paper de les Treg en la tuberculosi, si
seria beneficids o perjudicial per a I'hostatger. Chevalier et al., des del camp del VIH,
proposaven una solucié de consens: les Treg podrien tenir un paper perjudicial o
beneficids en funcié de la fase de la malaltia, segons un estudi realitzat sobre pacients
amb SIDA (Chevalier et al. 2013).

1.7 Terapies Host-directed o dirigides a I"hostatger

La terapia actual per la tuberculosi és una combinacié d“antibidtics que actuen
sobre el bacil M.tuberculosis, i presenta grans inconvenients: un temps de tractament
extremadament llarg (minim 6 mesos), poca adheréncia al tractament, amb la
consequent aparicid de resisténcies, 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 substancies més eficients que el
destrueixin, perd s'ha parat poca atencié a I'hostatger. Encara que també hi ha hagut
molta recerca encarada al desenvolupament de vacunes, que si que actuen sobre
I'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"avanga lentament,
I"estudi de la interaccié entre M.tuberculosis i el seu I'hostatger ha comencgat a donar
els seus fruits: hi ha actualment en desenvolupament diferents estratégies que tenen
com a diana I'hostatger, que podrien administrar-se almenys com a coadjuvants a la
terapia vigent, i com a minim escurcar el tractament o millorar-ne Iefectivitat (Hawn et
al. 2013). Es tracta d'estratégies noves, que no es centren ni en les vies metaboliques
del bacil per impedir el seu creixement, ni en el bacil com a antigen, sin6 en reforgar la
resposta immunologica del propi hostatger. Hawn ha realitzat una revisid de tots els
tractaments en investigaci6 amb aquestes caracteristiques (Hawn et al. 2013). Se

nexposen alguns exemples a continuacié, segons on actuen.
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1.7.1 Terapies dirigides a la funcié del macrofag

L’imatinib és un inhibidor duna tirosin-kinasa (BRC-ABL) que esta implicada en la
captaciéo del M.tuberculosis pels macrofags. Es va investigar inicialment pel
tractament de leucémia. In vitro, impedeix parcialment la captacié dels bacils per part
dels macrofags (Napier et al. 2011). A més, BRC-ABL també esta implicada en
I‘acidificacié del fagosoma. Els pacients de leucémia que reben limatinib presenten
més fagosomes acidificats que els controls sans (Bruns et al. 2012), i en ratolins
infectats amb M.marinum aquest farmac va reduir les lesions granulomatoses (Napier
et al. 2011).

L’autofagia és un procés en el qual les cél-lules reciclen el seu propi contingut
citoplasmatic mitjancant els lisosomes. Tot i que és un procés que ocorre en
condicions fisiologiques, també s‘activa per estimulacio de I'IFN-y (i altres condicions) i
pot contribuir a degradar patdgens intracel-lulars, com ara M.tuberculosis. Les
molécules H-89 i ETB067, son inhibidors de la kinasa AKT-1, implicada en moltes vies
de senyalitzacio, incloent la regulacié de ["autofagia. Doncs bé, en cultiu primari de
macrofags humans, aquestes molécules van reduir el creixement de soques MDR de
M.tuberculosis (Kuijl et al. 2007). També s'ha vist que antibidtics com la isoniazida,
pirazinamida o la nitazoxanida podrien tenir un doble efecte: sobre el bacil, i també
sobre |'hostatger promovent ["autofagia (Kim et al. 2012; Lam et al. 2012). A la inversa,
també s'ha trobat que farmacs amb efecte sobre [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
preantibiotica en forma dexposicio solar (la vitamina D pot derivar de I"exposicié solar).
Esta implicada en la sintesi de la catelicidina, un péptid antimicrobia sintetitzat pel
macrofag. Les deficiéncies en aquesta vitamina s‘havien associat a un augment de
susceptibilitat a la tuberculosi, i shan realitzat 5 assajos clinics 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 genética de I'hostatger, de manera que només seria
efectiva en alguns pacients.

El bromur de mepenzolat va millorar I'efecte bactericida de cél-lules THP1
humanes, una linia cel-lular de monocits, mitjangant la inhibicié d'una molécula que
activa el metabolisme antilipolitic, de manera que el macrofag no acumula lipids, no
forma cossos lipidics i no esdevé escumos, essent aquest efecte perjudicial per al bacil
(Singh et al. 2012).

44



2. Hipotesi i objectius

Els Receptors nuclears sensibles a lipids PPARy, LXRa, LXRB regulen el
metabolisme lipidic dels macrofags. Aquests receptors nuclears s"activen per acids
grassos o els seus metabdlits, s‘uneixen a receptors RXR i regulen I'expressié de
determinats gens, incloent gens que regulen la inflamacié que causa la malaltia
cardiovascular (placa d“ateroma), pel que amb aquest proposit s'han desenvolupat
tractaments que actuen sobre aquests receptors nuclears. Perd potencialment
aquestes molécules també es podrien utilitzar en la tuberculosi: I'inhibidor de PRARY,
GW9662 va reduir el creixement de M.tuberculosis en macrofags de ratoli o huma in
vitro (Rajaram et al. 2010; Mahajan et al. 2012), els agonistes de LXR en ratolins
també en millorar el control de la carrega bacil-lar (Korf et al. 2009).

Diferents molécules activadores de la fosfolipasa D, que hidrolitza la
fosfatidilcolina en acid fosfatidic i colina, han resultat en un increment de I‘efecte
bactericida dels macrofags in vitro, ja que |"acid fosfatidic, per mecanismes que es
desconeixen, incrementa la maduracié del fagosoma, la formacié del fagolisosoma, la
produccié de ROls i la destruccié dels bacils. També s'han estudiat activadors de la
fosfolipasa A2, implicada en la formacié d‘acid araquidonic que doéna lloc a diverses

molécules mediadores de la inflamacio, perd amb resultats variables.

1.7.2 Terapies dirigides a la regulacio dels eicosanoids

Hi ha molts farmacs ja al mercat que inhibeixen enzims de la via de sintesi dels
eicosanoids. L"aspirina o altres farmacs antiinflamatoris no esteroideus, que
inhibeixen la COX-1 i la COX-2, per tant alterant la sintesi de les prostaglandines, o el
zileuton, que inhibeix la 5-LOX, i per tant afecta la sintesi de la LXA,.

La PGE; protegeix els macrofags de la necrosi, afavorint I’apoptosi, mentre que
alts nivells de LXA, inhibirien la PGE; 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 intervencié en la produccié del
LTB,, una molécula proinflamatoria que estimula la produccié de TNF-a. En aquest
cas, els tractaments s'han avaluat en peixos zebra, mutants per al locus Itadh que
modula la produccié del LTB,4. Un dels mutants té alts nivells de LXA,, i baixos nivells
de LTB,;i TNF-a, pel que I'inhibidor de la 15-LOX, implicada en la sintesi de LXA,,
redueix la carrega bacil-lar. L"altre mutant representa I'extrem contrari: t€ un excés de
LTB4, i per tant funcionen I'acid acetilsalicilic (AAS), la dexametasona i
lantagonista del LTB,. Hipoteticament, doncs, aquestes terapies serien

individualitzades, en funcié de la genética de I'hostatger. De fet, estudis en humans
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també recolzarien aquesta hipotesi, doncs diferents genotips d‘aquest mateix gen
afecten també la produccio de LTB,. A més la dexametasona, que és dUs comu en el
tractament de la meningitis tuberculosa, és molt més efica¢ en individus que tenen el
genotip proinflamatori (associat a alts nivells de LTB,), i ho és molt poc o gens en els
altres genotips (Tobin et al. 2010; Tobin et al. 2012).

Pel que fa a la regulacié de la LXA4, hi ha estudis contradictoris. Els ratolins
deficients en 5-LOX, que tenen baixos nivells de LXA,4, tenen menor carrega bacil-lar i
major expressio de IL-12, IFN-y i iINOS (Aliberti et al. 2002; Bafica et al. 2005). En
canvi la inhibicié de la 5-LOX mitjancant MK866 va donar resultats oposats: major
carrega bacil-lar i menor temps de supervivéncia (Peres et al. 2007). El zileuton, un
altre inhibidor de la 5-LOX ja aprovat per les autoritats sanitaries, que s‘utilitza en el
tractament de I"asma, podria donar més informacié sobre aquesta via, perd de moment
no hi ha estudis que [l'utilitzen en el tractament de la tuberculosi.

Finalment s'han fet diversos estudis clinics amb inhibidors de les COX1 i
COX2. Dos estudis clinics amb I’AAS per avaluar la seva eficacia 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 I'AAS i I'ibuprofé conjuntament amb la pirazinamida, amb resultats positius, tot
i que els autors interpretaven que lefecte positiu dels antiinflamatoris no esteroideus
(AINEs) no venia donat per l'efecte antiinflamatori, sind6 per una sinergia amb la
pirazinamida, incrementant I'efecte d‘aquest antibiotic sobre el bacil (Byrne et al.
2007). Curiosament, precisament I'AAS promou el creixement de Mtb in vitro, i de fet
aquesta activitat va donar lloc al desenvolupament dun dels primers antibiotics
antituberculosos, I"acid para-aminosalicilic (Bernheim 1940). De forma similar, també
s‘ha avaluat |'Us del Diclofenac en ratolins, amb resultats positius, perd amb la intencié
dincidir 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 estratégies terapéutiques.

1.7.3 Terapies dirigides a la modulacié de citocines

La modulacié de citocines inclou multiples punts d'intervencié. L’IFN-y s'ha
administrat en assajos clinics 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). Pero degut al cost elevat i dificultat logistica que suposaria la seva
administracio no es desenvolupara com a tractament massiu. La modulacié del TNF-
a s'ha provat per diferents vies. Una de les vies ha estat la modulacio de I’adenosina
monofosfat ciclica (AMPc). L’AMPc és un segon missatger cel-lular que s‘elimina

degradat per les fosfodiesterases, i un dels efectes que té és la inhibicid de la
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produccio de TNF-a en mondcits i macrofags. Els inhibidors de les fosfodiesterases
(PDEi), mitjancant I"acumulacié d"AMPc inhibeixen la produccié de TNF-a. Diversos
iPDE s'han provat en models animals, en combinacié amb el tractament estandard,
amb resultats molt positius, amb una restriccié de la carrega bacil-lar i disminucié de la
inflamacié 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). Pero
una immunomodulacié més selectiva seria desitjable, donat que els corticosteroides
comporten molts efectes indesitjats. En aquest sentit, la talidomida s'ha provat com a
terapia adjuvant en pacients amb meningitis tuberculosa, perd degut als efectes
secundaris severs no és viable el seu Us (Schoeman et al. 2004). Una altra via de
regulacié del TNF-a ha estat I'administracié d’alisporivir i desipramina, de moment
experimentat en el model del peix zebra (Roca et al. 2013). El TNF-a indueix la
produccié de ROS, que per una banda té un efecte bactericida, perd per I‘altre indueix
la necrosi del macrofag, amb efectes perjudicials degut a una inflamacioé excessiva.
Aquests farmacs inhibeixen la induccié de la necrosi, sense afectar I‘efecte

bactericida. A la Figura 5 s'il-lustren algunes d‘aquestes estratégies terapéutiques.

1.7.4 Terapies que mantenen I'homeostasi de ["hostatger

Les metaloproteases de la matriu s'han associat a la formacid de cavitats, pel
que s'ha provat la seva inhibicié per al tractament de la tuberculosi. La inhibicié de la
MMP9 mitjancant Morpholinos va resultar en una disminucié de la carrega bacil-lar i
del nombre de granulomes, en un model de peix zebra (Volkman et al. 2010). També
la inhibici6 de MMP1 amb un farmac 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 aixd no es podia provar el Trocade
directament) i es va trobar una major destruccié alveolar, malgrat no hi va haver
diferéncies en la carrega bacil-lar (Elkington et al. 2011). També s'ha provat la inhibicié
de diverses MMPs de forma no selectiva, amb resultats dispars.

La modulacié de l'activitat dels neutrofils també s'ha suggerit pel tractament de
la tuberculosi. Perd els farmacs amb aquest efecte sén poc selectius, amb alta toxicitat
i risc, pel que no s'han explorat aquestes vies.

Malgrat la fibrosi és necessaria per encapsular les lesions i controlar la infeccio,
s'ha suggerit que els antifibrotics també es podrien utilitzar per evitar un excés de
fibrosi durant la malaltia activa, perd Iefecte d"aquests farmacs sobre el

desenvolupament de la tuberculosi encara no s'ha avaluat.
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1.8 Tolerancia Oral

La tolerancia oral és la induccié fisiologica de tolerancia als antigens de
["alimentacio i als bacteris comensals del tracte digestiu que té lloc al teixit limfatic
associat a Ilintesti, I'drgan limfatic més gran del cos. La majoria d"antigens que
interaccionen amb el cos d'un animal (huma o altres) es presenten a lintesti, ja siguin
provinents de I“alimentacié o bé provinents de la flora intestinal. Afortunadament la
tolerancia és la via immunoldgica que es desenvolupa a lintesti per defecte, i el tipus
de tolerancia induida depén de la dosi de Iantigen. Aixi, I"anérgia es produeix en
resposta a una dosi alta, i la induccioé de Tregs en resposta a una dosi baixa (Faria et
al. 2005; Weiner et al. 2011).

La inducci6 de Tregs és un dels principals mecanismes de tolerancia oral, i té lloc
gracies a les cél-lules dendritiques (DCs) de lintesti, que tenen propietats especials.
Les DCs de les mucoses tendeixen a produir citocines antiinflamatories (lwasaki et al.
1999), i a més, les DCs intestinals CD103+ adquireixen propietats tolerogéniques
condicionades per l‘epiteli intestinal de manera que indueixen la diferenciacié de
cél-lules T a cél-lules Treg Foxp3+ davant l'estimul de TGF-B. Paral-lelament, |*acid
retinoic és introduit a l'intesti 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 induccié de Tregs a l'intesti (Coombes et al. 2007; Mucida et al. 2007).
La vitamina D també contribueix en la tolerancia oral, ja que la seva preséncia a
Iintesti (o la dels seus metabdlits) indueix la formacido de ceél-lules dendritiques
tolerogéniques (Ruemmele et al. 2013).

La tolerancia oral s'ha estudiat per poder utilitzar-la en el tractament de malalties
autoimmunes, inflamatories o fins i tot infeccioses. Harats et al. van aconseguir reduir
les lesions arteriosclerdtiques en ratolins mitjangant la induccié de tolerancia oral
(Harats et al. 2002). Ochi et al. van millorar la simptomatologia de la encefalitis
autoimmune experimental (EAE), un model muri d'esclerosi multiple, mitjangant la
induccié de Treg a l'intesti amb |I"administracié d“anti-CD3 (Ochi et al. 2006), i en altres
malalties autoimmunes i inflamatories (Weiner et al. 2011), aixi com malalties
infeccioses (Levy et al. 2007) s'ha utilitzat I'administracié oral d“antigens rellevants per
la malaltia, per induir tolerancia oral, amb I‘objectiu de millorar la simptomatologia de la
malaltia.

Aixi doncs, tenint en compte que la TB activa podria ser causada per un
excés de resposta immunitaria mediada per la resposta cel-lular, la induccié de
tolerancia oral mitjancant administracié6 de dosis baixes d’antigens de

M.tuberculosis podria millorar la patologia de la TB activa.
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2 Hipotesi i objectius

Hipotesi inicial fallida:

La inducci6 de la cavitat tuberculosa és deguda a un desequilibri en la capacitat de

fibrosi del caseum, que porta a la seva liquefaccio

Reformulacié de la hipotesi:

1. Lainducci6 de la cavitat és deguda a una reaccié inflamatoria exagerada
2. La induccié de tolerancia mitjangcant I'administracié oral de micobacteris

inactivats pot protegir contra la cavitacio

Objectius

1. Desenvolupar un model de tuberculosi activa

2. Estudiar el paper de la inflamacié en la tuberculosi activa

3. Modular la resposta inflamatoria a la tuberculosi mitjangant la induccié de
tolerancia administrant micobacteris inactivats per via oral per evitar la

formacié de cavitats
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3 Metodologia

3.1 Disseny experimental

El disseny experimental esta esquematitzat a la Figura 7 (Estudi 1i 2) i a la Figura
8 (Estudi 3).

Estudi 1: Per a l'establiment i caracteritzaci6 del model experimental es van
infectar els animals per via endovenosa (EV), a través de la vena caudal, amb una dosi
de 2x10* CFU de M.tuberculosis de la nostra soca H37Rv Pasteur de referéncia, i es
va repetir 5 vegades per fer-ne el seguiment de la supervivéncia, utilitzant 12 animals
cada vegada. Tot seguit es va repetir |'experiment 5 vegades més i els animals es van
sacrificar a diferents temps postinfeccio per analitzar-ne diferents parametres:
patologia pulmonar, carrega bacil-lar a pulmons, melsa i limfonodes, resposta
immunologica especifica i nivells sérics de mediadors de la inflamacié. Sempre es van
incloure sis animals per sacrifici, excepte per a |'experiment de determinacié de la

histometria, on es van utilitzar 18 animals en total.

Estudi 2: Per caracteritzar els mecanismes responsables de I‘evolucié de lesions
es va comparar el model desenvolupat amb la soca de ratolins resistents C3H/HeN , i
es va avaluar l'efecte de farmacs antiinflamatoris en el desenvolupament del model.

D'entrada es va avaluar la supervivencia del model, la del grup de la soca
C3H/HeN, i la dels animals tractats amb Doxiciclina, Heparina, AAS i ibuprofe, incloent
12 animals per grup. Seguidament es van repetir els experiments per avaluar altres
parametres (patologia pulmonar, carrega bacil-lar als pulmons, ambient citocinic al
pulmé i nivells sérics de mediadors de la infamacid) al model desenvolupat, a la soca
resistent C3H/HeN i als animals tractats amb ibuprofé, sacrificant 6 animals per grup i
temps postinfeccio.

Tractaments: L'AAS (Aspirina 3 mg/kg; Bayer Health Care LLC, Leverkusen,
Alemanya) es va administrar per via oral diariament des del dia 0 postinfeccio.
L'heparina (Clexane 20 Ul/kg; Sanofi-aventis, Paris, Franga), la doxiciclina (Vibracina,
20mg/kg; Pfizer Inc., NY, USA) i Ibuprofé (Dalsy 80mg/kg, Abbott Laboratories, Abbott
Prak, IL, USA) es van administrar per via oral diariament des de la setmana 3

postinfeccio.
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Figura 7: Disseny experimental dels estudis 1 2.

Estudi 3:

1) Es van preparar tractaments de bacils desactivats per calor per administracio
oral amb 5 espécies diferents de micobacteris: M.tuberculosis, M.bovis BCG,
M.kansasii, M.avium i M.manresensis (nova especie, taxonomia en preparacio). Es van
avaluar els diferents tractaments en el model muri desenvolupat i caracteritzat
préviament a l'estudi 1, mitjangant |"avaluacié de la supervivéncia dels ratolins. Les
diferents dosis i pautes d“administracid, aixi com el nombre d"animals i [inocul
d'infeccié exacte estan indicats a la Taula 4, Taula 5 i Taula 6 (veure resultats, apartat
6.1, a la pagina 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 carrega bacil-lar i
la patologia pulmonar, als 21 i 28 dies postinfeccié. El tractament amb M.tuberculosis
es va administrar en 5 dosis a dies alterns des de 10 dies preinfeccié (10° CFU
inactivades/animal) o postinfeccié (10° CFU inactivades/animal). El tractament de
M.bovis BCG es va administrar diariament des del dia 7 preinfeccié (10° CFU
inactivades/animal) i el tractament amb M.manresensis es va administrar 14 dies des
del dia de la infecci6 (dia 0) a una dosi de 1,3x10° CFU inactivades/animal). Es van

utilitzar en total 78 ratolins: 6 animals per grup i temps d'infeccié estudiat.
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3) Per I'estudi del rol de les Tregs en la tuberculosi es van fer 3 experiments amb la
soca C3HeB/Fed 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
despres per avaluar la poblacié 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 poblacié de Treg en el cultiu d'esplendcits
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 injecci6 intraperitoneal de
400ug de anti-CD25 (Anti-mouse CD25 Functional Grade Purified, Clone PC61.5,
eBioscience inc., San Diego, CA, USA) 1 dia abans de la infecci6. El grup control es va
tractar amb el control d'isotip (Rat IgG1 k Isocontrol, Functional Grade Purified, Clone
eBRG1, eBioscience inc., San Diego, CA, USA). Es va extreure sang a diferents temps
(dia 1 preinfeccio, dia 0, i dies 12, 26 i 46 postinfeccid) per avaluar la deplecié de
Tregs. El dia 46 postinfeccid els animals es van sacrificar per tal d“avaluar la

histopatologia del pulmé.

Preparacid dels tractaments
M. tuberculosis

M. bovis BCG Micobacteris inactivais per calor, preparals per &
M. kansasii ::} Fadministracit oral a baia dosi

M. avium w

M. manresensis

Avaluacio dels tractaments

Estudi3 (1) Model TB activa Efecte en la supervivéncia

| %

Caracteritzacio dels tractaments

M. ol Model TB activa
BL als pulmons
1 BLCG
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Figura 8: Disseny experimental de I’estudi 3.
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4) Finalment es va caracteritzar |'efecte del tractament escollit (el-laborat amb
M.manresensis) en el sistema immunologic per tal d'estudiar-ne el mecanisme d‘accio.
Es va utilitzar el mateix model descrit a I'estudi 1. L'experiment es va realitzar 3
vegades, i es van mesurar les Tregs a diferents organs. El tractament es va
administrar diariament durant 14 dies des del dia de la infeccié (dia 0) a diferents
dosis: 6x10* , 1,3x10° o 6x10° CFU inactivades/animal. En tots els casos es van

utilitzar 6 animals per grup i temps d‘infeccio estudiat, implicant un total de 48 ratolins.

3.2 Tractaments d“induccié de tolerancia oral

Per a la preparacid dels tractaments es van utilitzar diferents micobacteris de la
col-leccié de soques de la Unitat de Tuberculosi Experimental: M.tuberculosis H37Rv
Pasteur, M.kansasii, M.avium i M.manresensis (Taxonomia en preparacié). També es
va utilitzar M.bovis BCG Danish (Pfizer Inc., NY, USA). Els bacteris es van cultivar en
plagues de 7H11 (BCG, M.kansasii i M.manresensis) a 37°C, o en medi Proskauer-
Beck (M.tuberculosis i M.avium) en condicions d‘aeracié i agitacié a 37°C, segons es
va veure convenient per al creixement optim dels cultius. Després es van subcultivar
en medi Proskauer-Beck (a excepcié del M.manresensis, que es va subcultivar en
plagues 7H11). La concentracio bacil-lar de cada cultiu es va determinar per dilucions
seriades i recompte de colonies en plaques de 7H11, i també es va controlar la
contaminacioé sembrant una placa d"Agar sang. Llavors els cultius es van pasteuritzar i
Iesterilitzacié 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 estéril (10% de sucrosa en aigua destil-lada), i es van aliquotar en vials d“1ml
per emmagatzemar-los a -80°C fins al seu us, excepte per M.tuberculsosis, M.bovis
BCG i M.kansasii, que es van liofilitzar abans de I'emmagatzematge a -80°C. Les
plagues 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 Eticaianimals

Per als diversos estudis es van utilitzar ratolins femella de les soques C3HeB/FelJ i
de la soca C3H/HeNHsd, d"ara endavant C3H/HeN, lliures de patdgens especifics
(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 Vallés,
Catalunya) respectivament. Tots els procediments es van dur a terme en instal-lacions
de nivell de seguretat bioldgica 3.

