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RESUMEN 

 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) han demostrado contribuir de forma 

importante en el control de la carga bacteriana y el mantenimiento del estado de latencia 

en modelos de tuberculosis pulmonar murina. Como estrategia terapéutica, la 

administración de péptidos antimicrobianos recombinantes pudiera ser limitada por la 

degradación enzimática y además los costos de producción son elevados. Así mismo, las 

estrategias basadas en la inducción de AMPs ha generado resultados controversiales. En 

este estudio se evaluaron 2 adenovirus recombinantes que expresan los AMPs humanos 

-defensina 3 (HD3) y catelicidina (LL37) en modelos de enfermedad progresiva, 

enfermedad crónica similar a la TB latente y transmisibilidad. En el modelo de TB 

progresiva, 12 ratones BALB/c por grupo fueron infectados por vía intratraqueal con una 

dosis alta de Mycobacterium tuberculosis H37Rv y un aislado clínico de cepas MDR. Dos 

meses después de la infección, se administró vía intratraqueal una dosis de adenovirus 

recombinantes AdHD3, AdLL37,  AdGFP o solución salina (SS). Grupos 6 de ratones 

fueron sacrificados en diferentes tiempos y se obtuvieron muestras biológicas para 

determinar carga bacteriana, daño por neumonía y expresión de citocinas. Los grupos de 

ratones tratados con los adenovirus AdHD3 y AdLL37 presentaron significativamente 

menor carga bacteriana y porcentaje de neumonía con respecto a los grupos controles. Un 

efecto sinérgico se pudo observar cuando se administraron antibióticos de primera o 

segunda línea en conjunto con los adenovirus recombinantes. Cuando AdHD3 y AdLL37 

son administrados en ratones con una infección crónica similar a la TB latente, tras 

inducirse la reactivación de la enfermedad, los grupos de animales tratados presentan una 

menor carga bacteriana y neumonía. Así mismo se pudieron observar mayor número y 

tamaño de granulomas con una alta expresión de TNF, IFN e iNOS. Finalmente, los 

adenovirus recombinantes fueron administrados en ratones sanos que convivieron por un 

periodo de 2 meses con ratones infectados con una cepa hipervirulenta y altamente 

transmisible. Un efecto protector en ratones que recibieron los adenovirus recombinantes 

fue evidenciado como menor carga bacteriana. 
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La estrategia terapéutica basada en la administración de adenovirus 

recombinantes AdHD3 y AdLL37 constituye una alternativa novedosa ante diferentes 

escenarios clínicos, promoviendo una respuesta inmune protectora, disminuyendo el 

tiempo de administración de antibióticos y, por tanto, favoreciendo el control de la 

enfermedad con mayor eficacia. 
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ABSTRACT 

 

Antimicrobial peptides (AMPs) significantly contribute to the control of bacterial 

load and maintenance of a latent state in murine pulmonary tuberculosis. As a therapeutic 

strategy, the administration of recombinant antimicrobial peptides could be limited by 

enzymatic degradation and high production costs. Likewise, strategies based on the 

induction of AMPs have generated controversial results. In this study, two recombinant 

adenoviruses expressing human AMPs -defensin 3 (HD3) and cathelicidin (LL37) were 

assessed in models of progressive disease, a chronic disease similar to latent TB and 

transmissibility. In the progressive disease model, BALB/c mice were infected 

intratracheally with a high dose of Mycobacterium tuberculosis H37Rv and a clinical isolate 

of MDR strains. Two months after infection, a single dose of recombinant adenovirus 

AdHD3, AdLL37 or AdGFP was administered intratracheally. Groups of six mice were 

sacrificed at different times and biological samples were obtained to determine bacterial 

load, histological damage, and cytokine expression. Mice treated with AdHD3 and 

AdLL37 showed significantly lower bacterial load and percentage of pneumonia in 

comparison to the control groups. A synergistic effect could be observed when first- or 

second-line antibiotics were administered together with adenoviral therapy. When AdHD3 

and AdLL37 are administered in B6D2F1 mice infected with a low dose of the H37Rv strain 

to induce chronic disease similar to latent TB, and administered corticosterone to reactivate 

the disease, mice showed lesser bacterial load and pneumonia. Likewise, a greater 

number and size of granulomas with high expression of proinflammatory cytokines (TNF 

and IFN) and iNOS was observed. Finally, healthy mice were administered with 

recombinant adenovirus and co-housed in a period of 2 months with mice infected with a 

hypervirulent and highly transmissible strain. A protective effect in mice that received the 

AdHD3 and AdLL37 was evidenced as a lower bacterial load. 

The therapeutic strategy based on the administration of recombinant adenovirus 

AdHD3 and AdLL37 constitutes a novel alternative to different clinical situations of TB 
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infection by promoting a protective immune response, decreasing the time of administration 

of antibiotics and, therefore, favoring the efficient control of the disease. 
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INTRODUCCIÓN 

 

ASPECTOS GENERALES DE LA TUBERCULOSIS (TB) PULMONAR 

 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa crónica que afecta 

principalmente a los pulmones. El agente causal es Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

bacilo que fue descrito por Robert Koch en 1882. Este bacilo, responsable de la gran 

mayoría de casos reportados, pertenece al complejo Mtb junto con otras micobacterias 

como: M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M. caprae y M. pinnipedii (Brosch et 

al., 2002). 

Clínicamente, la TB pulmonar activa se presenta con signos y síntomas 

característicos: tos crónica productiva o sanguinolenta, dolor torácico, dificultad 

respiratoria, pérdida de peso, fiebre y diaforesis nocturna. Para poder emitir un diagnóstico, 

además de la sospecha clínica, los métodos convencionales incluyen la observación 

directa del bacilo mediante una tinción de Ziehl-Neelsen y cultivo en medio específico de 

Löwenstein-Jensen (Caminero-Luna, 2003).  

La TB es la principal causa de muerte por un sólo agente infeccioso. En el año 

2017, 10 millones de personas desarrollaron TB y 1.3 millones murieron por esta causa 

(WHO, 2018). En este mismo año se reportaron 558 000 casos de personas con cepas 

multifármacoresistente (MDR, por sus siglas en inglés) de los cuales el 8.5% eran 

extensamente farmacoresistente (XDR, por sus siglas en inglés). Mtb puede producir 

enfermedad progresiva o TB latente (TBL) (Parrish, Dick, & Bishai, 1998). En las áreas 

endémicas la infección primaria sucede durante la niñez y solo el 5 al 10% evoluciona a 

enfermedad progresiva (Tufariello, Chan, & Flynn, 2003). A pesar de que la infección 

primaria usualmente es controlada satisfactoriamente por el sistema inmune, no todas las 

bacterias son eliminadas y algunas permanecen en los tejidos en un estado no-replicativo 

por el resto de la vida del individuo (Flynn & Chan, 2001). Se calcula que un tercio de la 

población mundial tiene TBL y en los países no endémicos se estima que el 10% de los 

individuos con esta condición desarrollarán enfermedad activa por reactivación bacteriana 

(Kaufmann, 2001).  
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Los pacientes con TB pulmonar activa son la fuente más importante de 

transmisión. La transmisión del bacilo es a través de gotas respiratorias que se hacen 

paso por las barreras anatómicas del tracto respiratorio. El riesgo de transmisión es 

determinado por el grado de enfermedad del caso índice y su interacción con convivientes. 

Particularmente, los niños cercanos a un familiar con tuberculosis clínicamente activa 

tienen riesgo muy alto de ser infectados y desarrollar enfermedad progresiva. Evitar este 

contacto estrecho es la mejor forma de prevenir el contagio con Mtb. Otra estrategia es la 

administración de Isoniazida a convivientes durante un año (Balcells, Thomas, Godfrey-

Faussett, & Grant, 2006), sin embargo, la cronicidad de tratamiento puede generar poco 

apego por parte del paciente, alto riesgo de reinfección y selección de cepas MDR.  

El tratamiento convencional para la TB farmacosensible se caracteriza por la 

administración de cuatro antibióticos (Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida y Etambutol) 

por periodos prolongados (WHO, 2017). La duración del tratamiento incrementa al 

detectarse resistencia a alguno de los medicamentos de primera línea, requiriendo la 

administración de fármacos de mayor complejidad y difícil acceso. Por lo anterior, desde el 

año 1993, la Organización Mundial de la Salud (OMS) declaró a la TB como una 

emergencia mundial de salud, y se establecieron programas para disminuir la morbi-

mortalidad hacia el año 2035. 

La TB es una enfermedad prevalente en países en desarrollo y en condiciones 

de pobreza. Condiciones como la desnutrición, diabetes mellitus e infección por el virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH) incrementan el riesgo de enfermar por TB, entre otras (Ai, 

Ruan, Liu, & Zhang, 2016).  
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AGENTE CAUSAL 

 

Las micobacterias pertenecen al phylum de las actinobacterias, clase 

Actinobacterias, subclase Actinobacteridae, orden Actinomycetales, suborden 

Corynebacterineae, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium. Son bacilos 

aerobios obligados, inmóviles, no esporulados y de crecimiento lento, obteniendo su 

energía de la oxidación de compuestos simples de carbono. Morfológicamente son 

ligeramente curvos, de 2-10m de longitud y 0.2-0.6m de ancho. Para poder 

evidenciarlos se realiza la tinción de Ziehl-Neelsen y, aunque se tiñen con cierta dificultad, 

pueden resistir la decoloración con alcohol ácido, por lo que se denominan bacilos ácido 

alcohol resistentes (Caminero-Luna, 2003). 

Mtb tiene un genoma que comprende aproximadamente 4,000 genes con un 

alto contenido en guaninas y citosinas (61-71%). De estos, 233 genes se encuentran 

relacionados con el metabolismo de lípidos, los cuales constituyen más de la mitad del 

peso seco de la micobacteria (hasta 60%). La composición de lípidos en las micobacterias 

puede cambiar durante su periodo de vida, dependiendo de la disponibilidad de 

nutrimentos. Adicionalmente, gran parte del genoma esta relacionado con enzimas 

responsables de la síntesis de la pared y procesos celulares (Camus, Pryor, Médigue, & 

Cole, 2015). 

 

MEMBRANA  

 

La membrana plasmática de las micobacterias posee características similares 

al resto de las membranas, excepto por la presencia de lipopolisacáridos característicos 

de actinomicetos. Esta estructura provee protección osmótica y regula el flujo específico 

entre el citoplasma y el ambiente. Adicionalmente se pueden encontrar proteínas y 

enzimas con funciones involucradas en procesos metabólicos, síntesis de elementos de la 

membrana y generación de energía, entre otros (Brennan, 2003).  
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PARED BACTAERIANA 

 

El principal componente estructural es un complejo de tres elementos unidos 

covalentemente denominado micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (AGP). El 

peptidoglicano (PG) se diferencia de aquellos de otras bacterias por su alto porcentaje de 

entrecruzamiento y tener residuos de ácido murámico glicosilados. Unido a éste, se 

encuentra el arabinogalactano (AG), un heteropolisacárido complejo constituido por una 

cadena linear de residuos de D-galactofuranosa y dos o tres cadenas laterales de 

arabinano. Los ácidos micólicos (MA) se encuentran unidos en los extremos del arabinano 

(Alderwick, Harrison, Lloyd, & Birch, 2015).  La capa externa de la pared celular se 

encuentra constituida por lípidos como el dimicoserosato (PDIM), glicolípidos fenólicos, 

trehalosa (DAT/PAT) y sulfolípidos. El fosfatidil-myo-inositol (PIM) manósido, la 

lipomanana y el lipoarabinomanano (LAM) son glicolípidos que se encuentran anclados 

desde la membrana plasmática y se extienden hacia el exterior de la pared celular 

(FIGURA 1). Esta última se encuentra relacionada con la viabilidad de Mtb dentro del 

macrófago (Jankute, Cox, Harrison, & Besra, 2015; Kaur, Guerin, Škovierová, & Brennan, 

2011). 

La complejidad estructural de la pared celular es la responsable de algunas 

características únicas de las micobacterias, como la resistencia a agentes químicos y 

desecación, baja permeabilidad a antibióticos y virulencia. Sin embargo, estas mismas 

propiedades restringen la captación de nutrimentos contribuyendo a su crecimiento lento 

(Caminero-Luna, 2003).  
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FIGURA 1. REPRESENTACIÓN ESQUEMÁTICA DE LA PARED CELULAR DE Mtb. 

Ac/Ac2PIM2/6: fosfatidil-myo-inositol di/hexamanósidos tri/tetra-acetilados; AG: arabinogalactana; 

AGP: complejo arabinogalactana-peptidoglicano; DAT: diaciltrehalosa; DGP: difosfatidilglicerol; 

GalNH2: residuos de galactosamina; k: ceto- ; LAM: lipoarabinomanana; m: metoxi- ; MA: ácidos 

micólicos, MIM: membrana interna micobacteriana; MOM: membrana externa micobacteriana; PAT: 

poliaciltrehalosa; PDIM: tiocerol dimicocerosato; PE: fosfatidiletanolamina; PG: peptidoglicano; PI: 

fosfatidil-myo-inositol; SGL: sulfoglicolípido (Jankute et al., 2015). 
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CRECIMIENTO Y CULTIVO 

 

El tiempo de duplicación del bacilo es de aproximadamente 18 horas, 

aumentando su crecimiento de forma proporcional a la tensión de CO2 y al pH (Palomino, 

Leao, & Ritacco, 2007). Las micobacterias no patógenas se replican libremente en el 

ambiente y otras como Mycobacterium leprae y lepraemurium, requieren un medio 

intracelular para su sobrevivencia. Característicamente, las bacterias que pertenecen al 

complejo Mycobacterium tuberculosis si pueden ser cultivadas en medios específicos 

(Palomino et al., 2007). Para esto, se utiliza un agar semisintético (Middlebrook 7H10), el 

cual contiene sales de amonio, ácido oleico, albúmina, catalasa, biotina, glucosa y glicerol. 

Estos elementos proveen fuentes de nitrógeno y energía contenidos en las sales de 

amonio y en el glicerol/glucosa, respectivamente. Además, la biotina y la catalasa 

estimulan el crecimiento de los bacilos que provienen de aislados clínicos (Palomino et al., 

2007).  

 

HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD 

 

Cuando un individuo bacilífero con TB activa tose o estornuda, las gotas 

respiratorias pueden contener suficientes micobacterias para producir infección en los 

individuos convivientes. Al ingresar a las vías respiratorias, las bacterias necesitan 

hacerse paso a través de diversos componentes de la respuesta inmune innata para poder 

alcanzar el parénquima pulmonar, siendo este órgano el más afectado en individuos 

inmunocompetentes (Caminero-Luna, 2003). Entre la población existe una variedad en la 

susceptibilidad a la TB. Se describen diferentes grados de susceptibilidad o resistencia 

asociados a polimorfismos en genes que codifican para el receptor de la vitamina D 

(VitDR), la proteína macrofágica 1 asociada a la resistencia natural (N-ramp), moléculas 

del complejo principal de histocompatibilidad clase I (MHCI, por sus siglas en inglés) y II, 

interleucina 1β (IL-1 β), antagonista de IL-1 (IL-1RA), interferón gamma (IFN-γ) el receptor 

de IFN-γ (IFNR), entre otros (Lipsitch & Sousa, 2002) (TABLA 1).  
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Una vez que se establece la infección en el pulmón, pueden generarse distintos 

escenarios en la historia natural de la enfermedad. El primero de ellos comprende la 

eliminación de la micobacteria por parte de los macrófagos alveolares y demás 

componentes de la respuesta inmune innata, por lo que la respuesta inmune adaptativa 

estará ausente. Sin embargo, Mtb es bien conocido por poseer mecanismos de evasión de 

la respuesta inmune innata, permitiendo su multiplicación dentro de los macrófagos 

alveolares y posterior destrucción. El reclutamiento de células inflamatorias como los 

neutrófilos, permite la fagocitosis de bacterias libres y su eliminación, limitando el daño 

tisular (Eum et al., 2010). Adicionalmente, estas células son productoras de quimiocinas y 

citocinas proinflamatorias que favorecen el reclutamiento y activación de nuevas células. 

La interacción de neutrófilos con Mtb induce y acelera la activación de vías apoptóticas 

(Alemán et al., 2002). Interesantemente, los macrófagos infectados tienen la capacidad de 

fagocitar cuerpos apoptóticos derivados de neutrófilos, favoreciéndose la fusión del 

fagosoma con los gránulos e incrementando la capacidad microbicida (Tan et al., 2006).  

Si bien los mecanismos de eliminación antibacterianos de los neutrófilos son 

eficientes, la liberación de enzimas proteolíticas producto de la degranulación también 

puede causar daño en células y tejidos adyacentes. Además, es evidente su participación 

en el transporte de micobacterias vivas desde tejidos periféricos hacia ganglios linfáticos. 

Es por esto que los neutrófilos poseen un papel dual en la patogénesis de la TB, 

favoreciendo o restringiendo el crecimiento bacteriano.  

Dos a tres semanas después de la infección en modelos murinos o 40 días 

después en humanos, linfocitos T antígeno específicos son reclutados y proliferan en los 

sitios de lesión temprana, activando macrófagos (MO) e incrementando su capacidad 

microbicida. Durante esta fase, el crecimiento logarítmico de la micobacteria es detenido y 

se inicia el desarrollo de agregados celulares de MO, células dendríticas (DC) y linfocitos 

B y T, conocidos como granulomas, importantes para la contención de las bacterias (Ernst, 

2012; van Crevel, Ottenhoff, & van der Meer, 2002). Los macrófagos pueden fusionarse 

para formar células gigantes multinucleadas. En la zona central de estas estructuras existe 

una necrosis sólida característica que limita el crecimiento bacteriano manteniendo la 

infección en un estado estacionario o latente. En este periodo existe una reactividad 
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importante al derivado protéico purificado (PPD, por sus siglas en inglés) (van Crevel et al., 

2002). 

La progresión de la infección y generación de la enfermedad puede variar 

considerablemente en el tiempo (Ernst, 2012). Se puede presentar posterior a la infección 

primaria (TB primaria) o después de meses o años del establecimiento de la infección 

latente (reactivación de la TBL). Mtb tiene la capacidad de diseminarse a través de la vía 

hematógena y establecerse en distintos sitios anatómicos y tipos celulares, constituyendo 

un reservorio capaz de producir casos de reactivación de la TBL extrapulmonar sin 

comprometer el sistema respiratorio (Barrios-Payán et al., 2012). La licuefacción de la 

necrosis central permite el crecimiento extracelular de Mtb, y la formación de cavitaciones 

facilita el acceso hacia las vías conductoras del sistema respiratorio, convirtiendo al 

enfermo en bacilífero con capacidad de transmitir la infección a individuos convivientes 

sanos (van Crevel et al., 2002). Este mecanismo se considera como la única forma natural 

de transmisión de la enfermedad entre individuos (Ernst, 2012).  

 

REACTIVACIÓN DE LA TUBERCULOSIS LATENTE 

 

Existen mecanismos bien conocidos que favorecen la reactivación de la TBL. 

Los cambios cuantitativos y cualitativos en las poblaciones de linfocitos T CD4+ como 

consecuencia de la infección por el virus de inmunodeficiencia humana VIH incrementa el 

riesgo de activación de la TB (Gupta et al., 2013). 

