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Biomarcadores En el presente articulo son revisados el concepto de biomarcadores y biofirma (biosignature) y su potencial uso en la
Farmacoldgicos, tuberculosis pedidtrica, con aplicacion en el desarrollo de nuevas vacunas y de nuevos métodos de laboratorios que
Tuberculosis, permiten el diagndstico mas preciso y la evaluacion de la respuesta al tratamiento. Se enfatizan también los métodos
Nifio. que incluyen la dosificacién de anticuerpos, citocinas, transcriptomas, proteomas y metabolomas.
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Biomarkers, In this article, we review the concept of biomarkers and biosignature and their potential use in pediatric tuberculosis,
Pharmacological, with application in the development of new vaccines and new laboratory methods that allow a more accurate diagnosis
Tuberculosis, and evaluation of the response to treatment. Emphasis is also given to methods which include the dosage of antibodies,
Child. cytokines, transcriptomics, proteomics and metabolomics.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB), cuyo agente etioldgico identificado
en 1882 es el Mycobacterium tuberculosis, todavia representa
un desafio para la salud publica en todo el mundo®?. Las
dificultades para mejorar el control de esta enfermedad estan
relacionadas con la pobreza, en la tardanza del diagndstico
de casos con TB activa, la falta de adhesion al tratamiento, la
infeccidn por cepas resistentes, la coinfeccién por el VIH, al
control inadecuado de los infectados y el no tratamiento de
los casos de infeccion latente por la TB (ILTB).

Desde el punto de vista pediatrico, el diagndstico de la
TB pulmonar se constituye en un desafio en la practica clinica,
una vez que los nifios pueden presentar signos, sintomas
clinicos y alteraciones radioldgicas inespecificas. En esta franja
etaria, las lesiones secundarias de la TB comUnmente son
paucibacilares, tornando dificil el aislamiento de la bacteria.
Se suma a este aislamiento dificil el hecho de que los nifios
no consiguen expectorar. Ademas, el riesgo de enfermarse
es mayor en los dos primeros afios de la infeccion y los nifios
menores de cinco afios son mas vulnerables para desarrollar
formas graves de la enfermedad?.

La TB en los nifios puede ser clasificada como TB
confirmada, TB no confirmada y TB improbable. La TB
confirmada es aquella en la que el resultado de la cultura
para el M. tuberculosis y/o del analisis rapido molecular para
la investigacion del DNA bacteriano fueran positivos. En la TB
no confirmada, no hubo la confirmacion bacterioldgica y los
individuos tuvieron al menos dos de los siguientes hallazgos:
sintomas o la radiografia de torax con hallazgos sugestivos de
TB, historial de contacto para TB, evidencia o no de infeccidn
por el M. tuberculosis y adecuada respuesta al tratamiento
especifico. Se entiende por evidencia de infeccién para la
TB, al resultado positivo de la prueba de tuberculinica y/o
la dosificacion de interferon gamma (lgras). En los casos de
TB improbable, los pacientes no tuvieron la confirmacion
bacterioldgica ni se encajan en los criterios de la TB no
confirmada®.

Esta clasificacion, recientemente propuesta por Graham
et al (2015), incluso para la uniformizacion de la clasificacion de
los casos en estudios con TB pediatrica, demuestra la dificultad
gue todavia tenemos en la definicidn de estos casos y como
nuevos métodos de diagndsticos pueden contribuir para
la confirmacién de casos de TB con bacteriologia negativa,
evitando asi el tratamiento innecesario de estos pacientes.
De la misma forma, el control de laboratorio de la respuesta
al tratamiento en los pacientes con TB no confirmada o
improbable presenta limitaciones. Los casos de TB extra
pulmonar también acostumbran ser paucibacilares®. Estas
situaciones en las que no existe la confirmacion bacterioldgica
se constituyen aun en un desafio para la practica clinica
pediatrica.

Hasta el momento, distinguir entre ILTB y TB activa
puede ser dificil y los métodos de laboratorios disponibles
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como la prueba de tuberculinica y la dosificacion de interferon
gamma no permiten esta diferenciacion®. Identificar estas dos
situaciones es fundamental. Primero, el diagndstico de ILTB,
en donde el paciente estd infectado y no presenta signos y
sintomas de TB pulmonar o extra pulmonar, permite el uso de
apenas un farmaco, la isoniazida, por seis meses, conforme a
lo indicado actualmente por el Ministerio de Salud’.