Tots els procediments es van fer d‘acord amb el protocol DMAH6119, revisat pel

Comité Etic d'experimentacié animal de I'Hospital Universitari Germans Trias | Pujol
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(registrat com a B9900005) | aprovat pel Departament d‘Agricultura, Ramaderia,
Pesca, Alimentacié i Medi Natural del govern de la Generalitat, d'acord amb la
legislacio nacional, aixi com amb la legislacio Europea vigent relativa a la proteccio
dels animals d'experimentacié ( 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 diariament (pes i aspecte general) i seguint un
protocol molt estricte, en cas de ser necessitat per deteriorament de la salut de I"animal
o per requeriment de I'experiment, es va efectuar I'eutanasia amb isofluora (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 5um de gruix. Les seccions es
van tenyir amb les tincions d'Hematoxil-lina/Eosina (H/E), Tricromic de Masson (MTC),
Ziehl-Neelsen (ZN) i Reticulina de plata, amb la técnica habitual (Prophet et al. 1992)
per a la seva observacio al microscopi i per |“analisi histomeétric utilitzant el programari
NIS-Elements D versio 3.0x software package (Nikon Instruments Inc., Toquio, Japd).

Per obtenir una mesura concreta de I"abast de les lesions al pulmé es van analitzar
4 talls consecutius de cada mostra, amb la tinci6 H/E, i s'en van mesurar |area
lesionada i I'area total del pulmd, per aixi calcular el percentatge d“area lesionada
respecte I‘area total del pulmé.

Per estudiar les caracteristiques de les lesions es va desenvolupar un altre estudi
histomeétric més detallat, utilitzant una lamineta per mostra. Es va comptar el nombre
de lesions per animal, el nombre de sublesions, Iarea total de cada lesié i "area
necrotica de cada lesio. Per a aquesta ultima determinacio es va utilitzar la tincio MTC,
ja que les arees necrotiques quedaven tenyides amb un verd pal-lid facil d'identificar,

tal i com es pot veure a la Figura 9.

3.5 Carrega bacil-lar

Les mostres de pulmd, limfonode o0 melsa es van extreure durant la necropsia dels
animals, es van homogeneitzar 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'incubacié 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: Técnica histomeétrica. Figura publicada a (Marzo et al. 2014). Ai C: Tinci6 H/E. B, D i E:
Tincié MTC. Les arees 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 arees de les lesions (linia

negra) i les arees necrotiques dins les lesions (linia vermella).

3.6 Avaluacié de la resposta cel-lular especifica als estudis 11 2

Per analitzar la resposta cel-lular especifica es van cultivar 10° esplendcits en
plaques de 24 pouets, amb estimul (10 pg/mL de PPD; Statens Serum Institute,
Copenhaguen, Dinamarca), o sense, durant 24h, i després es van recollir els

sobrenedants per determinar-ne la concentracié de 13 citocines i quimiocines (TGF-g,
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IL-10, IL-13, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-a, CXCL5, CXCL1 and CXCL2)
mitjangant Luminex.

Els resultats es van expressar en pg per ml de sobrenedant, i es va considerar la
concentracié del pouet no estimulat com a “background”, pel que es va restar a la
concentracio 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 bovi fetal (10%;
PAA laboratories Gmbh), Penicil-lina (100U/ml), Estreptomicina (100ug/ml), piruvat
sodic (1mM; Gibco life-technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.) i beta-

mercaptoetanol (0,025mM, Gibco life-technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.7 Ambient immunologic al teixit infectat

Els pulmons es van extreure durant la necropsia i es van congelar
immediatament mitjangant nitrogen liquid. Es van emmagatzemar a -80°C fins al seu
processament. Es van homogeneitzar en tampé de lisis (Azida sodica 0,05%, Triton X-
100 0,5%, Cocktail inhibidor de proteases - Sigma-Aldrich Co. SLL, MO, USA - diluit
1:500, tot en tampé PBS).

La concentracié de citocines i quimiocines es va determinar mitjangant Luminex,
tal i com s'ha descrit en I“apartat anterior. Per a les dades presentades a I'estudi 2 es
va utilitzar tot el paquet pulmonar de cada ratoli. Per les dades corresponents a I'estudi
1, només es va utilitzar el I0bul superior del pulmé dret, i per aquest motiu els resultats
es van normalitzar pel contingut total de proteina. El contingut de proteina es va
quantificar mitjangant un kit d"assaig acid Bicinconinic (BCA), seguint les instruccions
del fabricant (Thermo Scientific Inc., Rockford, IL, USA).

3.8 Determinacio d'eicosanoids

La concentracié en serum de LTB4, LXA4i PGE2 es van mesurar mitjangant un kit
comercial dELISA (LTB4 i LXAs: Cusabio Biotech Co. Ltd., Wuhan, Hubei, China;
PGE:: Enzo Life Sciences Int1, Inc. Plymouth Meeting, PA, USA).

3.9 Avaluacié de la resposta reguladora dels limfocits T

L'avaluacié del grau de regulacié de la resposta dels limfocits T es va fer
mitjangant I"estudi per citometria de flux del fenotip dels limfocits T en sang, melsa,
limfonodes, pulmons i finalment també en el cultiu d'esplendcits estimulats amb PPD.

Per la determinacio directa en sang, es van extreure 200ul de sang en microtubs

amb heparina sodica, per puncié de la vena maxil-lar. Es van lisar els eritrocits 10
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minuts amb tampé de lisi (2,0594 g/L de Tris; 7,47g/L de clorur d"amoni; en aigua
bidestil-lada), i es va fer la tincié amb els anticossos corresponents.

Per la determinaci6 directa a la melsa, limfonodes o pulmons, els organs es van
disgregar mecanicament amb I'émbol d‘una xeringa i es van filtrar a través d'un
separador cel-lular de 40 ym (BD Bioscience, CA, USA) i després es van lisar els
eritrocits 8 minuts amb el tampé de lisi que ja s'ha mencionat. El recompte de cél-lules
viables es va fer mitjangant la cambra de Neubauer, i la tinci6 vital de blau de tripa. Es
va fer la tincié d‘un milié de cél-lules per mostra.

Pel que fa als cultius d‘esplendcits, es van plaquejar 10° esplenodcits amb PPD
(Statens Serum Institute, Kobenhavn, Denmark, 10 ug/mL) o sense, en medi de cultiu
MCC en plaques de 24 pouets. Després de 7 dies d'incubacié a 37°C i 5% CO, es va
recuperar tot el contingut de cada pouet per la tinci6 amb els anticossos

corresponents.

3.10 Citometria

Per a l'estudi del fenotip dels limfocits 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
BV™421, anti-mouse CD25-PerCP-Cy™5.5 — (BD biosciences, CA, USA), i anti-mouse
CD39 PE (BioLegend Inc., CA, USA).

Per la tincié intracel-lular (Foxp3) es va utilitzar un kit de tincio intracel-lular de
Treg (eBioscience Inc., SD, USA) seguint les instruccions del fabricant. Per les tincions
de membrana les cél-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 citometre de flux (BD
LSRFortessa™, BD biosciences, CA, USA).

Les dades generades pel citdmetre es van analitzar amb el programa FACSdiva™
software (BD biosciences, CA, USA), tal i com es mostra a la Figura 10 per |"analisi de
Treg Foxp3+, i a la Figura 11 per I"analisi de Treg CD39+. En les mostres de pulmons i
cultius desplendcits el marcador de CD3 es fa afegir per identificar les cél-lules T, ja
que les mostres no eren tan nitides com les de sang o esplendcits frescs, casos en
que les limfocits es van seleccionar facilment segons el seu perfil FSC i SSC. Es van
analitzar de cada mostra de 1000 a 10000 limfocits T CD4+.
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Analisi de citometria de les Treg Foxp3+
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Figura 10: Analisi de les Treg Foxp3+ amb el software FACSdiva d’una mostra representativa

de melsa. Regions creades per seleccionar les cél-lules CD4+CD25+Foxp3+, i esquema genealdgic de

totes les poblacions seleccionades. A la part inferior, regions creades per controlar els resultats. Es va

seleccionar una regié de CD4+ entre els singlets, per diferenciar millor les cél-lules. Es va crear una altra

regio de control seleccionant una poblacié coneguda CD25-, per fixar el limit de positivitat del CD25+.
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Analisi de citometria de les Treg CD39+
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Figura 11: Analisi de les Treg CD39+ amb el software FACSdiva en una mostra representativa

de melsa. S'han seleccionat les poblacions segons I‘esquema genealdgic que es mostra. Un cop
seleccionades les cél-lules CD3+CD4+ s‘han dividit en 4 poblacions ben distingides, segons la positivitat
per CD25 i CD39. Per diferenciar millor les cel-lules es va seleccionar una regié control de CD3+CD4+

entre els singlets.
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3.11 Grafics i analisi estadistic

Els grafics i I'analisi estadistic es van fer utilitzant el programa GraphPad Prism
version 5.00 for Windows, (GraphPad Software, San Diego California USA).
Les diferéncies es van considerar significatives quan p<0,05 en el test estadistic

corresponent.

3.12 Publicacio6 dels resultats.

Els estudis 1 i 2 s'han publicat en dos articles diferents. Aquests resultats s‘han
publicat per separat perqué davant la rellevancia clinica dels resultats sobre I'efecte de
I'ibuprofé en la supervivéncia, la carrega 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 Iannex 1.
De manera que la resta de resultats es van publicar posteriorment a la revista
Tuberculosis, amb la caracteritzaci6 completa del model i la caracteritzacio
immunolodgica de |'efecte de I'ibuprofe, i sadjunta a I"annex 2. L'estudi 3 ha donat lloc a
la publicacié d‘una patent internacional (numero de sol-licitud: PCT/ES2013/000145,
numero de publicacié: W0O2013186409 A1), que s“adjunta a I"annex 3. A més aquest
estudi sespera publicar properament, aixi que també s"adjunta I'esborrany de [“article a
[‘annex 4.
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4 Estudi 1: Desenvolupament i caracteritzacié d’un model muri de

tuberculosi activa

4.1 Evolucio de la supervivencia

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 minima variacio
quant al dia exacte en el qual els ratolins comencaven a deteriorar-se, probablement a
causa de variacions en el pes al moment de la infeccid, I"evolucié dels animals va ser
molt semblant en els 5 experiments diferents, resultant ser un model molt reproduible
(Figura 12).
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Figura 12:Grafica de supervivéncia del model. Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). En aquesta
grafica hi ha representats un total de 60 animals (de 5 repeticions diferents). A I'eix de les X s'ha
representat el temps de supervivéncia, en dies, i a I'eix de les Y el percentatge d“animals supervivents
(%). Les linies de punts marquen el dia 28, moment en el qual comencen a morir els animals, i el dia 45,

moment en quée queden vius menys dun 20% dels animals.

4.2 Evolucié de la carrega bacil-lar

La carrega bacil-lar als pulmons es va mesurar al llarg del temps. El dia 14
postinfecci6 hi havia als pulmons una concentraci6 de 5x10° CFU/mL
aproximadament, que va augmentar al llarg del temps fins arribar a un valor d‘uns
5x10® CFU/ml el dia 28 postinfeccio, 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: Evolucio de la carrega bacil-lar. Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). En aquesta
figura trobem representada la carrega bacil-lar (eix Y, en Log CFU/ml) als pulmons, limfonodes hiliars i
melsa, a diferents temps d‘infeccio (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 evoluci6 de les lesions

El dia 21 postinfeccié es podien observar petites lesions duns 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 (equacié de creixement exponencial;
r?=0,9023, p<0,01) (Figura 14D). El nombre de granulomes també incrementava fins al
dia 28, perd 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 coalescéncia de
les lesions explicaria la disminucié del nombre de lesions a partir del dia 28. Un cop
feta aquesta observacio, es va fer un recompte del nombre de sublesions de cada
lesio 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

coalescencia el dia 28.
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Figura 14: Evolucié macroscopica de les lesions en el ratoli C3HeB/FedJ. Figura publicada a
(Marzo et al. 2014). Imatges macroscopiques dels pulmons a dia 21 (A), 28 (B) i 31 (C) postinfecci6. D:
Evolucié de la mida dels granulomes en funcié del temps. Cada cercle representa la mitjana de la mida
dels granulomes en un animal. La corba de regressio esta representada com una linia discontinua (funcio
de creixement exponencial; = 0,9023, p<0,01). E: Evolucié del nombre de lesions amb el temps. Cada
cercle representa un animal. La linia discontinua uneix les medianes de diferents animals a cada punt de
temps postinfeccié. F: Nombre de sublesions a cada punt de temps. Cada cercle representa una lesio
(superlesid). Les linies representen les mitjanes. Cada asterisc indica significacid estadistica (T-test,
p<0,05). G: Tinci6 de MTC que mostra com les lesions originals, petites, estan coalescent en superlesions

molt més grans.

4.4 Necrosi caseosa i liguefaccio

Els estudis histopatologics (Figura 15) van mostrar que les primeres lesions
apareixien entre els dies 21 i 23 postinfeccié. Aquestes lesions eren petites i consistien
en infiltracio intraalveolar, principalment neutrofils envoltant macrofags escumosos
(Figura 15A i B). Conforme la lesio creixia, els granulomes presentaven dues arees
diferenciades: un anell extern basofilic, consistent en infiltracié neutrofilica i estructures
que semblaven “Neutrophil extracellular traps” (NETs) (Figura 15D), i una area central
més clara que contenia neutrofils necrotics. Aquesta area central va evolucionar cap a
una destrucci6 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 liquefactiva). Hi havia bacils
agregats tant a les regions neutrofiliques com a les regions acel-lulars (Figura 15H i 1),

fet que podria indicar un creixement extracel-lular.
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Figura 15: Evolucié microscopica de les lesions en el model amb C3HeB/FeJ. Figura publicada

a (Marzo et al. 2014). Totes les fotos corresponen a talls de pulmo. Els panells A-F mostren talls amb
tincio d'H/E. A: Lesio al dia 21 postinfeccié. B: Infiltracié intraalveolar que consisteix principalment en
neutrofils (asteriscs), sovint envoltant macrofags escumosos (fletxes). C: Dia 28, lesié més evolucionada,
on es distingeix infiltracié cel-lular (fletxa) a la periféria i al centre, una regié menys basofilica (asterisc). D:
Necrosi (asterisc) i estructures amb aparenga de NETSs (fletxes) el dia 21. E: Desaparicié progressiva dels
nuclis necrotics i les estructures cel-lulars. F: Producte homogeni i acel-lular a I'espai alveolar. G: Estroma
alveolar conservat dins les regions necrotiques (Tincid de reticulina). H: Presencia de bacils (fletxes) a les
regions neutrofiliques i dins els macrofags alveolars (Tincié Ziehl-Neelsen). |: Preséncia massiva de bacils
a les regions necrotitzades, on ara ja no es distingeixen nuclis, indicant un creixement extracel-lular (Ziehl-

Neelsen).

La regié necrotica central va aparéixer al voltant del dia 28 postinfeccid, i la seva
area en proporcié a l‘area total de cada lesié va incrementar amb el temps (Figura
16A). Tot i aixi es va observar que hi havia una area minima del granuloma (0,15mm?)
per tal que presentés la regié central necrotica, i d“altra banda a partir d'una certa mida
(3mm?) tots els granulomes presentaven [area central necrotica (Figura 16C). Fruit
d'aquesta observacié es va calcular la correlacié entre la mida de la lesid i la proporcio
de lesid necrosada. Es va trobar una correlacié positiva estadisticament significativa (r
de spearman = 0.7945, p < 0.0001). A la Figura 16B es mostra aquesta relacio, aixi

com la regressio lineal entre aquests dos parametres (r* = 0.3047, p<0.0001).
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Figura 16: Necrosi central a les lesions dels ratolins C3HeB/Fed. Figura adaptada de (Marzo et
al. 2014). Cada cercle representa una lesi6. A: Temps versus necrosi central. Les linies sén mitjanes.
L"asterisc indica que l'increment és estadisticament 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 | 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 linia continua representa
la regressio lineal (r2= 0,3047, p<0,0001), i I'error esta representat amb linies discontinues (95% d‘interval
de confianga). C: Classificacid de les lesions segons la mida i la presencia de necrosi central. El
percentatge de lesions pertanyents a cada grup esta indicat a cada requadre. Dades de 18 animals en

total.

4.5 Caracteritzacio de la resposta immunologica local i sistémica

La resposta immunolodgica es va mesurar a nivell local (ambient citocinic al
pulmd) i a nivell sistemic (cultiu desplendcits estimulats amb PPD). Es van trobar
diferéncies molt rellevants entre aquestes dues respostes.

A nivell local, les citocines i quimiocines inflamatories, en especial TNF-q,
CXCL2 (MIP-2), CXCL1 (KC) i IL-17 van incrementar de forma significativa amb el
temps (de setmana 3 a setmana 4 postinfeccio) (p<0,05, Student’s t-test). També IL-6 i
CXCL5 (LIX) van incrementar, perd6 no de forma significativa. En canvi, a nivell
sistémic hi va haver una disminucié amb el temps de les quimiocines inflamatories
CXCL2 i CXCLA1, aixi com d'1FN-y (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 citoquinic a nivell local i sistémic en el ratoli C3HeB/FeJ.
Figura adaptada de (Marzo et al. 2014). Concentracié de citocines o quimiocines als pulmons (esquerra) o
al sobrenedant dels cultius desplenocits PPD-especifics (dreta), expressada com a ratio del nivell a la
setmana 4 postinfeccid, respecte el nivell a la setmana 3 postinfecci6. Les barres representen l'increment
(en vermell) o la disminucid (en negre) de la concentracid de citocines. Els canvis estadisticament

significatius estan marcats amb un asterisc (p<0,05, t-test). n=6 ratolins/grup/timepoint.

Taula 3: Concentracié de citocines i quimiocines al pulmé homogenitzat i al esplenocits

estimulats amb PPD, a les setmanes 3 i 4 postinfeccio. Taula adaptada de (Marzo et al. 2014).

MitjanaxSD (pg de citocina/mg de proteina)

Pulmons Pulmons Esplenocits Esplenocits
setmana 3 setmana 4 setmana 3 setmana 4
TGF-3 336,94+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 25,3416,84 11,9745,77 BDL* BDL*

IFNy 4,86+2,03 2,87+0,35 3422,37+3457,36 194,55+207,28

IL-17 1,46+0,90 10,9545,23 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 1287,924+591,22 111,52+173,32
TNF-a 5,4842,43 29,66+5,96 39,88+22,50 24,00+£17,26

*BDL: per sota el llindar de detecci6. n=6animals/grup/timepoint
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També es van determinar els nivells sérics dels eicosanoids LTB,4, LXA, i PGE,. El
LTB,4, de caracter proinflamatori, va disminuir amb el temps, mostrant una correlacié
negativa (r de Spearman = 0,4594, p<0,001) mentre que la LXA, , antiinflamatoria, 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 sérics de PGE; eren tan elevats que van quedar per

sobre el nivell de deteccid de la técnica.
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Figura 18: Perfil inflamatori al sérum en el ratoli C3HeB/FedJ. 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 I'eix de les X el temps en dies. Les linies representen la regressio lineal

del temps amb els nivells de LXA4 (en vermell, r? = 0,4553, p<0,0001) o amb LTB4 (en negre, r? =0,1942,
p<0,001).
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5 Estudi 2: El paper de la inflamacié en la tuberculosi activa

5.1 Estudi comparatiu entre les soques C3HeB/FedJ i C3H/HeN

5.1.1 Supervivéncia i carrega bacil-lar

Els ratolins de la soca C3H/HeN van sobreviure almenys 43 dies d'infeccio, mentre
que la corba de supervivéncia dels C3HeB/Fed disminuia abruptament entre els dies
28 i 35, com ja s'ha vist a I'estudi 1. La carrega bacil-lar també va ser molt inferior en

els ratolins C3H/HeN respecte els C3HeB/FeJ, a tots els temps estudiats (Figura 19).
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Figura 19: Supervivéncia i Carrega bacil-lar a pulmé del C3H/HeN. Figura adaptada de (Marzo et
al. 2014). A I'esquerra hi ha representades les corbes de supervivéencia del C3HeB/FeJ (en negre) i del
C3H/HeN (en vermell). n=12 animals/grup. La diferéncia entre les dues corbes és estadisticament
significativa (*p<0,05, Mantel-Cox Test). A la dreta hi ha la carrega bacil-lar al pulmé dels ratolins
C3HeB/Fed (negre) i els ratolins C3H/HeN (vermell). Cada bola representa un ratoli. Les dades pertanyen
a 2 experiments. Les linies indiquen les medianes. A tots els temps postinfeccio, la diferéncia és

estadisticament significativa (*p<0,05, T-test).

5.1.2 Estudi histopatologic i histomeétric

Als 28 dies postinfeccio els pulmons dels ratolins C3HeB/FedJ estaven severament
afectats, plens de lesions dures, grans i compactes (Figura 20A) mentre que els
ratolins C3H/HeN presentaven una afectacié minima (Figura 20B). La histometria va

confirmar aquesta diferéncia entre els dos grups (Figura 21).

72



5. Estudi 2

Sty
SE N Bl

Figura 20: Histopatologia comparada dels ratolins C3HeB/FeJ i C3H/HeN. Figura publicada a
(Marzo et al. 2014). Talls histologics amb tincié d, H/E. Fotos macroscopiques: pulmons de ratoli
C3HeB/FedJ (A) i C3H/HeN (B) del dia 28 postinfeccié. Fotos microscopiques: lesions del C3HeB/Fed (C) i
del C3H/HeN (D) del dia 28 postinfeccio. Necrosi dels neutrofils a una lesié6 del C3HeB/Fed (E) i
predominanga d“apoptosi en una lesié del C3H/HeN (F) del dia 28. Talls histologics amb tincié 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"area afectada respecte l‘area total del pulmd (mitjana i
desviacié estandard) van ser el seguents: dia 21 postinfeccio C3HeB/Fed 22,33 *
4,81%, C3H/HeN 1,17 = 1,13%, t-test, p<0,0005; dia 28 postinfecci6 C3HeB/FeJ
79,85% £ 10,44%, C3H/HeN 4,44 £ 1,49%, t-test, p<0,0005.

Contrariament als ratolins C3HeB/FeJ, els C3H/HeN, no van presentar necrosi a la
regid central de les lesions (Figura 20C i Figura 20D). L"analisi histométric va confirmar
que cap lesid presentava regidé necrotica central al grup C3H/HeN, ni tampoc
coalescéncia. Pel que fa a la mida de les lesions, la histometria també va demostrar
una diferéncia estadisticament significativa ente el grup C3HeB/Fed, amb lesions més
grans, i el grup C3H/HeN (Figura 21). Tot i que tots dos grups van presentar infiltracié
neutrofilica, en I‘analisi histopatologic es van observar diferéncies qualitatives quant a
la mort cellular dels neutrdfils. Mentre que en la soca C3H/HeN va predominar
I'apoptosi dels neutrofils, amb poca preséncia de bacils (Figura 20F i Figura 20H), a la
soca de C3HeB/FedJ va predominar la necrosi dels neutrdfils, amb un gran nombre de

bacils envoltant-los (Figura 20E i Figura 20G).

Histometria de les lesions al pulmo
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Figura 21: Comparacié de la histometria de la soca C3H/HeN amb la C3HeB/Fed. Figura
modificada de (Benito 2013). Esquerra: A I°eix de les Y percentatge de |"area afectada sobre [“area total
del pulmé. A Ieix de les X el temps postinfeccid, en dies. Les barres negres mostren la mitjana
corresponent al grup C3HeB/Fed, i les vermelles al C3H/HeN, i les barres d'error indiquen el SEM. n=6
ratolins/grup/timepoint. Dreta: Mida de |"area de les lesions, en ym2. Cada cercle representa una lesio, en
negre les corresponents a la soca C3HeB/Fed, i en vermell les corresponents a la soca C3H/HeN. Les
linies respresenten la mitjana de cada grup. Les difereéncies entre els dos grups son estadisticament

significatives per a tots els parametres presentats (*p<0,05, t-test).
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5.2 Efecte dels farmacs antiinflamatoris en el desenvolupament de tuberculosi

activa en el model muri

5.2.1 Efecte sobre la supervivéncia i la carrega bacil-lar

En un primer moment la hipotesi de la tesi consistia en que un desequilibri entre
les forces de reparacié del teixit (fibrosi i TGF-B) i les forces de destruccié del teixit
(fibrindlisi, metaloproteases) portaven a la ligiefaccié de les lesions, tal i com es dona
en |"abscessificacio, on la coagulasa secretada per S.aureus promou la formacié del
coagul facilitant-ne el procés. Aixi doncs, inicialment es va avaluar l|'efecte de la
doxiciclina (inhibidora de les MMP) i I'heparina (anticoagulant) sobre la supervivéncia
dels animals infectats. La doxiciclina no va tenir cap efecte sobre la supervivéncia. En
canvi I'heparina si que va incrementar la supervivéncia dels animals (Log-rank test,

Gehan-Breslow-Wilcoxon test, p<0,05)(Figura 22).
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Figura 22: Efecte de la doxiciclina i I’heparina sobre la supervivéncia. Figura adaptada de
(Marzo et al. 2014). Les linies de colors representen la corba de supervivencia del tractament indicat, i les
negres la del control no tractat. Les diferéncies entre controls i tractats son estadisticament significatives

en el cas de I'heparina (*p<0,05. Prova de Mantel-Cox). n=12 animals/grup.