Pacientes con enfermedades reumatológicas que se encuentran bajo 

tratamiento con anticuerpos monoclonales contra el factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFpor sus siglas en inglés también ha demostrado incrementar el riesgo de 

desarrollo de TB activa (Keane et al., 2001). El TNF es una citocina crucial en el control 

de la TB y mantenimiento de la estructura del granuloma. El bloqueo de esta citocina 

disminuye la actividad antibacteriana de los MO, además de una inducción de células T 

reguladoras y depleción de linfocitos T CD8+ de memoria efectoras CD45RA+ (Ernst, 

2012).  
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Otro factor de riesgo importante es diabetes mellitus (DM). Esta enfermedad 

presenta un riesgo relativo de 1.16 a 7.83 para la reactivación de la TB. A pesar de ser 

clasificada como un factor de riesgo bajo, la presencia de esta enfermedad en zonas 

endémicas de TB debe de ser considerada, sobre todo en individuos con pobre control 

glicémico (Ai et al., 2016). A pesar de existir escasa evidencia biológica que asocie el 

tratamiento contra el cáncer y la infección por TB, la inmunosupresión inducida por la 

quimioterapia se asocia fuertemente con un amplio espectro de complicaciones, 

incluyendo TB (Ho & Leung, 2018) 

 

RESOLUCIÓN ESPONTÁNEA DE LA TUBERCULOSIS ACTIVA 

 

La progresión de un estado activo a uno inactivo de la enfermedad sin 

necesidad de tratamiento antifímico recibe el nombre de resolución espontánea de TB. 

Este fenómeno se presenta en aproximadamente un 50% de los casos reportados en la 

era previa al uso de antibióticos (American Thoracic Society, 2000). Esta condición 

corrobora con la presencia radiográfica de nódulos pulmonares solitarios y ganglios 

linfáticos calcificados, así como fibrosis en pleuras apicales. La TB inactiva o “estable” 

representa un estado de infección de la TBL de bajo riesgo con una incidencia de 2-13.6 

por cada 1000 personas al año (American Thoracic Society, 2000). La presencia de 

linfocitos T CD4+ de memoria (antígeno específicas) secretores de IFN e IL-2 y linfocitos 

CD4+ de memoria central en pacientes con resolución espontánea puede explicar 

parcialmente este fenómeno (Millington, Gooding, Hinks, Reynolds, & Lalvani, 2010).  
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Factor de Riesgo Riesgo de TB 

Riesgo Alto 

VIH/SIDA 

Convivencia con contactos 

Receptores de trasplante de órganos 

Insuficiencia Renal Crónica que 

requiere diálisis 

Bloqueadores de TNF 

Silicosis 

 

10-100 

15 

20-70 

6.9-52.5 

 

1.6-25.1 

2.8 

Riesgo Moderado 

Hallazgos radiográficos de Enfermedad 

fibronodular 

Inmigrantes de regiones con alta 

incidencia de TB 

Trabajadores de la salud 

Prisioneros, personas sin hogar, 

usuarios de drogas  

 

6-19 

 

2.9-5.3 

 

2.55 

 

-- 

Riesgo Bajo 

Diabetes Mellitus 

Tabaquismo 

Uso de corticoesteroides 

Polimorfismos en genes de la respuesta 

inmune contra TB 

 

1.6-7.83 

2.8-7.7 

2-3 

-- 

 

TABLA 1. RIESGO RELATIVO DE TB. Un 12% de las muertes mundiales por TB corresponden a 

personas infectadas con VIH. El tratamiento con anticuerpos anti-TNF en enfermedades 

inflamatorias como artritis reumatoide y  enfermedad de Crohn, se encuentra asociado al 

desarrollo y reactivación de TB. El incremento en la incidencia de diabetes dellitus tipo 2 en 

poblaciones susceptibles favorece el desarrollo de la TB al repercutir en la competencia del  
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sistema inmune en individuos susceptibles (Ai et al., 2016; American Thoracic Society, 2000; 

Lipsitch & Sousa, 2002) 

 

TRATAMIENTO 

 

Las guías para el tratamiento de la TB se mantienen en constante actualización 

y de acuerdo con las recomendaciones de la OMS, los pacientes con un nuevo 

diagnóstico de tuberculosis deben de ser manejados con un esquema de 6 meses de 

duración. Los primeros dos meses, los pacientes deberán recibir una fase intensiva de 

tratamiento con 4 antibióticos: Isoniazida, Rifampicina, Etambutol y Pirazinamida, seguido 

de una fase de mantenimiento de 4 meses con Isoniazida y Rifampicina (Horsburgh, Barry, 

& Lange, 2015; WHO, 2017, 2018). La administración de estos medicamentos debe de ser 

mediante la observación directa por parte del personal de salud (Directly 

observed treatment, short-course, TB-DOTS, por sus siglas en inglés) 

El surgimiento de cepas resistentes a isoniazida y rifampicina (MDR), y algunas 

con resistencia adicional a fluoroquinolonas y fármacos inyectables (XDR), se ha 

convertido en un problema de salud pública importante. La complejidad del tratamiento de 

estos casos radica en el costo elevado de los medicamentos, además de efectos 

secundarios adicionales (Horsburgh et al., 2015; WHO, 2016). 

Los antibióticos mencionados previamente se caracterizan por ser altamente 

tóxicos, presentando efectos adversos bien conocidos: hepatotoxicidad, intolerancia 

digestiva, toxicodermias y, particularmente toxicidad neurológica por parte de la isoniazida, 

neuritis óptica tras la administración de etambutol e hiperuricemia tras la ingesta de 

pirazinamida, entro otros (Horsburgh et al., 2015).  

De gran importancia es la detección y tratamiento de la LTBI en individuos de 

alto riesgo. En este sentido, el monitoreo y tratamiento para LTBI está indicado en 

individuos con infección por VIH, niños y adultos convivientes con casos de TB pulmonar 

activa, pacientes que inician tratamiento con anti-TNF, diálisis peritoneal o aquellos que 

se encuentran en protocolo para trasplante de órganos (American Thoracic Society, 2000). 

El tratamiento también debe de ser considerado en prisioneros, trabajadores de la salud, 
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migrantes provenientes de zonas endémicas y usuarios de drogas. Los esquemas 

terapéuticos incluyen la administración de isoniazida durante 6 meses (WHO, 2015) 

Ante la problemática actual de la ausencia de nuevos medicamentos y 

esquemas que cuenten con mayor eficacia e inocuidad, se han propuesto estrategias 

novedosas basadas en mejorar la respuesta inmune protectora. Éstas incluyen la 

administración de péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) o sus 

inductores, citocinas proinflamatorias, anticuerpos monoclonales, compuestos derivados 

micobacterianos, terapia celular y adenovirus recombinantes, por mencionar algunos. 

Actualmente existen múltiples ensayos clínicos evaluando la eficacia de estas estrategias 

con resultados prometedores (O. Ramos-Espinosa, Islas-Weinstein, Peralta-Álvarez, 

López-Torres, & Hernández-Pando, 2018). 

Estas formas de inmunoterapia podrían contribuir sinérgicamente con los 

antibióticos convencionales para mejorar las tasas de eficacia terapéutica y disminuir 

potencialmente los tiempos de administración y efectos secundarios asociados.  
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RESPUESTA INMUNE CONTRA TUBERCULOSIS 

 

El éxito o fracaso en el control del crecimiento bacteriano depende de diversos 

factores. En el huésped, la genética, el estado nutricional, la presencia de comorbilidades, y 

el historial de vacunación determinan la capacidad de un individuo de controlar la 

enfermedad. Por parte de la bacteria, la virulencia y la carga bacteriana determinan la 

gravedad del cuadro clínico (Lerner, Borel, & Gutierrez, 2015). La totalidad de estos 

factores median en gran medida la capacidad del sistema inmune para controlar el 

crecimiento bacteriano y el curso de la enfermedad.  

Los primeros componentes de las barreras anatómicas en impedir el paso de 

bacterias a las vías respiratorias inferiores son el movimiento ciliar del epitelio respiratorio y 

el moco. Estas células epiteliales se encuentran en una proporción de 30:1 con respecto a 

los MO alveolares, y poseen una función importante en el reconocimiento inicial de Mtb. El 

epitelio respiratorio es productor de péptidos antimicrobianos como la -defensina 2 (HD2), 

además de favorecer un ambiente compuesto por citocinas proinflamatorias, proteínas 

antimicrobianas y quimiocinas (Reuschl et al., 2017) 

Además de los componentes solubles antes mencionados, otras proteínas como 

el surfactante pulmonar SP-A y SP-D. Estas colectinas actúan como opsoninas, poseen 

actividad antimicrobiana directa sobre microorganismos e interactúan con MO modulando 

la capacidad fagocítica (Sano & Kuroki, 2005).  

Una vez que el bacilo ingresa a las vías aéreas inferiores, las células fagocíticas 

como los MO alveolares, DCs y neutrófilos son las encargadas de mediar el primer 

contacto con la bacteria (Lerner et al., 2015). Es importante mencionar que existen otras 

poblaciones celulares de la respuesta innata que participan de forma importante en la 

respuesta inicial a Mtb, como los linfocitos T , linfocitos invariantes asociados a mucosa, 

células NK y las recientemente descritas células linfoides innatas (ILCs, por sus siglas en 

inglés) residentes de tejido (Maertzdorf et al., 2018).  

Las células antes mencionadas cuentan con una batería de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés). Estos incluyen a los bien 

estudiados receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés), receptores dominio de 
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oligomerización de nucleótidos (NOD, por sus siglas en inglés), molécula de adhesión 

intercelular específica de células dendríticas que atrapa la no integrina (DC-SIGN, por sus 

siglas en inglés), receptores de manosa (RM), receptores CD14, receptores de depuración 

(SR, por sus siglas en inglés), receptores del complemento (CR, por sus siglas en inglés) y 

receptores Fc𝛾 (Hossain & Norazmi, 2013). Estos receptores interactúan con ligandos 

específicos de Mtb para facilitar el reconocimiento y en algunos casos la fagocitosis, 

además de participar en la cascada de señalización para la síntesis y liberación 

mediadores solubles de la inflamación.  

Existen múltiples TLRs que se encuentran involucrados en el inicio de la 

respuesta inmune contra Mtb, sin embargo, TLR2 y TLR4 cuentan con el mayor número de 

agonistas micobacterianos. Por ejemplo, la lipoproteína de 19 kDa y LAM interactúan con 

TLR2, promoviendo la producción de IL-12 y la sintasa de óxido nítrico inducible (iNOS, por 

sus siglas en inglés). TLR4 reconoce a la glicoproteína de 38 kDa, induciendo la producción 

de citocinas proinflamatorias e iNOS, y TLR9 es capaz de reconocer DNA bacteriano en 

MO (Philips & Ernst, 2012). 

La activación de estos receptores desencadena la activación de la molécula 

adaptadora MyD88 (del inglés Myeloid differentiation factor 88), que actúa como inductora 

de la respuesta inflamatoria (Fremond et al., 2004). MyD88, vincula el complejo inicial con 

las moléculas adaptadoras, incluyendo la cinasa asociada con el receptor de interleucina 1 

(IRAK, por sus siglas en inglés), el factor asociado con el receptor de TNF (TRAF, por sus 

siglas en inglés), cinasa 1 activada del factor beta de crecimiento transformante (TAK1, por 

sus siglas en inglés) y las proteínas cinasasa activadas por mitógeno (MAPK, por sus siglas 

en inglés). Dicha vía de señalización media la translocación al núcleo de NFB, induciendo 

así su efecto en genes blanco (Faridgohar & Nikoueinejad, 2017). Esto desencadena la 

expresión y liberación de citocinas de fase aguda como IL-1, TNF, IL-6 y AMPs como 

defensinas y catelicidinas.  

Aunque la deleción de genes Tlr2 y/o Tlr9 no resulta en una alteración fenotípica 

sobre el control de la infección por Mtb, la deleción del gen que codifica para MyD88 resulta 

en un el establecimiento de una infección rápidamente letal (Philips & Ernst, 2012) 
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Los receptores citoplásmicos NOD2 y la proteína 3 que contiene los dominios 

NACHT, LRR y PYD (NLRP3, por sus siglas en inglés) reconocen la subunidad N-glicolil 

muramil dipéptido del peptidoglicano (PG) y ESAT-6 respectivamente, potenciando la 

respuesta protectora mediada por IL-1, IL-6 y TNF en MO alveolares (Ernst, 2012; 

Juárez et al., 2012) 

 

CITOCINAS INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA INMUNE POR Mtb 

 

TNF e IFN son citocinas cruciales en la respuesta inmune contra TB. Su 

relevancia en la infección por Mtb ha sido evidenciada por observaciones en pacientes que 

reciben terapéuticamente anticuerpos monoclonales anti-TNF y en individuos con 

mutaciones en los genes relacionados con IFN y sus vías de señalización (Pacheco, 

Cardoso, & Moraes, 2008).  

La expresión de TNF es inducida tras la estimulación de células fagocíticas con 

componentes bacterianos y contribuye de forma importante en la activación de MO para la 

eliminación intracelular de Mtb, además de modular la apoptosis en células infectadas 

(Philips & Ernst, 2012). Esta citocina es una de las principales inductoras de la producción 

de AMPs en células del sistema inmune y epiteliales (Birchler et al., 2001) 

TNF tiene una función importante para la formación del granuloma y 

polimorfismos en esta citocina se encuentran vinculados con susceptibilidad al desarrollo 

de TB.  De forma contraria, un exceso en la producción de TNF contribuye en la 

inmunopatología de la enfermedad (Philips & Ernst, 2012). 

TNF actúa de forma sinérgica con IFN para la activación de MO para el control 

del crecimiento bacteriano. El IFN potencia la transcripción de genes con actividad 

moduladora de la respuesta inmune, además de aumentar la capacidad fagocítica y 

citotóxica de los MO. Adicionalmente induce la expresión de citocinas como IL-12, IL-15, 

TNF, la enzima iNOS y activación del factor de transcripción NFB. Al igual que con TNF, 

polimorfismos genéticos en el eje IFN/IL-12 o en los receptores IFNGR1 e IFNGR2, 
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incrementan la susceptibilidad a TB (Casanova & Abel, 2002; Flynn, 2006; Pacheco et al., 

2008). 

De gran relevancia son otras citocinas como IL-1, la cual es producida por 

monocitos, MO y DCs (Philips & Ernst, 2012). Esta citocina es expresada de forma 

abundante en pacientes con TB y, en modelos murinos, la deficiencia de esta citocina o su 

receptor (IL-1R) favorece el crecimiento bacteriano e impide el adecuado mantenimiento 

del granuloma después de la infección por Mtb (Juffermans et al., 2000). También se ha 

descrito su papel como inductor de la migración de las células inmunes al sitio de infección, 

promoviendo la expresión de selectina L y selectina E para iniciar el anclaje de estas 

células al endotelio.  

IL-12 es producida por células fagocíticas tras la infección por Mtb. Tiene un 

papel importante en la inducción de la producción de IFN. Ratones knockout (KO) para 

esta citocina y para su receptor (IL-12R) presentan susceptibilidad para infecciones 

micobacterianas.  

Esta respuesta inflamatoria también se encuentra potenciada por acción de  

moléculas quimioatrayentes, donde la proteína quimiotáctica de monocitos-1 (MCP-1, por 

sus siglas en inglés) e IL-8 juegan un papel importante reclutando células 

polimorfonucleares (PMN) y monocitos al sitio de infección (Ferrero et al., 2003). En 

concentraciones suficientes, los AMPs pueden formar un gradiente de concentración que 

permite el reclutamiento de distintos tipos celulares al sitio de infección mediante la 

interacción con receptores de quimiocinas (De Yang et al., 2000; Röhrl, Yang, Oppenheim, 

& Hehlgans, 2010). 

El papel protector de las citocinas antes mencionadas es antagonizado por 

citocinas antiinflamatorias como IL-10, el factor de crecimiento transformante beta (TGF, 

por sus siglas en inglés) e IL-4. IL-10 es producida por MO después de la fagocitosis, así 

como por linfocitos T antígeno específicos. Esta citocina disminuye la respuesta 

proinflamatoria regulando a la baja la expresión de IFN, IL-12 y TNF. Interesantemente, 

ratones deficientes de esta citocina presentan cargas bacterianas bajas tras la infección por 

Mtb. TGF contrarresta la inmunidad protectora contra TB mediada por citocinas 

proinflamatorias. Esta citocina es producida por monocitos y DCs tras la interacción con 
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productos micobacterianos. El LAM de bacterias virulentas induce de forma selectiva la 

producción de TGF, inhibiendo la proliferación celular y disminuyendo la producción de 

IFN. En MOs, esta molécula antagoniza la presentación antigénica, producción de 

citocinas proinflamatorias y activación celular. TGF también es conocida por estar 

implicada en el daño tisular y fibrosis característica de la TB. En sinergismo con IL-10, 

TGF suprimen la producción de IFN. 

Los efectos deletéreos de la IL-4 son explicados por la disminución de la 

expresión de IFN y activación macrofágica. En ratones con TB progresiva y en la 

reactivación de la TB latente, la expresión de esta citocina se encuentra incrementada de 

forma considerable (van Crevel et al., 2002).  

 

FAGOCITOSIS DE Mtb 

 

En el proceso de eliminación de Mtb participan múltiples células fagocíticas 

como los neutrófilos. Estas células eliminan a la micobacteria a través de la producción y 

liberación de radicales libres de oxígeno y mieloperoxidasa. También son capaces de 

liberar -defensinas de los gránulos azurófilos con potente actividad antimicrobiana. La 

presencia de neutrófilos en sangre periférica se encuentra ligada a riesgo de TB, 

particularmente en contactos. Interesantemente, individuos de raza afroamericana, quienes 

tienen mayor susceptibilidad a la infección, los niveles circulantes de neutrófilos y de HNP1-

3 son bajos en comparación con individuos caucásicos. Esta misma disminución en los 

niveles séricos de HNP1-3 se encuentra asociada a desarrollo de TB MDR (Lyadova, 2017). 

Los MO alveolares son células derivadas del sistema fagocítico mononuclear y 

se encuentran especializadas en la limpieza del tracto respiratorio al fagocitar bacterias y 

material inerte, así como recambio del factor tensoactivo, La fagocitosis es en esencia el 

mecanismo mas prominente de la respuesta innata en la contención de microorganismos, 

tiene como fin la eliminación de éstos y la presentación de antígenos para el inicio de la 

respuesta inmune adquirida. Lo anterior involucra la activación de PRRs como los 
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receptores de la región Fc de las inmunoglobulinas (FcR), MR, CD14, SR y Dectina 1 

(Pauwels, Trost, Beyaert, & Hoffmann, 2017). 

Este proceso dinámico involucra múltiples cambios que llevan a la remodelación 

de la membrana celular para la generación de una invaginación que dará lugar a una 

vesícula con un ambiente toxico ideal para la eliminación de microorganismos. El 

denominado fagosoma requiere un proceso de maduración que otorga a la vacuola 

propiedades degradativas, fundamentales para su función microbicida (Vieira, Bothelio, & 

Grinstein, 2002). La maduración del fagosoma conlleva la adquisición de este con el 

lisosoma, donde se expone al microorganismo al contenido lisosomal de este y ejercer 

efecto su lítico.  