Tal medida disminuye el riesgo de enfermedad
del paciente. Ademas, la dificultad en identificar las dos
situaciones puede conllevar al tratamiento equivocado de un
caso de ILTB con tres o cuatro medicamentos, dependiendo de
la edad del paciente y también al uso de la monoterapia, con
isoniazida para los casos de TB activa. Ambos tratamientos,
cuando son realizados de manera equivocada, contribuyen
para la elevacidon de morbilidad de la poblacion afectada.

Todavia actualmente, la vacuna BCG, disponible para
el uso en dosis Unica en los nifios en el nacimiento, protege
apenas contra las formas diseminadas de la enfermedad (TB
miliar y meningoencefalitis tuberculosa), con una proteccién
que no sobrepasa el 80%8.

En este contexto, el mejor conocimiento de las
caracteristicas bioldgicas del agente etioldgico, como también
su interaccién con el hospedero a través de la mensuracion
de biomarcadores, pueden promover el desarrollo de nuevos
métodos de laboratorios que puedan contribuir para la
respuesta de estos desafios y consecuentemente en el mejor
control de la enfermedad.

BIOMARCADORES Y BIOFIRMA:
DEFINICION

Los biomarcadores son definidos como moléculas
que poseen la caracteristica de medir y expresar un proceso
bioldgico normal, un proceso patogénico y también la
respuesta terapéutica para la intervencion farmacoldgica®*°.
El biomarcador puede ser originario del patégeno o del
hospedero, pudiendo ser detectado a través de una Unica
medida en una muestra o a través de un estimulo, in vivo
o in vitro. Cuando es caracteristico de una enfermedad, el
biomarcador o la biosignature tienen la posibilidad de ser
utilizados como pruebas de diagndéstico®.

La biofirma es definida como un “set” o conjunto de
biomarcadores.

En una enfermedad tan compleja como la TB, que todavia
presenta tantos desafios, la dosificacion de varios en vez de un
biomarcador parece ser mas eficaz en el intento de dilucidarlos®*.

BIOMARCADORES EN LA TUBERCULOSIS:
POTENCIALES DE APLICABILIDAD EN LA
PRACTICA CLINICA PEDIATRICA

El descubrimiento de nuevos biomarcadores abre una
perspectiva para su utilizacién en diferentes situaciones clinicas
de desafio enfrentadas para el mejor control de la TB.



Algunas caracteristicas son importantes para un buen
biomarcador: diferenciar individuos saludables y con TB activa,
normalizar con el tratamiento y ser reproducible en diferentes
poblaciones con relacidn al desenlace clinico®. Otro aspecto
interesante relativo a los biomarcadores es la posibilidad de ser
mensurado en otros analisis clinicos tales como el de sangre,
orina y aire exhalado entre otros??.

El desarrollo de pequeiios dispositivos portatiles - una
prueba point of care - para la dosificacidon de biomarcadores,
en muestras que no sea de esputo - es una necesidad para
el atendimiento inicial de los pacientes con sospecha de TB.
Como en los nifios y en los pacientes con coinfeccion TB/VIH,
la calidad del esputo colectado es perjudicaday la sensibilidad
de la baciloscopia es baja, una prueba rapida con el potencial
de serrealizada en otras muestras y que presente de moderada
a elevada sensibilidad y alta especificidad puede ser de gran
utilidad?.

Todavia desde el punto de vista del diagndstico, seria
interesante un marcador que indicara a aquellos individuos
con un mayor riesgo de enfermarse o de evolucién del ILTB
para TB activa®®.

Con relacién al tratamiento, los biomarcadores pueden
ser Utiles en la deteccidn de casos con posibilidad de recibir
esquemas terapéuticos de menor duracion, prever el riesgo
de recaida y también evaluar la respuesta al tratamiento®.

Para el desarrollo de nuevas vacunas, los
biomarcadores poseen el potencial de identificar moléculas
mas inmunogénicas, cuantificar la reactividad de las células T
a los antigenos vacunales y determinar la durabilidad de esta
respuesta en relacion con la dosis de la vacuna y en cuanto al
uso o no de adyuvante?2,

LA INTERACCION DEL MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS CON EL HOSPEDERO

La infeccion por el M. tuberculosis desencadena una
respuesta inmune humoral, con la sintesis de anticuerpos
de varios isotipos (IgA, 1gM y 1gG) contra los antigenos de
las micobacterias y también la respuesta inmune celular,
con activaciéon de monocitos, macréfagos y linfécitos'®. Asi,
tanto la dosificacion de anticuerpos especificos como la de
productos liberados por células activadas - enzimas, citocinas,
transcriptomas, proteomas y metabolomas - tienen el potencial
de ser biomarcadores utiles para el mejor conocimiento del
agente etioldgico y de su interaccion con el hospedero.