Davant la possibilitat que I'efecte de I'heparina fos degut a les seves propietats
antiinflamatories i no pas a les propietats anticoagulants, es van avaluar els
tractaments amb ibuprofé i AAS, i el resultat obtingut va ser el mateix: van incrementar
la supervivéncia dels animals (Log-rank test, Gehan-Breslow-Wilcoxon test, p<0,05)
(Figura 23).

Pel que fa a la carrega bacil-lar al pulmé, I"acid acetilsalicilic (AAS) va incrementar-

ne lleugerament el valor el dia 14 postinfeccid, perd a partir del dia 21 va reduir la
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carrega bacil-lar respecte el control (p<0,01, t-test). L'efecte de I'ibuprofé administrat el
dia 21 postinfeccié també es va traduir en una reduccio de la carrega bacil-lar a dia 28
(p<0,0001, t-test) (Figura 23).
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Figura 23: Efecte dels AINEs en la supervivéncia i la carrega bacil-lar. Figura adaptada de
(Marzo et al. 2014) i (Vilaplana et al. 2013). Al requadre superior, supervivencia. Les linies de colors
representen la corba de supervivéncia del tractament indicat, i les negres la del control no tractat (n=12
animals/grup). Les diferéncies entre controls i tractats sén estadisticament significatives en els dos casos
(*p<0,05. Prova de Mantel-Cox). Al requadre inferior, carrega bacil-lar al pulmé. Cada cercle representa
un animal, i les linies sén medianes. Les barres de color blau (AAS) i verd (ibuprofé) representen el

periode en el qual s'ha administrat el medicament .
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5.2.2 Histopatologia i histometria

L"analisi histopatologic i histométric es va realitzar per al tractament amb ibuprofe,
perd no per al tractament amb AAS ni la resta de tractaments. En I‘observacié directa
ja es va detectar clarament una afectacié menor en els animals tractats (Figura 24 A i
B) aixi com en les laminetes tenyides amb H/E (C i D).

s »
:A N 0-0‘ . ' . J.‘" e W - } =~ :{ _"\?
’ 3 ¥ (: - e . . P .'r- 7 .:".' & K- J\I oy "vi
o it —‘ ‘e m ,’\,"ﬁ) .,r’_ : “ A o

Figura 24: Efecte de I'ibuprofé en la histopatologia. Figura publicada a (Vilaplana et al. 2013).
Imatges macroscopiques i microscopiques que mostren les diferéncies entre el grup control (A, Ci E)i el
grup tractat amb ibuprofe (B, D i F), del dia 28 postinfeccié. A i B, pulmons amb lesions blanques
arrodonides. C i D, talls histologics 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
(AiC). EiF, detall de la regio central d‘una lesié caracteristica 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 neutrofils,
sobretot apoptotics, perd fins i tot algun que sembla viu.
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Histometria de les lesions al pulmé (dia 28 postinfeccio)
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Figura 25: Histometria de I’efecte de I'ibuprofé en la patologia pulmonar a dia 28 postinfeccio.
Figura modificada de (Vilaplana et al. 2013) i (Benito 2013). Les barres indiquen la mitjana de I‘area
afectada respecte I'area total del pulmé (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
lesio, i la linia horitzontal representa la mitjana de cada grup (D). Les diferéncies entre els dos grups sén

estadisticament significatives en els casos indicats amb un asterisc (*p<0,05, t-test). n=6animals/grup.

De totes maneres es va confirmar mitjangant I‘exercici d‘histometria. El percentatge
de l'area afectada sobre |"area total del pulmé dels animals tractats amb ibuprofé 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

78
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disminuir de forma estadisticament significativa amb el tractament amb ibuprofée
(Figura 25 B). El percentatge de lesions que presentaven coalescéncia i la mitjana de
la mida individual de les lesions també va ser menor amb [‘ibuprofé, perd no de forma
estadisticament significativa (Figura 25 C i D respectivament).

Pel que fa a l‘analisi microscopic de les lesions, a dia 28 postinfeccié 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 ibuprofé hi havia un
contingut cel-lular on dominaven els neutrofils principalment apoptotics, contrastant

amb la necrosi o NETosi que dominava en els animals control (Figura 24 E i F).

53 Estudi comparatiu dels parametres immunologics: soca resistent

C3H/HeN i efecte del tractament amb ibuprofée

Un cop comprovat que la soca C3H/HeN tenia una evolucié més favorable davant
la mateixa infeccié que el model desenvolupat, i que amb ["administracié d‘ibuprofé
també hi havia aquesta millora, es van voler estudiar els mecanismes immunologics
que podien influenciar aquesta evolucio6.

Es va determinar la concentracio de diferents quimiocines i citocines al pulmg, i els
nivells sérics de LTB,, LXA, i PGE,, tal i com es presenta la Figura 26.

La concentracié als pulmons de INF-y, IL-13 i IL-4 estava per sota del limit de
deteccié de la técnica, i la concentracié de IL-10 no va variar entre els grups, pel que
aquestes dades no s'han presentat. La concentracido de citocines proinflamatories
(TNF-a, IL-17 i IL-6) va disminuir tant en el grup tractat amb ibuprofé com en els
ratolins C3H/HeN, mentre que la concentracié de TGF-3, IL-5 i IL-2 va ser major en
aquests grups. La quimiocina proinflamatoria CXCL5 (LIX) es va trobar molt elevada
en el control respecte el C3H/HeN i el grup tractat amb ibuprofé. 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 minimament afectats (CXCL1) per Iibuprofé. La PGE,
no es va veure afectada pel tractament amb ibuprofé, i en canvi, si que va presentar
nivells molt més elevats en el C3H/HeN, respecte el control. Els nivells de LTB4 i LXA,
van ser estables i equilibrats en el grup C3H/HeN i el grup tractat amb ibuprofé, pero
en el grup control van variar en sentits oposats, mostrant un desequilibri cap a un

excés de LTB, el dia 21, i un desequilibri cap a un excés de LXA, el dia 28.
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Citocines als pulmons homogeneitzats
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Figura 26: Diferéncies en el perfil de citocines, quimiocines i mediadors de la inflamacié. Figura
modificada de (Marzo et al. 2014). Cada cercle representa un animal. C3HeB/FeJ (gris), C3H/HeN

(vermell) o C3HeB/FedJ tractats amb ibuprofé (verd). Les linies s6n medianes. Un asterisc *(p<0,05) i un

hash tag #(p<0,005) indiquen les diferéncies estadisticament significatives respecte el control (t-test).

80






Tuberculosi pulmonar: com evitar el pas de granuloma a cavitat

6 Estudi 3: Desenvolupament d’una estratégia terapéutica per tractar la
tuberculosi mitjangant ’administracié de dosis baixes de micobacteris

inactivats

6.1 Efecte sobre la supervivéncia 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 induccié de tolerancia oral al bacil de la
tuberculosi en un model de tuberculosi activa modificava la progressio de la malaltia.
Es va avaluar la supervivéncia dels ratolins i es va veure que amb el tractament
s'incrementava de forma estadisticament significativa. Es van provar diferents dosis i
pautes d“administracid, i els resultats van ser positius tant amb [‘administracio
preinfeccido com postinfeccio. Els resultats detallats per a cada pauta d“administracio i
dosi es mostren a la Taula 4, i la corba de supervivéncia d‘un experiment representatiu
a la Figura 27.

Donat que la manipulacié i administracié6 de M.tuberculosis comporta un risc
bioldgic considerable, es van provar altres micobacteris no patogénics o menys
patogénics per induir tolerancia oral als bacils de M.tuberculosis. Es van provar
diferents espécies, incloent M.bovis BCG i espécies ambientals. Els resultats van ser
encoratjadors, ja que els animals tractats amb M.bovis BCG, M.kansasii i
M.manresensis, una nova espécie de micobacteri ambiental, del complex M.fortuitum
(Caracteritzacié taxonOmica en progrés) van mostrar major supervivéncia en
comparacioé als controls no tractats (Figura 27). Tot i que també es va provar el
tractament amb M.avium, aquest no va millorar la supervivéncia. 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 innocuitat
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 aix0 es van provar diferents dosis i pautes dadministracio, i
s‘en va avaluar la supervivéncia en aquest model muri. Diferents dosis entre 10* i 10’
de CFU inactivades/animal van incrementar la supervivéncia, tant administrades abans

com després de la infeccid. Els resultats es presenten a la Taula 6.
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Taula 4: Tractaments de tolerancia oral amb bacils inactivats de Mycobacterium tuberculosis

- . < ﬂ
s = Medlar?a\de-la 8 = S
£ £ supervivencia k7 QED o
g 25 (dies) B > £
x O , I L, 4 oY Nl
Y T o Pauta d'administracio © ©n S w©
T 8% © %) 'S 2 oS
e a .z S = © € €T
O ] s = =] c = O
E gz £ 8 £ 8 3
=} = = 0
: S
10° 31,5 41,5 p<0,05 6  2,4x10°
1 10 31,5 36,5 p<0,05 6  2,4x10°
Pauta curta ' des del dia 9 preinfeccié
1 10 31,5 37,5 p<0,05 6  2,4x10°
1 10° 31,5 49 p<0,05 6  2,4x10°
1 10° 31,5 60 p<0,01 6  2,4x10°
1 10° 31,5 60,5 p<0,01 6  24x10°
Pauta curta® des del dia 12 postinfeccio
1 10 31,5 44 p<0,05 6  24x10°
1 10 31,5 40 p<0,05 6  2,4x10°
4 10° Continuament’des del dia de la infecci6 34,5 37,5 NS 12 4,4x10°
, 2 .
4 10° Continuament des del dia 28 345 40,5 NS 12 4,4x10°
postinfeccio
p 1 | . 11 . f s .
6 10° auta curta dles de c%la pos'gln eccid i 30 33 0<0,05 12 9,8x10°
després continuament”.
P 1 | . 1 . f s
6 10° auta curta d,es de fjla 0 prezln eccio i 30 33 0<0,005 12 9,8x10°
després continuament”.
7 10° auta curta modificada” des del dia 29 375 38 NS 12 4,4x10°

preinfeccid

'Pauta curta: 5 dosis administrades cada 48h. 2Continuament: 3 dosis per setmana (Dilluns, dimecres i
divendres), durant tot I'experiment. *Pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana.
“Les corbes de supervivéncia de cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferéncies es
van considerar estadisticament significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el
Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, i aixi s'ha indicat a la taula. NS: No significatives, Mth: Mycobacterium

tuberculosis
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Taula 5: Tractaments de tolerancia oral amb micobacteris inactivats

. Mediana de e o)
S a = © o S
£ 3 S A 5 2 o
< - 5 2 super\{lvenCIa T ED g g
g g S = e (dies) [ & o
o B - o Pauta d'administracié © ©» S
heo] © wn T o~ © b ~
o o O ®© 2 §d] Q = — 2
o [@] (=] E 8 © 8 — < b
g S S = s = 5 © =
2 = £ S £ S T 3
2 a a
5 Ml.Bthg/is 10° Pauta curtai;?:csc(i:lc’;al dia 9 pre- 34 36,5 NS 12 65x10°
M.bovi Pauta curta’ d | dia 12
2 bovis 46 auta curta des del dia 34 355 NS 12 6,5x10°
BCG postinfeccid
M.bovis Pauta curta’ des del dia 12
2 BCG 10° postinfeccié i després 34 >43*  p<0,05 12 6,5x10°
continuament®.
M.bovis 4 Pauta curta modificada® des del 4
1 4 7* 12 1
3 BCG 0 dia 29 preinfeccid. 05 > p<0,05 3,0x10
B , 2 .
10 M.bovis 10* Contlnuamel"lt de's,deldla 30 32 35 0<0,01 12 1,1)(105
BCG preinfeccid.
, 2 .
10 Mkansasii  sx1o? ~ Continuament desdeldia30o ., 5, NS 12 1,1x10°
preinfeccid.
, 2 .
10 Mkansasi  8x10? ~ continuament’desdeldia30 5, o b 5005 17 1,1x10°
preinfeccid.
, 2 .
I I
10 Mkansasi  8x1o? ~continuament desdeldiadela 5, 59 505001 17 1,1x10°
infeccio.
, 2 .
10 Mkansasii  sx10? ~continuament’ desdeldiadela o, 35 p0007 12 1,1x10°
infeccio.
P 3
15 Mavium 4xio® Fautacurtamodificada’desdel oo 5, NS 12 6,0x10°
dia 29 preinfeccio.
e 3
15 Mavium axi0® Foutacurtamodificadatdesdel o o 5, NS 12 6,0x10*
dia 29 preinfeccid.
P ificada’ [
15 Mavium axiot Fautacurtamodificadaidesdel oo g NS 12 6,0x10*
dia 29 preinfeccid.
, 2 N
15 Mavium axiob Continuament’ desdeldiadela oo 5, NS 12 6,0x10*
infeccio.
’ 2 .
15 Mavium axio® Continuament” desdeldiadela oo o9 ¢ NS 12 6,0x10°
infeccid.
, 2 .
15  M.avium  4x10° Cont'”“amei:tfecdc‘?; deldiadela ,oc 595 NS 12 6,0x10°

'Pauta curta: 5 dosis administrades cada 48h. 2Continuament: 3 dosis per setmana (Dilluns, dimecres i

divendres), durant tot I'experiment. ®pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana.

*Les corbes de supervivencia de cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferencies es

van considerar estadisticament significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el

Test de Gehan-Breslow-Wilcoxon, i aixi s'ha indicat a la taula. NS:No significatives. Mtb: Mycobacterium

tuberculosis. Asterisc (*): més del 50% dels animals van sobreviure fins al final de I'experiment, pel que no

es pot determinar la mediana de supervivéncia.
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Taula 6: Tractaments de tolerancia oral amb bacils inactivats de Mycobacterium manresensis

o . ~ =2
£ — Mediana de la 3 = N
© . . s

€ £ supervivencia a ?D -g —
- -E . © ©
g 2 5 (dies) 8 5 c g
x O % , L ., i o 0 2
K - @ Pauta d'administracié . %) S o
ko) w T 0 © o=
° O © o e Lo
] - © B = c = &2
E % — S = © ©
=] c € @ ) = K
2 = S © X o

o [ wn (=)

7 Pauta curta modificada’ des del dia 3

16 1,50x10 . . 21,5 25 p<0,01 12  7,48x10°
postinfeccio.
g 1 R
16 15x10° outacurtamodificada desdeldia3 o 5o 05001 12 748x10°
postinfeccio.
16 150x10" Dedillunsadivendres, desdeldia6 o 50 45001 12 748x10°
postinfeccio (2 setmanes).
16 15x10° Dedillunsadivendres, desdeldia6 ) o 50 45001 12 748x10°
postinfeccié (2 setmanes).
19 15 «10° Dosi diaria durant. 14 d|§§, des del dia 5 36,5 395 0<0,05 12 5'9)(104
postinfeccio.
21 6 x10° Dosi diaria durant'14 dl(::‘?, des del dia 19,5 20 NS 12 2,6x106
21 preinfeccid.
21 6 x10° Dosi diaria durant'14 du'ef, des del dia 19,5 2 0<0,05 12 2,6x106
21 preinfeccid.
21 6 x10° Dosi diaria durant. 14 dI(.E,S, des del dia 7 19,5 21 NS 12 2,6x106
postinfeccio.
2 6 x10° Dosi diaria durant. 14 dI(.E,S, des del dia 7 19,5 2 0<0,05 12 2,6x106
postinfeccio.
23 6 x10° Dosi diaria duran’F 14 dl.e,s, des del dia 38 43 NS 12 1,20x105
de la infeccio.
23 6 x10° Dosi diaria duran’F 14 dl.e,s, des del dia 38 475 NS 12 1'20)(105
de la infeccio.
24 6 x10° Dosi diaria durant'14 du'ef, des del dia 39 38 NS 12 1,56x105
17 preinfeccio.
24 6 x10* Dosi diaria durant'14 du'ef, des del dia 39 a1 NS 12 1,56x105
17 preinfeccio.
25 6 x10* Dosi diaria duranF 14 dl.e,s, des del dia 30 36 0<0,0001 12 1,48x105
de la infeccio.
29 6 x10° Dosi diaria durant. 14 dl??, des del dia 7 27 29 P<0,05 6 6,1x104
postinfeccio.
34 13 «10° Dosi diaria durant 14 dies, des del dia 22 275  p<0,0001 12 2,82x104

de la infeccid.

'Pauta curta modificada: 13 dosis administrades 3 cops per setmana. %L es corbes de supervivencia de
cada tractament amb el seu control es van comparar i les diferéncies es van considerar estadisticament
significatives quan p<0,05 tant en el Test de Log-rank (Mantel-Cox) com el Test de Gehan-Breslow-

Wilcoxon, i aixi s'ha indicat a la taula. NS: No significatives. Mtb: mycobacterium tuberculosis.
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Mycobacterium tuberculosis
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Figura 27: Corbes de supervivéncia dels tractaments amb diferents espécies micobacterianes.
En aquest grafic es mostren les corbes de supervivencia de cada tractament (linia discontinua)

comparades amb els respectius controls no tractats (linia continua). Les diferéncies sén estadisticament

Temps de supervivéncia (dies)

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 carrega bacil-lar i la histopatologia

L'efecte sobre la histopatologia i la carrega bacil-lar al pulmé 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 darea afectada dels pulmons respecte els controls no tractats. Les
diferéncies entre els grups tractats i els no tractats van ser estadisticament
significatives, tant als 21 com als 28 dies postinfeccio. (p<0,05, t-test)(Figura 28).

Pel que fa a la carrega bacil-lar al pulmé, aquesta va disminuir amb els tractaments
amb M.tuberculosis i BCG, tant a dia 21 com a dia 28 postinfeccio, de forma
estadisticament significativa (p<0,05, t-test), tal i com es mostra a la Figura 29A i B.
Daltra banda, el tractament amb M.manresensis va disminuir la carrega bacil-lar a dia
21 postinfeccié (estadisticament no significatiu) perd no a dia 28 postinfeccié (Figura
29C).

M.tuberculosis M.bovis BCG M.manresensis
B0+ 80+ B0+
*
'E w E &0 E 60 B
g | - i |
" il ™ n
o 40+ m 404 m 40
] @ @
b= LY LY
- - “
- o L -]
20- 20 204
2 " S i = _I 2
* w
ol ML 0- ol .
21 28 21 28 21 28
Temps (dies) Temps (dies) Temps (dies)
Em Control * Les diferéncies anfre els fractaments i els controls
B Tractament pré-infeccid son esaldisticament significtives tant a dia 21 com a

[ Tractament post-infeccid  dia 28 post-infeccid (p<0,03; -test)

Figura 28: Histometria comparada entre els tractaments i els controls. Les barres indiquen la
mitjana del percentatge d‘area pulmonar lesionada respecte |‘area total del pulmd, a dia 21 i dia 28
postinfeccid, i les barres d'error indiquen el SEM. A cada grafic 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 infeccid, i en blanc

si es va administrar després de la infeccié). n=6 animals/grup/timepoint.
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Figura 29: Efecte dels tractaments en la carrega bacil-lar al pulmé. En aquestes grafiques es
representa la mitjana i SEM de la carrega bacil-lar (expressada com a logaritme de CFU per ml) del grup
tractat (barra grisa si es va administrar preinfeccid, o blanca si es va administrar postinfeccid) respecte el
seu grup control, per als tractaments amb M.tuberculosis (A), M.bovis BCG (B) i M.manresensis (C).
L"asterisc indica diferéncies estadisticament 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 cel-lules T reguladores en la tuberculosi

Com que la hipotesi inicial sobre el tractament era que la proteccié ve donada per
modulacié de la resposta immunologica especifica mitjangant la induccié de tolerancia,
es va estudiar el paper de les cél-lules T reguladores en el sistema experimental

desenvolupat.

6.3.1 Estudi comparatiu C3HeB/FedJ i C3H/HeN

En un primer pas es vas estudiar la poblacié 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 poblacié Treg es va determinar a la melsa i
als limfonodes mitjangant citometria de flux, tres setmanes després de la infeccio. 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 ratoli
resistent C3H/HeN que en el C3HeB/Fed (C3HeB/Fed: 8,03%; C3H/HeN: 10,1%;
p<0,005, t-test). Als limfonodes, la diferéncia entre els dos grups no va ser
estadisticament significativa (C3HeB/FeJ: 7,61%; C3H/HeN: 8,07%).

Es va repetir el mateix experiment, perd els animals es van sacrificar el dia 14
postinfeccio, i es van cultivar els esplendcits i es van estimular amb PPD. El ratoli
resistent C3H/HeN va presentar major percentatge de Tregs tant al cultiu basal com al
PPD-especific (Figura 30). L'analisi estadistic de les dades en conjunt va confirmar
que la diferéncia entre les dues soques era estadisticament significativa (p<0,05,
ANOVA de dues vies).
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Figura 30: Percentatge de Tregs a la soca C3H/HeN en comparaci6 a la soca C3HeB/FeJ: En
aquests grafics hi ha representats per a cada soca de ratoli els percentatges de Treg (CD25+Foxp3+)
respecte el total de T CD4+ de cada animal estudiats als esplendcits sense cultivar (esquerra) i als
esplenocits cultivats sense estimular, o bé estimulats amb PPD (dreta). Cada boleta representa un animal.

Les linies representen la mediana de cada grup.

6.3.2 Estudi de deplecio de Tregs in vivo en el ratoli resistent C3H/HeN

En vista dels resultats, es va practicar una deplecié de les cél-lules Treg en els
ratolins C3H/HeN mitjancant ["administraci6 d"anti-CD25 i es van infectar amb
M.tuberculosis per veure com afectava la deplecié al progrés de la infeccié. Els
animals tractats amb anti-CD25 van patir una deplecio efectiva de les Treg, tal i com
es mostra a la Figura 31A, excepte un animal, que es va excloure de I'estudi per
aquest motiu. Un animal del grup deplecionat es va sacrificar el dia 32 per motius étics,

i la necropsia va revelar gran afectacio tuberculosa als pulmons. La resta dels animals
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es van sacrificar el dia 46 postinfeccid i els pulmons es van processar per |“analisi

histologic quantitatiu i qualitatiu.
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Figura 31: Deplecié de les Treg en el ratoli C3H/HeN. A: Percentatge de Tregs (eix Y) de cada
animal (cada boleta representa un animal), per a cada temps d'infeccié analitzat: 1 dia preinfeccio (-1), i
12, 26 i 46 dies postinfeccid. La fletxa vermella indica el dia que es va inocular I'anticos per deplecionar
les Treg. B: Percentatge d‘area lesionada respecte |area total del pulmé de cada animal (cada boleta
representa un animal) en cada grup experimental. Les linies representen la mediana de cada grup. C:
Proporcié d“animals amb afectacid pulmonar severa de cada grup. La barra indica el nombre d“animals de
cada grup amb afectacido moderada (en blanc) o severa (en granat). Les fotografies microscopiques dels
talls histologics amb tincié d'H/E mostren una lesié tipus dels animals amb afectacié moderada (D) o bé
dels animals amb afectacio severa E.