Las propiedades degradativas del fagolisosoma incluyen un pH bajo, enzimas 

hidrolíticas, AMPs, compuestos oxidativos tóxicos, así como moléculas que deprivan de 

cofactores necesarios para el crecimiento bacteriano como la lactorferrina (Vieira et al., 

2002).  

 

ESTALLIDO RESPIRATORIO 

 

Tras el estímulo antigénico, las células fagocíticas tienen la capacidad de 

incrementar el consumo de oxígeno considerablemente (hasta en 50 veces), e inducir la 

producción de grandes cantidades radical superóxido (O ° -) por parte de la NADPH 

oxidasa; y su conversión a peróxido de hidrógeno (H2O2) por la enzima superóxido 

dismutasa (SOD). Adicionalmente se incrementa la oxidación de glucosa a través de la 

derivación de monofosfato de hexosa. A esta serie de cambios se le conoce como 

"estallido respiratorio" (Babior, 1984), el cual se potencia por la liberación de compuestos 

adicionales con capacidad microbicida, tales como el H2O2, la enzima mieloperoxidasa y el 

anión hipoclorito.  

El MO alveolar cuenta además la capacidad de producir altos niveles de oxido 

nítrico (NO) por medio de la enzima iNOS. El NO y los reactivos intermediarios del 

nitrógeno pueden generar daño microbiano de formas tales como daño directo al DNA, 

proteínas y lípidos (Kuo et al., 2000; Yang, Yuk, & Jo, 2009). El NO es una molécula 
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gaseosa con múltiples funciones orgánicas, es sintetizado a través de dos reacciones 

enzimáticas mediadas por la mono-oxigenasa. Una molécula de L-arginina es oxidada para 

que posteriormente sea oxidada y forme NO y L-citrulina. El NO es uno de varios reactivos 

intermediarios de nitrógeno con actividad antimicrobiana que también reacciona con 

radicales del oxígeno para generar intermediarios como el peroxinitrito (ONOO-) (Yang et 

al., 2009). Ante la presencia de citocinas como TNF, IFN e IL-1β se estimula la 

producción de NO, sin embargo, ante la presencia de citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13 se 

estimula la degradación de L-arginina por arginasas.  

Las DCs son un importante vínculo entre la inmunidad innata y adaptativa. 

Cuando interactúan con antígenos o patógenos vía TLR2, se induce la expresión de IL-12, 

TNF e IL-6, así como un incremento en la síntesis y expresión de MHC I y II, 

diferenciándose a un tipo celular con alta capacidad fagocítica, las células dendríticas 

inmaduras (iDCs, por sus siglas en inglés). Estas células captan antígenos a través de 

micropicnocitosis y endocitosis mediada por lectina tipo C y receptores Fc. Este estímulo 

disminuye la capacidad fagocítica de la célula e induce su activación, especializándose en 

el procesamiento y presentación antigénica, las células dendríticas maduras (mDC, por sus 

siglas en inglés). A su vez, este tipo celular tiene la capacidad de inducir la maduración de 

linfocitos T naive en los tejidos linfoides secundarios. Esta maduración de linfocitos T es 

hacia un perfil protector Th1 (CD4+ antígeno-específicas), acompañado de secreción de 

citocinas como IL-8, IL-23 e IFN(Flynn & Chan, 2001). La presentación cruzada de 

antígenos extracelulares por las mDCs y activación a linfocitos T CD8+ es un mecanismo 

importante para la inducción de una respuesta citotóxica antígeno-específica (Kurts, 

Robinson, & Knolle, 2010). 

 

GRANULOMA  

 

El granuloma es la estructura histopatológica característica de la TB. Se trata de 

un agregado celular, principalmente MO, linfocitos, además de otras células del sistema 

inmune. Su función principal se cree que es controlar y contener la infección, sin embargo, 

también puede favorecer la proliferación y diseminación bacteriana, al reclutar MO no 
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infectados al sitio de infección. Algunos de estos MO pueden incluso abandonar el 

granuloma primario y formar estructuras secundarias en sitios distantes a través de su 

diseminación hematógena (Cadena, Fortune, & Flynn, 2017). Los granulomas presentan 

una heterogeneidad muy amplia dependiendo del estadio de la enfermedad. Así mismo, en 

modelos murinos de TB, los granulomas observados no asemejan aquellos que se 

presentan en humanos, siendo pobremente estructurados y con escasa fibrosis (O’Garra et 

al., 2013) 

TNF es una citocina crucial para el mantenimiento de la integridad del 

granuloma. Esto fue evidenciado en pacientes que reciben anticuerpos monoclonales anti-

TNF al inducirse la reactivación de la enfermedad. Este fenómeno de reactivación 

también se observa en individuos que desarrollan enfermedades que comprometen 

directamente el sistema inmune como la infección por VIH, diabetes mellitus y desnutrición, 

por mencionar algunas.  

En la mayoría de los casos, la respuesta inmune es capaz de contener la 

micobacteria en estas estructuras, sin embargo, un 10-15 % de estos pacientes desarrollan 

la forma activa de la enfermedad a lo largo de su vida y ser focos de diseminación (O’Garra 

et al., 2013) (FIGURA 2).  
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FIGURA 2. RESUMEN DE LOS EVENTOS DURANTE LA RESPUESTA INMUNE CONTRA Mtb. 

Los MO y DCs expresan PRRs que reconocen patrones moleculares en patógenos. Tras este 

reconocimiento, Mtb es fagocitada y localizada dentro de fagosomas. Los productos 

micobacterianos son cargados en MHC clase II y presentados a linfocitos CD4+. La estimulación de 

poblaciones CD8+ requiere la presentación de péptidos bacterianos a través de MHC clase I 

presentes en el citosol, ya sea por la salida de estos al citosol o por presentación cruzada. Los 

CD4+ son polarizados en distintas subpoblaciones (Th). Los linfocitos Th1 producen IL-2, IFN o 

TNF para la activación clásica de MO. Los Th17, activadores de PMN, contribuyen al control 

bacteriano en la fase aguda de la infección. Los linfocitos reguladores (Tregs) y las poblaciones Th2 

contraregulan la respuesta Th1 a través de citocinas antiinflamatorias como IL-4, TGF o IL-10. Los 

linfocitos CD8+ producen IFN y TNF contribuyendo a la activación macrofágica. Adicionalmente 

poseen actividad citotóxica a través de la secreción de perforina y granulisina para la destrucción de 

células infectadas. Estas poblaciones efectoras son sucedidas de poblaciones de memoria, 
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productoras de múltiples citocinas como IL-2, IFN y TNF. Durante la contención de Mtb dentro del 

granuloma, la bacteria se mantiene en un estado latente, evitando ser reconocida por el sistema 

inmune. La supresión de la respuesta Th1 por parte de los linfocitos Treg permite la reactivación de 

Mtb, permitiendo la caseificación del granuloma y desarrollo de la enfermedad activa en humanos 

(Kaufmann, Hussey, & Lambert, 2010). 

 

RESPUESTA INMUNE ADQUIRIDA  

 

La relevancia de la inmunidad adquirida en TB se puede comprobar en 

condiciones en donde existe una deficiencia de linfocitos CD4+, como es el caso de la 

infección por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). La principal causa de muerte en 

estos pacientes se atribuye a TB. 

Las DCs son cruciales para el establecimiento de la inmunidad adquirida (Mihret, 

2012). Tras la infección, estas células presentadoras de antígeno migran a los ganglios 

linfáticos regionales para iniciar la activación de la respuesta inmune. Esta sinapsis inmune 

es un mecanismo altamente regulado, el cual tiene como fin de promover la respuesta 

inmune antígeno específica. La DC, que lleva cargada la molécula antigénica en el MHCII, 

interactúa con linfocitos T virgen, a través de moléculas coestimuladoras CD80/86 y CD28, 

para llevar a cabo su activación y polarización de linfocitos Th1.  

Existe evidencia sobre un retraso en el reclutamiento, activación y migración de 

las DCs a los ganglios linfáticos mediastinales (Ernst, 2012), siendo el inicio de la respuesta 

celular antígeno específica 14 días posterior a la infección por Mtb en modelos murinos. En 

humanos, se ha calculado que este fenómeno tarda hasta 42 días posteriores a la 

exposición con Mtb, a diferencia de lo que sucede en infecciones por otros 

microorganismos donde la migración de DC a ganglios linfáticos se lleva a cabo en las 24-

48 horas post exposición (Huang et al., 2001).  

Los linfocitos T CD4 + polarizados al perfil Th1 y productores IL-12, IFN y TNF, 

son determinantes para el control de Mtb al inducir la activación celular en el sitio de 

infección (O’Garra et al., 2013). Mtb infecta predominantemente a MO alveolares, y se 

replica en fagosomas. Si bien estas células son esenciales para el control de la enfermedad, 



 42 

los MOA son dependientes del estímulo por parte de los linfocitos T CD4+ y CD8+. Los 

linfocitos T favorecen la eliminación de Mtb a través de la secreción de IFN y ejerciendo su 

actividad citotóxica en MO infectados (Silva & Lowrie, 2000). Posterior a estos eventos, 

múltiples linfocitos mueren por apoptosis y algunos de ellos permanecen como linfocitos de 

memoria en órganos linfoides, mucosa respiratoria e intersticio pulmonar (Jameson, 2002; 

Millington et al., 2010). Estas células pueden ser activadas posteriormente tras una nueva 

exposición a antígenos bacterianos.  

A pesar de que Mtb es un patógeno intracelular facultativo, la contribución de la 

inmunidad humoral ha sido estudiada recientemente con mayor interés. Estudios recientes 

han propuesto la participación de anticuerpos específicos en la limitación de la 

diseminación de Mtb, opsonización, maduración de fagolisosomas, activación del 

inflamosoma y eliminación intracelular de la bacteria (Lu et al., 2016). El empleo de 

anticuerpos mono y policlonales contra componentes de Mtb ha demostrado tener potencial 

terapéutico en un modelo murino de TB pulmonar al disminuir la carga bacteriana y 

neumonía (Olivares et al., 2017). 
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PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS (AMPs) O PEPTIDOS DE DEFENSA DEL HUÉSPED 

(HDPs) 

 

Como parte de la segunda línea de defensa de la respuesta innata, células 

fagocíticas, polimorfonucleares y las células epiteliales pueden contener microorganismos 

al fagocitar y eliminar mediante degradación enzimática, producción de especies reactivas 

de oxígeno o por contacto directo con proteínas antimicrobianas (Philips & Ernst, 2012). 

Además, múltiples proteínas que se encuentran en el microambiente de las superficies 

epiteliales y en secreciones permiten eliminar o neutralizar patógenos, como la lisozima y 

la lactoferrina (Li, Wang, & Liu, 2012). Estas células producen y liberan péptidos pequeños 

con actividad lítica de la pared bacteriana y moduladores de la respuesta inmune llamados 

péptidos antimicrobianos (AMPs) o péptidos de defensa del huésped (HDPs). 

Posterior al surgimiento de antibióticos, la emergencia de cepas con resistencia 

a los mismos fomentó la necesidad de la búsqueda de nuevas estrategias para eliminar a 

estos patógenos. A partir de la década de los 80´s se intensificó la investigación para 

tratar de caracterizar las propiedades de estas moléculas antmicrobianas.  

Los AMPs denominados cecropina A y B, fueron descritos y purificados a partir 

de la polilla Hyalophora cecropia. Estos péptidos demostraron poseer una potente 

actividad antimicrobiana sobre múltiples bacterias incluyendo Escherichia coli y 

Pseudomonas aeruginosa (Steiner, Hultmark, & Boman, 1981). Siguiendo esta tendencia, 

en los años posteriores se identificaron estructuras similares en neutrófilos humanos, que 

presentaban una estructura catiónica característica que incluía residuos de cisteína 

formando puentes disulfuro intramoleculares, que posteriormente fueron denominadas 

defensinas. Posteriormente se demostró que estas estructuras presentaban actividad 

bactericida contra bacterias Gram (-), Gram (+), Cryptococcus neoformans y el virus de 

herpes simple tipo 1 (Ganz et al., 1985). 

Los hallazgos en otras especies como Xenopus laevis, permitieron identificar 

nuevos péptidos con -hélices dentro de su estructura. La magainina demostró poseer 

actividad antimicrobiana contra diversas cepas de bacterias (Gram + y -), hongos y 

protozoarios (Zasloff, 1987). En años posteriores se evidenciaría que este tipo de 
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estructuras tiene la propiedad de insertarse entre los lípidos de las membranas 

bacterianas y formar canales que alteran la permeabilidad e integridad celular (Matsuzaki, 

1998) 

Finalmente, en el año de 1995 se describió por múltiples investigadores 

(Cowland, Johnsen, & Borregaard, 1995; Larrick et al., 1995), de uno de los péptidos más 

importantes en la respuesta inmune de humanos. El péptido FALL-39, análogo al péptido 

de cerdo PR-39, se encontró de forma abundante en médula ósea y testículo (Agerberth et 

al., 1995), presentando actividad antimicrobiana importante contra bacterias Gram 

positivas y negativas (Agerberth et al., 1996). Este péptido se nombraría posteriormente 

como LL37 o catelicidina, siendo el único miembro de esta familia de péptidos en 

humanos. 

La investigación relacionada con el descubrimientos y caracterización de 

nuevos péptidos ha incrementado de forma exponencial, encontrándose funciones 

novedosas y potenciales aplicaciones terapéuticas. A la fecha se han descrito más de 

3000 péptidos producidos por múltiples organismos y éstos se encuentran organizados en 

la AMP Database creada por el Departamento de Patología del Centro Médico de la 

Universidad de Nebraska. En este sitio se pueden encontrar los AMPs clasificados por 

estructura y función biológica. 

Los AMPs son producidos de forma constitutiva o inducible por las células 

epiteliales, así como por MO y polimorfonucleares (PMN). A pesar de la gran variedad de 

AMPs que se encuentran en la naturaleza, existen características comunes en ellos:  

 

 Secuencias de menos de 100 aminoácidos 

 Generalmente, son sintetizados como polipéptidos y el producto inactivo requiere 

ser escindido proteolíticamente (proteasa-5) para adquirir actividad biológica.  

 Poseen carga neta positiva debido a la presencia de aminoácidos con residuos 

catiónicos como la lisina y la arginina. 

 Contienen una alta proporción (más del 50%) de aminoácidos hidrofóbicos que se 

disponen en una misma región del péptido, permitiendo la formación de una 
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estructura anfipática, localizando los residuos polares en la cara opuesta del 

péptido.  

 A ciertas concentraciones, la mayoría de los AMPs tienen un amplio espectro de 

actividad antimicrobiana que incluye bacterias, hongos, virus y parásitos.  

 A la fecha existe evidencia sobre la posibilidad de que algunas bacterias 

desarrollen mecanismos de resistencia a los AMPs 

 

CLASIFICACIÓN 

 

A pesar de existir múltiples clasificaciones, los AMPs pueden organizarse 

principalmente de acuerdo con su estructura secundaria y composición. Existen péptidos 

con disposición lineal, de -hélice, como las magaininas, cecropinas y las catelicidinas, 

aquellos que contienen residuos de cisteína formando puentes disulfuro como las 

defensinas ( , y ), péptidos que forman hélices alargadas poco convencionales, como 

la histatina e indolicidina (Wang, 2014) (FIGURA 3).  
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FIGURA 3. CLASIFICACIÓN DE LOS AMPs DE ACUERDO CON SU ESTRUCTURA. Los dos 

grupos más importantes en humanos son las defensinas y la catelicidina. Esta última se trata de 

un péptido con estructura característica de -hélice, como LL37. Las defensinas contienen 

característicamente hojas  dentro de su estructura y 6 residuos de cisteína que forman puentes 

disulfuro. (Chakraborti, Ram, 2018). 

 

PRODUCCIÓN, EXPRESIÓN Y REGULACIÓN 

 

Como se mencionó previamente, los AMPs pueden ser producidos por 

diferentes tejidos. En el humano, son producidas abundantemente en sitios anatómicos 

que se encuentran constantemente expuestos a microorganismos, como la piel, epitelios 

de los tractos respiratorio, genitourinario, gastrointestinal (células de Paneth), así como 

células del sistema inmune (neutrófilos, mastocitos, monocitos/macrófagos) (Brandwein, 

Bentwich, & Steinberg, 2017; Chieosilapatham, Ikeda, Ogawa, & Niyonsaba, 2018).  
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La expresión de los AMPs puede ser constitutiva en ciertos tejidos, pero puede 

ser inducida por estímulos infecciosos o inflamatorios. Algunos ejemplos de expresión 

constitutiva son las -defensinas humanas presentes en neutrófilos (HNP 1-4), 

sintetizadas constitutivamente en promielocitos, y posteriormente empaquetadas en los 

gránulos azurófilos de los neutrófilos maduros. De igual manera, las HNP-5 y 6 son 

producidas por las células de Paneth del intestino y son liberadas a la luz intestinal de 

forma constante.  

La interacción de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, por 

sus siglas en inglés) con TLR4 y TLR2, inicia la cascada de señalización que finaliza con 

la translocación del factor nuclear NFB hacia el núcleo y la transcripción de genes que 

codifican para los AMPs. La activación por medio de CD14 lleva a la activación de MyD88, 

que a su vez activa a la cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK) y esta a TRAF6, 

activando diversas MAPK y finalizando con la fosforilación de IKK ubiquinando a IKB. La 

degradación de esta molécula liberará a NFB, para posteriormente ser traslocada al 

núcleo e iniciando la transcripción (Birchler et al., 2001).  

En el humano, la expresión de la catelicidina (LL37) se lleva a cabo por vías 

dependientes e independientes de la vitamina D (Chieosilapatham et al., 2018). La 

activación de TLR2 por patógenos o lesiones tisulares estimula la síntesis de 1,25 

dihidroxivitamina D3. Esta vitamina es transformada en su forma activa a través de la 

enzima 1-hidroxilasa o CYP27B1. La unión de la vitamina D3 activa con su receptor 

(VDR) forma un complejo que se transloca al núcleo para unirse al elemento de respuesta 

en el promotor del gen que codifica para la catelicidina (CAMP). La vía independiente de la 

vitamina D puede ser inducida por la presencia de citocinas proinflamatorias como el 

TNF, IL-1 e IL-6. El péptido precursor de la catelicidina, hCAP18, es escindido por serin 

proteasas para formar el péptido maduro LL37 (Chieosilapatham et al., 2018). 

Los AMPs tienen un amplio espectro de actividades y no existe un mecanismo 

de acción común para todos ellos. La interacción inicial de los AMPs catiónicos con las 

bacterias radica en la atracción electrostática entre las moléculas aniónicas (LPS o el 

ácido lipoteicóico) de las membranas bacterianas y los residuos de aminoácidos catiónicos 

en los AMPs. Este fenómeno no sucede en las células eucariotas debido a la presencia de 
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colesterol en las membranas, disminuyendo considerablemente la carga neta de las 

mismas (FIGURA 4). Posteriormente, los péptidos se pueden organizar en distintas 

conformaciones que permiten la permeabilización de las membranas (Lupetti, Nibbering, 

Welling, & Pauwels, 2003).  