Es sabido que existe una compleja interaccién entre
la epidemiologia, el agente infeccioso y el hospedero con
relacion al desarrollo de la enfermedad. Tal complejidad de
interaccion se justifica por el hecho de que la respuesta a un
cuadro grave infeccioso depende de multiples factores. El gran
desafio se constituye en definir un biomarcador que refleje
esta interaccion y se constituya en una herramienta que podra
potencialmente desempefiar un papel relevante al diferenciar
los nifios saludables de aquellos con TB activa, ademas de
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retornar a los niveles normales con la institucion de la terapia
y ser reproducible en otras poblaciones.

DOSIFICACION DE ANTICUERPOS CONTRA
ANTIGENOS DEL MYCOBATERIUM
TUBERCULOSIS

La dosificacidn sérica de anticuerpos especificos en
los casos de TB pediatrica es estimulante, considerando que
este analisis no precisa de la colecta de material del sitio de
la infeccion y puede ser mensurada de forma rapida y con un
relativo bajo costo, utilizando dispositivos simples'#*°.

En la infancia, al evaluar las pruebas de diagndsticos
envolviendo la dosificacion de inmunoglobulinas, es necesario
considerar algunos aspectos del sistema inmune en este grupo
etario. En los lactantes y en los nifios menores, el sistema
inmune todavia se encuentra en desarrollo. Los recién nacidos
inicialmente responden a los antigenos con mayor sintesis
de IgM. La proteccidn por la IgG se da principalmente por
el paso de este isotipo a partir desde la placenta y la IgA es
suministrada principalmente a través de la leche materna®®'’,
Los niveles de las inmunoglobulinas IgM, IgG y IgA alcanzan
valores proximos a los de adultos a los dos, seis y 10 afios
respectivamente®®. Varios estudios referentes al uso de
la serologia como método de diagndstico en la TB fueron
realizados en adultos®®. Achkar & Ziegenbalg (2012), realizaron
una revision sobre el tema en Pediatria y encontraron 23
articulos. En esta revision, fueron encontradas grandes
variaciones entre los niveles de anticuerpos; la sensibilidad
vario desde 14 al 85% y la especificidad del 86 al 100%.

Los autores destacan dificultades en comparar los
resultados entre estos estudios debido a la diferencias en la
metodologia entre estos, tales como: edad de los pacientes,
antigenos distintos (Ag5, “old tuberculina”, A60 (ANDA-
TB) 16KDA, 30 KDA, 38 KDA, PPD, ESAT-6, TBLG, LOS, DAT,
PGBTb1,complejo Ag 85y CFP 10), isotipo evaluado (IgM, 1gG,
IgA e IgE), aislados o combinados, uso de kits comerciales o
métodos in house y tipo de TB presentada por los pacientes
en las investigaciones (confirmada, no confirmada e
improbable)*?®,

En cuanto al tipo de TB, estudios analizando la serologia
demuestran que, en los pacientes con lesiones cavitadas, y
consecuentemente mayor carga bacilar, el nivel de anticuerpos
es mayor probablemente debido al mayor estimulo antigénico
y mayor respuesta inflamatoria'®?°. Se resalta que las lesiones
cavitadas son hallazgos menos frecuentes en los casos de TB
pulmonar en nifios cuando se compara con adolescentes y
adultos?.

Otro aspecto por considerar en relacion con el uso de
este método en TB pediatrica es la relacion de los niveles de
anticuerpos anti antigenos de las micobacterias y la vacunacion
previa con BCG. Estos anticuerpos son influenciados por la
edad del nifio, tiempo de vacunacion con BCG, antigeno e
isotipo examinado?. Algunos estudios encontraron niveles mas
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elevados para determinado antigeno cuando se compararon en
nifios vacunados y no vacunados?. No obstante, de un modo
general, diversos autores mostraron que el historial previo de
vacunacién BCG no influencia en los niveles de anticuerpos
para los diferentes antigenos examinados®.

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), no recomienda la utilizacion de pruebas seroldgicas
para el diagndstico de TB en las diversas franjas etarias?.