L'analisi quantitatiu va mostrar diferéncies entre els dos grups pel que fa al

percentatge d‘area afectada, malgrat aquesta no va ser estadisticament significativa
(Figura 31B). Els resultats en el grup deplecionat van ser molt dispersos: 3 dels
animals van presentar un percentatge d‘area 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"afectacio molt més elevat (al voltant del 80%). L"analisi 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 infiltracié sobretot de macrofags i limfocits, i
pocs neutrofils envoltant macréfags escumosos (Figura 31D), mentre que aquells amb
afectacio severa (més del 75% de teixit pulmonar danyat) presentaven lesions molt
grans amb necrosi caseosa central (Figura 31E). Aixi doncs, en classificar els animals
d'acord amb el grau d"afectacié pulmonar, es va trobar que la frequéncia d‘afectacio
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 proteccio de les Treg en el nostre sistema experimental.

6.4 Estudi de la modulacié immunologica exercida pel tractament amb

M.manresensis (Nyaditum resae®)

Préviament 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 estadisticament significatiu de les Treg Foxp3+
en sang, el dia 21 postinfeccié (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, si que havia
augmentat les Treg a melsa el dia 28 postinfeccid, perd no de forma estadisticament
significativa (Mitjana + SD; Control: 11,47 + 3,56%; Tractament preinfeccié: 12,65 +
2,21%; Tractament postinfeccié: 13,12 + 1,30%)

Com que es va considerar que el tractament amb M.manresensis era un bon
candidat per al desenvolupament d‘una terapia immunomoduladora, es va voler fer
una caracteritzacio més completa de l'efecte daquest tractament en el sistema
immunitari.

A més de les Treg CD4+CD25+Foxp3+, es van estudiar altres tipus de cél-lules T
CD4+ que es van considerar rellevants: CD25+CD39+ (Treg de memoria), CD25-
CD39+ (T efectores de memoria), CD25+CD39- (potencials T efectores), i CD25-
CD39- (T naive), dacord amb la caracteritzacio efectuada per Dwyer et al. (Ref Dwyer
2010), tal i com es pot veure a |I'exemple de la Figura 32.

Aixi que es va fer l'estudi d‘aquests tipus cel-lulars en els esplendcits sense
cultivar, el dia 28 postinfeccio. No es va veure cap efecte estadisticament significatiu
sobre les Treg CD25+CD39+, i les Treg Foxp3+ fins i tot es van veure disminuides pel

tractament de forma estadisticament significativa (Figura 33).
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Figura 32: Analisi de les subpoblacions de T CD4+ segons I’expressio de CD25 i CD39 en una

mostra representativa de melsa.
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Figura 33: Efecte del tractament en el percentatge de Tregs a la melsa. Percentatge de Tregs
(Foxp3+ al grafic de I"esquerra, CD39+ al grafic 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 postinfeccié. Cada cercle

representa un animal, i les linies representen la mediana.

En un segon pas es van explorar les Tregs en moments anteriors de la infeccié i en
cultiu, estimulant els esplenodcits amb PPD per tal de veure un efecte especific. Els
resultats es mostren a la Figura 34.

El dia 14 postinfeccio en el cultiu d'esplendcits es va observar un increment de les
Treg Foxp3+ en els animals tractats, en els pouets no estimulats (p<0,05, Bonferroni

post-test) perd no es va observar un efecte especific en els animals tractats, ja que no
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va canviar el percentatge de Tregs amb I‘estimul de PPD. En canvi, el percentatge de
Treg CD39+ es va incrementar amb ['estimulacié de PPD tant en els animals tractats
com els control. Va haver-hi, doncs, un increment especific 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
memoria (Tmeff) va disminuir amb la estimulacié6 amb PPD als dos grups, pero no es

van observar diferéncies entre el grup tractat i el grup control.
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Figura 34: Efecte del tractament amb M.manresensis sobre la resposta especifica a melsa.
Percentatge de Tregs o Tmeff (segons s'indica en cada grafic) sobre el total de cél-lules T CD4+, en els
esplenocits cultivats 7 dies amb estimul (PPD) o sense (MCC) segons s'indica sota cada barra. Les barres
assenyalen la mitjana de 6 ratolins, i les linies d“error indiquen I‘error estandard (SEM). Segons la prova
estadistica ANOVA de dues vies, hi ha diferéncies entre els dos grups pel que fa a Tregs en tots els
casos. A més, en l‘analisi post-test de Bonferroni, hi ha diferencies entre grups pel que fa al pou de MCC
o de PPD, en els casos indicats amb un asterisc.

El dia 21 postinfeccid, les Treg CD39+ van incrementar amb |‘estimulacié amb

PPD. No es van observar diferéncies entre el grup control i el grup tractat en els cultius
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no estimulats, perd si que es va detectar un augment estadisticament 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 esplendcits no estimulats va ser
major en el grup no tractat (p<0,05, Bonferroni post-test), després de I'estimulacié amb
PPD el % de Tmeff va incrementar en el grup no tractat, mentre que va disminuir en el
grup tractat.

Per una major caracteritzacié de I'efecte immunomodulador del tractament amb
M.manresensis es van estudiar aquests subtipus cel-lulars directament als pulmons,

als mateixos temps d'infeccié (dia 14 i dia 21 postinfeccid). Els resultats es presenten a

la Figura 35.
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Figura 35: Efecte del tractament amb M.manresensis sobre les Treg i Tmeff al pulmé.
Percentatge de Treg, Tmeff o ratio de Tmeff respecte Treg, segons s'indica al titol de cada grafic,
mesurats directament al pulmo, en el grup control i el grup tractat amb M.manresensis. Cada cercle indica
un animal, negre (control) o lila (tractat). Les linies representen la mediana del grup. Els resultats de dia
14 postinfeccio son els de la fila superior, i els del dia 21 postinfeccio els de la fila inferior. Les diferéncies

estadisticament 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 estadisticament significativa (p<0,05, t-test). El ratio Tmeff/Treg era
lleugerament menor en els animals tractats tot i que no de forma estadisticament
significativa. El dia 21 postinfeccio, ni les Treg ni les Tmeff van presentar diferéncies
estadisticament significatives entre grups.

Finalment es van analitzar conjuntament els resultats dels 4 subtipus cel-lulars
estudiats: Treg, Tmeff, Teff i Tnaive. D"aquest analisi va destacar lincrement del
percentatge de Thaive en el cultiu d'esplenocits, des del dia 14 al dia 21, i per tant, la
disminucié dels altres subtipus efectors (Treg, Tmeff i Teff). D"altra banda, als pulmons
es va observar |'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).
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Contral Tractat
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Figura 36: Comparacio de les proporcions cel-lulars al cultiu d’esplenécits i als pulmons a
diferents temps. Proporcions de cél-lules T CD4+ (Treg, Tmeff, Tnaive i Teff) en els controls i els tractats
amb M.manresensis, determinades a dia 14 o dia 21, al cultiu desplendcits i al pulmd, segons s'indica a
cada grafic. Cada tipus cel-lular esta representat amb un color, segons s‘indica a la llegenda. n=6
ratolins/grup/timepoint.
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7 Discussio

7.1 Sobre el sistema experimental desenvolupat per a Iestudi de la

tuberculosi activa

En aquest treball s'ha desenvolupat i caracteritzat un model on, davant la infeccio
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 liglefaccié.
Grosset descriu (Grosset 2003) que el procés de formacié de cavitats comenga amb la
necrosi caseosa, que posteriorment liquiefacta, i quan aquesta lesié arriba a obrir-se a
un bronquiol, el liquid es buida a I'arbre bronquial, formant-se una cavitat. En aquest
model desenvolupat els ratolins infectats desenvolupen invariablement aquestes
lesions amb necrosi caseosa, que posteriorment liquefacta, semblants a les lesions
descrites per Grosset prévies a la cavitacié. Fins i tot en algun cas aillat s'ha observat
una cavitat (dades no publicades ni presentades en aquesta tesi), perd aquesta
presentacid no és reproduible totes les vegades. La induccié de cavitats és la
presentaci6 més caracteristica de la tuberculosi pulmonar en adults
immunocompetents (Cardona 2014), i és també la responsable de la propagacié de la
malaltia, donat que és la lesié que conté més carrega bacil-lar, i la Unica que drena
bacils cap a I'exterior del malalt de manera massiva (Grosset 2003). Es per aixd 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“dbserven en les persones.

Aquest tipus de lesions en la soca C3HeB/FeJ havien estat descrites préviament
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 genétics (Chackerian et al. 2001;
Kamath et al. 2003; Yan et al. 2006; Sissons et al. 2009), de biocimatge (Davis et al.
2009) i per assaig de farmacs antituberculosos (Driver et al. 2012; Harper et al. 2012;
Rosenthal et al. 2012; Skerry et al. 2012) donades les condicions dhipoxia a I'interior
de les lesions (Harper et al. 2012). Per0d fins ara ningu havia utilitzat el ratoli
C3HeB/Fed com a model de tuberculosi activa.

A nivell practic, un model de tuberculosi activa que es desenvolupi tan rapid és
molt util. Tot i que en altres ambits 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 desenllag fatal. Ara bé, si que
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és cert que sempre hi ha una variabilitat quan a la velocitat del procés, amb una
oscil-lacié d'entre 2 i 3 setmanes. Aquest aspecte és una limitacié del model a I'hora
de planificar la recerca, i a I'hora de comparar I'evolucié dels parametres experimentals
entre experiments diferents. Aixd ha dificultat en alguns casos poder trobar el punt
optim per mesurar certs parametres, i fins i tot a vegades la mort dels animals s'ha
avancat meés del que s'havia previst i no s'han pogut fer les determinacions desitjades.
Aquesta variacié podria ser deguda al pes dels animals al moment de la infeccid, ja
que aquest parametre tampoc és constant en totes les entregues de I'empresa
subministradora dels ratolins, i aquest factor podria influir en el curs de la infeccié. Una
altra possibilitat és que la dosi dinfeccié varii d‘un experiment a un altre. L'inocul es
prepara a partir d'un cultiu de la soca de referéncia de la UTE (H37Rv Pasteur) en
estat de creixement logaritmic, i es congela. L'objectiu daquesta metodologia és
obtenir bacils en estat no replicatiu, perd6 amb la menor agregacio 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 I'indcul en si mateix, tot i
que en algun cas, per exemple en I‘experiment 19 durant el desenvolupament del
Nyaditum resae®, si que hi va haver una variacio important facilment explicable per un
error en ['inocul.

A més de desenvolupar i caracteritzar el model consistent en la infecci6 amb
M.tuberculosis de la soca de ratolins C3HeB/FedJ, també s*ha caracteritzat el procés de
la infeccid en la soca C3H/HeN. Aquesta soca, com que comparteix I'haplotip de MHC
amb la soca C3HeB/FeJ, i per tant és genéticament molt propera, pot desenvolupar
una resposta especifica adquirida semblant a determinats antigens, tal i com sha
descrit per exemple en models d"asma (Sarlo et al. 2000). Malgrat aquesta similitud
presenta una susceptibilitat molt menor a la infeccié, de manera que proporciona un
control positiu excel-lent, essent les dues soques genéticament prou properes, pero
amb diferent susceptibilitat. Aquesta comparacié de les dues soques també ha sigut
clau en la comprensido dels fendbmens observats. Aixi 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 utilitzacié de ratolins com a model per estudiar la tuberculosi presenta certs
avantatges, com ara la disponibilitat de soques diferents, models transgénics, reactius
especifics de I'espécie (com ara anticossos), una logistica 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 pulmé (Cardona 2006; Cardona 2010), quant a resposta al bacil, ja que sé6n més

aviat tolerants - permeten un gran creixement bacil-lar al pulmé 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). Pero
aquest nou model de ratoli supera alguns d'aquests inconvenients, concretament el fet
de tenir una resposta poc tolerant al bacil i reproduir lesions tipicament humanes,
mentre que conserva tots els avantatges d'un model muri.

Pel que fa a I"avaluacio de farmacs aquesta nova eina pot ser de gran utilitat ja que
permet quantificar no només el control de la carrega bacil-lar - que pot ser una
caracteristica equivoca com s'ha vist en el cas del Nyaditum resae®, on una major
supervivencia no anava lligada a un major control de la carrega bacil-lar - siné també
I"evolucioé de la patologia pulmonar, parametre que si que s'ha associat a una millor
supervivencia en aquest estudi. A més, en no limitar-se a I'estudi de la carrega bacil-lar
també podria ser util per al desenvolupament de farmacs que enlloc de tenir una accié
sobre el bacil tinguin una accié sobre I'hostatger, com és el cas de |ibuprofé o el
Nyaditum resae®.

Es per tot aixd que pesen més els avantatges que els inconvenients, i aquesta
nova eina ha demostrat ser molt Gtil tant en |'estudi de la patogénia de la tuberculosi

activa com en el desenvolupament de nous farmacs antituberculosos.

7.2 Sobre lestudi de la progressio 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 caracteristiques d"aquesta: les
cavitats. En adults immunocompetents, la forma de tuberculosi pulmonar més freqlient
és l“afectacio del I16bul superior, en un 80% dels casos amb infiltracid, i en un 50% amb
cavitacio (Lee et al. 1995; Andreu et al. 2004; Baker et al. 2004). Aquestes lesions que
liqlefacten tenen una mida aproximada de 10 a 40 mm de diametre (Andreu et al.
2004). En canvi, durant la ITBL els granulomes no sén ni tan sols visibles en una
radiografia, ja que mesuren aproximadament 0,5 mm de diametre (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 lesié de 0,5 mm de diametre a una de fins a 40 mm de
diametre (Figura 37A).

En el model estudiat, les lesions passen dun diametre de 0,5 mm el dia 21
postinfeccid a un diametre de 5-12 mm el dia 31. Aquest increment exponencial,
corroborat per I"analisi histométric, va acompanyat de |aparicié de sublesions en el
mateix moment que el nombre total de lesions comenga a disminuir. Tot plegat,
recolzat també per I'imatge histoldgica, demostra que hi ha una creixement de cada

lesid per separat, perd que quan aquestes entren en contacte amb les lesions
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properes s‘uneixen, multiplicant aixi la seva velocitat de creixement. Per tant, el passar

d'un petit granuloma a una gran cavitat s‘explica, en part, per la coalescéncia de les

lesions properes (Figura 37 B).

A
L
0.5 mm
B 0.5 mm @, d21
. -
L ] ° °
3
) o

2 mm O, d30

0.5mm @, d33

1 mm @, d28

Figura 37: Induccié6 de Ilesions
cavitades. Figura publicada a (Vilaplana et al.
2014a). A: Com és possible que un granuloma
de 0,5mm de diametre esdevingui una lesio de
25mm, mida necessaria per comengar la
cavitacié? B: En el model muri desenvolupat
la mida de les lesions incrementa rapidament
a causa de la infiltracié neutrofilica, i a la
coalescéncia de les lesions veines. C: La
intervenci6 amb AINEs o amb Nyaditum
resae® causaria un alentiment del creixement
de les lesions, permetent el procés
dencapsulacié de les lesions, evitant aixi la
colasecéncia de les lesions i la formacié de

cavitats.

Daltra banda, hi ha d'haver un altre motiu perqué les lesions individuals creixin

tan rapidament i es produeixi la necrosi caseosa central. Abans de comengar aquesta

tesi, que de fet provisionalment es titulava “Efecte de la fibrosi en la patogénia de la
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infeccié per M.tuberculosis”, la hipotesi sobre la formacio de lesions proposava que un
desequilibri entre la fibrosis i la fibrindlisis del teixit necrdtic era responsable de la
destruccié de teixit que dona lloc a la liqtiefaccid, i a la cavitat un cop es buida el
material liqliefet. Es a dir, que si hi havia un ambient profibrotic de forma predominant,
el teixit danyat es reparava i s‘encapsulava, frenant la destruccié del teixit i la
disseminacié dels bacils. Si per contra no hi havia un ambient prou fibrotic, la
fibrindlisis i I"accié de les metaloproteases de la matriu destruien el teixit fins a formar
una lesio ligiefeta (Cardona 2011). De fet, segons la hipotesi inicial la formacio de la
liquefaccio era un procés similar a la formacié de I'abscés per S.aureus. En el cas de
I"absces, I"acumulacié de neutrofils es deu en part a les coagulases sintetitzades pels
bacils, que mitjangant la fibrinolisi provoquen diposits de fibrina, que ajuden a mantenir
I'efecte de la bleomicina, un farmac profibrotic, la doxiciclina, que té un efecte negatiu
sobre les metaloproteases de la matriu, i I'heparina, per la seva accio fibrinolitica o
anticoagulant. Sorprenentment ni la bleomicina ni la doxiciclina van funcionar, perd en
canvi I'heparina si que va allargar la supervivencia dels ratolins infectats.

L"analisi histopatoldgic va revelar que en els animals infectats es produia una
infiltracié massiva de neutrofils, que a partir de dia 28 donava lloc a la necrosi caseosa
central. Diversos estudis en tuberculosi indiquen que el paper dels neutrofils podria ser
rellevant i perjudicial en [|evolucié de la infeccid, sobretot en una fase avangada
(Barnes et al. 1988; Keller et al. 2006; Berry et al. 2010; Nandi et al. 2011; Lowe et al.
2012). Els resultats de I|analisi de la resposta immunoldgica local també van en
aquesta direccid, doncs a més de la infiltracié neutrofilica també es va veure un
augment (de setmana 3 a setmana 4 postinfeccidé) de citocines i quimiocines
inflamatories (TNF-a, MIP-2, KC i IL-17) al pulmd. Tots aquests resultats indiquen que
un excés d'inflamacié pot ser la causa del creixement exponencial de les lesions i la
posterior liquiefaccié d“aquestes. Aixi doncs, veient un possible paper de la inflamacio
en |"evolucio a tuberculosi activa, es va valorar la possibilitat de que I'efecte positiu que
I'heparina va causar en animals infectats fos degut a les seves propietats
antiinflamatories i no pas a les anticoagulants.

Per confirmar i caracteritzar millor el rol de la inflamacié en la induccié de
malaltia tuberculosa es va estudiar I'efecte dels AINEs ibuprofé i AAS en el model, aixi
com l'estudi de la infecci6 en el C3H/HeN. La soca resistent C3H/HeN, com era
deperar, va presentar major supervivencia, menor carrega bacil-lar i menor afectacio
pulmonar, perd també menys inflamacioé tant pels eicosanoids mesurats al serum com
per I"analisi de citocines i quimiocines al pulmé. Aquesta menor inflamacié podria ser

consequéncia de la poca carrega bacil-lar, enlloc de ser-ne la causa. Pero en tot cas,
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el curs de la infecci6 es va veure afectat positivament per ['administracié tant
d'ibuprofé, AAS o heparina, demostrant ara si, que la inflamacié contribueix a la
patogénia de la tuberculosi.

En els animals tractats amb I'AAS, el dia 14 hi havia un petit augment de carrega
bacil-lar, que podria concordar amb el fet que el salicilat estimula el creixement in vitro
dels micobacteris (Bernheim 1940), perd en tot cas els dies posteriors si que va
controlar el creixement bacil-lar, aixi com [ibuprofé. Si bé alguns estudis han vist que
Ibuprofé i derivats (carprofen i diclofenac) tenen un efecte bacteriostatic o bactericida
in vitro sobre M.tuberculosis (Dutta et al. 2007; Guzman et al. 2013), en aquesta tesi
I'efecte més important de Iibuprofé ha estat sobre I'hostatger, tal i com indica I'estudi
immunologic. A més I'AAS també redueix la carrega bacil-lar malgrat in vitro tingui
I"efecte contrari.

Aquests resultats s"adiuen amb la “Damage theory” aplicada a la infeccio
tuberculosa (Cardona 2010). Tenint en compte la hipotesi dinamica (Cardona 2009), la
progressié d'infeccié latent a malaltia es podria explicar per I‘arribada de bacils a I"apex
pulmonar a causa del procés constant de reinfecci6 enddgena, sumat a una
predisposicid de I'hostatger a presentar una reaccié altament inflamatoria davant el
bacil tuberculés (Berry et al. 2010; Tobin et al. 2010; O'Garra et al. 2013). A ["apex
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 sén més
amples (Glenny et al. 2011). Aixd fa que el flux sanguini i el flux limfatic siguin més
lents en aquesta localitzacid, fet que facilitaria 'acumulacié de neutrofils perd també un
retard en el drenatge dels bacils (Dock 1946), tot plegat portant a I"acumulacié de
lesions en aquesta localitzacié (Cardona 2014), que a més en créixer es fusionarien,
donant lloc a un tuberculoma de grans dimensions. A més, en funcio de la intensitat de
la resposta inflamatoria de I'hostatger, el tuberculoma podria liqiefactar i donar lloc a
una cavitat, ja que una resposta exacerbada i desenfrenada portaria a una espiral
d'inflamacié i destruccié del teixit, impossible d'equilibrar pels processos fibrotics de
reparacié del teixit.

Segons I‘analisi histometric, la preséncia i mida de la regidé necrodtica central no
es correlaciona amb el temps d'infeccié de I"animal, sind6 amb la mida de la lesio,
indicant que aquest fendmen es ddna a causa d'un efecte mecanic quan la lesié arriba
a una determinada mida. S'ha observat en el detall histologic, que les parets cel-lulars
dels alvéols romanen intactes (necrosi caseosa) fins ben avancgat el procés, tant a la
tincié de reticulina com a la tincié d'H/E, on s‘observa la preséncia de vasos sanguinis
al centre necrotic. Perd finalment la pressido sobre les parets alveolars resulta en

manca dirrigacié de la paret alveolar, pel que també s’acaba destruint, donant lloc a la
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necrosi liqliefactiva, ja que en no haver-hi teixit connectiu que sostingui la massa de
detritus cel-lulars generada per la necrosi dels neutrofils, el contingut necrosat perd
consisténcia. Aquest fenomen de passar de necrosi caseosa a liquefactiva 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
postinfeccio. Per tant, es podria entendre que una lesié caseosa és com un abscés,
perd que gracies a les parets alveolars conservades té una consisténcia més solida
(Grosset 2003), i es diferencia també per la velocitat de formacié de la lesid, essent
molt més lenta en comparacié a I'abscés.

Aquests estudis també han posat de manifest la importancia de la localitzaci6 de
cada fenomen durant el desenvolupament de la malaltia, tal i com es proposa en una
recent publicacioé del nostre grup (Vilaplana et al. 2014b). Els resultats del luminex a
pulmé i a melsa, han posat en evidéncia que la resposta immunoldgica és ben diferent
en aquestes dues localitzacions. Al pulmd, a partir del dia 21 la inflamacié va
incrementar, mentre que a la melsa va disminuir. A més, la carrega bacil-lar també ha
mostrat diferéncies rellevants entre organs: aixi com al pulma la carrega bacil-lar es va
disparar a partir del dia 14, a la melsa i limfonodes es va controlar, mantenint uns
nivells estables. Finalment, també I“analisi de Tregs concorda amb aquests resultats: a
dia 14 les cél-lules efectores (Tregs, Tmeff i Teff) es veien molt més representades a la
melsa que al pulmé, i el dia 21 la situacidé s'invertia. Tot indica que a la melsa es
controla tant la inflamacié com la carrega bacil-lar, i per tant hi ha una menor atraccio
dels limfocits especifics cap a aquest organ. En canvi als pulmons és on es concentra
el creixement bacil-lar i la inflamacid, i per tant atrau cada cop més limfocits i altres
cél-lules inflamatories.

Pel que fa al mecanisme pel qual els antiinflamatoris han millorat el progrés dels
ratolins infectats, hi hauria diverses opcions. Els AINEs poden modular |"activacio dels
neutrdfils directament (Abramson et al. 1984; Kaplan et al. 1984) independentment de
la via d'inhibicié de les COX compartida amb d‘altres antiinflamatoris. Es molt rellevant
que l'ibuprofé disminuis la concentracié de LIX, ja que aixd podria haver comportat una
menor atraccié de neutrofils. En canvi CXCL1 (KC) i CXCL2 (MIP-2) no s‘han vist tant
afectades per I'ibuprofé. Aquest fenomen també s'ha observat en el cas de la cortisona
en altres models dinflamacié (Rovai et al. 1998), on la dexametasona influeix en el
nivells de CXCL5 perd no en els de CXCL1 o CXCL2. Ara bé, els nivells reduits de
CXCL5 també podrien ser una consequéncia indirecta de I‘ibuprofé, per la reduccié de
la patologia pulmonar que s*ha observat.