Existen diversos modelos que explican la organización de los péptidos con las 

bicapas lipídicas, ya sea mediante el adelgazamiento, cambios en la curvatura y/o 

alteración de la permeabilidad de la membrana. Cualquiera de estos modelos concluye 

con la salida del contenido celular y muerte de esta por choque osmótico (Ebenhan, 

Gheysens, Kruger, Zeevaart, & Sathekge, 2014). Recientemente se ha descrito la 

capacidad de algunos péptidos pueden traslocarse a través de la membrana bacteriana e 

interactuar con blancos intracelulares, interfiriendo con procesos celulares y metabólicos 

como la inhibición de la síntesis de DNA, RNA y proteínas de membrana y pared celular, 

entre otros (Le, Fang, & Sekaranc, 2017). 
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FIGURA 4. INTERACCIONES DE LOS AMPs CON COMPONENTES DE Mtb. Tras la 

inducción de la producción de AMPs por parte de los MO, estos son capaces de eliminar 

bacterias contenidas dentro del granuloma. Los mecanismos propuestos por los cuales se 

explica la actividad antimicrobiana son: 1) disrupción de la pared celular y membrana 

plasmática, 2) formación de poros en la membrana, 3) inhibición de ATPasas, 4) interacción 

con blancos intracelulares como: ácidos nucleicos, inhibición de la replicación y transcripción, 

inhibición de la traducción y degradación de proteínas (Arranz-Trullén, Lu, Pulido, Bhakta, & 

Boix, 2017). 
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ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA  

 

Además de poseer propiedades antimicrobianas, los AMPs son capaces de 

modular directa e indirectamente la respuesta inmune.  

Una de actividades más estudiadas es el reclutamiento de células del sistema 

inmune mediante la unión directa con receptores de quimiocinas o bien, a través de la 

inducción de estas. Interesantemente, los AMPs y algunas quimiocinas poseen estructuras 

similares, lo que permite que estas últimas muestren actividad antimicrobiana en 

concentraciones suficientes (Dürr & Peschel, 2002). De forma indirecta los AMPs pueden 

promover la expresión de quimiocinas como CXCL8/IL-8 y CCL2/MCP1 por 

monocitos/macrófagos, células epiteliales, mastocitos y linfocitos T (Mansour, Pena, & 

Hancock, 2014; Anastasia Nijnik, Pistolic, Filewod, & Hancock, 2012). En altas 

concentraciones, ciertos AMPs pueden actuar directamente como quimiocinas y favorecer 

el reclutamiento de células del sistema inmune y epiteliales al unirse a receptores como 

CCR6, FPRL1 o CCR2 (Dürr & Peschel, 2002; Röhrl, Yang, Oppenheim, & Ro, 2013) 

(FIGURA 5). En ambos casos, la eliminación de microorganismos se ve favorecida por la 

migración de leucocitos. Por tanto, las propiedades quimiotácticas de los AMPs 

representan un puente importante entre la inmunidad innata y la adaptativa.  

Otro mecanismo mediante el cual se favorece esta respuesta es la interacción 

de AMPs con receptores de inmunidad innata, como los TLRs, iniciando cascadas de 

señalización que concluyen con el proceso de activación celular de células presentadoras 

de antígeno (Biragyn et al., 2012; Funderburg et al., 2007). Lo anterior ha sido evidenciado 

como un incremento de la actividad endocítica, expresión de moléculas coestimuladoras, 

así como en la modificación en la expresión y función de receptores fagocíticos (Davidson 

et al., 2014).  

Péptidos lineales como LL37,  promueven la cicatrización de heridas a través 

de la inducción de la migración de células epiteliales y producción de metaloproteinasas 

responsables del remodelamiento de matriz extracelular (Mansour et al., 2014). Aunque 

los mecanismos mediante los cuales se favorece la cicatrización de heridas aun no son 

bien conocidos, se sabe que la fosforilación del receptor del factor de crecimiento 
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epidérmico (EGFR) por parte de las -defensinas y LL37 promueven la migración de 

queratinocitos, además de inducir la expresión de citocinas y quimiocinas (Niyonsaba et al., 

2007). La baja expresión de LL37 en úlceras crónicas se encuentra asociada a una 

deficiencia en la reepitelización de estas heridas (Heilborn et al., 2003).  

Adicionalmente, algunos AMPs lineales como LL37 tienen la capacidad de 

promover la apoptosis de células epiteliales infectadas en las vías respiratorias. Este 

fenómeno ocurre a través de la despolarización de la membrana mitocondria inducida por 

LL37, favoreciendo la liberación de citocromo C, activación de la caspasa 9 y caspasa 3 

(REF), demostrando la activación de la vía intrínseca de la apoptosis (Barlow et al., 2010).  

Otros mecanismos mediante los cuales los AMPs presentan actividad 

antimicrobiana es a través de las trampas extracelulares derivadas de neutrófilos (NETs). 

Estas redes extracelulares contienen DNA y moléculas antimicrobianas derivadas de 

gránulos como la catelicidina y defensinas. El rol exacto de los AMPs en estas NETs aún 

está por dilucidarse, sin embargo, se cree que la principal actividad es la de destruir 

biofilms (Mansour et al., 2014).  

Algunos AMPs poseen actividad reguladora de la respuesta proinflamatoria de 

forma particular al bloquear la interacción TLR y productos bacterianos como LPS y LTA. 

Esto resulta importante en situaciones que inducen inflamación excesiva y producción de 

citocinas proinflamatorias, como el choque séptico. En ciertas condiciones, LL37 es capaz 

de inhibir respuestas tipo Th1, suprimiendo la producción de TNF e IL-12 en monocitos, 

MO y DCs (FIGURA 5) (A. Nijnik, Pistolic, Wyatt, Tam, & Hancock, 2009). 

En la actualidad se considera que las características moduladoras de la 

respuesta inmune antes mencionadas juegan un papel de mayor relevancia con respecto 

a la actividad antimicrobiana directa de los AMPs. Debido a esto, el nombre “Péptidos 

antimicrobianos” parece ser insuficiente, siendo “Péptidos de defensa del huésped” (HDPs) 

un término más adecuado (Arranz-Trullén et al., 2017). 
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FIGURA 5. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS AMPs ANTE LA INFECCIÓN POR Mtb. La 

actividad antimicrobiana puede ser por 2 mecanismos: actividad antimicrobiana directa o actividad 

moduladora de la respuesta inmune. 1) Los AMPs pueden inducir lisis directa de la bacteria a 

través de la disrupción de la pared o membrana celular, así como interactuar con componentes 

intracelulares (mencionados en la FIGURA 4) 2) Inducción de un ambiente proinflamatorio a través 

de la maduración de DC y quimiotáxis de células del sistema inmune. Se han reportado que 

algunos AMPs son capaces de inhibir respuestas mediadas por IFN, disminuyendo a su vez la 

expresión de otras citocinas. Los AMPs también pueden intervenir en la formación del 

autofagosoma durante el proceso de autofagia (Arranz-Trullén et al., 2017) 
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PÉPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN EL PROCESO SALUD-ENFERMEDAD 

 

En el intestino y en muchos otros tejidos, la presencia o ausencia de 

enfermedad se encuentra directamente ligada al mantenimiento de la homeostasis por 

parte de los AMPs. El estudio de la producción de AMPs en estas enfermedades ha 

evidenciado polimorfismos genéticos o variaciones en el número de copias de AMPs 

(Rivas-Santiago, Serrano, & Enciso-Moreno, 2009). 

La interacción microbiota-AMPs a nivel de tracto gastrointestinal, tiene un papel 

crítico en el desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerativa 

y la enfermedad de Crohn (Ostaff, Stange, & Wehkamp, 2013). En el caso del tracto 

respiratorio, la fibrosis quística representa una condición en la cual la actividad de los 

AMPs se encuentra disminuida debido a las altas concentraciones de sal en las 

secreciones de los pacientes, permitiendo el crecimiento bacteriano e infección. El estudio 

de sueros de pacientes afroamericanos ha permitido evidenciar que los niveles bajos de 

25-hidroxivitamina D incrementan la susceptibilidad de este grupo étnico para desarrollar 

TB, al ser esta molécula la precursora de la cascada de señalización de LL37. A nivel 

experimental, la expresión y producción de defensinas y catelicidina es directamente 

proporcional con el desarrollo de enfermedad en modelos murinos (Rivas-Santiago et al., 

2009). 

El conocimiento sobre los mecanismos que inducen una baja expresión o una 

alteración en el funcionamiento de los AMPs permite proponer estrategias terapéuticas 

que permitan reestablecer o incrementar las actividades antimicrobianas y moduladoras 

del sistema inmune en pacientes.  

 

POTENCIAL TERAPÉUTICO 

 

La emergencia de cepas con resistencia bacteriana ha fomentado la búsqueda 

de nuevas herramientas terapéuticas. Esto ha llevado al estudio de los AMPs como una 

terapia novedosa ya que ha demostrado tener actividad antimicrobiana de amplio espectro 

y una baja posibilidad de desarrollo de resistencia. Sin embargo, el uso de péptidos 
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naturales tiene limitantes como: susceptibilidad a degradación enzimática y cambios en el 

pH, toxicidad y altos costos de producción, entre otras. Para poder sobrellevar estos 

inconvenientes, se han empleado múltiples estrategias que aseguran la función biológica 

de los péptidos.  

Por ejemplo, modificaciones en la estructura de aminoácidos (acetilación o 

amidación) han permitido mejorar la estabilidad de los péptidos. La encapsulación en 

liposomas evita la degradación de los péptidos y asegura la llegada de estos a la célula 

blanco, a la vez que disminuye la toxicidad celular. Otras estrategias como la expresión 

por medio de vectores virales y la administración de inductores de la expresión (vitamina D, 

L-isoleucina) ha demostrado resultados prometedores.  

Con el empleo de herramientas de bioinformática, es posible el diseño de 

péptidos sintéticos que posean un mejor rendimiento en términos de la función biológica 

deseada, descartando las propiedades no deseadas de los mismos. Actualmente existen 

múltiples candidatos para ser evaluados en ensayos clínicos y posterior desarrollo 

farmacéutico.  
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TERAPIA GÉNICA 

 

 La terapia génica es definida por la US Food and Drug Administration (FDA) 

como “productos que llevan a cabo sus efectos mediante la transcripción y/o traducción 

de material genético a través de la integración en el genoma del huésped; lo anterior 

mediante la administración de ácidos nucleicos, virus o microorganismos genéticamente 

modificados” (Wirth, Parker, & Ylä-herttuala, 2013). 

 Las estrategias de manipulación genética están enfocadas en las siguientes 

aplicaciones terapéuticas: 

 

1. Adición o introducción de un gen funcional, con niveles de expresión y 

funcionamiento adecuado (estrategia más ampliamente utilizada) 

2. Supresión de un gen específico, útil en enfermedades infecciosas al bloquear la 

acción de algún agente patógeno. Este proceso también tiene aplicación en cáncer 

al reducir la expresión de algunas proteínas. 

3. Corrección de la función de un gen alterado. Esta estrategia es de gran utilidad en 

enfermedades monogénicas, donde las mutaciones puntuales de un gen son 

responsables de enfermedad.  

 

 A la fecha existen cerca de 2700 ensayos clínicos que emplean terapia génica 

en el mundo, dirigidos principalmente para el tratamiento de cáncer (66.6%), 

enfermedades monogénicas (11.5%) y enfermedades infecciosas (6.3%) (Ginn, Amaya, 

Abedi, Alexander, & Edelstein, 2018). 

 Para poder mejorar la biodisponibilidad del material genético administrado es 

necesario el empleo de vehículos de transferencia o vectores que aseguren la entrega de 

las secuencias en las células de interés.  

 Idealmente, un vector debe de cumplir con las siguientes características: 

transferir la cantidad precisa de material genético, permitiendo la expresión del producto 

evitando toxicidad, tener tropismo específico, permitir la expresión suficiente del gen de 

interés, tener baja o nula inmunogenicidad y ser seguro (Mali, 2013).  
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 De acuerdo con la lista de protocolos sobre transferencia génica en humanos 

del Instituto Nacional de Salud (NIH) de los Estados Unidos, el vector más empleado es el 

adenovirus, con 547 ensayos clínicos en curso (Ginn et al., 2018) 

 

ADENOVIRUS Y SU USO COMO VECTORES PARA TERAPIA GÉNICA  

 

Los adenovirus (Ad), originalmente aislados de tejido adenoideo en la década 

de los 50´s, son conocidos por causar infecciones autolimitadas en tejidos de 

revestimiento como conjuntivas, mucosa respiratoria, urinaria y gastrointestinal. Si bien en 

individuos sanos ocasiona cuadros clínicos leves, en pacientes con deficiencias del 

sistema inmune, como en pacientes receptores de trasplante, puede ocasionar infecciones 

graves (Crystal, 2014).  

Los adenovirus humanos (HAd) pertenecen al género Mastadenovirus, familia 

Adenoviridae. Pueden ser clasificados en 6 grupos (A-F) de acuerdo con sus propiedades 

físicas, químicas y biológicas. A la fecha se han descrito más de 50 serotipos, 

diferenciados de acuerdo con su comportamiento en ensayos de neutralización (Douglas, 

2007). El HAd del grupo C, serotipo 5, es el vector más empleado en la actualidad de 

forma exitosa como vector para terapia génica.  

Estructuralmente, los Ad son partículas icosaédricas, no envueltas, de un 

tamaño aproximado de 70-90 nm, caracterizados por una cápside protéica compuesta por 

proteínas menores (VI, IIIa, VIII y IX) asociadas a proteínas mayores o capsómeros, de los 

cuales 240 trímeros son llamados hexonas y 12 bases pentonas. La hexona es un 

polímero hexagonal situado en las caras de la cápside icosaédrica adenoviral. Las bases 

pentonas son un complejo de proteínas que se proyectan de los 12 vértices del icosaedro 

en las cuales se anclan estructuras denominadas “fibra”, responsables de la unión de los 

virus a células permisivas. Las bases pentonas tienen un motif RGD vital para la unión con 

integrinas de las células huésped. El núcleo contiene el DNA viral, así como proteínas pV, 

mu y pVII. El DNA bicatenario tiene un tamaño de aproximadamente 36kb, donde cada 

extremo del genoma contiene repeticiones invertidas (ITR´s), unidas covalentemente a 

proteínas terminales (FIGURA 6). El genoma viral contiene unidades de transcripción de 
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expresión temprana (E) y tardía (L) en ambas cadenas del DNA, importantes para la 

transcripción, replicación, ensamblaje y liberación de partículas virales maduras (FIGURA 

6). Adicionalmente, los viriones contienen aproximadamente 10 copias de una proteasa 

adenoviral, que escinde proteínas estructurales en formas maduras en la fase final del 

ensamblaje viral (McConnell & Imperiale, 2004; Russell, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6.  ESTRUCTURA DEL ADENOVIRUS HUMANO 5 (HAd5). A) La cápside proteica está 

compuesta por proteínas menores VI, IIIa, VIII y IX. La cápside consiste en 720 subunidades 

hexonas y 12 pentonas en el vértice. Estas últimas están asociadas a proteínas “fibra” que 

emergen de la superficie. B) Mapa del genoma del Ad5 mostrando sus unidades de transcripción 

temprana (E) y tardía (L).  (Alba, Bosch, & Chillon, 2005) 
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CICLO INFECTIVO DEL ADENOVIRUS 

 

Para todos los Ad, con excepción del grupo B, la adhesión inicial de las 

partículas virales con la superficie celular ocurre a través de la unión de la fibra con el 

receptor de Coxsackievirus B y adenovirus (CAR, por sus siglas en inglés). Esta proteína 

transmembranal pertenece a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se puede encontrar 

en tejidos como corazón, pulmón, hígado y cerebro. Posterior a esta adhesión inicial, el 

motif RGD interactúa con miembros de la familia de las integrinas v, favoreciendo la 

internalización de las partículas virales por medio de endocitosis mediada por receptor 

dependiente de clatrina. El pH ácido en el endosoma facilita el escape de las partículas 

virales hacia el citoplasma, donde la proteína dineína media el transporte de los viriones a 

través de microtúbulos hacia el complejo de poro nuclear. El desensamblaje de los 

componentes de la cápside permite la entrada del genoma para el inicio de la transcripción 

viral. Los genes tempranos (E) favorecen la replicación del DNA viral, mientras que los 

genes tardíos codifican proteínas estructurales necesarias para el ensamblaje. Este 

proceso sucede en el citoplasma a través del ensamblaje de capsómeros para formar 

cápsides vacías. El DNA sintetizado ingresa a la cápside para ser empaquetado y 

finalmente se produce una partícula madura con capacidad de infectar nuevas células 

(FIGURA 7). La lisis celular y liberación de partículas virales ocurre de 24 a 30 horas 

postinfección (McConnell & Imperiale, 2004).  
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FIGURA 7. CICLO INFECTIVO Y REPLICATIVO DEL HAd5. La unión inicial del Ad5 con la 

superficie celular necesita la participación del receptor CAR e integrinas celulares (v3/v5), 

facilitando la internalización en endosomas para su posterior procesamiento. La acidificación del 

endosoma permite la liberación y migración del virión al poro nuclear. Dentro del núcleo, las 

partículas virales iniciarán el proceso de transcripción, replicación y ensamblaje (Waye & Sing, 

2010). 
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 Los adenovirus cuentan con mecanismos para modular la respuesta inmune del 

huésped tras la infección, favoreciendo su persistencia. Algunos de ellos incluyen: 

 

1. Inhibición de la actividad de los interferones de tipo 1 por parte de las proteínas 

E1A. Estas proteínas pueden bloquear cascadas de señalización o inhibir la 

transcripción de los genes de IFN.  

2. La proteína E3 inhibe la respuesta citolítica mediada por TNF del huésped contra 

las células infectadas. 

3. E3pg19K se une a alelos de MHC I, reteniéndolo en retículo endoplásmico y, por 

tanto, reduciendo el reconocimiento por parte de linfocitos citotóxicos de células 

infectadas. 

4. Inhibición de la apoptosis mediada por Fas y TNF (Wold et al., 1999) 

 

 Los vectores virales, como los adenovirus, tienen la ventaja de ser muy 

eficientes para infectar células in vitro e in vivo, independientemente de la fase del ciclo 

celular en donde se encuentren. Como se mencionó previamente, los adenovirus tienen 

un tropismo natural por el epitelio respiratorio, útil en el tratamiento de enfermedades 

como la TB. La expresión del transgén es transitoria debido a que no son replicativos, 

considerándose seguros. El riesgo de mutación por inserción es mínimo, al no integrarse 

en el genoma de la célula huésped. Finalmente, a nivel metodológico, los adenovirus son 

obtenidos eficientemente en títulos altos (> 1011 pfu) y a un costo relativamente bajo 

(Narvaiza, Mazzolini, Qian, Prieto, & Melero, 2003). A pesar de lo anterior, la utilización de 

vectores adenovirales tiene un potencial riesgo de una respuesta inmune mediada por 

linfocitos T citotóxicos y producción de anticuerpos neutralizantes, impidiendo la expresión 

del gen de interés. Para reducir esto, se han diseñado vectores virales que carecen de 

secuencias potencialmente inmunogénicas. De acuerdo con las secuencias eliminadas, 

los vectores adenovirales se pueden clasificar en primera, segunda generación, o 

adenovirus gutless (vacíos) (Alba et al., 2005). 

