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RESUMEN

Durante el desarrollo de procesos inflamatorios crénicos existe una compleja actividad de
areas cerebrales especificas, produciendo activacion neuronal con modificaciones en la
sintesis, produccion y activacion de neurotransmisores y citocinas que ademas de contribuir
en respuestas eferentes que regulan las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas, también
pueden afectar funciones como la capacidad de aprendizaje, la memoria y el estado de
animo. La TB pulmonar es una enfermedad infecciosa que cursa con inflamacién crénica y
es probable que estas alteraciones neuroinmunoldgicas también se produzcan en ausencia
de infeccion cerebral. Debido a esto en el presente trabajo se evalud la respuesta
inflamatoria e inmunolégica local; asi como las anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y
conductuales en el SNC en un modelo murino de TB pulmonar progresiva. Para esto,
ratones BALB/c machos fueron infectados con la cepa H37RYV via intratraqueal con 250 mil
UFC y a un grupo se le administré solucion salina. En cerebelo, hipocampo e hipotalamo
de cada animal se midieron citocinas por RT-PCR; se cuantificaron neurotransmisores por
HPLC y se establecio el efecto de la infeccién en el comportamiento con distintas pruebas
conductuales. Finalmente, se determind el dafo histolégico con microscopia de luz y
microscopia electrénica. Los resultados mostraron que desde los animales infectados
presentan un aumento en el hipotdlamo, hipocampo y cerebelo de las citocinas
proinflamatorias TNFa, IFNy e IL12, de las enzimas IDO e iNOS y de IL10, IL4 y TGFB. Se
presentd conducta similar a la depresion, conducta de enfermedad, conducta de ansiedad,
dafio neuroldgico y un deterioro tanto en la memoria a corto plazo como a largo plazo, lo
cual coincide con cambios de los neurotransmisores epinefrina, norepinefrina, dopamina y
serotonina en el hipotalamo, hipocampo y cerebelo de los animales infectados. Se observé
muerte neuronal caracterizada por nucleos picnéticos y citoplasma acidofilo en el
hipocampo y la corteza frontal, asi como en las células epiteliales de los plexos coroideos.
Estos resultados indican que la extensa inflamacion pulmonar y producciéon de citocinas
esta asociada con la presencia en el SNC de citocinas, cambios neuroinflamatorios y
produccién de neurotransmisores que podrian ser los causantes de la muerte neuronal y
de las anormalidades conductuales presentes en los animales con TB pulmonar en

ausencia de bacterias cultivables en el cerebro.
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ABSTRACT

During the development of chronic inflammatory processes there is a complex activity of
specific brain areas, producing neuronal activation and changes in the synthesis, production
and activation of neurotransmitters and cytokines that in addition to contributing in efferent
responses that regulate inflammatory and immune responses, may also affect
neuropsicoaffective functions such as learning ability, memory and mood. Pulmonary TB is
an infectious disease that brings about chronic inflammation and it may be conceivable that
these neuroimmunological changes also may occur in the absence of brain infection. The
aim of this study was to determine the inflammatory and local immune response as well as
morphological, biochemical and behavioral abnormalities in the CNS in a mouse model of
progressive pulmonary TB. The animals were intratracheally infected with 250,000 UFC of
the strain H37RV and a control group received saline solution. Cytokines were measured by
RT-PCR in the cerebellum, hippocampus and hypothalamus of each animal;
neurotransmitters were quantified by HPLC and the effect of infection in the behavior was
established by different behavioral tests. Finally the histological damage was determined by
light and electron microscopy. Our results show that infected animals display an increase in
the hypothalamus, hippocampus and cerebellum of proinflammatory cytokines TNFa, IFNy
and IL-12, IDO and iINOS enzymes and IL10, IL4 and TGFp. Depressive like behavior,
sickness behavior, anxiety like behavior, neurological damage and an impairment not only
in the short term memory but also in long term memory were presented, which coincides
with changes in the neurotransmitters epinephrine, norepinephrine, dopamine and serotonin
in the hypothalamus, hippocampus and cerebellum of infected animals. Neuronal death
characterized by pyknotic nuclei and acidophilic cytoplasm in the hippocampus and frontal
cortex was observed, as well as in epithelial cells of the choroid plexus. These results
indicate that the extensive lung inflammation and cytokine production is associated with the
presence in the CNS of cytokines, neuroinflammatory changes and production of
neurotransmitters that could be the cause of neuronal death and behavioral abnormalities

present in animals with pulmonary TB in the absence of culturable bacteria in the brain.
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1) INTRODUCCION
1.1 Tuberculosis