Un altre possible mecanisme és la via de mort cel-lular dels neutrofils. Les NETs

son estructures derivades de la mort cel-lular dels neutrofils (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
pulmé (Narasaraju et al. 2011; Caudrillier et al. 2012), i el M.tuberculosis pot induir
NETSs, que s‘uneixen als bacils encara que no sén capaces de matar-lo (Ramos-Kichik
et al. 2009). Tot i que no s'ha confirmat per cap técnica especifica, les estructures
observades en les lesions dels ratolins infectats C3HeB/FedJ 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 solida per replicar-se. Aixi com en el
C3HeB/Fed 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 ibuprofé, s'ha observat
amb més freqiéncia la mort cel-lular per apoptosi. Tot i que aixd s'ha detectat en
I"analisi histopatologic, i no s'ha quantificat per cap técnica especifica, és una dada
rellevant i prou fiable, que podria indicar que l‘estimulacié de |"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 inflamacié (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 PGE, és controvertit. Alguns autors consideren que la PGE, és
perjudicial ja que aquesta interfereix en la produccié de IL-1, TNF-a i reactius d'oxigen
per part dels macrofags, i inhibeix IL-12, IFN-y i IL-2 en els limfocits (lvanyi et al. 2013).
Perd també se nha destacat el seu paper protector ja que promou [apoptosi dels
macrofags infectats, limitant aixi el creixement de M.tuberculosis i limitant la inflamacio
(Chen et al. 2008; Divangahi et al. 2009). Els resultats d"aquesta tesi mostren que des
de l'inici de la infecci6 la soca susceptible C3HeB/Fej manté nivells molt més baixos de
PGE; 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 PGE, durant tot
el procés, a més de corroborar la gran capacitat de resposta antiinflamatoria d"aquesta
soca de ratoli. Per contra, en el cas de Iibuprofé, com que els nivells de PGE; ja sén
baixos en la soca C3HeB/FedJ, no hi té cap efecte afegit, indicant que hi ha altres
mecanismes de regulacié més rellevants, si més no quan la infeccié ja esta avangada.
Tenint en compte els resultats en global, es pot interpretar que la PGE, és protectora
sobretot a I'inici de la infeccid, abans del dia 21 postinfeccié.

El paper de la LXA; en la inflamacié 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 pronecrotic (Hachicha
et al. 1999; Mitchell et al. 2002). La modulacié de la hidrolasa LTA4, que controla
I"equilibri entre LXA, i LTB4, s'ha trobat crucial en la infeccié per M.tuberculosis, ja que

un excés d'algun d'aquests dos eicosanoids portaria a una desregulacié del TNF-q,
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causant la malaltia tuberculosa, bé per excés o per manca de resposta inflamatoria
(Tobin et al. 2010). En el model descrit, mentre que en els ratolins C3H/HeN mantenen
uns nivells estables i equilibrats entre si de LXA, i LTB4, en el model C3HeB/FeJ, la
LXA, disminueix durant la tercera setmana dinfeccid, i es dispara exageradament
durant la quarta setmana. Ben bé a la inversa, el LTB, 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), perd de
laltra, els nivells disparats de LXA, i controlats de LTB4; que s‘observen el dia 28
postinfeccid son contradictoris amb [augment d'inflamacié observat. Una primera
hipotesi seria que I"augment de LXA, es produeix en un intent de compensar I'excés
d'inflamacid, perd és inefectiu en el grup control, mentre que en els grups C3H/HeN i
tractats no es veu aquest augment perqué en no haver-hi tanta inflamacié no es
requereix. Una altra hipotesi seria que pesa més el paper pronecrotic de la LXA,, i
aquests alts nivells de LXA, contribueixen a una major susceptibilitat dels C3HeB/Fe;j.
Tot i que amb aquestes dades no és facil entendre els mecanismes que donen lloc a
I'evolucié diferenciada en les dues soques de ratoli, segurament la primera opcio és
meés versemblant, donat que al dia 28 el procés esta molt avancat, i en canvi el dia 21
postinfeccid, en el moment en que les lesions comencen a créixer desmesuradament, i
per tant, moment clau que determina el curs fatal de la infeccio en la soca C3HeB/FeJ,

si que trobem un augment de TNF-a i LTB4 en el control, i una caiguda de la LXA,.

7.3 Desenvolupament de noves estratégies terapéutiques

7.3.1 Discussio sobre la utilitat dels tractaments desenvolupats

En aquest treball s'han desenvolupat dues estrategies terapéutiques diferents per
combatre la tuberculosi activa, que comparteixen el fet que actuen sobre els sistema
immunoldgic de I'hostatger. Aquesta forma de tractament s‘esta explorant per diverses
vies, i amb éxit, en el moén 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 ['administracio de farmacs
antiinflamatoris no esteroideus com [“buprofé o I'AAS com a tractament adjuvant de la
tuberculosi. Aquesta troballa és molt rellevant, doncs és una familia de farmacs
segura, que fins i tot sadministra a nens, i com que ja esta en el mercat podria
comengar 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 clinics on

sha avaluat I'AAS com a tractament coadjuvant en pacients amb meningitis
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tuberculosa (Misra et al. 2010; Schoeman et al. 2011). Perd en aquest treball es
proposa per primer vegada utilitzar els AINEs amb [‘objectiu de frenar I'excessiva
inflamaci®6 que dodéna lloc a la tuberculosi activa pulmonar en adults
immunocompetents. Curiosament alguns AINEs (ibuprofé i derivats) s‘havien utilitzat
en experiments in vitro o en ratolins com a tractament de la tuberculosi, perd el seu
efecte s'havia atribuit a propietats bactericides o bacteriostatiques, i no pas a I'efecte
antiinflamatori per se (Byrne et al. 2007; Dutta et al. 2007).

Aquesta nova estratégia proporciona una alternativa de tractament en les
tuberculosis resistents als antibiotics, ja que actua sobre I'hostatger i no sobre el bacil.
De cares a dissenyar les pautes d‘administraci6 més adients seria interessant
investigar més a fons el mecanisme d“accié de I'ibuprofé i de I'AAS en el tractament de
tuberculosi. En aquest cas com que s‘ha administrat ibuprofé al ratoli C3HeB/FedJ des
del dia 21 postinfeccid, que podria equivaler en humans al moment del diagnodstic, es
suggereix que seu Us podria consistir en un tractament adjuvant als antibiotics. Pero
també seria interessant explorar I'efecte de [ibuprofé a temps més precogos, per
comprovar si seria perjudicial per al desenvolupament de la resposta immunitaria tal i
com s'ha suggerit (lvanyi et al. 2013). De totes maneres, degut als efectes secundaris,
que tot i que no sén molt importants, n‘hi ha (Ivanyi et al. 2013), tampoc en seria adient
un us profilactic. Pel que fa I'AAS, que es va administrar als ratolins des del moment
de la infeccio, si que es podria administrar profilacticament, de forma similar al
tractament amb aspirina a dosis baixes que prenen alguns malalts cardiacs, i en
aquest sentit ja s'esta estudiant aquesta possibilitat a la UTE, ja que s'ha obtingut
finangament per organitzar estudis clinics amb aquesta finalitat. Tanmateix, s'ha
desenvolupat una nou métode profilactic seguint una estratégia diferent. Aixi com
Ibuprofé i I'AAS tenen una acci® molt inespecifica, sobre diverses vies de la
inflamacié, amb el desenvolupament del Nyaditum resae® s'ha buscat una accié molt
més especifica, a través de la induccié de tolerancia oral als antigens micobacterians,
per tal de que es moduli la resposta immunitaria evitant la inflamacié excessiva que
condiciona la progressio a tuberculosi activa. Aquesta estrategia també és molt
segura, fins i tot més que libuprofé i I'AAS, ja que consisteix en administrar un bacil
innocu, que de fet es troba habitualment a I"aigua potable, i que a més a més
s‘administrara inactivat. Per aquest motiu ni tan sols s'ha considerat que sigui un
medicament sin6 un complement alimentari, fet que facil-litara les necessitats
regulatories per acceptar la seva entrada al mercat i per tant la disponibilitat per a la
poblacié infectada amb tuberculosi. L'administracié de Nyaditum resae® tedricament
podria ser més rellevant en les fases inicials de la infeccié, contrariament a I'ibuprofé.

De fet els experiments han demostrat que les pautes d“administraci6 amb éxit han
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sigut aquelles administrades abans del dia 13 postinfeccid, i justament un experiment
en que es va administrar el dia 28 postinfeccié no va tenir éxit. 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 supervivéncia una setmana, no és
irrellevant, ja que aquesta setmana de marge representa una velocitat molt menor
diinfiltracié de les lesions, del procés inflamatori i de la formacié de les lesions en
conjunt. Els ratolins no tenen septes interlobulars, i per tant tampoc capacitat
dencapsular les lesions fins que aquestes no arriben a la pleura. Per aixo |“alentiment
del procés inflamatori només doéna 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 infiltracié de I'espai alveolar,
perd molt més lentament (Dharmadhikari et al. 2008). Els humans si que tenim
capacitat dencapsulacid, pel que és raonable pensar que amb aquesta setmana de
marge que ens donaria el tractament amb Nyaditum resae® en tindriem prou per
encapsular les lesions, evitant aixi la progressio a la tuberculosi activa (Figura 37 C,
pagina 100).

Aixi 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 fabricaci6 com demmagatzematge. Tant [ibuprofé com I'AAS sén
farmacs barats i disponibles a molts paisos, i el Nyaditum resae®, tot i que ara per ara
esta protegit per una patent, no comporta grans costos d‘elaboracié, donada la
innocuitat del bacil M.manresensis i la via dadministracié oral. Per tant, si les
companyies llicenciataries de la patent ho permeten, podra tenir un cost assequible a
aquells paisos amb recursos econdmics escassos, que son justament els que
presenten major incidéncia de tuberculosi. També com Iibuprofé, no necessita
condicions de conservacio especials. Aquestes ultimes caracteristiques que s"apropen
més a la logistica que a la ciéncia médica, son tant o més importants que les
caracteristiques intrinseques del tractament, ja que finalment determinaran que un

tractament hagi estat util per a algu, o bé s‘hagi quedat en potencialment util.

7.3.2 Desenvolupament del tractament amb micobacteris inactivats

La induccié de tolerancia oral s‘ha avaluat mitjangant la supervivéncia després de
["administracié de tractaments elaborats a partir de micobacteris inactivats de diferents
espécies: 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 (patogénics i oportunistes) mitjancant I'estudi de la immunogenicitat de

les diferents espécies (Collins 1971) o la reaccié de derivats PPD de les diferents
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espécies (Ogunmekan 1978; Vandiviere et al. 1980; Shigeto et al. 1993) i aixi com
M.kansasii 0 M.avium presenten més o menys reactivitat creuada amb M.tuberculosis
0 amb la vacunacié per BCG, precisament M.fortuitum provoca molt poca reactivitat en
els casos estudiats. En canvi, els nostres resultats indicarien que les espécies
M.tuberculosis, BCG, M.kansasi i M.manresensis conferirien proteccié enfront de
M.tuberculosis, i precisament M.avium no ho faria. M.manresensis, tot i que encara no
esta del tot caracteritzat, pertany al complexe de M.fortuitum precisament. Aquesta
disparitat de resultats es pot explicar pel fet que, tal i com comenta Collins (Collins
1971), aquests estudis poden diferir molt en funcié de la soca especifica utilitzada. Per
un altre cantd, en els estudis esmentats es mesurava la immunogenicitat produida per
una injeccié subcutania de I‘antigen, mentre que en aquest treball sestaria mesurant la
capacitat de Iantigen d‘induir tolerancia oral. A més, en els estudis esmentats s'utilitza
PPD de les diferents espécies per immunitzar, que conté tota mena d“antigens, a
diferéncia del treball presentat en aquesta tesi, on s‘han administrat bacils sencers, i
per tant segurament predominen antigens de la paret i proteines secretades.

Quant a les pautes administrades, es pot criticar que no s‘ha fet una planificacié
racional per determinar-ne la més adequada, ja que no s‘han provat les mateixes dosis
i pautes en els mateixos tractaments, sind que s'ha anat decidint segons la tactica
assaig i error. No obstant aix0, 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 déna solidesa al
tractament, tant administrat preinfecci6 com postinfeccié. Es cert que en alguns
experiments els tractaments no han funcionat, perd pot ser degut a la variabilitat del
model, més que no pas a causa del tractament.

També s'han avaluat tres dels tractaments mitjancant I'estudi de la carrega bacil-lar
i la histopatologia. Aixi com en els tres tractaments hi hagut un efecte significatiu sobre
la patologia pulmonar, la carrega bacil-lar no ha disminuit de forma estadisticament
significativa en el cas del M.manresensis. El fet que hi hagi un efecte positiu i
estadisticament significatiu sobre la histopatologia, encara que sigui menor que en els
altres tractaments, perd no en la carrega bacil-lar, indica que aquest parametre no es
correlaciona totalment amb Iexit del tractament. De fet Dannenberg i Colins
(Dannenberg et al. 2001) a consequéncia dels seus estudis amb conills van arribar a la
conclusié que el cultiu dels pulmons per estimar la carrega bacil-lar no era un bon
indicador de pronostic sense un estudi histopatologic de les lesions. Pero també és
cert que la variabilitat del desenvolupament del model podria justificar aquesta
diferéncia, doncs en I|'experiment concret on es va avaluar la carrega bacil-lar i la

histopatologia del Nyaditum resae®, la progressié dels controls va ser més rapida que
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en els experiments dels altres tractaments, tal i com s'ha valorat amb els percentatges
d"afectacio del pulmd, perd també la carrega 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 hipotesi fos certa, no deixa de ser rellevant que la histopatologia

ha mostrat I'efecte del tractament, mentre que la carrega bacil-lar no.

7.3.3 Discussio sobre el mecanisme d“accido de Naditum resae®

La dosi i la ruta d"administracié determinen la resposta immunitaria de I'hostatger a
un determinat antigen, de manera que un métode terapéutic que consistis en
administrar un antigen a dosis baixes per via oral de forma continuada, hauria dinduir
tolerancia cap a I‘antigen (Faria et al. 2005). En el cas d"aquest estudi, doncs, és més
que possible que el metode desenvolupat hagi induit tolerancia als micobacteris
inactivats que s'han administrat. | donat que diverses espécies de micobacteri han
augmentat la supervivéncia, cal pensar que s'ha induit una reaccié creuada entre
M.tuberculosis i els altres micobacteris, ja que deuen compartir antigens rellevants per
al sistema immunitari de I'hostatger. Aquesta estratégia s'ha utilitzat abastament en el
moén 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 supressié per la
tolerancia oral. En el camp de la tuberculosi, I'administracié repetida d‘antigens de
M.tuberculosis amb la finalitat de guarir la malaltia tampoc és nova del tot. A l'era
preantibiotica diferents metges del moment, entre ells Robert Kockh, van comencgar 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
meétode diagnostic. Perd pel que fa al tractament, segons la revisio sobre la historia de
la tuberculina publicada pel nostre grup (Vilaplana et al. 2012), en aquests tractaments
la dosi i pauta d‘administracio eren claus, juntament amb I‘estat del pacient, per obtenir
una resposta positiva o negativa al tractament. La resposta negativa consistia en una
exacerbacié 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 guaricié. En canvi les respostes positives eren aquelles que passaven directament a
la fase tolerant, o bé passaven per una reaccio inflamatdria minima. Es pot interpretar
que l'efecte immunomodulador seria perjudicial quan s‘exacerbés la inflamacio, o
beneficids quan es limités. En el cas del métode terapéutic presentat en aquesta tesi,
el fet que I'administracié s‘efectui per via oral garanteix que la resposta induida sera
tolerant, sense perill de causar una resposta perjudicial, i aixi ho corroboren els

resultats de supervivéncia en el model muri. Yamamura et al. (Yamamura et al. 1986)
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van comprovar que la formacié de cavitats es deu a la DTH, o en definitiva a la
resposta cel-lular, en el model de cavitacié de conills. No tan sols aix0, siné que també
van aconseguir evitar la cavitacié6 mitjancant la desensititzaci6 amb diferents
components del micobacteri (Yamamura et al. 1974). Ara bé, a diferéncia del métode
terapéutic desenvolupat en aquesta tesi, on I'administracié de petites dosis per via oral
té l'objectiu de generar una resposta reguladora mitjangant la induccié de Tregs,
Yamamura et al. provocaven una anérgia als antigens de M.tuberculosis, mitjancant la
injeccid endovenosa dels péptids tuberculosos, mesurada per la negativitzacié del
TST. Per tot aix0, és perfectament possible que el tractament Nyaditum resae®
protegeixi del desenvolupament de tuberculosi activa mitjangant la induccié de
tolerancia al M.tuberculosis.

Tot i aixi s'ha volgut caracteritzar I'efecte del tractament en el sistema immunitari,
per tal de demostrar que s'indueix tolerancia amb el tractament. Es va considerar com
a possibilitat versemblant que la tolerancia oral s“articulés a partir de les Treg, donat
que I'administracié d‘un antigen per via oral a dosis baixes i continuades indueixen la
tolerancia mediada per Tregs, mentre que si les dosis son altes indueixen aneérgia, la
supressio de la resposta immunoldgica adquirida i les consequéncies negatives que
se’n deriven (Weiner et al. 2011). A més, en diverses malalties on hi ha un excés
dinflamacié és clar que les Treg confereixen proteccid (Baecher-Allan et al. 2006;
Umetsu et al. 2006; Dwyer et al. 2010). Ara bé, en el camp de tuberculosi, no és aixi.
Hi ha diversos estudis que atribueixen la baixa efectivitat de la vacuna BCG a la
produccié de Tregs (Roberts et al. 2007; Ho et al. 2010), i també s*ha atribuit un rol
negatiu a les Tregs durant la malaltia, argumentant que provoquen una
immunosupressié que doéna lloc al progrés cap a tuberculosi activa, ja que hi ha major
expansié de les Tregs en pacients de tuberculosi que en pacients amb ITBL (Ribeiro-
Rodrigues et al. 2006; Chiacchio et al. 2009). No obstant aix0, si tenim en compte que
la tuberculosi activa en adults immunocompetents es produeix per un excés
d'inflamacid, és poc probable que les Treg produeixin una immunosupressié que doni
lloc a la formacié de cavitats, de manera que I'expansioé de Tregs no tindria perqué ser
la causa de la tuberculosi activa, sind que podria ser una reaccié compensatoria a la
inflamacié que s‘esta produint durant la malaltia activa. En estudis amb ratolins hi ha
controvérsia quant a I'efecte de les Tregs. Shaffiani et al. van demostrar que les Tregs
especifiques causarien un augment de la carrega 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 deplecié de Tregs no afectava la carrega bacil-lar. Perd com ja s‘ha
comentat abans, la carrega bacil-lar no té perqué ser indicativa de I'evolucié de la

malaltia, especialment en el model de ratoli d'una soca resistent. En aquest sentit,
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estudis realitzats per Leepiyasakulchai et al van indicar un rol protector de les Treg,
doncs hi havia major expansié 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 comencar per l'estudi d"aquestes cél-lules en el
sistema experimental desenvolupat. El ratoli C3H/HeN va presentar major percentatge
de Treg a la melsa després de la infecci6 amb M.tuberculosis, i també en el cultiu
desplendcits, un augment en la poblacié especifica de Treg (estimulats amb PPD).
Llavors es va deplecionar el ratoli C3H/HeN de cél-lules Treg mitjancant I'administracié
d"anti-CD25. Aixd va incrementar la susceptibilitat d"aquests ratolins, doncs 2 de 5 van
desenvolupar lesions necrotiques, i un dells 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 ratoli d'aquesta
soca. Tot i que les cél-lules T CD4+CD25+, deplecionades eficagment, no sén 100%
Treg, segons Ianalisi 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 deplecié de Tregs és molt més rellevant que la de
les CD25+CD39-. En conjunt aquests experiments recolzen la hipotesi de que el paper
de les Treg en tuberculosi és protector. Aixi que es va seguir estudiant I'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, perd en aquest ultim no de forma estadisticament significativa.
Novament, aquesta diferéncia en els resultats es pot explicar per la diferéncia de
velocitat en la progressié dels tres experiments revelat per [‘analisi histopatologic.
També cal tenir en compte que la determinacié de Tregs en el tractament amb BCG es
va fer en sang i el dia 14 postinfeccié. Tot plegat justificaria la disparitat de resultats.
De totes maneres, per corroborar-ho hauria estat més correcte repetir I"experiment
amb M.manresensis i determinar-ne el percentatge de Tregs als “timepoints” inicials.
Pero es va optar per passar directament a estudiar I'efecte en les Treg especifiques
mitjangant el cultiu d'esplendcits estimulat amb PPD, i mitjangant I'estudi de Tregs
directament al punt d'inflamacid, als pulmons, i incloent el CD39 que permet un analisi
més complert, perqué permet identificar a més de les Tregs, les Tmeff, Teff i Tnaive. A
més aquest marcador ja ha estat validat com a marcador de Tregs en tuberculosi
(Chiacchio et al. 2009). Si bé a la determinacié a melsa del dia 28 es va obtenir el
mateix resultat amb els dos marcadors, a dia 14 en el cultiu no va ser aixi, segurament

degut a que les determinacions amb els dos marcadors s‘han fet en dos experiments
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diferents. Per tant, I"analisi global és el que déna una informacié més fiable: malgrat
Iincrement especific de Tregs en el cultiu el dia 21 postinfeccid, als pulmons les Treg
disminueixen. En canvi les Tmeff disminueixen amb el tractament, tant de forma
especifica el dia 21 en el cultiu, com el dia 14 i el dia 21 postinfeccié als pulmons.
Aquest resultats, malgrat ser inesperats van en la linia de la hipotesi inicial. Segons
Dwyer et al. la proporcié de Tmeff respecte les Treg és meés important que el
percentatge de Tregs en si, en el rebuig d'organs trasplantats (Dwyer et al. 2010). A
més, un desequilibri Treg-Th17 on les Th17 pesen més és segurament el que
determina la inflamacié exacerbada, tal i com es descriu en el IRIS en malalts de
tuberculosi i VIH (Liu et al. 2011). | de fet, segons de Cassan, l‘exposicid 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 limitacio de la resposta Th17 enfront a la infecci6 amb M.tuberculosis. El
fet que el tractament limiti I"expansié de les Tmeff, que serien potencials productores
de IL-17, també és indicador d'una regulacié de la resposta immunitaria, 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, sind que incrementés la seva
funcionalitat antiinflamatoria, factor que caldra tenir en compte en futures
investigacions.