 Los adenovirus de primera generación (1G) son los vectores más utilizados en 

terapia génica. Estos vectores carecen de las secuencias E1 y E3, esenciales para la 
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replicación, requiriendo células “empaquetadoras” para la generación de virus maduros. 

Las líneas celulares 293 y 911 son las más utilizadas en la actualidad por tener un alto 

rendimiento en la producción de adenovirus. Los vectores adenovirales de 1G permiten la 

inserción de secuencias de hasta 8.2 Kb (He et al., 1998).  

 

Propiedades del 

Adenovirus 

 

Tropismo celular Amplio 

Construcción/Producción Moderada 

Eficiencia de la 

transducción 

Muy alta 

Capacidad del transgén 5-8 Kb 

Títulos de producción Altos 

(1011-1014 

pfu/mL) 

Duración de la expresión 7-14 días 

Inmunogenicidad Alta 

Seguridad Alta 

 

 

TABLA 2. PROPIEDADES DE LOS ADENOVIRUS COMO VECTORES EN TERAPIA GÉNICA. 

El tropismo natural por los epitelios respiratorios, los altos títulos de producción en líneas celulares 

empaquetadoras y su alta seguridad, los hacen buenos candidato para ser empleados en el 

tratamiento de enfermedades pulmonares (Narvaiza et al., 2003). 

 

 Como parte de las estrategias para disminuir la inmunogenicidad, se han 

desarrollado vectores adenovirales que carecen de otras secuencias virales como E2a, 

E2b y/o E4. Otro tipo de estrategia consiste en eliminar todas las secuencias de genes 

virales, conservando sólo aquellas necesarias para la encapsidación. Estos adenovirus 

denominados gutless permiten insertar genes únicos o diferentes con un tamaño de hasta 
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37 Kb. Para la construcción y producción de estos vectores se requiere de adenovirus 

helper que proveen de todas las secuencias necesarias para la producción final del 

adenovirus. La complejidad y el costo de elaboración de los adenovirus gutless ha limitado 

se empleo en ensayos clínicos (Alba et al., 2005).  

ANTECEDENTES 

 

La asociación entre la producción de AMPs y el desarrollo de TB ha sido 

ampliamente evidenciada. La producción de AMPs por parte del MO y de las células 

epiteliales, es crucial para limitar el crecimiento bacteriano en estudios in vitro y, en 

modelos murinos, determina el grado de enfermedad pulmonar en términos de carga 

bacteriana, neumonía y sobrevida de los animales.  

En la fase aguda del modelo de TB progresiva (Hernandez-Pando et al., 1996), 

existe una alta expresión de -defensinas y LL37 que, conforme la enfermedad evoluciona, 

disminuye la expresión de estos AMPs, dando como resultado el incremento de la carga 

bacteriana y neumonía (Castañeda-Delgado et al., 2010; Rivas-Santiago et al., 2006). En 

la infección latente, la expresión de estos AMPs es constantemente alta, favoreciendo el 

control del crecimiento bacteriano. Ante un estímulo inmunosupresor, la producción de 

AMPs disminuye drásticamente, incrementando la carga bacteriana, neumonía y la 

mortalidad (Castañeda-Delgado et al., 2010). 

Lo anterior ha llevado a proponer estrategias de administración de AMPs en 

modelos de TB pulmonar. Ratones infectados con la cepa tipo de laboratorio H37Rv y un 

aislado clínico MDR redujeron considerablemente la carga bacteriana al ser tratados 3 

veces por semana con LL37 y su análogo murino CRAMP en la fase crónica de la 

enfermedad. Sin embargo, el impacto en la reducción del porcentaje de área de neumonía 

no fue significativo (Rivas-Santiago et al., 2013). Las -defensinas también han 

demostrado poseer actividad antimicrobiana importante en el modelo de TB pulmonar 

progresiva. De forma indirecta, la administración del aminoácido L-isoleucina disminuye 

significativamente el número de bacterias y el daño por neumonía mediante la inducción 

de la expresión de defensinas (mD3 y 4) (Rivas-Santiago, Rivas-Santiago, León, 

Castañeda-Delgado, & Hernández Pando, 2011). La administración intratraqueal de las 
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defensinas recombinantes HNP1 y HD2 en modelos de convivencia ha demostrado tener 

un papel protector al prevenir de forma eficiente la transmisión de Mtb (Rivas-Santiago, 

Rivas Santiago, Sada, & Hernández-Pando, 2015).  

La administración exógena de los AMPs conlleva ciertas desventajas: rápida 

degradación tras la administración, baja estabilidad en fluidos corporales, potencial 

toxicidad y alto costo del proceso de síntesis química. Es por lo anterior que el uso de 

vectores supone una alternativa a estos inconvenientes. En la actualidad, los vectores 

adenovirales tiene propiedades adecuadas para ser empleados en una enfermedad 

pulmonar como es la TB.  

El Ad que sobreexpresa IFN (AdIFN) ha sido evaluado de forma terapéutica 

en modelos de TB progresiva con cepas sensibles (H37Rv) y resistentes (MDR) a la 

primera línea de antibióticos. En la fase progresiva de la enfermedad, la administración de 

una sola dosis de AdIFN disminuye significativamente la carga bacteriana y el daño por 

neumonía. Ratones que son tratados con AdIFN en conjunto con antibióticos de primera 

línea, lograron una disminución considerable de la carga bacteriana, en comparación con 

ambos tratamientos de forma individual. Este tipo de tratamiento restaura de forma 

eficiente la respuesta inmune protectora en la fase progresiva de la TB pulmonar, tanto 

para cepas sensibles y resistentes al tratamiento (Mata-Espinosa et al., 2008). 

Una estrategia similar consiste en la administración de un adenovirus que 

codifica para el GM-CSF. Esta citocina pleiotrópica regula la respuesta inflamatoria en 

infecciones pulmonares a través de la producción de IL-12, TNF e IFN. Adicionalmente, 

GM-CSF induce la diferenciación temprana y activación de células dendríticas (DCs) con 

función inmunoestimulante. La administración intratraqueal de una sola dosis de AdGM-

CSF en la fase progresiva de la enfermedad logra un efecto terapéutico atribuido al 

incremento en la activación de DCs y en la expresión de citocinas proinflamatorias 

(Francisco-Cruz et al., 2016).  

Una de las primeras aproximaciones al empleo terapéutico de un adenovirus 

recombinante que expresa AMPs fue propuesta en modelos de queratinocitos humanos 

infectados con vectores adenovirales que codifican para HD2, 3 y LL37. La actividad 



 64 

antimicrobiana de los AMPs presentes en los medios condicionados de queratinocitos 

infectados con adenovirus fue evaluado en distintas cepas bacterianas (E. coli, P. 

aeruginosa y S. aureus), logrando inhibir de forma eficiente el crecimiento bacteriano 

(Carretero et al., 2004). A pesar de que estos estudios no lograron eliminar la totalidad de 

las bacterias, se resalta su papel en la prevención de infecciones o en el tratamiento 

combinado con otros agentes antimicrobianos (antibióticos).  

Se propone que una de las principales ventajas de administración de AMPs 

sobre la administración de antibióticos es la baja frecuencia de resistencia bacteriana, por 

lo que su empleo puede ser de gran valor en infecciones por cepas drogoresistentes. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Para el tratamiento de la TB farmacosensible es necesaria la administración de 

cuatro fármacos por periodos prolongados (de 6 hasta 18 meses). La cronicidad de los 

esquemas terapéuticos inducen efectos secundarios importantes en un porcentaje 

considerable de la población, contribuyendo al abandono terapéutico, recaídas y aparición 

de cepas fármacoresistentes (MDR). Por esto, es necesario la búsqueda de nuevas 

estrategias que permitan incrementar la eficacia terapéutica e inocuidad, evitando la 

resistencia a fármacos a la vez que se acortan los tiempos de administración.  

 

HIPÓTESIS  

 

La administración de una sola dosis de AdHD3 y AdLL37 contribuirá al control 

de la TB pulmonar progresiva a través de expresión de los péptidos antimicrobianos HD3 

y LL37. El mismo tratamiento también evitará la reactivación de la infección similar a la TB 

latente y la transmisión de la bacteria en modelos murinos. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto antimicrobiano inducido por los adenovirus que expresan 

péptidos antimicrobianos (AdLL37, AdHD3), administrados en modelos murinos de 

enfermedad progresiva, latencia y transmisibilidad.  
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Determinar la capacidad de los adenovirus AdHD3 y AdLL37 para infectar células 

y producir HD3 y LL37 con actividad biológica eficiente in vitro. 

2. Evaluar el efecto antimicrobiano de la administración de una sola dosis de AdHD3 

y AdLL37 en el modelo de TB pulmonar progresiva con la cepa tipo de laboratorio 

H37Rv. 

3. Evaluar el efecto adyuvante de la quimioterapia de primera línea con la 

administración de una sola dosis de AdHD3 y AdLL37 en el modelo de TB 

pulmonar progresiva con la cepa tipo de laboratorio H37Rv. 

4. Evaluar el efecto terapéutico de la administración de una sola dosis de AdHD3 y 

AdLL37 en el modelo de TB pulmonar progresiva con un aislado clínico MDR 

5. Evaluar el efecto adyuvante de la quimioterapia de segunda línea con la 

administración de una sola dosis de AdHD3 y AdLL37 en el modelo de TB 

pulmonar progresiva con el aislado clínico MDR 

6. Evaluar el efecto terapéutico de AdHβD3 y AdLL37 en la prevención de la 

reactivación de la TB latente. 

7. Evaluar el efecto preventivo de la administración de AdHD3 y AdLL37 en la 

transmisibilidad de la TB pulmonar  

 

 

 

 

 

 



 67 

 

 

 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El manejo de adenovirus recombinantes, cepas de Mtb, así como ratones 

infectados con adenovirus y/o bacterias fue desarrollado en una campana de flujo laminar, 

dentro de un laboratorio de bioseguridad nivel III (BSL3). El protocolo fue aprobado por el 

comité de ética para animales de experimentación del Instituto Nacional de Ciencias 

Médicas y Nutrición “Salvador Zubirán”. 

 

AMPLIFICACIÓN DEL AdHD3, AdLL37 y AdGFP 

 

Los vectores AdHD3, AdLL37 y AdGFP fueron donados amablemente por la 

Dra. Marcela del Río de la Universidad Complutense de Madrid, España.  

Para la amplificación de los vectores virales, se empleó la línea celular 

empaquetadora Human Embryonic Kidney 293 (European Collection of Authenticated Cell 

Cultures), cultivada en medio DMEM (Sigma-Aldrich) y suplementada con suero fetal 

bovino (SFB) (Gibco/BRL, Grand Island, NY, USA) al 10%. Se utilizaron 30 placas de 

cultivo celular de 150mm (Corning CLS430599) sembrando 5 x106 células por placa. Al 

llegar a un 80% de confluencia, 10 placas fueron infectadas con AdHD3, AdLL37 o 

AdGFP, respectivamente a una MOI de 0.1. Se monitoreó el efecto citopático 

característico de los adenovirus, así como la expresión de la proteína verde fluorescente 

GFP durante un periodo de 7 a 10 días. Una vez concluido este periodo, se utilizó el buffer 

de lisis NP40 (Invitrogen FNN0021) a una concentración final de 0.2% (200L/placa de 

150mm). Se recuperó el volumen total del lisado celular rico en virus maduros para su 

posterior purificación. 
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PURIFICACIÓN POR GRADIENTES DE CLORURO DE CESIO (CsCl) 

 

Una vez recolectados los lisados celulares, son colocados en botellas de 

polietileno de baja densidad (Thermo Scientific Nalgene) y centrifugados a 10,000 rpm 

(Beckman J2-MC Rotor JA-10) por 10 minutos con la finalidad de remover los detritos 

celulares. Al volumen final del sobrenadante se añade Polietilenglicol 8000 (Sigma-Aldrich) 

20%, 2.5 M NaCl (por una hora en hielo) para precipitar las partículas virales. El volumen 

total es centrifugado nuevamente a 10,000 rpm por 10 minutos para formar el pellet viral. 

Este último se resuspende en 5 mL de CsCl (Fisher Scientific) en 20nM de Tris HCl pH 8 

(Cellgro) a una concentración de 1.1 g/mL. Este volumen es colocado en tubos para 

ultracentrífuga (Seton Scientific) y sobre este se añaden los gradientes de CsCl de 1.4 y 

1.3 g/mL. Se centrifuga (Beckman Coulter Rotor SW 40Ti) a 20,000 rpm por 2 horas. 

Después de la ultracentrifugación, se puede observar una banda blanquecina opalescente 

entre las densidades 1.3 y 1.4 g/mL, que corresponde a las partículas virales maduras. 

Una vez recuperada la fracción con partículas virales, se lleva a cabo la purificación 

adenoviral en columnas con Sefarosa CL-4B (GE Healthcare). Al paso por las columnas, 

las partículas virales son eluidas con una solución isosalina con glicerol. Esta misma 

solución es empleada como buffer de almacenamiento.  

 

TITULACIÓN DE ADENOVIRUS POR ESPECTROFOTOMETRÍA Y ENSAYO EN PLACA 

 

Para determinar el número de partículas virales se realizó la cuantificación por 

medio de espectrofotometría y por ensayo en placa.  

El primer método es un ensayo físico que determina la concentración de DNA y 

proteína viral, por lo tanto, no distingue entre partículas infecciosas y no infecciosas. La 

densidad óptica (OD) de la muestra es medida a una longitud de onda de 260nm por 

medio de un espectrofotómetro (BioTek Epoch 2 Microplate Spectrophotometer EPOCH2T, 

Fisher Scientific). Para realizar el cálculo del título viral y pureza se utilizan las siguientes 

ecuaciones:  
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Título viral (por mL): OD260 x dilución viral x 1.1 x 1012 

Pureza: OD260 / OD280* 

 

* Se considera normal entre 1.2 y 1.3 después de la purificación por gradientes de CsCl 

 

Para la cuantificación de las unidades formadoras de placas (PFUs), se 

sembraron en placas de 6 pozos células HEK293 (1x106 células/pozo) con DMEM y SFB 

al 10% hasta lograr una confluencia de 70-80%. Se preparó una solución de Agar Noble 

(Sigma-Aldrich) al 2.5% en PBS y después de ser esterilizada se mantuvo a una 

temperatura de 37ºC. 

Para la infección con los adenovirus a titular se tomaron 10L del adenovirus 

stock y se diluyeron en 990 L de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (SFB) para obtener una dilución de 1 x 10-2. Se realizó el mismo procedimiento 

mediante diluciones seriadas hasta obtener la dilución 1 x10-9. Se retiró el medio DMEM y 

se añadieron 700L por pozo de cada una de las diluciones antes mencionadas por cada 

adenovirus a titular. Se infectaron las células por 2 horas a 37.5ºC con un aporte de CO2 

de 5%. Una vez concluido el tiempo de infección se retiró el adenovirus y se adicionaron 

1.5mL de una mezcla de DMEM-Agarosa al 1.25% a la monocapa de células y se 

mantuvieron a temperatura ambiente en una superficie que no tenga vibraciones. Una vez 

solidificadas, se incubaron las placas a 37.5ºC y 5% CO2 por un periodo de 10-14 días, 

observando la presencia de placas virales a partir de los 7 días post-infección. Para 

mantener la viabilidad celular y una adecuada formación de placas líticas, se adicionó 1mL 

de la mezcla DMEM-Agarosa al 1.25% cada 4 a 5 días. Las placas virales son identifcadas 

bajo luz UV en un microscopio de fluorescencia y marcadas para su recolección al concluir 

los 14 días. Con puntas estériles de 200L se tomaron 10 placas aleatoriamente y fueron 

transferidas a 500L de medio DMEM con 5% de SFB. Se incubaron por 24 horas a 37ºC 

y se transfirieron 100L del medio recolectado (sin agar) a placas de cultivo celular de 24 

pozos con células HEK293 a una confluencia de 70-80% (utilizando 1 pozo por cada placa 

recolectada). Se permitió la infección por 2 horas (37ºC y 5% CO2) y se complementaron 
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con 900L de DMEM con 5% SFB para posteriormente ser incubadas nuevamente por un 

periodo de 10-14 días bajo las mismas condiciones. Concluido este periodo se 

recuperaron las células y el medio condicionado en tubos Eppendorf de 1.6mL. Después 

de una centrifugación a 3000 rpm por 5 minutos para eliminar restos celulares. Se tomaron 

300L del sobrenadante y se adicionaron 1.5L de inhibidor de proteasas para ser 

guardado en ultracongelación a -70ºC.  

 

WESTERN BLOT DE MEDIOS CONDICIONADOS PROVENIENTES DE CÉLULAS 

INFECTADAS CON ADENOVIRUS 

 

Una vez obtenidos los medios condicionantes derivados de la infección de 

células HEK 293 con AdLL37 o AdHD3, se llevó a cabo la identificación de los 

respectivos péptidos por medio de la electroforésis en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE). Se realizaron geles de gradiente de poliacrilamida (4-20%) y las muestras se 

diluyeron en buffer de carga 3x. Posteriormente fueron hervidas por 5 minutos y colocadas 

en hielo. Se montaron los geles en la cámara de electroforésis en presencia de buffer de 

corrida, cargando las muestras en cada uno de los pozos, así como el marcador de peso 

molecular (Color Marker Ultra-low Range MW 1,060-26,600 Sigma-Aldrich) y la proteina 

recombinante respectiva. Se corrieron las muestras a 130 V por un tiempo aproximado de 

60 minutos. Una vez separadas las proteínas, se llevó a cabo la transferencia de las 

mismas en una membrana de PVDF (120V por 60 minutos) en presencia de buffer de 

transferencia. Una vez concluida la misma, se llevó a cabo la inmunotinción de 

membranas previo bloqueo inespecífico (ImmunoDNA Background Blocker BioSB) por 1 

hora a temperatura ambiente. La presencia de proteinas fue revelada con anticuerpos 

específicos de los péptidos de interés, así como anticuerpos secundarios conjugados con 

peroxidasa o biotina. El anticuerpo primario fue utilizado a una dilución 1:1000 durante 

toda la noche a 4º en agitación suave y posteriormente a temperatura ambiente por 30 

minutos. Las membranas fueron lavadas 3 veces por 10 minutos con solución de lavado 

TBS. Una vez concluido este procedimiento, se agregó el anticuerpo secundario en una 

dilución 1:1000 durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez lavadas las mismas, se 
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procede al revelado mediante el sistema de Substrato HRP de quimioluminiscencia 

Immobilon Western LUMINOL (Merk Millipore) y observadas en el equipo ChemiDoc XRS+ 

System (BioRad). 

De acuerdo con los resultados de la semicuantificación por Western Blot, se 

seleccionaron aquellas clonas que presentaron mayor expresión de AMPs en medios 

condicionados. Estas clonas fueron amplificadas con la metodología antes mencionada 

para ser evaluada en estudios in vitro e in vivo. 