Generalidades sobre la Tuberculosis
Historia

La tuberculosis (TB) es la enfermedad infecciosa que mas ha afectado a la humanidad a lo
largo de la historia, y ha sido causa de enfermedad y muerte durante mas de 20,000 anos.
Fue reconocida y descrita por Hipécrates y Galeno en el Mundo Clasico (Xarchus y
Bourandas, 2003), ademas en el antiguo Egipto, la India y el Lejano Oriente (Morse, 1961).
Los sintomas que atrajeron la atencion fueron los de la TB 6sea, donde el dafio en las
vértebras tuvo como consecuencia escoliosis y la enfermedad de Pott. Ademas de los
sintomas asociados con la TB pulmonar, como fiebre, pérdida de peso y la hemoptisis (tos
con sangre). En el Reino Unido, las lesiones tuberculosas de los ganglios linfaticos
conocidas como escrofula (linfadenitis cervical), o mal del rey, y lesiones tuberculosas de
la piel fueron descritas como Lupus vulgaris o chancro tuberculoso. La paleopatologia de
restos 6seos antiguos, junto con los informes clasicos e histéricos, demuestran que la TB
se produjo en la prehistoria. Desde un punto de vista historico evolutivo, existen evidencias
de TB espinal desde el neolitico, pero es a partir de la revolucién industrial donde la
enfermedad adquiere caracter endémico, debido a una mayor aglomeracién de la poblacién

en las urbes, lo cual facilité su diseminacion (Minnikin et al., 2010).

A partir de 1985, comienza a emerger la TB en los paises desarrollados. Los factores

postulados para explicar esta reemergencia de la enfermedad son varios (Rodriguez, 2012):

+ El compromiso del sistema inmune en los individuos infectados por el VIH, que
permite tanto una reactivacion de una antigua infeccién, como un aumento de la
susceptibilidad a una nueva infeccion

% Cambios sociales: aumento del indice de pobreza y hacinamiento

% Falla en los sistemas de control de la salud publica

X3

%

Emergencia de bacilos tuberculosos multirresistentes a las drogas

X3

%

Escasa asignacion de recursos para la investigacion de nuevas drogas, nuevos

métodos diagnosticos y vacunas.

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva
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Etiologia

Las micobacterias son agentes de enfermedades infecciosas que han acompafado al
hombre a lo largo de su historia. Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae son
los agentes etiologicos mas frecuentes de las dos enfermedades mas conocidas de este
género. Poco tiempo después que Roberto Koch descubriera M. tuberculosis en 1882,
fueron identificadas otras micobacterias, constituyendo el grupo de las micobacterias
atipicas. El hallazgo de estas ultimas estuvo vinculado por afios a colonizacion transitoria o
contaminacion de la muestra clinica, pero es a partir de 1950 que se les ha asignado un rol

en determinadas patologias (Minnikin et al., 2010).

El género Mycobacterium esta integrado por bacilos largos de 3 a 5 um de longitud o curvos
en forma de maza, inmdviles, no esporulados, con abundantes granulos citoplasmaticos,
que poseen una resistencia mayor a la tincion por los colorantes comunes, pero una vez
tefidos son resistentes a la decoloracién con una mezcla de alcohol acido. Desde el punto
de vista de los requerimientos atmosféricos algunos son aerobios y otros microaerdfilos. En
cuanto a la velocidad de crecimiento algunas especies son de crecimiento rapido y otras
lento. Se destaca en su estructura una gran riqueza en lipidos (20-60%). El contenido de
bases de guanina mas citosina en la molécula de ADN es de 62 a 70 % (Zambrano et al.,
2012).

La TB es causada por miembros de un grupo de bacterias muy estrechamente
relacionados, denominado Complejo de Mycobacterium tuberculosis (MTBC por sus siglas
en inglés), las cuales son micobacterias de crecimiento lento, que estan estrechamente
relacionados a nivel del ADN y comparten secuencias idénticas de genes 16S pero difieren
en términos de fenotipos y la preferencia del huésped. EI MTBC incluye las cepas que
afectan a los humanos: M. tuberculosis, M. africanum y M. Canneti. Estas bacterias son
parasitos obligados y tienen la capacidad de alterar la respuesta inmune mediada por
células del huésped con el fin de sobrevivir y multiplicarse dentro de los macréfagos
(Zambrano et al., 2012).

Aspectos clinicos y patolégicos

La infeccion con M. tuberculosis sigue ciertos patrones que se han establecido a partir de
los modelos en animales, asi como de la observacién de la TB humana. Estudios
experimentales sugieren que la transmisién se realiza por via aérea y comienza con la

inhalacién de aerosoles (gotitas de 1 a 2 micras) que contienen al bacilo y que fueron

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva
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producidas por un individuo o animal enfermo. Una vez alojado el bacilo en los alveolos,
comienza la propagacion a otros tejidos, la formacién de lesiones y la destruccion del sitio
afectado. Al llegar a los pulmones puede diseminarse a todo el organismo (TB miliar)
(Ferraz et al., 2006).