Tot i que no s'ha pogut demostrar el mecanisme exacte daccié del tractament, si
que s‘aporten evidéncies suficients per demostrar que la millora que presenten els
animals tractats es deu a una induccié de tolerancia cap al bacil de la tuberculosi.
Seria interessant realitzar altres estudis per definir el mecanisme d"accié, potser sense
limitar-se al paper de les Treg. En un primer pas, es podria corroborar que hi ha menys
inflamacié mesurant les citocines, quimiocines i eicosanoids al pulmd, tal i com s‘ha fet
per al tractament amb ibuprofé i la soca C3H/HeN. També es podria mesurar la
concentracié de citocines, especialment IL-17 i TNF-a, al sobrenedant dels cultius
d'esplendcits. 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 [lnici de la
infeccio, i paral-lelament cultivar els esplenocits amb una incubacié més curta. Per
acabar, es podrien fer estudis de deplecié de Treg en els animals tractats, i fins i tot
transferéncia 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 infeccié que la millora obtinguda amb

el tractament.
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7.4 Valoracio global i fites assolides

S'ha desenvolupat un model animal de tuberculosi activa, que malgrat presentar
algun inconvenient ha estat molt util per determinar dos factors claus pel
desenvolupament de les lesions, la coalescéncia de les lesions i la inflamacid
exacerbada que resulta en una infiltraci6 massiva de neutrofils. Falta encara
determinar quina és la causa de I"atraccio dels neutrofils, si els neutrdfils en si, els
macrofags escumosos, la necrosi o algun altre factor. Perd en tot cas s'han tret
conclusions de valor amb I‘estudi d"aquest model, que a més en ser un model muri
comporta grans avantatges logistiques 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: prevencié demmalaltir un cop infectat
(Nyaditum resae®) i tractament coadjuvant per als malalts amb tuberculosi activa
(AINEs), o fins i tot prevencid de la tuberculosi (AAS). A més, aquests tractaments
haurien destar disponibles per als pacients en poc temps, donat el perfil de seguretat i
els costos assequibles de la produccio. De fet, el Nyaditum resae® ja esta essent
avaluat en un assaig clinic amb voluntaris sans per estudiar-ne l'efecte sobre el
sistema immunitari, i ja s'ha obtingut finangament per organitzar també un assaig clinic
per demostrar la utilitat dels AINEs en pacients amb tuberculosi activa. A més, en ser
tractaments immunomoduladors, amb un efecte sobre I'hostatger i no sobre el bacil,
proporcionen una alternativa per al problema de les resisténcies als antibiotics que han
desenvolupat algunes soques.

Aixi doncs, els resultats obtinguts en aquesta tesi sén molt positius i
esperancadors, i a més son un clar exemple de com la recerca basica, en aquest cas
la investigacié del desenvolupament de la malaltia, acaba essent d‘utilitat més enlla del

coneixement cientific basic, en aquest cas per trobar dues propostes terapéutiques.

7.4.1 Fites assolides en cada estudi

Estudi 1
e S'ha desenvolupat un model animal de tuberculosi activa, reproduible, 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.
e S'ha observat, mesurat i descrit el fenomen de la coalescéncia de les
lesions inicials properes, aixi com la infiltraci6 massiva de neutrofils,

mecanismes pels quals es pot explicar el creixement sobtat que
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Estudi

Estudi

experimenten les lesions tuberculoses que determina en part el
desenvolupament de la tuberculosi activa.

S'ha descrit la preséncia de NETs a les lesions, i s'han trobat evidéncies
que podrien indicar la importancia de la forma de mort cel-lular dels
neutrofils (apoptosi versus necrosi i NETosi) en el desenllag de la infeccid.

2

S'ha demostrat que un excés d'inflamacié, i més concretament una
infiltracié massiva de neutrofils vehiculada per la desregulacié de IL-17, IL-
6, TNF-a i CXCL5 (LIX), participen en el desenvolupament de la
tuberculosi activa.

S'ha provat que I'Us d"antiinflamatoris millora el progrés de la tuberculosi
activa, en un model muri de tuberculosi activa, fet que indica que IUs
d'AINEs podria ser un bon tractament terapéutic coadjuvant, i fins i tot
profilactic en el cas de I'AAS, i a més molt barat, per guarir la tuberculosi
activa.

3

S'ha desenvolupat un nou métode profilactic per la tuberculosi, que
augmenta la supervivéncia i disminueix la patologia pulmonar dels ratolins
en un model de tuberculosi activa.

El métode desenvolupat podria evitar el desenvolupament de tuberculosi
activa en persones infectades. A més, donat el baix risc que comporta la
seva administracio i el cost assequible de la seva produccid, s‘ha patentat i
llicenciat a una empresa, pel que podra administrar-se ben aviat i arribar als
paisos amb alta incidéncia, contribuint aixi al control de I'epidémia global.
S'ha vist que el control de la patologia pulmonar i una major supervivencia
no té perque anar lligat amb un major control de la carrega bacil-lar, en el
model de tuberculosi activa desenvolupat.

S‘ha demostrat que el paper de les cél-lules Treg és protector en el sistema
experimental de tuberculosi activa desenvolupat.

S'ha caracteritzat en part I'efecte del métode profilactic sobre el sistema
immunitari, indicant que provoca una disminucié de les cél-lules Tmeff
(CD4+CD25-CD39+) que probablement contribueix a la disminuciéo de
patologia pulmonar que s‘observa. Tot i aixi, es requeriran més estudis per
acabar de caracteritzar el mecanisme exacte pel qual el tractament regula

la resposta immunoldgica menys inflamatoria que s*ha observat.
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8 Conclusions finals

1.

El model muri de tuberculosi activa desenvolupat en aquesta tesi és util per
avaluar estratégies terpéutiques i profilacitques contra la tuberculosi, aixi com

per l'estudi de la tuberculosi activa.

La inflamacid, concretament la infiltraci6 massiva de neutrofils, juga un paper

perjudicial en la patogénesi de la tuberculosi activa.

Els AINEs podrien ser una bona eina en el tractament coadjuvant de la

tuberculosi activa.

L"administracio oral de dosis baixes de micobactéries inactiades constitueix una

nova estrategia profilactica contra la tuberculosi.
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MICOBACTERIAS INACTIVADAS PARA SU USO POR VIA ORAL EN LA PREVENCION
DE LA TUBERCULOSIS

Campo de [a técnica

5 La presente invencion se enmarca en la provision de medicamentos para
ser administrados por via oral para la prevencion de la tuberculosis, en particular para

controlar el paso de la infeccion latente a la infeccién activa de dicha enfermedad.

Estado de la técnica anterior

10 La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica ocasionada por las
bacterias pertenecientes al grupo Mycobacterium tuberculosis-complex (MTB-C), que
incluye actualmente los bacilos M. tubercufosis, M. bovis, M. microfi y M. africanum,
siendo el M. fuberculosis el agente mas importante y frecuente en relacién con la
tuberculosis humana. Dicha enfermedad afecta principalmente a los pulmones, si bien en

15  algunos casos puede extenderse también a otros drganos. Si no se trata adecuadamente,
la tuberculosis puede resultar mortal.

Segin el informe del 2011 de la Organizacion Mundial de la Salud,
anualmente se registran 9 millones de nuevos casos a nivel mundial de personas que
manifiestan la enfermedad y se contabilizan aproximadamente 1,7 millones de

20 fallecimientos. Se considera, asi mismo, que en el mundo existen mas de 2.500 millones
de personas infectadas y que cada afio se generan uncs 100 millones de infectados
nuevos.

La tuberculosis se transmite por el aire, de manera que los pacientes con
una cavidad tuberculosa en sus pulmones son la principal fuente de la transmision de

25 esta enfermedad, tal como se describe, por ejemplo, en J. Grosset, Studies in short-
course chemotherapy for tuberculosis. Basis for short- course chemotherapy, Chest,
1981, 80, 719-720, y en ). Grosset, Mycobacterium tuberculosis in the Extracellular
Compartment: an Underestimated Adversary, Antimicrob. Agents Chemother., 2003, 47,
833-836.

30 Seglin se describe en dichos articulos, los pacientes expulsan, mediante la
tos o el estornude, una gran cantidad de microgotas capaces de transportar bacilos, que
pueden entrar en el espacio alveoclar de la persona que los inhala.

Tras la inhalacién, el bacilo es fagocitado por los macrofagos alveolares, y
es dentro de esta célula donde el bacilo puede crecer, hasta causar la destruccion de la

35 misma. De nuevo en el espacio extracelular, el bacilo es fagocitade por nuevos
macrofagos y este proceso se va repitiendo hasta que, al ser drenados y generar una
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2
infeccion en los ganglios linfaticos hiliares, se genera una respuesta inmune basada en
una inmunidad celular.

Unas 6 semanas después de la infeccion, el crecimiento bacilar cesa, el
hospedador positiviza la prueba cutanea de la tuberculina, caracterizada por una
respuesta de hipersensibilidad retardada (0 DTH, del inglés Delayed Type
Hypersensitivity), y se genera la denominada necrosis caseosa en el punto de infeccion.

Una de las caracteristicas principales de la infeccién tuberculosa, es el
hecho de que M. tuberculosis es capaz de permanecer durante afios en el tejido del
hospedador sin desarrollar la enfermedad, en forma de infeccién tuberculosa "latente”,
pero manteniendo sus posibilidades de generar una tuberculosis activa.

Este estado latente de la infeccion esta relacionado con la aparicion de la
denominada necrosis caseosa, que se genera en |a lesion alveolar inicial y en el tejido
pulmonar circundante, resultando en la destruccion de los macréfagos que contienen los
bacilos que se estan multiplicando, produciéndose una lesién necrética sélida.

El origen de esta reaccion necroética no se conoce con exactitud, pero se
relaciona con la reaccion de tipo DTH. Esencialmente, la respuesta inmune que permite
el control de la poblacién bacilar es de tipo celular y mayoritariamente dirigida por
linfocitos CD4 de tipo Th1, es decir, capaz de generar la respuesta de tipo DTH y también
de identificar macréfagos infectados y de activarlos para destruir a los bacilos de su
interior.

Aproximadamente en un 10% de los individuos infectados, dicha necrosis
sdlida se reblandece, siendo uno de los episodios mas importantes en la infeccién
tuberculosa, puesto que es entonces cuando la infeccidén progresa a tuberculosis activa, 0
sea a enfermedad tuberculosa.

En la mayoria de los casos, el reblandecimiento se asocia con el drenaje
del tejido reblandecido hacia el arbol bronquial, formandose una cavidad tuberculosa, y
un crecimiento extracelular explosivo del bacilo, con la entrada de oxigeno a través del
orificio bronquial. Con la tos, este caseum reblandecido y repleto de bacilos, es
diseminado por otras partes de los bronquios, del pulmén y del exterior.

El tratamiento farmacologico de la tuberculosis se caracteriza por ser una
terapia prolongada, cosa que dificulia su seguimiento a la vez que favorece la aparicién
de bacterias resistentes a los farmacos.

Se considera que la mejor estrategia para la contencidn de la tuberculosis
se basa en un enfoque preventivo de la misma.

La vacuna actual, administrada por via parenteral, que se emplea en el

tratamiento preventivo contra la tuberculosis estd basada en bacterias de la cepa
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denominada BCG (Bacilo de Calmette-Guerin), una variante atenuada de M. bovis. Sin
embargo, se ha observado que su eficacia disminuye con el tiempo y que es ineficaz para
la prevencion de la enfermedad en adultos, de hecho se considera que tan solo protege a
los nichos del desarrollo de una enfermedad tuberculosa mortal (miliar o meningea).

5 Se han desarrollado otros tratamientos profilacticos de la tuberculosis
basados principalmente en otras cepas de micobacterias vivas atenuadas, o bien en
subunidades bacterianas.

Asi mismo, en el estado de la técnica también se han explorado
tratamientos profilacticos de la tuberculosis basados en micobacterias inactivadas, con el

10  objeto de obtener una respuesta inmune analoga a la obtenida con las vacunas basadas
en micobacterias atenuadas, es decir, del tipo Th1, generadora de interferon-y.

Asi, por ejemplo, en el articulo Opie et al., Protective inoculation against
human tuberculosis with heat-kifled tubercle bacilli, Am. J. Hyg., 1938, 29, 155-164, se
describe un estudio clinico en el que se administraron cinco dosis por via intracutanea de

15 baciles de M. tuberculosis inactivados por calentamiento, con el objetivo de generar
proteccion frente a la enfermedad.

Asi mismo, en el articulo Agger et al. Specific acquired resistance in mice
immunized with killed mycobacteria, Scand. J. Immunol., 2002, 56, 443-447, se describe
un estudio experimental con ratones que fueron vacunados con tres dosis administradas

20  por via subcutanea de 1000 pg de bacilos M. tuberculosis inactivados por calentamiento,
con un intervalo de 2 semanas entre cada dosis, observandose una induccion de
inmunidad especifica basada en linfocitos T.

También se han ensayado otras micobacterias inactivadas para inducir
proteccion frente a la tuberculosis, habitualmente por via parenteral.

25 Por ejemplo, en Gupta et al., Immunogenicity and protective efficacy of
"Mycobacterium w" against Mycobacterium tuberculosis in mice Immunized with live
versus heat-killed M. w by the aerosol or parenteral route, Infect. Immun., 2009, 77 (1),
223-231, se describe que se administraron micobacterias M. w vivas o inactivadas por
calentamiento. Estas ultimas fueron administradas como monodosis por via subcutanea,

30 y se observo una respuesta inmunitaria basada en la induccion de linfocitos Th1, que
generaban interferonas.

Es particularmente deseable, disponer de un tratamiento profilactico que
sea efectivo por via oral, ya que dicha via facilita considerablemente la administracién del
farmaco ¥ la adherencia al tratamiento.

35 En este sentido, existen algunos documentos en el estado de la técnica
referidos a la administracion por via oral de bacterias inactivadas por el calor de otra
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micobacteria, Mycobacterium vacae, para conseguir un efecto terapéutico de la

tuberculosis activa, segin una pauta combinada con los farmacos habituales en

quimioterapia.

A nivel experimental, en Hernandez-Pando ef al, Orally administered
Mycobacterium vaccae modulates expression of immunoregulatory molecules in BALB/c
mice with pulmonary tuberculosis, Clin. Vaccine Immunol., 2008, 15(11), 1730-1738, se
describe un ensayo realizado con ratones a los que se les administro por via oral 5 dosis
de 0,1 pg de M. vaccae inactivado por calentamiento, con un intervalo de 28 dias entre
cada administracién, y induciéndose una infeccion con M. fuberculosis por via
intratraqueal 23 h después de la primera dosis. En dicho estudio se confirmd que se
generaba una respuesta inmune de tipo celular aumentandose la secrecion de linfocitos
Th1, mientras que disminuia la inmunidad tipo humoral, como se demostraba por una
disminucion de los linfocitos tipo Th2, y del factor de crecimiento TGF-beta.

En general, en el estado de la técnica se sugiere que es deseable una
induccién de tipo Th1, con la consiguiente generacion de interferon-y, mientras que una
respuesta Th2, con la consiguiente generacion de IL-4, o la Th3, que conlleva la
generacion de células T reguladoras (Treg), pueden tener un efecto inductor de la
tuberculosis activa.

Asi se describe, por ejemplo, en Kursar et al.,, Cutting Edge: Regulatory T
Cells Prevent Efficient Clearance of Mycobacterium tuberculosis, J. Immunol., 2007, 178,
2661-2665, en donde la generacion de células T reguladoras (Treg) se atribuye a la
incapacidad de los linfocitos CD4 para esterilizar las lesiones caseosas y evitar la
infeccion latente en el modelo de tuberculosis experimental en ratén. £n dicho articulo se
sugiere que una desregulacion que permite el desequilibrio entre la respuesta Th1 y Treg
a favor de la segunda puede ser la causa de la induccion de tuberculosis activa.

A la vista de lo descrito en el estado de la técnica, subsiste la necesidad de
disponer de un tratamiento eficaz de la tuberculosis, administrable por via oral, para
prevenir ¢l desarrollo de la tuberculosis activa, y el subsiguiente surgimiento del estado
patolégico de la enfermedad, tanto en individuos no infectados (efecto profiléctico) como
en individuos infectados por M. fubercuiosis en los que la infeccion se encuentra en
estado latente (efecto terapéutico).

Objeto de {a invencion

El objeto de la presente invencion es el uso de miccbacterias inactivadas
para la preparacion de un medicamento para su administracién oral para la prevenciéon de
la tuberculosis.
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Descripcién de las figuras

Figura 1

En la Figura 1, el tiempo de supervivencia expresado en dias se
representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. E! Grupo Control se representa con un trazo continuo, y los animales del
Grupo 1 se representan en trazo discontinuo. Los animales del Grupo 1 fueron sometidos
a un tratamiento con micobacterias inactivadas de Mycobaclerium tuberculosis por via
oral antes de la infeccidén, mediante la administracién de 5 dosis de dichos bacilos, una
cada 48 horas empezando el dia 10 antes de la infeccion Los graficos 1, 2, 3 y 4
corresponden a los animales de los grupos 1a, 1b, 1c y 1d, respectivamente, a l0s que se
les administrd diferente cantidad de producto, segun las diluciones 1:1, 1:10, 1:100 y
1:1000. (Ejemplo 1)

Figura 2

En la Figura 2, el tiempo de supervivencia expresado en dias se
representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En la misma se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 2
(trazo discontinuo). Los animales del Grupo 2 fueron sometidos a un tratamiento con
micobacterias inactivadas de Mycobacterium fuberculosis por via oral después de la
infeccion mediante la administracion de 5 dosis de dichos bacilos, una cada 48 horas
empezando el dia 11 después de la infeccion Los graficos 5, 6, 7 y 8 corresponden a los
animales de los grupos 2a, 2b, 2c y 2d, respectivamente, a los que se les administro
diferente cantidad de producto, segun las diluciones 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000. (Ejemplo

1)

Figura 3
En la Figura 3, el tiempo de supervivencia expresado en dias se

representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En la misma se compara el Grupo Control {trazo continuo) con los animales
del Grupo 1 (trazo discontinuo), que fue tratado con micobacterias inactivadas de M.
bovis BCG por via oral después de la infeccion. (Ejemplo 2)

Figura 4
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En la Figura 4, el tiempo de supervivencia expresado en dias se
representa en ¢l gje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En la misma se compara el Grupo Control (trazo continuo) con los animales
del Grupo 1 (trazo discontinuo), que fue tratado con micobacterias inactivadas de M.
bovis BCG por via oral antes de la infeccion. (Ejemplo 3)

Figura 6

En la Figura 5, el tiempo de supervivencia expresado en dias se
representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En el grafico 1 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 1
(trazo discontinuo), que fue sometido a un fratamiento con micobacterias inactivadas de
Mycobacterium tuberculosis administradas por via oral iniciado antes de la infeccidén. En
el grafico 2 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 2 (trazo
discontinuc), que fue sometido a un tratamiento con micobacterias inactivadas

administradas por via oral iniciado después de la infeccién. (Ejemplo 4)

Figura 6
En la Figura 6 se representan los porcentajes de células T reguladoras con

el fenotipo CD4+CD25+ Foxp3+, respecto el total de células T CD4+, para cada uno de
los tratamientos con micobacterias inactivadas de M. tuberculosis y el control, a la
semana 3 (grafico 1) y a la semana 4 (grafico 2) después de la infeccion. En el gje de
ordenadas se representa dicho porcentaje de células T reguladoras. En el eje de
abscisas se representan los diferentes grupos de animales. Los cuadrados representan
animales no tratados (Grupo Control), los tridngulos representan animales del Grupo 1,
tratados previamente a la infeccion (efecto profilactico), y los circulos representan los
animales del Grupo 2, tratados posteriormente a la infeccion (efecto terapéutico). Las
lineas horizontales trazadas representan la media aritmética de cada grupo. (Ejemplo 4)

Figura 7
En la Figura 7, el tiempo de supervivencia expresado en dias se

representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En el grafico 1 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 1
(trazo discontinue), que fue sometido a un tratamiento con micobacterias inactivadas de
Mycobacterium kansasif administradas por via oral, iniciado antes de la infeccién (efecto
profilactico). En el grafico 2 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 2
(trazo discontinuo), que fue sometido a un tratamiento con micobacterias inactivadas de
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Mycobacteriurm kansasii administradas por via oral, iniciado después de la infeccion

{efecto terapéutico). (Ejemplo 5)

Figura 8
En la Figura 8, el tiempo de supervivencia expresado en dias se

representa en el gje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el gje de
ordenadas. En el grafico 1 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 1
(trazo discontinuo), que fue sometido a un tratamiento con micobacterias inactivadas de
Mycobacterium fortuitum administradas por via oral, iniciado antes de la infeccion {efecto
profilactico). En el gréfico 2 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo 2
(trazo discontinuo), que fue sometido a un tratamiento con micobacterias inactivadas de
Mycobacterium fortuitum administradas por via oral, iniciado después de la infeccién

(efecto terapéutico). (Ejemplo 6)

Figura 9
En la Figura 9, el tiempo de supervivencia expresado en dias se

representa en el eje de abscisas, y el porcentaje de animales supervivientes en el eje de
ordenadas. Los animales fueron infectados y posteriormente tratados con el farmaco anti-
tuberculoso RIMSTAR. El Grupo 1, tras el tratamiento con RIMSTAR, fue sometido a un
tratamiento tolerizante posterior con micobacterias inactivadas de Mycobacterium
forfuitum administradas por via oral (efecto anti-recaida). Se compara el Grupo Control
(trazo continuo, sin tratamiento tolerizante) con el Grupo 1 (trazo discontinuo, con
tratamiento tolerizante). Sobre el eje de abscisas se indican los periodos del fratamiento
con RIMSTAR (rectangulo negro) y del tratamiento posterior tolerizante (rectangulo

blanco). (Ejemplo 7).

Descripcion detallada de la invencion
El objeto de la presente invencion es el use de micobacterias inactivadas
para la preparacion de un medicamento para la prevencion de la tuberculosis, en donde:
— las micobacterias inactivadas se administran periédicamente por via oral,
— el intervalo entre las dosis no es supetrior a 5 dias, y
— el numero de dosis administradas es de al menos 5.
Alternativamente, el objeto de la presente invencién se puede formular
como micobacterias inaclivadas para su uso para la prevencion de la tuberculosis, en
donde:

- las micobacterias se administran periédicamente por via oral,
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— el intervalo entre las dosis no es superior a 5 dfas, y
— el ndmero de dosis administradas es de al menos 5.

Los autores de la presente invencién han desarrollado un nuevo
tratamiento preventivo de la tuberculosis que se basa en la administracion de
micobacterias inactivadas, segin una pauta de administracion de mililtiples dosis,
administradas con un intervalo temporal reducido entre las administraciones.

Los autores han observado que dicho tratamiento preventivo, efectuado
antes de la infeccion por M. tubercuiosis (efecto profilactico) o después de la infeccion
(efecto terapéutico) es capaz de prevenir el desarrollo de la tuberculosis activa mediante
el control de la progresion de la infeccion desde un estado latente a tuberculosis activa.

De acuerdo con dicho tratamiento, la administraciéon periddica oral de
bacilos muertos, preferentemente a dosis bajas, y con un intervalo temporal reducido
entre las dosis, induce una tolerizacion o respuesta tolerizante que, sorprendentemente,
tiene un efecto positivo en el control de la infeccion por M. fuberculosis, esto es, en el
paso de la infeccion latente a la infeccidn activa.

Efectivamente, los autores han observado que este tipo de tratamiento,
tanto administrado previamente, como con posterioridad a la infeccidn por M tuberculosis,
desencadena una respuesta tolerizante, caracterizada por un incremento del porcentaje
de las células T reguladoras (Treg).

El uso de la invencién esta dirigido a individuos no infectados y a
individuos infectados por M. tuberculosis en los que la infeccidn se encuentra en estado
latente. En el primer caso el tratamiento preventivo se considera que fiene un efecto
profilactico, mientras que en el segundo caso se considera que tiene un efecto
terapéutico.

Un aspecto particular de este segundo caso, es decir, del tratamiento
preventivo con efecto terapéutico (referido a sujetos infectados por M. fuberculosis en los
que la infeccién se encuentra en estado latente) lo constituyen aquellos individuos que
previamente habian desarrollado la tuberculosis activa y en los que dicha enfermedad ha
remitido posteriormente, por ejemplo mediante tratamiento con terapia anti-tuberculosa
convencional, habiendo revertido asi de nuevo la tuberculosis a un estado de infeccion
latente. Este caso particular del tratamiento preventivo se considera que tiene un efecto
terapéutico anti-recalda.

En el caso del tratamiento preventivo con efecto anti-recaida, por lo tanto,
los individuos habitualmente han estado sujetos previamente a un tratamiento
farmacoldgico con agentes anti-tuberculosos. Estos agentes anti-tuberculosos son bien
conocidos por el experto en la materia, siendo los principales, por ejemplo, isoniazida,
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etambutol, pirazinamida, rifampicina, estreptomicina; y los de segunda linea, aplicados en
caso de aparicion de resistencias, por ejemplo, tioamidas {protionamida, etionamida,
entre otros), aminoglicdsidos (amikacina, kanamicina, entre otros), cicloserina, rifabutina,
rifapentina, fluorquinolonas (moxifloxacina, levofloxacina, ofloxacina), PAS, claritromicina,
5 clofazimida, linezolid o tioridazina entre otros, o sus mezclas.