CITOCINAS

Las citocinas, secretadas por las células activadas por
antigenos del M. tuberculosis, poseen el potencial para ser
utilizadas como biomarcadores en TB, especialmente en la
diferenciacion entre ILTB, TB activa y otras enfermedades
pulmonares. Para ser potenciales biomarcadores, las
moléculas evaluadas deben presentar algunas caracteristicas
como: estar “upregulated” en los casos de TB activa cuando
fueran comparadas con individuos con ILTB y saludables, y ser
secretadas por las células estimuladas especificamente por
antigenos especificos del M. tuberculosis. Algunas citocinas
pueden ser liberadas por macréfagos y células T inespecificas
y presentarse elevadas en varias enfermedades. Estas citocinas
ya fueron detectadas en niveles elevados en pacientes con TB:
I-309, CXCL9, IL-10, IL-6, IL-7, IL-8, G-CSF, TGF-B1, CCL2, IL2,
IL13 e TNF-F a4,

La dosificacién de IP- 10 (interferon gamma inducible
protein 10), viene siendo evaluada en investigaciones
relacionadas a la TB pediatrica. Jenum et al (2016), encontraron
resultados promisorios evaluando nifios en India, cuando
asociaron el analisis de esta citocina al interferon gamma?®.

La comparacién entre los resultados de los estudios
evaluando citocinas en TB puede ser dificil, porque existen
diferencias entre las citocinas y los métodos utilizados para
identificarlas®.

La dosificacion de la citocina interferon-gamma (Igras)
se encuentra disponible comercialmente para el uso en la
practica clinica. Tiene la ventaja de no sufrir la interferencia
de la vacunacion BCG ni al contacto previo con otras
micobacterias. No obstante, este método de laboratorio no
permite la diferenciacién entre ILTB y TB activa. En nifios
menores de dos afios este método presenta limitaciones®. En
Brasil, no esta disponible para el uso en las unidades publicas
de salud.

TRANSCRIPTOMAS

La lectura del mapa de ADN resulta en moléculas
de RNA -los transcriptores. La coleccion de transcriptores
es denominada como transcriptoma. La evaluacién de los
transcriptomas permite analizar en una célula cuales genes
estan o no activados en las diversas circunstancias. La mayoria
de los transcriptores estan formados de RNA mensajero que
estan directamente relacionados a la sintesis de proteinas®.
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Un estudio prospectivo, realizado en nifios con
sospecha de TB, infectados o no por el VIH, en Sudafrica,
Malaui y Kenia, identificd una biofirma de 51 transcriptores,
que posibilité la diferenciacidn entre TB y otras enfermedades.
La sensibilidad fue del 82,9% y la especificidad del 83,6%, para
el diagndstico en los pacientes con TB confirmada por cultura.
La sensibilidad fue del 62,5 a 82,3%, 42,1% a 80,8% y 35,3 a
79,6% en los nifios con TB altamente probable, probable o
posible respectivamente, pero con la cultura negativa?.

PROTEOMAS

El conjunto de proteinas expresado por determinada
célula, en las diversas situaciones, se denomina proteoma.
Inicialmente, las proteinas del M. tuberculosis fueron
identificadas a través de métodos inmunoldgicos vy
bioquimicos. A partir de los afios 90, nuevas tecnologias
como la electroforesis 2-D y la espectrometria de masa vienen
permitiendo la identificacion de diversas proteinas de este
microorganismo?®,

El analisis de diferentes componentes celulares puede
identificar marcadores inmunogénicos, de virulencia, de
estado de latencia o actividad, que pueden tener utilidad en
el desarrollo de nuevas vacunas, drogas y herramientas para
un diagnéstico mas preciso para la TB%.

Algunos ejemplos de proteinas, entre otras, ya aisladas:
Rv0899, que permite la sobrevivencia de la bacteria en pH bajo,
Rv2246, involucrada en la sintesis de acido micélico presente
en la pared celular del M. tuberculosis y patogénesis y Rv2873,
una lipoproteina presente en mayor cantidad en el M. bovis
de que en el M. tuberculosis*®32,

METABOLOMAS

La metaboldmica es el estudio de la huella de metabolitos
de una célula, érgano u organismo. Asi como las otras “émicas”, la
metaboldmica es una herramienta de amplia escala, pero tiene la
ventaja de proveer el retrato de un organismo en un determinado
instante. Su capacidad de deteccion esta limitada a moléculas de
tamanios reducidos, cuya masa atdmica es menor que 3.000. Steve
Oliver, de la Universidad de Manchester, describié la metabolémica
como: “un grupo de metabolitos de bajo peso molecular, que
son dependientes del contexto al cual estos metabolitos se
encuentran inmersos y que varian de acuerdo con la fisiologia
y estado patoldgico o de desarrollo de la célula, tejido, érgano u
organismo®.