La TB puede ser clasificada en tres estados: TB primaria, latente y secundaria. La TB
primaria usualmente ocurre durante la infancia después de un contacto inicial con el bacilo
tuberculoso. Frecuentemente es asintomatica. Después de una alveolitis, hay formacion de
granulomas con la llegada de neutrofilos y monocitos, linfocitos B y T alrededor de
macrofagos, células dendriticas y fibroblastos. La infeccion primaria es frecuentemente
controlada en ese momento, pero llegan a persistir algunos bacilos por meses o afos, sin
crecimiento, pero viables, a esta caracteristica se le ha llamado “persistencia no replicativa”
o TB latente, donde el hospedero monta una fuerte respuesta inmune, la cual contiene, pero
no elimina la infeccién. Al fallar los mecanismos de resistencia inmune, puede reactivarse
la infeccion y desarrollarse una TB secundaria. En este estado hay un proceso inflamatorio
exudativo con caracteristicas neumonicas y con sintomas clasicos de la enfermedad como
son: tos, expectoracion, fiebre, sudoracidén nocturna, anorexia y pérdida de peso. Puede
haber hemoptisis como resultado de la formacion de cavitaciones, areas caseosas y

fibrosis, es decir, el proceso infeccioso se vuelve crénico (Ferraz et al., 2006).
1.2 Respuesta Inmune contra Mycobacterium tuberculosis

El pulmén es el sitio principal de infeccion por M. tuberculosis y por lo tanto es un érgano
critico, por esta razon, el que se establezca una respuesta inmune no controlada facilmente

puede interrumpir su funcion fisioldgica esencial (Cooper et al., 2011).
Respuesta inmune innata

M. tuberculosis expresa una serie de moléculas que interactian con las diferentes células
del hospedero e inducen una respuesta inmune lenta y por lo general insuficiente durante

la cual el bacilo tiene la oportunidad de proliferar ampliamente (Dheda et al.,2010).

En la defensa contra M. tuberculosis participan diferentes células como polimorfo nucleares
(PMNSs), natural killers (NKs), linfocitos yd (Lyds), macrofagos (M¢s) y células dendriticas
(DCs) algunas de las cuales inducen, ademas, la respuesta inmune adquirida (Russell,
2011).

e PMNs: Ejercen una moderada accién bactericida. Forman parte de los granulomas.
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NKs: Migran al lugar por el cual ingresa el bacilo, después de las PMN, e inician la
produccion de IFN-y para activar a los M¢s. Participan en el proceso de apoptosis de
macrofagos invadidos por el bacilo.

Lyds: Reconocen glicolipidos que les son presentados por moléculas CD1, y que los
activan haciéndolos citotéxicos. Su nimero se incrementa notoriamente en pacientes
con tuberculina positiva. Se sospecha que participan en la induccion de la apoptosis de
los M¢s infectados con el bacilo.

Mos: La accion de estas células contra M. tuberculosis es compleja. El bacilo se adhiere
al M¢ por medio de diferentes receptores, como los del complemento, CR1, CR2, CR3,
y CR4, el receptor para manosa y el TLR-2, entre otros. Una vez dentro del fagosoma,
la bacteria emplea diferentes estrategias para evitar los mecanismos de la respuesta
inmune innata. Con ellas convierte al M¢, en un habitat ideal dentro del cual “vive
tranquilamente”. Paraddjicamente la célula encargada de la destruccion del bacilo, el
M¢, le sirve inicialmente de albergue y proteccion contra los anticuerpos y linfocitos T
activados. El hospedero produce LRG-47 (analoga al 6xido nitrico sintasa inducible
(iINOS)), que induce la acidificacion de los lisosomas y la fusion de estos al fagosoma
para facilitar la destruccion del bacilo. También produce SP110, encargada de controlar
la replicacion de la micobacterias y define si el M¢ debe morir por necrosis o por
apoptosis. La muerte por necrosis libera bacilos vivos que diseminan la enfermedad, en
tanto que en la muerte por apoptosis se liberan antigenos que al ser capturados por las
DCs y presentados a los linfocitos T, inician una respuesta inmune adquirida.