En general, se entiende por “tratamiento preventivo” aquel que permite
preservar un individuo de una enfermedad.

En este sentido, en el contexto de la invencidn, el tratamiento preventivo es
aquel tratamiento capaz de prevenir el desarrollo de la tuberculosis activa mediante el

10 control de del paso de ia infeccion latente a la infeccién activa.

En general, se entiende por “tolerizacion” como la induccion intencionada
de lolerancia por medio de agenies biologicos o quimicos, en donde el 1érmino
“talerancia” significa un estado de hiporespuesta especifica al agente bioldgico o quimico.

Por ello, en el contexto de la invencion, se entiende por la expresion

15  “induccidn de una respuesta tolerizante” como un método por medio del cual se induce un
estado de falta de respuesta en el sistema inmune del huésped frente a un antigeno
especifico, con el resultado de una atenuacion del trastorno.

En el estado de la técnica se han descrito pautas de tolerizacién en el
contexto de otras enfermedades como, por ejemplo, la ateroesclerosis. Asi, en George et

20  al., Suppression of early atherosclerosis in LDL-receptor deficient mice by oral tolerance
with h2-glycoprotein I, Cardiovasc. Res., 2004, 62, 803-609 se describe el empleo de la
B2-glicoproteina | para inducir tolerancia oral y suprimir la ateroesclerosis temprana, y en
Harats ef al., Oral Tolerance With Heat Shock Prolein 65 Allenuates Mycobacterium
Tuberculosis-induced and High-Fat-Diet-Driven Atherosclerotic Lesions, J. Am. Coll.

25  Cardiol., 2002, 40, 1333-1338, se describe el empleo de la proteina 85 de choque de
calor para inducir tolerancia oral frente a lesiones ateroesclerdticas.

Micobacterias inactivadas
El género de las micobacterias pertenecen a la familia de las
30  Mycobacteriaceae y esta formado por bacilos aerobios.
Todos los bacilos pertenecientes al género de las micobacterias forman
parte del objeto de la presente invencion, por ejemplo las especies M. abscessus, M.
africanum, M. asiaticurn, M. aurum, M. avium, M. avium paratuberculosis, M. avium
sifvaticurm y M. avium hominissuis, M. bovis, M. bovis BCG, M. chelonae, M. fortuitum, M.
35 gastri M. goodi, M. gordonae, M. immunogenum, M. haemophilum, M. habana, M.
kansasii, M. lentiffavum, M. leprae, M. lepromatosis, M [fufu, M. mageritense, M.



10

15

20

25

30

35

Annexos

PCTIES 201370001 4:
10
malmoense, M. marinum, M. massiliense, M. microti, M. monacense, M. mucogenicum,
M. neoaurum, M. peregrinum, M. phlei, M. scrofufaceum, M. smegmatis, M. terrae, M.
triviale, M. tuberculosis, M. microti, M. ulcerans, M. vaccae y M. xenopi, entre otros,

Las micobacterias tienen muchos antigenos comunes con M. tuberculosis,
y por ello resultan apropiadas para el uso de la presente invencion. Asl, en el articulo de
Stanford ef al., Mycobacteria and their world, Int. J. Mycobacteriol., 2012, 3-12, se
describe una clasificacion de los diferentes grupos de antigenos en micobacterias y como
estos se distribuyen y comparten entre diferentes especies de la familia
Mycobacteriaceae.

Preferiblemente, las micobacterias inactivadas que forman parte de la
presente invenciéon son: las micabacterias del grupo denominado Mycobacterium
tuberculosis complex (MTB-C), Mycobacterium fortuitum y Mycobaclerium kansasii. Es
decir, preferiblemente las micobacterias inactivadas se eligen de entre el grupo formado
por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, y M. microtfi, M. bovis BCG, M. fortuitum y M.
kansasii. Mas preferiblemente, las micobacterias inactivadas se eligen de entre el grupo
formado por M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. fortuitum y M. kansasii.

Por micobacterias inactivadas, también denominadas micobacterias
muertas, seé entienden aquellas micobacterias que han sido sometidas a un tratamiento
fisico o gquimico que transforma la micobacteria viva en una forma incapaz de replicarse.

Algunos métodos adecuados para inactivar las micobacterias, dentro del
ambito de la presente invencion son, por ejemplo, el tratamiento con farmaldehido, por
irradiacion o por calentamiento.

Preferiblemente, las micobacterias Inactivadas objeto de la presente
invencion se inactivan mediante un proceso de calentamiento.

Un procedimiento adecuado para inactivar las micobacterias por
calentamiento comprende, por ejemplo, cultivar una cepa de |la micobacteria en un medio
de cultivo adecuado, segln son bien conocidos por el experto en la materia, tales como,
el agar Middlebrook tipo 7H10 o tipo 7H11, el medio de cultiva Sauton o el medio de
cultivo Proskauer-Beck, entre otros. El cultivo se mantiene preferiblemente hasta
conseguir una concentracién aproximadamente comprendida entre 1 x 10° y 1 x 10%
unidades formadoras de colonias (UFCs) por ml.

A continuacion, el cultivo se inactiva por calentamiento. Preferiblemente, el
calentamiento se efectia a una temperatura comprendida entre 70° C y 90° C.
Preferiblemente, el periodo de calentamiento estd comprendido entre 30 minutos y 3
horas. También mediante el uso del autoclavado, preferiblemente efectuandose el
calentamiento a una temperatura de 121°C durante 20 minutos.
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Prevencion de la tuberculosis

La expresidon "prevencion de la tuberculosis" se refiere a prevenir la

manifestacion de la tuberculosis activa mediante el control de la progresion de la
5 infeccion desde un estado latente a tuberculosis activa.

Dicha prevencion se puede efectuar en individuos no infectados y también
en individuos infectados por M. tubercufosis en los que la infeccion estd en estado
latente, bien porque no se ha desarrollade adn la enfermedad, o bien porque la
enfermedad activa ya se habia desarrollado y habia remitido pasteriormente, por ejemplo

10 por tratamiento con farmacos anti-tuberculosos.

Los autores de la presente invencion han desarrollado un tratamiento
preventivo de la tuberculosis que impide la progresion de la infeccion latente, de manera
que se evita la progresion de las lesiones caseosas solidas a lesiones licuefactadas y, por
lo tanto, se evita la manifestacion de la tuberculosis activa.

15 Los autores de la presente invencion han utilizado un modelo experimental
que se basa en el empleo de ratones C3HeB/Fed, en los que se puede simular una
patologia del pulmoén tras la infeccion por M. tuberculosis equivalente a la que se
desarrolla en los humanos.

En dichos animales se cbserva la farmacion de necrosis caseosas que

20  pueden licuefactar en respuesta a la infeccion con M. tuberculosis, a diferencia de lo que
sucede en otros modelos animales que no desairollan dicha necrosis, tal como se
describe en el articulo Harper ef al., Mouse model! of necrolic tuberculosis granulomas
develops hypoxic fesions, J. Infect. Dis., 2012, 205, 595-601.

En caso de ser infectados con una alta dosis por via endovenosa, el

25 crecimiento de la necrosis y de las lesiones en dichos animales es tal que puede
ocasionar un 100% de mortalidad aproximadamente a las cuatro semanas después de la
infeccion, tal como se describe en el articulo Sissons ef al., Multigenic confrol of
tuberculosis resistance: analysis of a QT on mouse chromosome 7 and its synergism
with sst1, Genes Immun., 2009, 10, 37-46.

30 Sin querer estar ligados por ninguna teoria, los autores de la presente
invencion consideran que el efecto preventivo del tratamiento objeto de la presente
invencion se debe a que la administracion oral de dosis periodicas frecuentes de bacilos
muertos, preferiblemente a dosis bajas, constituye una pauta capaz de inducir tolerancia
en los sujetos, generandose una respuesta en la que preferiblemente se inducen los

35 linfocitos T reguladores (Tregs). Dichos linfocitos estan relacionados con el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-beta, del inglés transforming growth-factor beta), es
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decir, se genera una respuesta inmune mayoritariamente de tipo Th3 o tolerizante, a
diferencia de los sistemas de vacunacion ftradicionales, donde basicamenie se
desencadena una respuesta inmune del tipo Th1.

Sorprendentemente, los autores de esta invencion han constatado que la
induccion de tolerancia es eficaz para detener la progresion de la infeccidn por M.
tuberculosis, esto es, el paso de la infeccion |latente a la infeccidn activa.

Para desencadenar esta respuesta tolerizante es imprescindible que las
micobacterias inactivadas se administren de forma repetida y con intervalos temporales
reducidos entre cada administracion, no superiores a 5 dias; preferiblemente, el intervalo
entre las dosis no es superior a 3 dias; y mas preferiblemente, el intervalo entre las dosis
no es superior a 2 dias.

Asi mismo, el tratamiento tolerizante requiere de una administracion
repetida de las micobacterias inactivadas, siendo el nimero de dosis administradas de al
menos 5; preferiblemente, el nimero de dosis administradas es de al menos 7; mas
preferiblemente el nimero de dosis administradas es de al menos 9, y aun mas
preferiblemente el numero de dosis administradas es de al menos 14.

En el uso de la invencién, se administra una cantidad inmunoclégicamente
efectiva de micobacterias inactivadas.

Es conocido que la dosis a emplear depende de la edad y del peso del
individuo a administrar las micobacterias.

Generalmente las dosis adecuadas se encuentran comprendidas en el
rango entre 10% y 10" micobacterias inactivadas; preferiblemente entre 10% y 10%, y mas
preferiblemente entre 10* y 10°.

Para demostrar el efecto terapéutico preventivo sobre la licuefaccion de las
lesiones caseosas de la pauta de administracion tolerizante que forma parte de la
presente de invencion, los ratones C3HeB/Fel empleados en el modelo descrito
anteriormente, se sometiercn a un protocolo en el que se administraron por via oral entre
5 y 14 dosis de micobacterias inactivadas, con un intervalo entre las dosis comprendido
entre 1y 3 dias.

El modelo murino utilizado simula una terapia preventiva de la tuberculosis,
bien al administrarse el tratamiento antes de la infeccion, tal como se describe en los
Ejemplos 1 y 3-6, o bien cuando el tratamiento se inicia después de la infeccion por M.
tuberculosis, tal como se describe en los Ejemplos 1,2, y 4-6, pero administrado en una
fase temprana (hasta 15 dias después de la infeccién cuando los animales ya han
desarrollado lesiones, pero éstas todavia no han evolucionado hacia la su licuefaccion y
consiguiente manifestacién de la enfermedad); o alternativamente, segun se describe en
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el Ejemplo 7, el tratamiento se administra después de la infeccion cuando los animales
han desarrollado lesiones y han licuefactado, pero éstas han regresado a la forma de las
pequeias lesiones caracteristicas de la infeccidn latente.
A partir de los resultados obtenidos en los gjemplos, se concluye que la
5 administracién por via oral de pautas tolerizantes de micobacterias inactivadas, tanto
antes come después de la infeccion por M. fuberculosis, aumenta la supervivencia de los
animales, al retardarse la induccién de la enfermedad, esto es, el paso de la infeccion
latente a la infeccion activa.
Por ello, se considera que el usoc de micobacterias inactivadas segun la

10  presente invencion es apropiado para la prevencion de la tuberculosis.

Composiciones
Segun el objeto de la presente invencién, las micobacterias inactivadas se

administran por via oral.

15 Dichas miccbacterias pueden administrarse en forma de cualquier
composicién farmacéutica adecuada para la administracién oral, como son bien
conocidas por el experto en la materia. Por ejemplo, son adecuados para la
administraciébn por via oral: comprimidos, cdpsulas, soluciones, suspensiones,
dispersiones, polvos, granulados, o acrosoles,

20 Preferiblemente, las micobacterias se administran en forma de capsulas ¢
comprimidos.

En general, las composiciones farmacéuticas comprenden las
micobacterias inactivadas y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.
Las composiciocnes se preparan de acuerde con los métodos habituales

25 que son bien conocidos por el experto en la materia, como los que figuran en manuales
de tecnologia farmacéutica, como el libro Remington The Science and Practice of
Pharmacy, 20 edicion, Lippincott, Wiliams & Wilkins, Filadelfia, 2000 [ISBN: 0-683-
306472].

Entre los excipientes farmacéuticamente aceptables que se pueden incluir

30 en la composicién farmacéutica se encuentran, por ejemplo, agentes antiapelmazantes
como silice coloidal, fosfato célcico tribdsico, silicate calcico, silicato de magnesio,
trisilicato de magnesio o talco; agentes diluyentes como lactosa anhidra, latosa
monohidrato, fosfato calcico, hidrégeno fosfato de calcio anhidro, hidrégeno fosfato de
calcio dihidrato, sulfato calcico, carbonato célcico, carboximetilcelulosa célcica, celulosa

35 microcristalina o en polyo, acetato de celulosa, dextratos, dextrinas, dextrosa, fructosa,
gliceril palmitoestearato, caolin, lactitol, carbonato magnésico, ¢xido de magnesio,
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maltitol, maltodextrinas, maltosa, polimetacrilatos, almidén pregelatinizado, cloruro de
sodio, almidon, sucrosa o sacarosa; agentes lubrificantes como estearato de magnesio,
estearato de calcio, palmitoestearato de glicerina, poloxameros, ¢xido de magnesio,
benzoato de sodio, silice coloidal, lauril sulfato de sodio, estearil fumarato de sodio, acido
estedrico, talco o behenato de glicerina; agentes suspensores como goma xantana, goma
guar, acido alginico, bentonita, carbomeros, carboximetilcelulosa sddica o calcica,
hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropil alginato,
celulosa microcristalina o en polvo, silice coloidal anhidra, dextrinas, gelatinas, caolin,
silicato aluminico magnésico, maltitol, povidona, esteres de sorbitan o tragacanto;
agentes aglutinantes como frisilicato de magnesio, celulosa, almidén, dextrina, dextrosa,
polidextrosa, maltosa, maltodextrina, etilcelulosa, metilcelulosa, polimetacrilatos, talco,
povidona, acido estearico o sacarosa; agentes disgregantes como hidroxipropilcelulosa
de bajo grado de sustitucidn, fosfato de calcio tribdsico, carboximetilcelulosa sddica o
calcica, croscarmelosa sodica, crospovidona o metilcelulosa; agentes de recubrimiento
como chitosano, ftalato de dibutilo, sebacato de dibutilo, ftalato de dietilo, ftalato de
dimetilo, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hipromelosa, maltodextrina
polimetacrilatos, acetato ftalato de polivinilo, o citrato de trietilo; agentes dispersantes
como poloxadmeros o esteres de sorbitdn; agentes edulcorantes como aspartamo,
manitel, sorbitol, sacarina de sodio, ciclamato de sodio, sacarosa, dextrosa, fructosa,
glucosa, inulina, isomaltosa, lactitol, maltosa, maltol, manitol, sucralosa, trehalosa, xilitol o
taumatina; agentes aromatizantes y saborizantes, y/o mezclas de los mismos.

Una lista mas exhaustiva de los excipientes, asi como sus caracteristicas
fisico-guimicas, asi como los nombres de los productos comerciales bajo los que se
comercializan se pueden encontrar en el libro R.C. Rowe ef al, Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 4* edicién, Pharmaceutical Press, Londres, 2003 [ISBN: 0-
85369-472-9).

Los ejemplos que siguen a continuacion tienen como objeto ilustrar la
invencion, si bien no deben ser entendidos como limitantes de la misma.

Eijemplo 1.- Tratamiento oral tolerizante con bacilos de M. fuberculosis inactivados,

administrados _antes o después de la_infeccion {efecto profilactico o

terapéutico)

Para preparar las micobacterias inactivadas se partié de una cepa clinica

de M {tuberculosis (TOL-3), proveniente de la coleccion de cepas de la Unitat de
Tuberculosi Experimental del Institut Germans Trias i Pujol, cultivada en medio liquido
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Proskauer Beck hasta conseguir un crecimiento exponencial y una concentracion de 1,7 x
107 unidades formadoras de colonias (UFCs) por ml.

Se procedid a su inactivacién tras calentar ei cultivo a 75° C durante 2
horas y a su congelacién posterior a -80° C. Posteriormente se diluyé 50:50 en una
solucion de sacarosa al 10%, se embotelld vy liofilizé en viales en volimenes de 0,5 ml.
Posteriormente estos viales se reconstituyeron con 3 ml de agua bidestilada,
constituyendo la dilucion 1:1, equivalente a 4,25 x 10° UCFs,

En los ensayos se administraron 0,3 ml de producto, tanto a esta dilucion
1:1, como a diluciones 1:10, 1:100, y 1:1000. Estas administraciones corresponden a
unas dosis de, respectivamente, a 4,25 x 10°, 4,25 x 10%, 4,25 x 10* y 4,25 x 10 UCFs.

La efectividad de las micobacterias inactivadas se ensay6 en ratones
hembra de 6 a § semanas de edad del tipo C3HeB/Fel, libres de patogenos especificos.

Los ratones se dividieron en tres grupos de 6 animales cada uno, y cada
uno de los grupos se sometio al siguiente protocolo de tolerizacion.

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (tratamiento pre-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gastrica, con 5 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas cada 48 horas empezando por el dia 10 antes de la infeccion. Se
administré un volumen de 0,3 ml en cada dosis, y se probaron un total de 4
diluciones: 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000 (grupos 1a, 1b, 1¢ y 1d, respectivamente)

3) Grupe 2 (tratamiento post-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gastrica, con 5 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas cada 48 horas empezando por el dia 11 después de la infeccion.
Se administré un volumen de 0,3 ml en cada dosis, y se probaron un total de 4
diluciones: 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000 {(grupos 2a, 2b, 2¢ ¥y 2d, respectivamente)

Para la infeccion se empled la cepa virulenta de Mycobacterium
tuberculosis (Ha:Rv Pasteur), que se cultivd en medio Proskauer-Beck hasta una fase
media logaritmica, y se conservo en alicuotas de 1 ml a una temperatura de —70° C hasta
su utilizacion.

Los ratones se infectaron por via endovenosa introduciendo un in6culo
aproximado de 2 x 10* bacilos viables.

Los animales eran observados y pesados diariamente hasta que las
condiciones del animal requerian su sacrificio, segin el procedimiento detallado en la
Tabla 1.
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TABLA 1
Observacién del animal Puntuacién
Normal (nc hay pérdida de peso, el animal crece o
normalmente)
Pérdida de peso < 10% 1
Peso Pérdida de peso entre 10-15%.
Posible alteracidn del aspecto o cantidad de 2
heces
Pérdida de peso > 15%. 3
El animal nc consume agua ni alimento
Normal 0
Pelaje en mal estado 1
Aspecto Pelaje en mal estado y/o presencia de )
secreciones oculares o nasales
Postura anormal 3
Ausencia de indicios (no se observan 0
Observacion automutilaciones ni vocalizaciones extrafias}
de indicios de
Observacion de automutilacicnes o]
dolor 3
vocalizaciones extrafias
Respuestaa | Normal (no agresivo ni comatoso) 0
estimulos Muy agresivo o comatoso 3
0-2: normal.
3: Aumentar la frecuencia de la aplicacién del protocolo de supervision a 2
veces/dia.
Si se obtiene un 3 en mas de un concepto, todes los 3 pasan a 4.
Cuando una o mas de las puntuaciones alcanzan el valor 4, se sacrifica el animal.

Los resultados obtenidos se han representado en forma grafica en las

Figuras 1 y 2, en donde se muestra la evolucién de la supervivencia de los animales tras

la infeccién, para los diferentes grupos expermentales. En el eje de abscisas se

representa el tiempo de supervivencia, expresado en dias, mientras que en el eje de

ordenadas se representa el porcentaje de supervivientes.
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En la Figura 1 se compara el Grupo Control {trazo continuo) con los
animales del Grupo 1 (frazo discontinue), que fueron tratados antes de la infeccion. Los
graficos 1, 2, 3 y 4 corresponden a los animales de los grupos 1a, 1b, 1c y 1d,
respectivamente, a los que se les administré diferente cantidad de producto, segin las
diluciones 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000.

En la Figura 2 se compara el grupc control (frazo continuo) con los
animales del Grupo 2 (trazo discontinuc), que fueron tratados después de la infeccion.
Los graficos 5, 6, 7 y 8 corresponden a los animales de los grupos 2a, 2b, 2¢c y 2d,
respectivamente, a los que se les administré diferente cantidad de producto, segun las
dilucicnes 1:1, 1:10, 1:100 y 1:1000.

Para valorar el efecte del tratamiento sobre la supervivencia de los
animales, se compararon las curvas de supervivencia mediante dos métodos: test de
Mantel-Cox (o test Log Rank, LR ) y test de Gehan-Breslow-Wilcoxon (GBW t). En el
primer método se asume que el riesgo {muertes/unidad de tiempo) es constante durante
todo el experimente, mientras que el segundo tiene méas en cuenta las muertes en los
primeros dias (muertes mas tempranas). Si el riesgo es constante, el test de Mantel-Cox
tiene mas poder estadistico, pero si no es asi, y hay un grupo que estd en mayor riesgo
que el otro, el Gehan-Breslow-Wilcoxen resulta mas adecuado.

Se observan diferencias estadisticamente significativas en todos los casos
{p<0,05, GBW t), respecto a los grupos control, En los tratamientos correspondientes a
graficos 4, 5, 6 y 7, hay también significacion estadistica para LR t (p<0,05).

Los resultados reflejan una respuesta protectora cuando se ulilizé la pauta
pre-infeccidn con la dilucién mas baja (1:1000, Figura 1, grafico 4), mientras que con la
paula post-infeccion, se observé proteccion con las diluciones 1:1, 1:10 y 1:100 (Figura 2,
graficos 5, 6 y 7, respectivamente), siendo especialmente importante en la pauta de
dilucion 1:10.

Las autopsias en el grupo control reflejarcn una evolucidén muy répida entre
los dias 26 y 30, periodo en el que las lesiones aumentaron muche de tamafo y
acabaron confluyende generando grandes lesiones con necrosis con consistencia
cremosa en su interior.

Por tanto, se puede concluir que la administracién de pautas tolerizantes
por via oral, tanto antes (efecto profilactico) como después de la infeccién (efecto
terapéutico) por M. fuberculocsis, aumenta la supervivencia de los animales al retrasar el
pasc de la infeccién latente a la infeccién activa. Por ello, se considera que el uso de
micobacterias inactivadas segun la invencion es apropiado como tratamiento preventivo
de |a tuberculosis.
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Ejemplo 2.- Tratamiento oral tolerizante con bacilos de M. bovis BCG inactivados,

administrados después de la infeccitn (efecto terapéutico)

El agente terapéutico empleado en este ejemplo fue preparado a partir de
una cepa comercial de M. bovis BCG (SSI) cultivada en medio liquido Proskauer Beck
hasta conseguir un crecimiento exponencial y una concentracién de 1,03 x 10® unidades
formadoras de colonias (UFCs) por ml. Se procedid a su inactivacion siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el Ejemplo 1.

La efectividad de las micobacterias inactivadas se ensayd en ratones
hembra de 6 a 8 semanas de edad del tipo C3HeB/FelJ, libres de patogenos éspecificos.
En cada dosis, se les administrd un volumen de 0,3 ml. correspondiente a una dilucion
1:10, lo que corresponde a 2,575 x 10° UFCs.

Los ratones se dividieron en dos grupos de 12 animales cada uno de ellos,
y cada uno de los grupos se sometio al siguiente protocolo de tolerizacion:

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (tratamiento post-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gastrica, con 5 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas cada 48 horas empezando por el dia 12 después de la infeccion, y
posteriormente 3 veces por semana {lunes, miércoles y viernes) hasta el final del
experimento, en virtud del tiempo de supervivencia de cada ratén

Para la infeccion se empled la cepa virulenta de Mycobacterium
tuberculosis (Hs;Rv Pasteur), que se cultivd en medio Proskauer-Beck hasta una fase
media logaritmica, y se conservé en alicuotas de 1 ml a una temperatura de —70° C hasta
su utilizacion.