En el andlisis metabolémico son estudiados una gran
variedad de compuestos quimicos, incluyendo: azlcares,
aminoacidos, esteroides, acidos grasos, fosfolipidos y acidos
organicos. Estos metabolitos pueden ser divididos con base
en la solubilidad en soluciones acuosas. Los métodos de la
metaboldmica convencional enfatiza el estudio de extractos
de moléculas solubles en agua, encontradas en el citoplasma
celular. Compuestos hidrofébicos como los 4cidos grasos y



colesterol son normalmente encontrados en la superficie
celular y son objetos del estudio de una subespecialidad de
la metaboldmica, la lipidomica®.

Un factor del M. tuberculosis que puede ser explorado
para el desarrollo de nuevas herramientas de diagndsticos
es la pared celular. Aproximadamente el 40% del peso seco
de la pared celular del M. tuberculosis estda compuesto por
lipidos y un tercio de su genoma es utilizado en la biosintesis y
metabolismo de lipidos***. Un analisis de lipidémica reciente
mostro que el M. tuberculosis contienen aproximadamente
5.000 especies lipidicas®.

El M. tuberculosis constantemente remodela el contenido
de lipidos de la pared celular en respuesta a las condiciones
estresantes impuestas por la respuesta inmune del hospedero®.
Cambios en la composicion lipidica de la pared celular resulta en
una mayor concentracion de lipidos menos inmunogénicos en la
pared celular, lo que parece contribuir para que el M. tuberculosis
establezca una infeccién de largo plazo®:*.

Otro mecanismo observado durante la infeccién y que
también es dependiente de los lipidos del M. tuberculosis
es la alteracidn de la homeostasis lipidica en las células del
hospedero. Algunos lipidos del M. tuberculosis son capaces
de estimular la acumulacidn de gotas de lipidos conteniendo
colesterol, triacilglicerol y fosfolipidos, resultando en la
formacidn de los macréfagos espumosos. Esta condicidon
parece crear un ambiente propicio para la sobrevivencia del
M. tuberculosis en el medio intracelular®.

La metaboldmica y la lipiddmica pueden detectar los
subproductos del metabolismo bacteriano y las alteraciones
metabdlicas ocurridas en el hospedero. Estas informaciones
pueden ser usadas en la identificacion de biomarcadores para
la TB. En un estudio piloto, Frediani et al (2014)*® realizaron un
andlisis metaboldmico en plasma de individuos diagnosticados
con TB activa y en los comunicantes saludables.

En este estudio los autores identificaron diversos
metabolitos que se mostraron cuantitativamente distintos
entre estos dos grupos. La identificacion putativa de estos
metabolitos reveld, por ejemplo, el aumento del aminoacido
glutamina, del glicolipido de la pared celular del M.
tuberculosis, trealose-6-mycolato, y de una resolvina de la
serie D, en los individuos infectados.

En otro estudio, el analisis metaboldmico identificd 20
metabolitos que permitieron, consistentemente, distinguir
individuos con TB activa y latente. Ademas de proveer
biomarcadores metabolitos para TB, esta herramienta también
mostro que la infeccién por el M. tuberculosis altera los metabolitos
asociados a la anti-inflamacion, inmunosupresion y estrés®.

Es posible que las alteraciones lipidicas ocurridas
en el hospedero y consecuentes de la infeccién por el M.
tuberculosis, puedan ser detectadas a partir del analisis
lipidémico en el suero o plasma de los pacientes con TB.
La deteccidén del glicolipido del M. tuberculosis trealose-6-
mycolato en pacientes con TB (Frediani et al., 2014)* crea la
perspectiva de que: 1 - nuevas herramientas de diagndsticos
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basadas en la deteccion de compuestos lipidicos del M.
tuberculosis sean desarrolladas y 2 - otros lipidos de la pared
celular del M. tuberculosis sean identificados en el suero de
pacientes con TB y permitan una mejor comprension de las
alteraciones lipidicas del M. tuberculosis durante la infeccion.
En conjunto, las modificaciones de la composicién lipidica de
la pared celular del M. tuberculosis y las alteraciones en la
homeostasis lipidica en el hospedero durante la TB, pueden
ser detectadas por los analisis lipiddmicos.

Estas informaciones pueden ser Utiles para la
identificacion de potenciales biomarcadores capaces de prever
la progresion de la TB latente para la enfermedad activa®.

CONSIDERACIONES FINALES

En una enfermedad tan compleja como la TB, el
descubrimiento de nuevos biomarcadores puede contribuir
para la mejor comprensién y potencial resolucion de desafios
relacionados con la prevencidn, al diagnéstico (fundamental
en nifios), al tratamiento y al desenlace clinico. La conduccidn
adecuada del agravamiento de la salud en la franja etaria
pediatrica podra resultar en una menor morbimortalidad de
la poblacion afectada por la enfermedad.
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