 

MÉTODO DE PROLIFERACIÓN CON CELL TITER 96® AQUEOUS (MTS) PARA 

CONOCER LA MIC (CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA) DE LOS MEDIOS 

CONDICIONADOS (MC) DE CÉLULAS INFECTADAS CON ADEENOVIRUS 

 

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los medios condicionados 

derivados de células infectadas por adenovirus, se realizó un ensayo basado en el 

método de proliferación con el reactivo Cell Titer 96 Aqueous One Solution (Promega). 

Se trata de un método colorimétrico para determinar la viabilidad celular basado en la 

bioreducción del compuesto MTS tetrazolio a un componente de color, el formazán, 

por las enzimas NADPH o NADH de células metabólicamente activas.  

Para el ensayo se utilizó la cepa de Mtb H37Rv. Se tomó el volumen 

necesario para hacer una suspensión de 3x105 bacterias/100 L de medio 7H9. Este 

volumen fue colocado en placa estéril de poliestireno de 96 pozos y fondo plano con 

tapa. Las condiciones por evaluar fueron las siguientes: 

 

 Control de medio 7H9 (200mL) 

 Control de MIC (198L de medio 7H9 + 2L de bacteria) 

 Control de medio DMEM con SFB al 2% 

 Medios condicionados (MC) de células infectadas con AdHD3 y AdLL37 

(103-108 pfu) 

o (100L de MC + 100L de medio 7H9) 
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o A partir de estos pozos se toman 100L y se transfieren a la 

siguiente columna de pozos haciendo diluciones seriadas 

 Control de crecimiento bacteriano (100mL de medio 7H9 + 100 L bacteria) 

 

Se colocaron las placas en incubación a 35°C con agitación a 70 rpm durante 7 

días. Para el revelado se agrega a todos los pozos 40L del reactivo Cell-Titer 96 

AQueous y se regresa la placa a incubación a 35°C durante 3 horas. Se cuantificó la 

absorbancia en un espectofotómetro para placas de ELISA a una longitud de onda de 

492 nm. Adicionalmente se tomaron 30 L de cada uno de los pozos correspondientes 

para determinación de la carga bacteriana en medio 7H10.  

 

DETERMINACIÓN DE LA DOSIS ÓPTIMA PARA ADMINISTRACIÓN EN RATONES 

SANOS 

 

Se llevó a cabo una cinética de infección por adenovirus en ratones BALB/c 

sanos con tres distintos títulos de PFUs (alta, media y baja) y se cuantificó la expresión del 

mRNA de HD3 y LL37 en tres días (1,7 y 21) distintos. Se consideró como dosis media 

aquella que se reporta en la literatura sobre administración de vectores adenovirales en 

modelos murinos (5x107 pfu/ dosis/ ratón) (J. Wang et al., 2004) 

De los pulmones obtenidos, se destinaron 3 de ellos con la finalidad de evaluar 

daño histopatológico inducido por los vectores adenovirales. También se obtuvieron 

muestras representativas de hígado debido al tropismo natural de los adenovirus por 

células hepáticas. 

 

EXTRACCIÓN DE mRNA TOTAL Y RETROTRANSCRIPCIÓN  

 

La extracción de RNA se llevó a cabo usando el minikit RNeasy (Qiagen, Hilden 

Alemania); a través de columnas. Se homogenizaron los pulmones izquierdos con una 

perla de sílice y zirconia y fueron llevados a 1mL con buffer RLT + -mercaptoetanol. Se 
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tomaron 100L de la muestra correspondiente y se añadieron 250L de buffer RLT. Se 

añadieron 350L de etanol al 70% para obtener un volumen final de 700L. Las muestras 

fueron centrifugadas a 14000 rpm por 1 minuto a 4ºC y el RNA adherido a la columna se 

lavó con 700l de 2 buffers (Rw1 y PRE) del mini kit RNeasy (Qiagen, Hilden, Alemania). 

Se eluyó la columna con 50 l de agua libre de RNAsas y se trató con una unidad de 

DNasa (Invitrogen Life Technology, Carisbad CA) por microgramo de RNA. La calidad y 

cantidad del RNA fueron evaluadas por espectrofotometría (260nm/280nm) y en geles de 

agarosa. El cDNA fue sintetizado utilizando el kit Omniscript RT (Qiagen, Hilden, 

Alemania), oligo dT (Promega corporation Madison WI) y 100ng de RNA. La expresión del 

gen constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PDH) fue determinado por 

RT-PCR convencional, los cDNAs fueron amplificados con la DNA Polimerasa Hot Start 

Taq (Qiagen, USA). 

 

DETERMINACIÓN DE NUMERO DE COPIAS DE mRNA DE HD3 Y LL37 POR PCR-

TIEMPO REAL 

 

La PCR en tiempo real fue desarrollada utilizando el equipo 7500 real time PCR 

System (Applied Biosystems, USA). Se utilizaron 100 ng de cDNA, 12.5 μl de la mezcla 

Quantitect SYBR Green PCR (Qiagen,USA). (QuantiTect SYBR Green PCR Buffer: 

contiene Tris-Cl, KCl, (NH4)2SO4, 5 mM MgCl2, pH 8.7; la mezcla de dNTP´s (dATP, 

dCTP, dGTP, 

dTTP/dUTP); SYBR green I y ROX), 50 pmol de forward primer y 50 pmol reverse primer. 

La formación de un sólo producto de PCR y el tamaño esperado del amplicón se 

confirmaron por electroforesis del producto de PCR. Las curvas estándar de productos de 

PCR cuantificados y diluidos, así como controles negativos, se incluyeron en cada corrida 

de PCR. Los primers específicos utilizados fueron: 

 

G3PDH:  5´-GGCGCTCACCAAAACATCA-3´, 5´-CCGGAATGCCATTCCTGTTA -3´ 

HD3:  5´-TTTTGGTGCCTGTTCCAGGT-3´, 5´-TCCTTTGGAAGGCAGCTGAG-3´ 
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LL37:  5´-CCAGGGGCTCCTTTGACATC-3´, 5´- TCCTGGGTACAAGATTCCGC-3´ 

RPL0:  5´- CTCTCGCTTTCTGGAGGGG-3´, 5´- ACGCGCTTGTACCCATTGAT-3´ 

TNF:  5´-TCGAGTGACAAGCCTGTAGCC-3´, 5´-TTGAGATCCATGCCGTTGG-3´ 

IFN:  5´-GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3´, 5´-CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3´ 

  
Las condiciones generales usadas fueron: desnaturalización inicial a 95ºC for 

15 min, seguidas por 40 ciclos a 95ºC por 20 seg, 60ºC o 58ºC por 20 seg, 72ºC por 34 

seg. El número de copias mRNA de cada citocina estuvieron relacionadas con un millón 

de copias de mRNA G3PDH. Los datos fueron reportados como la media y la desviación 

estándar de 3 ratones diferentes para cada tiempo de dos experimentos independientes. 

 

MODELO EXPERIMENTAL DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA 

 

El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva ha sido descrito 

previamente (Hernandez-Pando et al., 1996). Brevemente, se utilizarán ratones machos 

de la cepa BALB/C de 8 semanas de edad y 22 gr de peso proporcionados por el 

Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de 

Ciencias Medicas y Nutrición Salvador Zubiran (INCMNSZ). Los animales fueron 

anestesiados con vapor de sevoflurano (100 L por raton dentro de una cámara de acrílico 

de 20x20x20 cm) para su inoculación intratraqueal con 250,000 UFC de la cepa prototipo 

H37Rv de Mtb, extraídas en fase logarítmica a una densidad óptica de 0.400 a longitud de 

onda de 600nm, siendo identificadas con la tinción de Ziehl-Neelsen. Las bacterias son 

suspendidas en un volumen de 100 µl de buffer de fosfatos salino (PBS). Para la 

inoculación intratraqueal los animales se colocan sobre una placa de unicel revestida con 

aluminio y se les sujetan los incisivos con una liga de caucho. Una vez colocados los 

ratones en esta posición, se introduce una cánula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 

1.25 mm por la tráquea para administrar las bacterias. Los ratones infectados fueron 

mantenidos en posición vertical asegurando la llegada de bacterias al pulmón y 

posteriormente colocados en grupos de 10 en cajas con microaisladores. 
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A los dos meses postinfección, cuando la enfermedad se encuentra en la fase 

avanzada, se administró una dosis única (5 x 107 pfu/ratón) de AdHβD3, AdLL37, AdGFP o 

solución salina (SS) por vía intratraqueal (IT) utilizando el mismo procedimiento para la 

infección descrito previamente. Se realizaron sacrificios de 6 ratones por grupo a los días 

28 y 60 postratamiento, obteniéndose muestras biológicas para la determinación de carga 

bacteriana, porcentaje de daño por neumonía y cuantificación de mRNA de citocinas 

proinflamatorias.  

En una variante del experimento anterior se administró, en ratones infectados 

con la cepa H37Rv, los adenovirus en conjunto con el tratamiento de primera línea para 

cepas drogosensibles. Los antibióticos (AB) empleados fueron: Rifampicina (10 mg/kg), 

Isoniazida (10 mg/kg) y Pirazinamida (30 mg/kg) diluidos en solución fisiológica. Se 

administraron 100 l/ratón del conjunto de antibióticos por la vía intragástrica de lunes a 

viernes.   

Este modelo también permitió evaluar el tratamiento con vectores adenovirales 

en ratones infectados con una cepa multidrogoresistente (MDR) de Mtb. Este aislado 

clínico se administró con las mismas condiciones antes mencionadas. En un primer 

experimento, los vectores adenovirales fueron administrados en dosis única (5 x 107 

pfu/ratón) y evaluados en los días 28 y 60 postratamiento.  

El efecto del tratamiento sinérgico entre los adenovirus recombinantes y el 

tratamiento de segunda línea para cepas MDR fue evaluado igualmente. Los antibióticos 

empleados como tratamiento de segunda línea fueron: Amikacina (intramuscular); 

Moxifloxacino, Etionamida y Pirazinamida intragástrica (IG).  

En aquellos experimentos en los que se emplean antibióticos de primera y 

segunda línea, la cinética de sacrificios fue llevada a cabo en los días 7, 14, 28 y 60 

postratamiento.  
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FIGURA 8. MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA. Ratones machos de 8 

semanas son infectados vía IT con una dosis alta (250 000 bacterias) de la cepa tipo H37Rv o el 

aislado clínico MDR. Al día 60 postinfección, grupos de ratones son tratados con adenovirus solos 

o en conjunto con antibiótico de primero o segunda línea.  

 

MODELO DE INFECCIÓN CRONICA SIMILAR A LA TB LATENTE (TBL)  

 

En el modelo de infección crónica similar a la TBL (Arriaga, Orozco, Aguilar-

León, Rook, & Hernández Pando, 2002) se evaluó el efecto preventivo de la reactivación 

tras la administración de los AdHD3 y AdLL37. Se administró una dosis baja de la cepa 

H37Rv (4000 bacterias) para infectar por vía IT a ratonas B6D2F1 (C57BL/6J x DBA/2J). 

Tras un periodo de 5 a 7 meses, la baja carga bacteriana permite el desarrollo de una 

infección controlada muy similar a TBL. Una vez establecida esta infección latente, se 

administraron, por vía IT, una dosis única de AdHD3, AdLL37, AdGFP o SS,  grupos de 5 

ratones, respectivamente. Después de un mes, se induce reactivación de la infección a 

través de la administración de corticosterona en el agua de bebida a una dosis de 3 mg/L. 
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Los ratones son sacrificados por exanguinación bajo anestesia a los 30 días posteriores.  

Para evaluar la eficacia del tratamiento se obtuvieron los pulmones derechos 

para cuantificar la carga bacteriana pulmonar (UFC) y los pulmones derechos fueron 

perfundidos para realizar el análisis morfométrico de neumonía. De estos mismos 

pulmones se realizó inmunohistoquímica (IHQ) de cortes de pulmón para cuantificar la 

expresión de los péptidos antimicrobianos HD3 y LL37, así como las citocinas 

proinflamatorias IFN, TNF e iNOS. 

FIGURA 9. MODELO DE INFECCIÓN CRÓNICA SIMILAR A LA TBL. Grupos de ratones 

hembras B6D2F1 de 8 semanas se infectaron vía IT con una dosis baja (4000 bacterias) de la 

cepa de Mtb H37Rv. Una vez establecido un estado de latencia (7 meses), se administró una dosis 

única de adenovirus AdHD3, AdLL37 o AdGFP, así como solución salina (SS) a grupos de 5 

ratones. Después de 1 mes postratamiento se indujo la reactivación de la enfermedad mediante la 

administración de corticosterona en el agua de bebida ad libitum por un periodo de un mes.  

 

MODELO EXPERIMENTAL DE TRANSMISIBILIDAD DE TB PULMONAR 

 

El modelo murino de transmisibilidad evidencia y relaciona el grado de 

virulencia de las cepas con su transmisibilidad (Marquina-Castillo et al., 2008). Grupos de 

5 ratones sanos fueron administrados con una dosis única de AdHD3, AdLL37, AdGFP, 



 78 

SS o un esquema de tratamiento diario de Isoniazida (0.2 mg/día). Los grupos de ratones 

tratados son colocados con cinco ratones infectados con la cepa hipervirulenta y 

altamente transmisible 5186 (2.5 x105 bacterias). Los ratones son sacrificados tras 2 

meses de convivencia, obteniéndose los pulmones para cuantificación de UFC.  

La reacción de hipersensibilidad retardada (DTH, por sus siglas en inglés) a 

través de la positividad a la prueba de la Tuberculina o PPD (20 g de antígenos 

micobacterianos en 40 L de PBS vía intradérmica) fue evaluada con un micrómetro de 

precisión. La medida es expresada como la diferencia entre el grosor del cojinete plantar 

inicial y 24 horas posterior, en porcentaje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 10. MODELO DE TRANSMISIBILIDAD DE TB PULMONAR. Grupos de 5 ratones 

machos BALB/c de 8 semanas de edad fueron infectados con una dosis alta de la cepa 

hipervirulenta y altamente transmisible 5186. Otro grupo de 5 ratones fueron tratados con una 

dosis única de los adenovirus AdHD3, AdLL37, AdGFP, SS o una dosis diaria de Isoniazida. 

Ambos grupos de ratones fueron colocados en la misma caja por un periodo de 2 meses. 
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SACRIFICIO, OBTENCIÓN Y DESTINO DE MUESTRAS 

 

Grupos de 6 ratones por grupo son anestesiados con pentobarbital sódico por via 

intraperitoneal con una dosis de 210 mg/kg y sacrificados por exanguinación. De cada 

animal se obtienen ambos pulmones. Los pulmones izquierdos de tres ratones por grupo 

fueron perfundidos via IT con etanol absoluto, permitiendo una adecuada expansión 

alveolar y fueron mantenidos en etanol absoluto para su posterior análisis histológico. Así 

mismo, los 3 pulmones izquierdos restantes de cada grupo se congelaron inmediatamente 

en nitrógeno líquido y fueron guardados a -70 grados centígrados para extracción de ácidos 

nucléicos. Los seis pulmones derechos fueron utilizados para determinación de carga 

bacilar (UFC). 

 

DETERMINACIÓN DE CARGA BACILAR EN HOMOGENADOS DE PULMÓN POR 

CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC) 

 

Los pulmones derechos de seis ratones por cada día de sacrificio fueron 

utilizados en tres experimentos independientes. Los pulmones fueron colocados en tubos 

estériles con una perla de sílice y zirconia para ser homogenizados en un equipo 

FastPrep-24 (MP Biomedicals). Al concluir un primer ciclo, las muestras se llevaron a un 

volumen final de 1 mL con PBS-tween 80 al 0.05%, homogenizándose 3 ciclos adicionales. 

Tres o cuatro diluciones de cada homogenizado fueron sembradas por duplicado en 

placas con agar Middlebrook 7H10 (Laboratorios Difco) enriquecido con medio OADC 

(ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa) (Becton Dickinson). Las placas fueron 

incubadas a 37ºC con 5% de dióxido de carbono y el número de UFCs fue contado 

después de 14 y 21 días de sembrado. Para la determinación de la carga bacteriana de 

pulmones de ratones convivientes en el modelo de transmisibilidad, las suspensiones 

fueron diluidas en PBS con Tween al 80 0.05% a un volumen final de 1mL. Una parte de la 

suspensión fue diluida en tres o dos partes de PBS. 100 μL de cada dilución fue sembrado 

por estría por triplicado en placas de agar Middlebrook 7H10 enriquecido con medio 
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OADC. Las placas fueron incubadas a 37◦C con 5% de CO2 por 21 a 45 días antes de 

cuantificar las colonias. 

 

PREPARACIÓN DE TEJIDO PULMONAR PARA ESTUDIO MORFOMÉTRICO E 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

 

Para el estudio histológico, tres pulmones izquierdos fueron previamente 

perfundidos via IT con etanol absoluto y almacenados por 24 horas. Se realizaron cortes 

parasagitales a nivel del hilio pulmonar y los tejidos fueron colocados en cassettes de 

plástico en un procesador de tejidos Spin Tissue Processor Microm STP 120 

(ThermoFisher Scientific). Los cassettes son embebidos en parafina en la estación de 

inclusión HistoStar Embedding Workstation (ThermoFisher Scientific) y los bloques son 

cortados en micrótomo (Leica RM2135) en secciones de 4m y colocados en portaobjetos. 

Los tejidos son desparafinados y teñidos en un tren de hematoxilina-eosina. El proceso se 

concluye colocando una gota de resina y un cubreobjetos en el tejido.  

El área de neumonía y granulomas fue determinada en micras cuadradas 

mediante un analizador de imágenes (Q Win Leica, Milton Keynes). Adicionalmente se 

obtuvieron cortes de hígados con la misma metodología para realizar la medición de la 

inflamación inducida por la administración de los adenovirus recombinantes. Las 

mediciones fueron tomadas a ciego y los datos fueron reportados como la media y la 

desviación estándar de 3 ratones diferentes de cada tiempo en 2 experimentos diferentes. 

 

INMUNOHISTOQUÍMICA Y CUANTIFICACIÓN DE CÉLULAS POSITIVAS PARA TNF, 

IFN, iNOS, HD3 Y LL37. 

 

Se obtuvieron cortes de pulmones en laminillas silanizadas (silano al 2% en 

acetona) con la metodología antes mencionada. Una vez desparafinadas, las laminillas 

fueron incubadas por 5 minutos en vasos coplin de vidrio con xileno, siguiendo 5 baños en 

xileno-alcohol (1:1), 5 baños en alcohol absoluto, 5 baños en alcohol al 96% y 5 baños en 
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agua. Para bloquear la peroxidasa endógena, los tejidos fueron incubados en solución de 

peróxido de hidrógeno al 10% en metanol por 10 minutos. 

Las laminillas fueron incubadas 30 minutos en cámara húmeda, y lavadas 5 veces con 

buffer de lavado (PBS Tween 0.05%). Los tejidos fueron incubados con 100l de los 

anticuerpos primarios anti--defensina 3 humana (SC-30934, Santa Cruz Biotechnology) y 

anti-LL37 (SC-50423, Santa Cruz Biotechnology) toda la noche a temperatura ambiente. 