Los ratones se infectaron por via endovenosa introduciendo un indculo
aproximado de 2 x 10* bacilos viables.

Los animales se observaron y pesaron diariamente hasta que las
condiciones del animal requerian su sacrificio, segin &l mismo procedimiento que se
describe en la Tabla 1 del Ejemplo 1.

Los resultados obtenidos se representan de forma grafica en la Figura 3.
En el eje de abscisas se representa el tiempo de supervivencia (en dias), mientras que en
€l eje de ordenadas se representa el porcentaje de supervivientes,

Se observa que el Grupo Control (trazo continuo) presenta una
supervivencia menor que el Grupo 1 ftratado (trazo discontinuo), observandose
diferencias significativas (test Log Rank, p=0,0147; test Gehan-Breslow-Wilcoxon,
p=0,0052).
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Los resultados refleian una respuesta protectora después del tratamiento

continuo de los animales infectados. Por lo tanto, se puede concluir que la administracion

de pautas tolerizantes por via oral de M. bovis BCG inactivados, después de la infeccion

por M. tuberculosis, aumenta la supervivencia de los animales al retrasarse la induccién

de la enfermedad. Por ello, se considera que el uso de micobacterias inactivadas segln

la invencién es apropiado como tratamiento preventivo de la tuberculosis al retrasar el
paso de la infeccion latente a la infeccidn activa.

Ejemplo 3.- Tratamiento oral tolerizante con bacilos de M. bovis BCG inactivados,

administrados pre-infeccién (efecto profilactico)

Los bacilos inactivados de M. bovis BCG se prepararan siguiendo el mismo
procedimiento descrito en el Ejemplo 2.

La efectividad de las micobacterias inactivadas se ensayd en ratones
hembra de 6 a 8 semanas de edad del tipo C3HeB/FeJ, libres de patdgenos especificos.

Los ratones se dividieron en dos grupos de 12 animales cada uno, y se
sometieron al siguiente tratamiento:

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (tratamiento pre-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
géstrica, con 13 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes) empezando 29
dias antes de la infeccién. En cada dosis, se les administrdé un volumen de 0,3 ml.
correspondiente a una dilucién 1:1000, lo que corresponde a 2,575 x 10° UFCs.

Al igual que en los ejemplos anteriores, para la infeccién se empled la cepa
virulenta de M. fuberculosis {Hs;Rv Pasteur), que se cultivé en medio Proskauer-Beck
hasta una fase media logaritmica, y se conservd en alicuotas de 1 ml a una temperatura
de —70° C hasta su ufilizacién.

Los ratones se infectaron por via endovenosa introduciendo un inéculo
aproximado de 2 x 10* bacilos viables.

Los animales se observaron y pesaron diariamente hasta que las
condiciones del animal requerian su sacrificio, segin el mismo procedimiento que se
describe en la Tabla 1 del Ejemplo 1.

Los resultados obtenidos se representan de forma grafica en la Figura 4.
En el eje de abscisas se representa el tiempo de supervivencia (en dias), mientras que en
el eje de ordenadas se representa el porcentaje de supervivienies.

Se observa que el Grupo Control (trazo continuo) presenta una
supervivencia menor que el Grupo 1 ftratado (ftrazo discontinuo), observandose
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diferencias significativas, segun el test Log Rank (p=0,0020) y el test Gehan-Breslow-
Wilcoxon (p=0,0019).
Los resultados reflejan una respuesta protectora después de la induccion
de tolerancia por adminisiracion oral de la micobacteria M. bovis BCG inactivada,
previamente a la infeccion por M. tuberculosis, observandose que dicho tratamiento evita

la induccion de la enfermedad en un alto porcentaje.

Ejemplo 4.- Efectividad de un tratamiento oral tolerizanie con bacilos de M, tuberculosis

inactivados, administrados pre-infeccion o post-infeccion (efecto profilactico

de las células T reguladoras en el bazo.

Los bacilos inactivados de M. tuberculosis (TOL-3) se prepararon
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 1.

La efeclividad de las micobacterias inactivadas se ensayd en ratones
hembra de 6 a 8 semanas de edad del tipo C3HeB/FeJ, libres de patégenos especificos.

Los ratones se dividieron en tres grupos de 24 animales cada uno, y se
sometieron al siguiente tratamiento:

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (tratamiento pre-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
géstrica, con 5 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas cada 48 horas, empezando el dia 10 antes de la infeccidn, y
posleriormente 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes) hasta el finat del
experimento. Se administrd cada vez un volumen de 0,3 ml con una dilucion
1:1000.

3) Grupo 2 (tratamiento post-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gdstrica, con 5 dosis de producte conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas cada 48 horas, empezando el dia 11 después de la infeccion, y
posteriormente 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes) hasta el final del
experimento. Se administré un volumen de 0,3 ml en cada dosis, con una dilucién
1:10.

Al igual que en los ejemplos anteriores, para la infeccion se empleo la cepa
virulenta de M. tuberculosis (Hy;Rv Pasteur), que se cultivd en medio Proskauer-Beck
hasta una fase media logaritmica, y se conservd en alicuotas de 1 ml a una temperatura
de —70° C hasta su utilizacidn.

Los ratones se infectaron por via endovenosa introduciendo un indculo
aproximado de 1 x 10° bacilos viables.
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La mitad de los animales de cada grupo (12) se preservaron para el
estudio de la supervivencia. Los animales se observaron y pesaron diariamente hasta
que las condiciones del animal requerian su sacrificio, segtin el mismo procedimiento que
se describe en la Tabla 1 del Ejemplo 1.

En la Figura 5, en los graficos 1 y 2, se muestran los resultados de
supervivencia de los diferentes grupos experimentales. En el eje de abscisas se
representa el tiempo de supervivencia {en dias), mientras que en el eje de ordenadas se
representa el porcentaje de animales supervivientes.

En el grafico 1 se compara el Grupo Contral (trazo continuo) con el Grupe
1 (trazo discontinuo), que fue sometido a un tratamiento iniciado previamente a la
infeccion. Se observa que el grupo control presenta una supervivencia menor que el
grupo tratado, con unos resultados estadisticamente significativos segln el test Log Rank
(p= 0,0011) y Gehan-Breslow-Wilcoxon (p=0,0014).

En el grafico 2 se compara el Grupo Control (trazo continuo) con el Grupo
2 (trazo discontinuo), que fue sometido a un tratamiento iniciado después de la infeccién.
Se abserva que &l grupo control presenta una supervivencia menor que el grupo tratado,
con unos resultados estadisticamente significativos seguin el test Log Rank (p=0,04541),
mientras que segun el test Gehan-Breslow-Wilcoxon las diferencias no son
estadisticamente significativas.

En ambos casos se concluye que los animales tratados con una pauta
tolerizante con micobacterias inactivadas sobreviven mas tiempo tras la infeccién con M.
tuberculosis que las animales no tratados.

Del resto de animales de cada grupo (12), la mitad se sacrific a la semana
3 (6 animales por grupo) y la otra mitad a la semana 4 (6 animales por grupo) para el
estudio de las células T reguladoras presentes entre los esplenocitos.

Segun se describe en el articulo Faria ef af., Oral tolerance, Immunol. Rev.,
2005, 206(1), 232-259, las celulas T reguladoras son un grupo de células claves en la
induccién de tolerancia oral, que se definen como una poblacién implicada en la
regulacion de la respuesta inmunclogica, ¥ que expresan los marcadores de membrana
CD4y CD25.

En el articulo 2003 Hori et af., Control of requiatory T cell development by
the transcription factor Foxp3, Science, 2003, 299(5609), 1057-61, se describe que el
factor de transcripcién Foxp3 resulta clave para el desarrollo de las células T reguladoras.
Por eso se considera que las c¢élulas T con el fenotipo CB4+CD25+Foxp3+ tienen funcién

reguladora.
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Los animales se sacrificaron mediante dislocacion cervical, previa
anestesia inhalatoria con isofluorano. Se extrajeron los bazos y se obtuvieron los
esplenocitos mediante disgregacion mecénica, filtracion con separadores celulares (BD
Falcon Cell Strainer, Nylon, 40 pym), y lisis de los eritrocitos. Se realizd el marcaje de los
asplenocitos CD4 y CD25 de membrana, y Foxp3 intracelular mediante un Kit de marcaje
de células T reguladoras (eBioscience), y se analizaron mediante citometria de flujo (BD
LSR-Fortessa cell analyzer). Los resultados se procesaron mediante el software de
andlisis BD FACSdiva.

En la figura 6 se han representado los porcentajes de células T
reguladoras, aquéllas que tienen el fenotipo CD4+CD25+Foxp3+ respecto el total de
células T CD4+, de los distintos tratamientos y el control, a semana 3 {grafico 1) y
semana 4 (grafico 2) post-infeccion. En el eje de ordenadas se representa el porcentaje
de células T reguladoras. En el eje de abscisas se representan los distintos tipos de
tratamiento y el control.

Los cuadrados representan animales no tratados (Grupo Control), los
tridngulos representan animales del grupo 1, tratados previamente a la infeccion, y los
circulos representan los animales del grupo 2, tratados posteriormente a la infeccion. Las
lineas horizontales trazadas representan la media aritmética de cada grupo.

Se observa que, efectivamente, hay un aumento del porcentaje de células
T reguladoras entre la semana 3 y la semana 4, sélo en los grupos tratados de acuerdo
con la pauta tolerizante, ya sea iniciada antes de la infeccion con M. tuberculosis, o
posteriormente ala misma.

Elemplo 5.- Tratamiento oral tolerizante con bacilos de M. kansasii _inactivados,

administrados antes o después de la infeccion (efecto profilactico o

terapéutico}

El Mycobacferium kansasii es una micobacteria no tuberculosa de

crecimiento lento. Para preparar las micobacterias inactivadas se partid de una cepa
clinica de M. kansasii (TOL), proveniente de la coleccidon de cepas de la Unitat de
Tuberculosi Experimental del Institut Germans Trias i Pujol, cultivada en medio liquido
Proskauer Beck hasta conseguir un crecimiento exponencial y una concentracién de 8,07
x 10* unidades formadoras de colonias (UFCs) por ml.

Se procedio a su inactivacion tras autoclavar el cultivo a 121° C durante 20
minutos y a su congelacion posterior a -80° C. Posteriormente se diluyd 50:50 en una
solucion de sacarosa al 10%, se embotelld en viales en volimenes de 2 ml y se

conservaron a -80°C.
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La efectividad de las micobacterias inactivadas se ensayo en ratones
hembra de 6 a 8§ semanas de edad del tipo C3HeB/FeJ, libres de patégenos especificos.

En cada dosts, se les administrd un volumen de 0,3 ml. correspondiente a
una dilucion 1:10, lo que corresponde a 2,42 x 10* UFCs.

Los ratones se dividieron en tres grupos de 12 animales cada uno de ellos,
y cada uno de los grupos se sometié a al siguiente protocolo de tolerizacion:

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (fratamiento pre-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gastrica, con 13 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas 3 veces por semana (lunes, miércoles y viernes). La infeccion se
llevo a cabo 24 horas después de administrar la tltima dosis.

3) Grupo 2 (tratamiento post-infeccion): 15 dias después de la infeccion, se procedid
al tratamiento por via oral, mediante una sonda géstrica, con 13 dosis de producto
conteniendo las micobacterias inactivadas, administradas 3 veces poar semana
(lunes, miércoles y viernes).

Para la infeccion se empled la cepa virulenta de Mycobacferium
tuberculosis (HizyRv Pasteur), que se cultivd en medio Proskauer-Beck hasta una fase
media logaritmica, y se conservd en alicuatas de 1 ml a una temperatura de —70° C hasta
su utilizacion.

Los ratones se infectaron por via endovenosa infroduciendo un indculo
aproximado de 2 x 10" bacilos viables.

Los animales se observaron y pesaron diariamente hasta que las
condiciones del animal requerian su sacrificio, segun el mismo procedimiento que se
describe en la Tabla 1 del Ejemplo 1.

En la Figura 7, en los graficos 1 y 2, se muestran los resultados de
supervivencia de los diferenfes grupos. En el eje de abscisas se representa el tiempo de
supervivencia (en dias), mientras que en el eje de ordenadas se representa el porcentaje
de supervivientes.

El grafico 1 se refiere al tratamiento profilactico, comparandose el Grupo
Contral con el Grupo 1 que fue sometido a un tratamiento iniclado previamente a la
infeccion. Se abserva que el Grupo Contral (frazo continuo) presenta una supervivencia
menor que el Grupo 1 (trazo discontinuo), observandose diferencias significativas (test
Log Rank, p<0,0001; test Gehan-Breslow-Wilcoxon, p<0,0001).

El grafica 2 se refiere al tratamiento terapéutico, comparandose el Grupo
Control con el Grupo 2, que fue sometido a un fratamiento iniciado después de la
infeccion. Se observa que el Grupo Control (trazo continuo) presenta una supervivencia
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menoar que el Grupo 2 tratado (trazo discontinuo), observandose diferencias significativas
(test Log Rank, p<0,0001; test Gehan-Breslow-Wilcoxon, p<0,0001).

En ambos casos, los resultados reflejan una respuesta protectora. Por lo
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tanto, se puede concluir que el tratamiento con pautas lolerizantes por via oral de
micobacterias no tuberculosas de crecimiento lento (M. kansasi)) inactivadas,
administradas antes o después de la infeccidn por M. tuberculosis, aumenta la
supervivencia de los animales al retrasarse |la induccién de la enfermedad. Por ello, se
considera que el uso de micobacterias inactivadas segun la invencién es apropiado como
tratamiento preventive de la tuberculosis al retrasar el paso de la infeccion latente a la

infeccion activa.

Ejemplo 6.- Tratamiento oral tolerizante con bacilos de M. fortuitum inaclivados

administrados _antes o después de la_infeccion (efecto profilactico o
terapéutico)

El Mycobacterium forfuitum es una micobacteria no tuberculosa de

crecimiento rapide. Para preparar las micobacterias inactivadas se partié de una cepa
ambiental de M. fortuitum (cepa Manresa), proveniente de la coleccién de cepas de la
Unitat de Tuberculosi Experimental del Institut Germans Trias i Pujol, cultivada en medio
solido Middlebrook 7H9 hasta conseguir una concentracion de 2 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFCs) por mi.

Se procedié a su inactivacion tras autoclavar el cultivo a 121¢ C durante 20
minutos y a su congelacion posterior a -80° C. Posteriormente se diluyé 50:50 en una
solucion estéril de sacarosa al 10%, se embotelld en viales en volimenes de 2 ml y se
conservaron a -80°C.

La efectividad de las micobacterias inactivadas se ensayd en ratones
hembra de 6 a 8 semanas de edad del tipo C3HeB/FelJ, libres de patogenos especificos.

En cada dosis, se les administré un volumen de 0,3 ml, correspondiente a
una dilucién 1:1000, lo que corresponde a 6 x 10° UFCs.

Los ratones se dividieron en tres grupos de 12 animales cada uno de ellos,
y cada uno de los grupos se someti6 al siguiente protocolo de tolerizacion:

1) Grupo Control: Sin tratamiento.

2) Grupo 1 (tratamiento pre-infeccion): Tratados por via oral, mediante una sonda
gastrica, con 10 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas 5 veces por semana (de lunes a viernes). La infeccion se llevo a
cabo 24 horas después de administrar la Gltima dosis.
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3) Grupo 2 (tratamiento post-infeccién): Tratados por via oral, mediante una sanda
gastrica, con 10 dosis de producto conteniendo las micobacterias inactivadas,
administradas 5 veces por semana (de lunes a viernes), empezando el
tratamiento 5 dias después de la infeccion.

Para la infeccion se empled la cepa virulenta de Mycobacterium
tuberculosis (Hi;Rv Pasteur), que se cultivd en medio Proskauer-Beck hasta una fase
media logaritmica, y se conservd en alicuotas de 1 ml g una temperatura de —70° C hasta
su utilizacion.

Los ratones se infectaron por via endovenosa introduciendo un inéculo
aproximadao de 2 x 10* bacilos viables.

Los animales se observaron y pesaron diafamente hasta que las
condiciones del animal requerian su sacrificio, segun el mismo procedimiento que se
describe en la Tabla 1 del Ejemplo 1.

En la Figura 8, en los graficos 1 y 2, se muestran los resultados de
supervivencia de los diferentes grupos. En el eje de abscisas se representa el tiempo de
supervivencia (en dias), mientras que en el eje de ordenadas se representa el porcentaje
de supervivientes.

Los resultados obtenidos en cuanto al tratamiento profilactico se muestran
en el grafico 1. Se observa que el Grupo Confrol (trazo continuo) presenta una
supervivencia menor que el Grupo 1 ftratado (frazo discontinuo), observandose
diferencias significativas (test Log Rank, p<0,0001; test Gehan-Breslow-Wilcoxon,
p<0,0001).

Los resultados obtenidos en cuanto al tratamiento terapéutico se muestran
en el grafico 2. Se observa que el Grupo Control (trazo continuo) presenta una
supervivencia menor que el Grupo 2 ftratado (trazo discontinuo), observdndose
diferencias significativas (test Log Rank, p<0,0001; test Gehan-Breslow-Wilcoxon,
p<0,0001}.

En ambos casos, pues, los resultados reflejan una respuesta protectora.
Por lo tanto, se puede concluir que la administracion de pautas tolerizantes por via oral
de micobacterias no tuberculosas de crecimiento rapido (M. fortuitumn), antes o después
de la infeccion por M. tubercuiosis, aumenta la supervivencia de los animales al
retrasarse la induccion de la enfermedad. Por ello, se considera que el uso de
micobacterias Inactivadas segin la invencion es apropiado como tratamiento preventivo
de la tuberculosis al retrasar el paso de la infeccion latente a la infeccidn activa.
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Ejemplo 7.- Tratamiento oral lolerizante con bacilos de M. fortuitum inactivados,

administrades__después del tratamientc de la tuberculosis activa

experimental (efecto contra la recaida)

Se prepararon bacilos inactivados de M. fortuitum (cepa Manresa)
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 6.

La efectividad las micobacterias inactivadas se ensayé en ratones hembra
de 6 a § semanas de edad del tipo C3HeB/FeJ, libres de patégenos especificos.

En cada dosis, se les administré un volumen de 0,3 ml correspondiente a
una dilucién 1:100, lo que corresponde a 6 x 10° UFCs,

En este caso se estudié la efectividad del tratamiento preventivo tolerizante
segun la invencion en cuanto a su efecto anti-recalda, es decir, tras haber desarrollado
los animales la tuberculosis activa y haberlos tratado con farmacos anti-tuberculosos.

Asi, al inicio del experimento, los ratones se infectaron por via endovencsa
introduciendo un indculo aproximado de 2 x 10° bacilos viables.

Al igual que en los ejemplos anteriores, para la infeccién se empled la cepa
virulenta de Mycobacterium tuberculosis (Hs;Rv Pasteur), que se cultivé en medio
Proskauer-Beck hasta una fase media logaritmica, y se conservé en alicuotas de 1 ml a
una temperatura de —70° C hasta su utilizacion.

Los animales se observaron y pesaron diariamente hasta que las
condiciones del animal indicaban que se tendria que proceder a su sacrificic, segin el
mismo procedimiento que se describe enla Tabla 1 del Ejemplo 1.

En este momento (dia 21) se empezé a hacer un tratamiento utilizando la
combinacién antibidtica contenida en el preparado comercial RIMSTAR (isoniazida,
etambutol, pirazinamida y rifampicina), ajustada al peso del animal, 5 dias a la semana.
La ultima dosis se administré el dia 60.

A continuacién, los ratones se dividieron en dos grupos de 12 animales
cada uno, y cada uno de los grupos se sometié al siguiente protocolo de tolerizacion:

1) Grupo Control: Sin tratamiento tolerizante.

2) Grupo 1: Tratados por via oral, mediante una sonda gastrica, con 14 dosis de
producto conteniendo las micobacterias inactivadas, administradas 7 veces por
semana (de lunes a domingo), inicidndose dicho tratamiento tolerizante 72 horas
después de finalizar el tratamiento de la tuberculosis activa con RIMSTAR (dia
63), y administrandose la ultima dosis el dia 76.

Los resultados obtenidos en cuanto al tratamiento contra la recaida se
representan de forma grafica en la Figura 9. En el eje de abscisas se representa el
tiempo de supervivencia (en dias), mientras que en el eje de ordenadas se representa el
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porcentaje de supervivientes. Asi mismo, sobre el sje de temporal de abscisas se ha
indicado con un rectangulo negro el periodo de tratamiento con RIMSTAR y con un
rectangulo blanco el periodo con el tratamiento tolerizante del Grupo 1.

Se observa que el Grupo Control (frazo continuo) presenta una
supervivencia menor que el Grupo 1 tratado (trazo discontinuo).

Los resultadas reflejan una respuesta protectora y, por lo tanto, se puede
concluir que la administracién de pautas tolerizantes por via oral de micobacteria,

previene contra la recaida posterior al tratamiento de la tuberculosis activa.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de micobacterias inactivadas para la preparacion de un medicamento para la
prevencion de la tuberculosis, en donde:

— las micobacterias se administran periddicamente por via oral,

— el intervalo entre las dosis no es superior a 5 dias, y

— el nimero de dosis administradas es de al menos 5.

2.- Uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las micobacterias inactivadas se
eligen de entre el grupo formado por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, y M. microti,
M. bovis BCG, M. fortuitum y M. kansasii.

3.- Uso segun la reivindicacion 2, caracterizado porque las micobacterias inactivadas se
eligen entre M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. fortuitum y M. kansasii.

4.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las

micobacterias se inactivan mediante un proceso de calentamiento.

5.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el intervalo

entre las dosis no es superior a 3 dias.

6.- Uso segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el intervalo entre las dosis no es

superior a 2 dias.

7.- Uso segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el numero

de dosis administradas es de al menos 7.

8.- Uso segln la reivindicacion 7, caracterizado porque el nimero de dosis administradas

es de al menos 9.

9.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque la cada
dosis comprende entre 10° y 10'° micobacterias inactivadas.

10.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque las
micobacterias se administran en forma de una composicién farmacéutica que comprende
las micobacterias inactivadas y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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11.- Uso segun la reivindicacidn 10, caracterizado porque la composicion farmacéutica

esta en forma de capsulas.

12.- Uso segun la reivindicacién 10, caracterizado porque la composicién farmacéutica

esta en forma de comprimidos.

13.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque se
administra a un individuo infectado por M. tuberculosis en el que la infeccién se encuentra

en estado latente.

14.- Uso segin la reivindicacién 13, caracterizado porque el individuo habia desarrollado

previamente la tuberculosis activa.

15.- Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque se

administra a un individuo no infectado por M. tuberculosis.
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30
RESUMEN

Micabacterias inactivadas para su uso por via oral en la prevencion de la tuberculosis

Las micobacterias inactivadas para su uso por via oral en la prevencion de la tuberculosis
se administran segun una pauta de administracion de multiples dosis, administradas con
un intervalo temporal reducido entre las mismas, de modo que induce una respuesta
tolerizante frente a la infeccidn por el bacile de la tuberculosis. La utilizacion de las
bacterias inactivadas de acuerdo con dicha pauta permite controlar el progreso de la

Al

infecciéon desde un estado latente a tuberculosis activa.
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10.4 Annex 4: Esborrany d“articke “New Host-directed therapy against active
tuberculosis has been developed and characterized in Cardona“s mice

model”

Referéncia:

Elena Marzo, Paula Cardona, Jorge Diaz, Vanessa Garcia, Sonia Rebollo, Antoni
Planella, Cristina Vilaplana, Pere-Joan Cardona (2014). “New Host-Directed Therapy
against Active Tuberculosis has been developed and characterized in Cardona“s mice

model”. Esborrany d“article

L’enlla¢ no esta disponible perqué I’article encara no esta publicat.