Se lavaron 5 veces con buffer de lavado. Posteriormente se agregaron 100l por tejido del 

complejo AB/HRP (Vectasin) y reveladas con 100l por tejido de diaminobencidina 

(DAB)/peróxido de hidrógeno y contrateñidas con hematoxilina. 

 

ESTADÍSTICA 

 

Para la determinación de la carga bacteriana y para el porcentaje de neumonía 

se realizó análisis de varianza de dos vías (ANOVA), y la prueba de Bonferroni para la 

comparación entre grupos. Para las curvas de sobrevida se utilizó la prueba de Kaplan-

Meyer. Las diferencias se consideran significativas cuando p <0.05. 
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RESULTADOS 

 

DETERMINACIÓN DE DOSIS OPTIMA DE ADENOVIRUS RECOMBINANTES PARA 

ADMINISTRACIÓN EN RATONES 

 

Ratones sanos fueron administrados con tres títulos diferentes de adenovirus y 

fueron sacrificados a los días 1, 7 y 21 postinfección. En la FIGURA R1 se observa que el 

título que induce el mayor número de copias de mRNA de HD3 y LL37 es el de 5 x107 pfu 

(dosis media) en los días 1 y 7 postinfección, para sus respectivos adenovirus. Al día 21, 

la expresión de estos es casi indetectable.  

 

 

 

 

 

 

FIGURA R1. INDUCCIÓN DE LA EXPRESIÓN DE HD3 y LL37 POR VECTORES 

ADENOVIRALES. La expresión de los AMPs derivados de los adenovirus recombinantes fue 

corroborada en estudios in vitro. Para comprobar la correcta producción de los productos protéicos 

de los adenovirus recombinantes, se llevó a cabo Western Blot de medios condicionados de 

células HEK293 infectadas utilizando anticuerpos anti-HD3 y anti-LL37 para sus respectivos 

adenovirus. In vivo, ratones sanos infectados con 3 dosis diferentes (alta, media y baja), mostraron 
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una adecuada expresión de AMPs (HD3 o LL37), sin embargo, la dosis media (5x107 pfu) indujo 

una mayor expresión de mRNA para ambos grupos. 

Los datos son expresados como promedios con desviación estándar;  

 

Una vez evidenciada la correcta expresión a nivel de mRNA y proteína se 

evaluó el efecto de los adenovirus recombinantes a nivel histológico. Se llevaron a cabo 

cortes de pulmones e hígados sin evidenciar cambios importantes inducidos por los 

vectores. Sin embargo, se pudieron observar discretos infiltrados inflamatorios en los 

ratones que recibieron la dosis alta (1x108 pfu). FIGURA R2.  

 

 

FIGURA R2. EVALUACIÓN HISTOLÓGICA DE RATONES SANOS INFECTADOS CON 

VECTORES ADENOVIRALES. Micrografía representativa de ratones tratados con AdHD3, 

AdLL37 y AdGFP al día 21 postinfección con la dosis alta (1 x108 pfu) de adenovirus (A, B y C). Es 

* 

B A 

C D 
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posible evidenciar la presencia de un infiltrado peribronquial leve (flecha), así como nódulos 

inflamatorios cercanos al espacio porta hepático (asterisco * amarillo).  

Aumento en figuras A, B y C de 10x, figura C tomada a 40x. Tinción Hematoxilina-Eosina (H y E). 

 

EVALUACIÓN DE LA FUNCIÓN BIOLÓGICA DE MEDIOS CONDICIONADOS DE 

CÉLULAS INFECATADAS POR ADENOVIRUS RECOMBINANTES 

 

Para determinar la actividad de los productos de los adenovirus 

recombinantes, se evaluó la actividad antimicrobiana de los medios condicionados 

provenientes de células infectadas con diferentes títulos de adenovirus AdHD3, 

AdLL37 y el vector vacío AdGFP (108-103 pfu). Se evaluó la actividad antimicrobiana 

directa de estos medios con Mtb H37Rv. La FIGURA R3 demuestra que los medios 

condicionados (MC) derivados de los títulos 108 y 107 de AdHD3 y AdLL37, 

disminuyen la viabilidad de las bacterias de forma significativa, observado como una 

disminución  de la capacidad para convertir el compuesto MTS a formazán. Los demás 

títulos adenovirales no tuvieron un impacto en la reducción de la viabilidad bacteriana.  

 

 

 

FIGURA R3. ENSAYO DE VIABILIDAD BACTERIANA. Los medios condicionados derivados de 

células HEK293 infectadas con los títulos adenovirales 108 y 107 mostraron una disminución 
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significativa en la viabilidad de Mtb H37Rv. Cabe destacar que el grupo de AdHD3 tuvo un 

rendimiento cercano al esperado, representado por el control de bacteria al 1%. Se seleccionó el 

título de 107 pfu al ser el de menor número de partículas virales para la evaluación de la carga 

bacteriana, mostrando una disminución considerable de la misma en los grupos AdHD3 y AdLL37 

con respecto al vector vacío AdGFP.  

Los datos son expresados como promedios con desviación estándar; los asteriscos * representan 

significancia estadística; p < 0.05. 

 

EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE ADENOVIRUS AdLL37 y AdHD3 EN EL 

MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA CON LA CEPA H37RV  

 

Se realizaron 3 experimentos independientes para evaluar el efecto terapéutico 

de la administración de los adenovirus recombinantes AdHD3, AdLL37 y AdGFP (vacío) 

en la fase progresiva de la enfermedad, así como el efecto terapéutico de la 

administración conjunta con antibióticos.  

Las curvas de sobrevida evidenciaron el papel protector de AdLL37 y AdHD3, 

al mantenerse un 100 y 90% de sobrevivencia respectivamente tras la administración de 

los vectores. Aproximadamente el 20% de los ratones infectados a los cuales se les 

administró el adenovirus vacío AdGFP, murieron a los 2 meses postratamiento. La 

administración de antibióticos de primera línea solos (AB) o en conjunto con adenovirus 

recombinantes permitió que todos los ratones sobrevivieran hasta la conclusión del 

experimento (FIGURA R4). Así mismo, la administración de una sola dosis de AdHD3 y 

AdLL37 disminuyó significativamente la carga bacteriana en los días 28 y 60 

postratamiento, con respecto al adenovirus vacío AdGFP (FIGURA R5). El análisis 

histológico de los pulmones en los días 28 y 60 mostró resultados congruentes con la 

carga bacteriana, reflejados como una disminución en el porcentaje de neumonía de 

ratones tratados con AdHD3 y AdLL37 (FIGURA R6). Finalmente evaluamos la expresión 

de TNF e IFN inducida por el tratamiento adenoviral mediante qPCR e 

inmunohistoquímica. A partir del día 28 se observó un incremento de aproximadamente 5-

10 veces la expresión del mRNA de estas citocinas en ratones tratados con los adenovirus 
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que codifican para ambos AMPs con respecto al grupo control AdGFP. Interesantemente, 

en día 60 fue evidente un incremento significativo de hasta 100 veces la expresión. Para 

relacionar este hallazgo con la escasa neumonía encontrada en el análisis histológico 

realizamos IHQ para TNF e IFN. Los hallazgos demostraron que los escasos parches 

de neumonía e infiltrados perivasculares y peribronquiles presentan gran positividad para 

ambas citocinas proinflamatorias (FIGURA R7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA R4. SOBREVIDA DE RATONES INFECTADOS CON LA CEPA Mtb H37Rv (250 000 

UFC) Y TRATADOS CON ADENOVIRUS RECOMBINANTES. Los ratones tratados con los 

adenovirus que codifican para AMPs (AdHD3 y AdLL37) presentaron un porcentaje de sobrevida 

superior al 90% a lo largo de los 2 meses de tratamiento, en comparación con un 80 y 70% por 

parte de los grupos controles AdGFP y SS respectivamente. Se muestran también las curvas de 

sobrevida de aquellos ratones tratados con antibióticos de primera línea, observándose un 100% 

de sobrevida en todos los grupos. 

 

 

 

 

0 2 4 6 8

70

80

90

100
AdLL37 + AB

AdHβD3 + AB

AdGFP + AB

AB

AdLL37  

AdHβD3

AdGFP  

SS

Semanas Postratamiento

S
o
b

re
v
id

a
 (

%
)



 87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA R5. EFECTO TERAPÉUTICO DE LA ADMINISTRACIÓN DE UNA DOSIS DE AdHD3 

O AdLL37 EN LA TB PROGRESIVA CON LA CEPA DE Mtb H37Rv EN RATONES BALB/c. La 

administración de una sola dosis de Ad que expresan AMPs (AdHD3 y AdLL37), disminuyen 

drásticamente la carga bacteriana en ratones infectados con una alta dosis de la cepa H37Rv (250 

000 bacterias), conservándose este efecto terapéutico hasta el día 60 postinfección.  

Los resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son expresados  

como promedios con desviación estándar; los asteriscos representan significancia estadística; p < 0.05. 
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FIGURA R6. HISTOLOGÍA REPRESENTATIVA DE PULMONES DE RATONES INFECTADOS 

CON Mtb H37Rv Y TRATADOS CON LOS ADENOVIRUS RECOMBINANTES AdHD3 O 

AdLL37. Los ratones tratados con el adenovirus control AdGFP mostraron áreas extensas de 

neumonía. En contraste, ratones tratados con AdHD3 y AdLL37 presentaron parches escasos de 
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neumonía a los 2 meses después de la administración de una sola dosis de este vector. 

Adicionalmente se muestra la medición del área de granulomas promedio por pulmón, así como 

micrografías representativas. Destaca la presencia de estas estructuras protectoras en mayor 

número y tamaño tras la administración de AdLL37.  

Tinción de Hematoxilina-Eosina (H y E).  Imágenes representativas de granulomas tomadas a 20x. Los 

resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son expresados 

como promedios con desviación estándar; los asteriscos * representan significancia estadística; p < 0.05. 
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FIGURA R7. EXPRESIÓN DE TNF E IFN EN RATONES TRATADOS CON AdHD3 Y AdLL37 

A LOS DÍAS 28 Y 60 POSTRATAMIENTO. A) Expresión relativa del mRNA de TNF e IFN en 

homogenado de pulmón. Para ambas citocinas existe un incremento significativo de la expresión al 

día 60 postratamiento. B) En el análisis por inmunohistoquímica es posible evidenciar la positividad 
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para estas citocinas en los escasos parches de neumonía e infiltrados peribronquiales y 

perivasculares.  

Los datos son expresados como promedios con desviación estándar; los asteriscos * representan 

significancia estadística; p < 0.05. Imágenes representativas tomadas a 20x. 

 

EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE ADENOVIRUS AdLL37 y AdHD3 EN 

CONJUNTO CON TRATAMIENTO ANTIFÍMICO DE PRIMERA LÍNEA EN EL MODELO 

DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA 

 

La administración de una sola dosis de AdHD3 y AdLL37, en conjunto con la 

administración de antibióticos de primera línea para TB, logró disminuir la carga bacteriana 

de forma considerable desde el día 7 postratamiento. Esta tendencia se mantuvo hasta el 

día 60 postratamiento, dónde todos los grupos lograron el mismo efecto reductor de la 

carga bacteriana (FIGURA R8). Cabe destacar que esta reducción de carga bacteriana es 

alcanzada al día 28 por los Ad que expresan AMPs, en comparación con el esquema de 

antibióticos como monoterapia. En cuanto a la evaluación del daño por neumonía, se 

observó una disminución importante por parte de los adenovirus AdHD3 y AdLL37 + 

antibióticos (AB); sin embargo, sólo el grupo de ratones tratados con AdHD3 + AB tuvo 

una disminución estadísticamente significativa a lo largo de todo el experimento (FIGURA 

R8). 
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FIGURA R8. EFECTO TERAPÉUTICO DE LA ADMINISTRACIÓN DE LOS ADENOVIRUS 

RECOMBINANTES AdHD3 O AdLL37 EN CONJUNTO CON ANTIBIÓTICOS DE PRIMERA 

LÍNEA. La administración de un esquema de antibióticos para cepas drogosensibles reduce 

drásticamente la carga bacteriana en pulmón, a la vez que reduce el daño por neumonía. A pesar 

de que el tratamiento con AB reduce de forma eficiente la carga bacteriana al día 60, la 

administración conjunta con AMPs logra este efecto en la mitad del tiempo.  

Los resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son expresados 

como promedios con desviación estándar; los asteriscos representan significancia estadística; p < 0.05. 

 

EFECTO DE LA ADMINISTRACIÓN DE ADENOVIRUS AdLL37 y AdHD3 EN EL 

MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA CON LA CEPA MDR 

 

De forma similar al modelo de infección con la cepa H37Rv, se evaluó el efecto 

terapéutico de la administración de adenovirus que expresan AMPs en el modelo de TB 

progresiva con una cepa MDR. Este tipo de tratamiento favoreció la sobrevida de los 

animales en más de 90% cuando fueron administrados de forma individual. En conjunto 

con antibióticos de segunda línea, todos los grupos presentaron una sobrevida del 100% 

(FIGURA R9). 
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FIGURA R9. SOBREVIDA DE RATONES INFECTADOS CON LA CEPA MDR (250 000 UFC) Y 

TRATADOS CON ADENOVIRUS RECOMBINANTES. El tratamiento con Ad que expresan AMPs 

permite que mas del 90% de los ratones se mantengan vivos a lo lardo de 2 meses de tratamiento. 

La administración conjunta con antibióticos de segunda línea asegura la sobrevivencia de todos 

los ratones en este mismo periodo. 
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La administración de una sola dosis de AdHD3 o AdLL37 (5 x107 pfu) al día 60 

postinfección redujo significativamente la carga bacteriana y el daño por neumonía en los 

días 28 y 60 postratamiento con respecto al grupo control AdGFP (FIGURA R10). 

   

 

FIGURA R10. EFECTO TERAPÉUTICO DE LA ADMINISTRACIÓN DE UNA DOSIS DE 

ADHD3 O AdLL37 EN LA TB PROGRESIVA CON UNA CEPA MDR. La administración de los 

adenovirus recombinantes AdHD3, AdLL37 y AdGFP, reducen la carga bacteriana a partir del día 

28 postratamiento con una sola dosis, sin embargo, solo aquellos que codifican para AMPs 

muestran una diferencia estadísticamente significativa. Al día 60 este efecto es más evidente para 

los grupos terapéuticos. La reducción de el daño por neumonía es congruente con la disminución 

carga bacteriana a los días 28 y 60 postratamiento. 

Los resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son expresados 

como promedios con su desviación estándar; los asteriscos representan significancia estadística; p < 0.05. 

 

Ratones tratados con antibióticos de segunda línea administrados con una sola 

dosis de AdHD3 presentaron un menor número de bacterias cultivables en tiempos más 

tempranos (día 7). En los días 14 y 28 postratamiento la carga bacteriana fue 

significativamente menor en comparación con el grupo de ratones tratados con AdGFP + 

AB. Los Al día 60 postratamiento no existió una diferencia significativa entre grupos. La 

evaluación histológica pulmonar evidenció menor área neumónica para ambos adenovirus 
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terapéuticos en combinación con antibióticos de segunda línea; sin embargo, el grupo de 

AdHD3 + AB presentó un menor porcentaje de neumonía desde a partir del día 7 

postratamiento (FIGURA R11).  

 

 

FIGURA R11. EFECTO TERAPÉUTICO DE LA ADMINISTRACIÓN DE LOS ADENOVIRUS 

RECOMBINANTES AdHD3 O AdLL37 EN CONJUNTO CON ANTIBIÓTICOS DE SEGUNDA 

LÍNEA. El tratamiento sinérgico basado en la administración de adenovirus recombinantes y 

antibióticos de segunda línea tienen una alta eficiencia en la disminución de la carga bacteriana a 

partir de la segunda semana postratamiento. La reducción del daño pulmonar fue mucho más 

evidente en el grupo AdHD3 + AB desde la primera semana hasta el día 60 postratamiento 

Los resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son expresados 

como promedios con su desviación estándar; los asteriscos representan significancia estadística; p < 0.05. 

 

EVALUACIÓN DEL EFECTO PREVENTIVO DE LA ADMINISTRACIÓN DE AdLL37 y 

AdHD3 EN LA REACTIVACIÓN DE LA INFECCIÓN CRÓNICA SIMILAR A LA TBL 

 

Después de inducir la supresión del sistema inmune a través de la 

administración de corticosterona en el agua de bebida de los ratones, estos fueron 

sacrificados y las muestras biológicas fueron utilizadas para determinar, en primer lugar, la 

carga bacteriana.  
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El grupo de ratones tratados con una sola dosis de AdHD3 y AdLL37 (5 x107 pfu) 

presentaron significativamente menor número de bacterias en comparación con el grupo 

de ratones administrados con el vector vacío (Ad70) (FIGURA R12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA R12. EFECTO PREVENTIVO DE LA ADMINISTRACIÓN DE AdHD3 O AdLL37 EN 

LA REACTIVACIÓN DE LA TB CRÓNICA SIMILAR A LA TBL. Carga bacteriana posterior a la 

inducción de la reactivación con corticosterona en el agua de bebida durante 1 mes. Los grupos de 

adenovirus que codifican para AMPs, HD3 y LL37, disminuyeron de forma significativa la carga 

bacteriana en comparación con el adenovirus control (vacío) Ad70. 

Los resultados son representativos de dos experimentos independientes con 5 ratones por grupo. Los datos 

son expresados como promedios con su desviación estándar; los asteriscos representan significancia 

estadística; p < 0.05. 

 

El análisis histológico de los pulmones obtenidos 2 meses posterior a la 

administración de los adenovirus recombinantes y un mes posterior a la inducción de la 

inmunosupresión con corticosterona mostró una disminución estadísticamente significativa 

del porcentaje de neumonía en ratones tratados con AdHD3 y AdLL37. La presencia de 

un mayor número y tamaño de granulomas fue evidente para ambos grupos a evaluar 

(FIGURA R13).  
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FIGURA R13. EVALUACIÓN HISTOLÓGICA DE LA ADMINISTRACIÓN DE AdHD3 Y AdLL37 

EN LA PREVENCIÓN DE REACTIVACIÓN DE LA TB CRÓNICA SIMILAR A LA TBL. (A) 

Porcentaje de neumonía posterior a la inducción de la reactivación de la enfermedad. Ratones que 

recibieron 1 dosis de AdHD3 o AdLL37 disminuyeron de forma significativa el daño pulmonar por 

neumonía. Así mismo, este tratamiento indujo la formación de granulomas de mayor número y 

tamaño. (C) Características histológicas representativas. El grupo Ad70 muestra grandes áreas de 

neumonía (asterisco). En contraste los ratones tratados con AdHD3 mostraron discreta 

inflamación perivascular y peribronquial; o aquellos tratados con AdLL37 presentan cúmulos de 

células inflamatorias alrededor de vasos sanguíneos (flechas).  

Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. Los datos 

son expresados como promedios con desviación estándar; los asteriscos representan significancia 

estadística; p < 0.05. Tinción de Hematoxilina-Eosina (H y E).  Imágenes representativas tomadas a 2.5x. 

Para la cuantificación del área de granulomas se tomaron por lo menos 3 campos de 5 diferentes ratones de 

cada adenovirus o grupo control.  
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Para poder evaluar el efecto de la administración de los distintos adenovirus 

recombinantes en la inmunidad innata y adaptativa, se determinó la expresión y el número 

de células positivas para TNF, IFN e iNOS por inmunohistoquímica y morfometría 

automatizada, respectivamente.  

Aquellos animales tratados con AdLL37 o AdHD3 presentaron intensa 

positividad para los respectivos AMPs en MO de áreas neumónicas y en el intersticio 

alveolocapilar, confirmando la expresión adecuada de los AMPs por parte de los 

adenovirus recombinantes. Las zonas correspondientes a infiltrados perivasculares 

mostraron una importante positividad para IFN. De la misma forma, los MO localizados en 

granulomas y áreas de neumonía presentaron positividad para TNF e iNOS. Los ratones 

control presentaron discreta positividad para las citocinas antes mencionadas FIGURA 

R14 y 15. La cuantificación por medio de morfometría automatizada demostró un 

incremento de 2 veces el número de células positivas en ratones tratados con AdHD3 o 

AdLL37 con respecto al grupo de animales control FIGURA R16.  
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FIGURA R14. INMUNOHISTOQUÍMICA REPRESENTATIVA DE PULMONES DE RATONES 

CON TB CRÓNICA SIMILAR A LA TBL TRATADOS CON AdLL37. (A) Pulmones provenientes 

de grupos tratados con Ad70 mostrando negatividad para LL37. (B) En contraste, los macrófagos 

presentes en áreas neumónicas presentan marca intensa para LL37. (C) Las mismas áreas 

presentan positividad para TNF. (D) Abundantes linfocitos en la periferia de vasos sanguíneos 

muestran marca intensa para IFN. (E) Los granulomas presentes contienen abundantes 

macrófagos con marcaje positivo para iNOS. (F) Área de neumonía en parches también mostraron 

intensa inmunotinción para iNOS. 

Imágenes representativas tomadas a 2.5x 
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FIGURA R15. INMUNOHISTOQUÍMICA REPRESENTATIVA DE PULMONES DE RATONES 

CON TB CRÓNICA SIMILAR A LA TBL TRATADOS CON AdHD3. (A) Ratones tratados con 

Ad70 no mostraron positividad para HD3. (B) Algunos macrófagos en áreas de neumonía 

presentan positividad para HD3. (C) Estas áreas presentan numerosos macrófagos con 

positividad para TNF. (D) Aquellos linfocitos alrededor de vasos sanguíneos y vías aéreas 

presentan intensa positividad para IFN. Los macrófagos localizados en granulomas (E) y áreas de 

neumonía (F) también presentaron positividad importante para iNOS. 

Imágenes representativas tomadas a 2.5x 
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FIGURA R16. PORCENTAJE DE CÉLULAS POSITIVAS PARA CITOCINAS 

PROINFLAMATORIAS (TNF E IFN) E iNOS EN RATONES TRATADOS CON DIFERENTES 

ADENOVIRUS. Se midieron tres áreas de neumonía al azar para determinar el número de células 

positivas y negativas por inmunohistoquímica y morfometría automatizada en 5 ratones diferentes 

de cada uno de los grupos. El porcentaje de células positivas fue determinado para cada citocina 

indicada. Aquellos grupos de ratones que recibieron AdHD3 y AdLL37 presentaron una mayor 

positividad para las citocinas proinflamatorias TNF e IFN, así como para la enzima iNOS. 

Los resultados son representativos de 2 experimentos independientes con 5 ratones por grupo. Los datos 

son expresados como promedios con desviación estándar; los asteriscos * representan significancia 

estadística; p < 0.05. 

 

EFECTO PREVENTIVO DE LA ADMINISTRACIÓN DE AdLL37 y AdHD3 EN LA 

TRANSMISIÓN DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR 

 

Grupos de ratones fueron tratados con una sola dosis de AdLL37, AdHD3, 

AdGFP, un esquema de Isoniazida (INH) diario o solución salina (SS).  Grupos de 5 

ratones tratados se mantuvieron en el mismo microaislador con ratones infectados con la 

cepa hipervirulenta y altamente transmisible 5186. A los dos meses de convivencia, se 

realizó la medición de la respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH, por sus siglas en 

inglés) y los ratones tratados fueron sacrificados para determinar la carga bacteriana 

pulmonar.  
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Se evidenció que los ratones tratados con AdHD3 y AdLL37 presentaron un 

menor porcentaje de cambio de cojinete plantar con respecto a su medición basal, en 

comparación con los grupos controles, esto traducido como una menor respuesta celular a 

nivel local (FIGURA R17).  

Los homogenados pulmonares de ratones tratados con los adenovirus antes 

mencionados no mostraron UFCs cuantificables, mientras que aquellos ratones tratados 

con AdGFP, INH o SS presentaron carga bacteriana detectable en diferentes grados, 

siendo este último el grupo con mayor número de UFCs (FIGURA R17).  

 

  

 

FIGURA R17. EFECTO PREVENTIVO DE LA TRANSMISIÓN DE LA TB PULMONAR POR LA 

ADMINISTRACIÓN DE AdHD3 O AdLL37 EN CONVIVIENTES SANOS. Carga bacteriana 

pulmonar de ratones convivientes no infectados. Los cultivos de pulmones derivados de ratones 

que recibieron una dosis única de AdHD3 o AdLL37 no mostraron bacterias cultivables después 

de 30 días de incubación. Estos grupos mostraron un menor cambio del grosor de los cojinetes 

plantares tras la realización de la prueba de hipersensibilidad retardada (DTH). 

Los resultados son representativos de 2 experimentos con cinco ratones por grupo. Los datos son 

expresados como promedios con su desviación estándar; los asteriscos representan significancia estadística; 

p < 0.05. 
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DISCUSIÓN 

 

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) fueron descubiertos por Hans Boman en 

la década de los 70s al cuestionarse sobre la capacidad de los insectos para combatir 

infecciones en ausencia de inmunidad adaptativa. Sus resultados demostraron la 

presencia de un sistema inducible con efecto bactericida. Después de la purificación de 

estos componentes se caracterizaron dos proteínas, con un peso aproximado de 4kD, que 

presentaban abundantes lisinas y argininas en estructuras de 37 aminoácidos. Las 

cecropinas (así nombradas por Boman), presentaban actividad lítica sobre bacterias, pero 

no sobre células eucariotas (Hultmark, Steiner, Rasmuson, & Boman, 1980). Después de 

estos hallazgos, otros investigadores describieron una gran variedad de péptidos 

derivados de animales y humanos con actividades biológicas distintas y novedosas 

(Agerberth et al., 1995; Zasloff, 1987). 

Los dos principales grupos de AMPs identificados en humanos, las defensinas y 

catelicidinas, han sido ampliamente estudiadas identificándose múltiples propiedades 

novedosas (Zhang & Gallo, 2016). La producción de estos péptidos es constitutiva en piel 

y mucosas, como componentes de la segunda barrera de la inmunidad innata, pero puede 

ser inducida por estímulos inflamatorios y/o infecciosos. Su relevancia radica en sus 

propiedades antimicrobianas sobre bacterias, parásitos, hongos y parásitos. 

Interesantemente, muchos de los AMPs tienen actividad contra bacterias Gram positivas y 

negativas, así como contra Mtb. Recientemente se han descrito otras características que 

favorecen el control de enfermedades infecciosas de manera indirecta (Mansour et al., 

2014). Los AMPs son capaces de modular la respuesta inmune a través de la quimiotáxis 

de células del sistema inmune, activación y maduración de células fagocíticas e inducción 

de apoptosis, por mencionar algunas  (Barlow et al., 2006; Dürr & Peschel, 2002; 

Mookherjee et al., 2006). Es por esto por lo que la denominación de Péptidos de Defensa 

del Huésped (HDPs) parece ser más apropiada. 

Las alteraciones en la producción de AMPs se encuentra asociada a una gran 

variedad de enfermedades como la dermatitis atópica, psoriasis, enfermedad de Crohn, 

síndrome de Kostmann (neutropenia severa congénita) y TB, entre otras (B. Rivas-
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Santiago et al., 2009). Ante esto, existe un gran interés por diseñar estrategias basadas en 

el empleo de AMPs para restaurar y/o inducir el papel protector de estas proteínas en 

enfermedades infecciosas.  

En el modelo murino de TB pulmonar de Hernández y cols. se ha descrito la 

cinética de expresión de las -defensinas y catelicidina (CRAMP) murinas (Castañeda-

Delgado et al., 2010; B. Rivas-Santiago et al., 2006). Tras la infección de ratones BALB/c 

con una dosis alta de la cepa de Mtb H37Rv, las células epiteliales del tracto respiratorio 

producen una alta cantidad de -defensinas que favorecen temporalmente el control de la 

infección. La catelicidina murina o CRAMP, también es expresada por células epiteliales y 

macrófagos alveolares de forma importante tras la infección pulmonar. Ambos AMPs 

contribuyen de forma sinérgica para el control del crecimiento bacteriano y se ha 

propuesto que tienen una participación importante en el mantenimiento de la infección 

latente.  

Estudios realizados por Rivas-Santiago y cols. han evidenciado el papel 

terapéutico de la administración de péptidos antimicrobianos en modelos murinos de TB 

pulmonar. La administración intratraqueal de LL37, CRAMP y otros péptidos sintéticos 

disminuyen considerablemente la carga bacteriana y el porcentaje de neumonía. 

Interesantemente, este efecto terapéutico fue evidenciado tanto en ratones infectados por 

cepas drogosensibles (H37Rv), como en una cepa MDR (Rivas-Santiago et al., 2013). 

También se ha demostrado el papel preventivo de la administración exógena de b-

defensinas en modelos de TB pulmonar. La administración de defensinas humanas 

recombinantes (rHD2 y rHNP1) previenen el desarrollo de enfermedad en modelos de 

transmisión de la enfermedad, traducido como menor carga bacteriana y daño histológico 

por neumonía en convivientes sanos (B. Rivas-Santiago et al., 2015). Sin embargo, una de 

las principales limitaciones de estos trabajos es la susceptibilidad a degradación 

enzimática tras su administración y el alto costo de producción. 

Otra estrategia es el empleo de inductores de la expresión de AMPs. Por 

ejemplo, la vitamina D induce la expresión de LL37 en estudios in vitro con monocitos de 

sangre periférica infectados con Mtb, favoreciendo la eliminación intracelular de la bacteria 

de forma eficiente (Liu, Stenger, Tang, & Modlin, 2015). Desafortunadamente, esta 
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estrategia no ha demostrado tener un efecto terapéutico contundente en ensayos clínicos 

tras la administración de un tratamiento suplementario de vitamina D, siendo escasos 

aquellos estudios con resultados positivos (Martineau et al., 2011; Wejse et al., 2009). El 

fenilbutirato de sodio (PBA) es un medicamento empleado en pacientes con alteraciones 

del ciclo de la urea. Este medicamento incrementa la expresión y producción de LL37 en 

estudios in vitro con macrófagos infectados con Mtb, además de favorecer mecanismos de 

autofagia dependiente de LL37, siendo este proceso crucial para la eliminación de la 

bacteria (Mily et al., 2013).  La administración del aminoácido esencial L-isoleucina y sus 

análogos han demostrado incrementar la producción de -defensinas a través de la 

activación del factor de transcripción NFB. Su papel terapéutico ha sido demostrado en 

modelos murinos de transmisión de la enfermedad, donde ratones convivientes sanos 

tratados con L-isoleucina presentan una menor carga bacteriana y neumonía tras convivir 

con ratones infectados con una cepa hipervirulenta (5186), en comparación con ratones 

no tratados (Rivas-Santiago et al., 2015; Rivas-Santiago et al., 2011). El incremento en la 

expresión de AMPs a través de inductores representa una alternativa económica que 

puede mejorar la efectividad del tratamiento contra TB, sin embargo, se necesitan más 

ensayos convincentes (Silva, Appelberg, & Miguel, 2016)  

Si bien la administración de las proteínas recombinantes o sus inductores 

parecen ser estrategias prometedoras, estas presentan diversas limitaciones, incluyendo 

baja biodisponibilidad de las proteínas tras la administración y altos costos de producción. 

En este trabajo, se propone el uso de vectores adenovirales que expresan AMPs en 

modelos murinos que representan distintos escenarios clínicos de la TB pulmonar. Es 

importante resaltar que los vectores adenovirales, a pesar de tener características de 

vector ideal (tropismo, expresión transitoria, baja complejidad en la producción, bajo costo, 

etc.), cuentan con algunas limitaciones. La presencia de anticuerpos neutralizantes contra 

componentes de la cápside adenoviral y la posibilidad de recombinación con adenovirus 

silvestres (causantes del resfriado común), reduce la expresión de los genes de interés y 

como consecuencia, la eficacia del tratamiento (Douglas, 2007).  

La potencial inmunogenicidad de las proteínas virales se ha tratado de resolver 

generando vectores deletados de cassettes de genes tempranos (E), disminuyendo de 
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forma considerable el reconocimiento del vector por el sistema inmune, a la vez que se 

incrementa la capacidad de alojar genes de interés de mayor tamaño (vectores de primera 

y segunda generación). Los adenovirus de última generación o Ad-Gutless contienen 

únicamente las secuencias requeridas para su replicación (cis), así como la secuencia de 

empaquetamiento, permitiendo la inserción de múltiples genes de interés. A pesar de que 

una de las ventajas es su baja inmunogenicidad, la construcción de estos vectores es 

compleja, necesitando adenovirus “helper” que le provea las funciones faltantes en trans 

(Alba et al., 2005). Otros vectores adenovirales propuestos son aquellos que naturalmente 

infectan a otras especies, descartando así la presencia de anticuerpos neutralizantes 

preexistentes. como por ejemplo a primates no-humanos. Los adenovirus que infectan 

naturalmente chimpancés (ChAds) han sido propuestos como candidatos vacunales para 

mejorar la eficacia de los antibióticos contra Mtb (Afkhami et al., 2019). Otro tipo de 

vectores como los virus adeno-asociados (AAV) también han cobrado gran relevancia. Si 

bien estos virus han sido empleados de manera exitosa en terapia génica en otro tipo de 

enfermedades no infecciosas, la expresión de los genes de interés por parte de estos 

vectores es crónica y su aplicación en enfermedades infecciosas sería potencialmente 

perjudicial (Naso, Tomkowicz, Perry, & Strohl, 2017). En el contexto de la infección por TB 

se requiere un vector con expresión transitoria que se limite tras la resolución de la 

enfermedad. Cada año se generan grandes cantidades de publicaciones relacionadas con 

terapia génica y vectores virales. Existe un gran interés en el desarrollo de investigación 

en este campo tras las dificultades enfrentadas en la década de los 80s. La búsqueda de 

estrategias inocuas y altamente eficientes será una prioridad en los siguientes años. 

En el trabajo expuesto, pudimos demostrar la seguridad de la administración de 

adenovirus recombinantes en el modelo animal. Histológicamente no se evidenciaron 

alteraciones atribuibles a los vectores en parénquima pulmonar ni en tejido hepático que 

pudiera contribuir a la enfermedad. Adicionalmente se demostró la eficiente producción de 

la HD3 y LL37 por parte de los vectores adenovirales, así como su actividad biológica 

antimicrobiana sobre Mtb. Nuestros resultados confirman la participación de los AMPs en 

el control de la enfermedad pulmonar por Mtb, tanto en la infección por cepas sensibles y 

en aquellas por cepas resistentes a primera y segunda línea de tratamiento antifímico. La 
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administración de una sola dosis de AdHD3 y AdLL37 son capaces de inducir una 

disminución en la carga bacteriana, así como en el daño por neumonía. Adicionalmente, el 

papel inductor de la respuesta inmune protectora (Th1) favoreció la formación de 

granulomas en mayor número y tamaño. Estos efectos fueron potenciados de forma 

importante tras la administración de un esquema de primera o segunda línea de 

antibióticos contra TB, disminuyendo la carga bacteriana a niveles casi indetectables en la 

mitad de tiempo que los ratones tratados con sólo antibióticos (AB). Lo antes mencionado 

tiene una gran relevancia, ya que uno de los principales inconvenientes del tratamiento 

actual contra la TB son los largos periodos en los cuales los pacientes reciben estos 

medicamentos, con el desarrollo de potenciales efectos secundarios no deseados. 

También pudimos demostrar el papel protector en modelos de trasmisión de la 

enfermedad al incrementar la expresión de AMPs en ratones convivientes sanos que, al 

exponerse con animales infectados con cepas hipervirulentas, controlaron de forma 

eficiente el desarrollo de la enfermedad. Otro hallazgo de gran relevancia es el papel 

preventivo de la terapia adenoviral en la reactivación de la infección latente (TBL). Se 

favoreció la expresión AMPs y citocinas proinflamatorias hasta 2 meses posteriores a la 

administración de los vectores virales, controlando de forma eficiente el crecimiento 

bacteriano y la neumonía, a la vez que se induce la formación de granulomas (Ramos-

Espinosa et al., 2016).  

Por lo anterior se propone que la administración de adenovirus que expresan 

HD3 y LL37 tienen potencial terapéutico al favorecer el control bacteriano de forma 

directa e indirecta; sin embargo, su mayor utilidad es potenciando el tratamiento antifímico, 

reduciendo los tiempos de administración y potenciales efectos secundarios. Así mismo, el 

uso preventivo en individuos convivientes no infectados ofrecería una alternativa ante el 

riesgo de contagio por individuos con TB activa. Finalmente, ante condiciones que 

comprometen el sistema inmune o en aquellas personas con factores de riesgo para 

reactivación de la infección latente, la terapia génica basada en AMPs pudiera reducir la 

gravedad del cuadro clínico de la enfermedad. 
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CONCLUSIÓN 

 

La búsqueda de nuevas estrategias terapéuticas contra la TB ha encontrado en 

la inmunoterapia una alternativa en el tratamiento de pacientes con TB MDR o 

extensamente drogoresistente (XDR). Los péptidos antimicrobianos tienen un papel crucial 

en el control inicial de la enfermedad a través de sus propiedades antimicrobianas y 

moduladoras de la respuesta inmune. La terapia génica basada en la administración de 

AMPs ha demostrado su eficacia al reducir la carga bacteriana y el daño por neumonía, 

además de incrementar la expresión de citocinas protectoras en ratones con enfermedad 

progresiva, enfermedad crónica similar a la TBL y en la prevención de la reactivación. 

Aunque el efecto de los adenovirus como monoterapia es limitado, el efecto sinérgico con 

antifímicos de primer y segunda línea es prometedor al disminuir la carga bacteriana en la 

mitad del tiempo en lo que lo llevan a cabo los antibióticos solos. Esto es de gran 

relevancia, ya que una de las principales limitantes del tratamiento actual es la cronicidad 

y el desarrollo de efectos secundarios no deseables.   

 

PERSPECTIVAS 

 

1. Evaluar la expresión de citocinas por PCR-Tiempo Real de citocinas de Th1 y Th2 

para evidenciar el papel modulador de la respuesta inmune por parte de los AMPs 

2. Evaluar otras propiedades moduladoras de la respuesta inmune, como la inducción 

de quimiotáxis y apoptosis, así como la activación de iDCs. 

3. Evaluar el efecto sinérgico de ADHD3 y AdLL37 en una sola administración en los 

modelos de TB progresiva, latente y transmisibilidad. 
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