DCs: Capturan, interiorizan y generan los radicales mas antigénicos que son
presentados por moléculas HLA. Migran luego a los ganglios linfaticos mediastinales
para presentar los distintos antigenos a los linfocitos T CD4+, que migran al pulmén e
inician la produccion de IFNy y TNFa, citocinas que actuan sobre los M¢s. Al fagocitar
nuevos bacilos estos M¢s activados logran iniciar una serie de mecanismos metabdlicos
encaminados a producir radicales del Oz, para destruirlo. Si los bacilos logran salir del
M¢ antes de que este sea activado, invaden otros que estén cerca de la zona afectada,
se incrementa el riesgo de diseminacién porque pueden escapar al torrente circulatorio
generando una bacteriemia que difunde la infeccion a territorios fuera del pulmoén
(Nicod, 2007).

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

Respuesta inmune adaptativa
Linfocitos T CD4+

Son esenciales en la defensa contra M. tuberculosis. La activacion de linfocitos T virgenes
tiene lugar transcurridas varias semanas de la entrada de la micobacteria por via aérea, y
esto ocurre Uunicamente en los ganglios linfaticos de drenaje a donde el bacilo es llevado
por las DCs (Nicod, 2007).

Los linfocitos T CD4+ activados en el ganglio migran al pulmén en donde empiezan a
acumularse para iniciar un proceso inflamatorio que, por lo general, logra detener la
reproduccion del bacilo. El IFNy, generado por los linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y
NKs es clave en la activacion de los M¢s para la destruccion de los bacilos, pero no es
suficiente por si solo, se necesita de la participacion del TNFa producido por los M¢s, DCs,

y linfocitos T que actua sinérgicamente con el IFNy para destruir al bacilo (Nicod, 2007).

Con el incremento en la produccién de IFN-ylas DCs responden a la presencia de M.

tuberculosis con la produccion de IL23 e IL12 (Nicod, 2007).

Diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4+ participan en la defensa contra M.
tuberculosis (Nicod, 2007).

o Linfocitos Th17: Atraen y activan PMNSs, células que cumplen una accién muy
limitada en la defensa contra la bacteria. Producen la citocina proinflamatoria
IL17.

¢ Linfocitos Th1: Generan citocinas proinflamatorias que activan a los M¢s.

e Linfocitos Th2: Producen IL4 e IL5, que ayudan en la activacion de linfocitos B
y la produccién de anticuerpos que, actuando como opsoninas, facilitan la
fagocitosis de los bacilos liberados por lisis de células infectadas.

o Linfocitos Treg: Pueden ser activados en infecciones prolongadas y frenar la
defensa dada por los linfocitos Th1 ocasionando una reactivacion de la
infeccion.

Los linfocitos T CD8+ participan en el control de la infeccion por M. tuberculosis, pero en
menor grado que los linfocitos T CD4+. Lo hacen por medio de la produccién de
granulosinas que son toxicas para el bacilo. Estos linfocitos son activados en los ganglios

por las DCs y por antigenos liberados de la bacteria que pasan del fagosoma al citoplasma
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de los M¢s, estos antigenos son transportados a la membrana del M¢ para ser presentados
por moléculas HLA-1 y CD1 (Nicod, 2007).

La respuesta inmune contra M. tuberculosis involucra las citocinas IL12, IL18, IFNyy el
TNFa, necesarias para la activacion del M¢. La IL10 tiene una accién perjudicial ya que
disminuye el efecto de la IL12 y del TNFa . El factor de crecimiento transformante beta
(TGFB) activa a los M¢s infectados, pero disminuye la accion de los linfocitos T (Nicod,
2007).

Los linfocitos T CD4+ que son activados en los ganglios linfaticos por las DCs, migran al
pulmoén y ademas de activar a los M¢s, inducen la formacién de granulomas por medio de
IFNy y de las IL1 e IL2 (Nicod, 2007).

El granuloma tuberculoso en el humano se forma de un nudcleo central de células
epitelioides y M¢ que es rodeado por LT CD4+ y mas externamente por LT CD8+ vy
finalmente por fibroblastos que forman un halo de fibrosis que llega a calcificarse y crea un
area de hipoxia. Con este proceso se liberan bacilos que fuera del M$ encuentran nutrientes
e inician la activacion de genes que les permiten adaptarse a un metabolismo anaerobio y
sobrevivir por décadas dentro del granuloma. Con la hipoxia se induce la muerte de las
células colindantes con la zona necroética aumentando la cantidad de caseum, que puede
erosionar la capsula fibrosa del granuloma, y escapar a un bronquiolo facilitando la
dispersién intrapulmonar de la infeccién y dando origen a la formacion de cavernas,

caracteristicas de la TB avanzada (Figura 1) (Nicod, 2007).
Evasion de la respuesta inmune

M. tuberculosis induce en los M¢s modificaciones importantes gracias a cuatro estrategias
diferentes (Rojas et al., 2015):

e Evitar el paso al citoplasma e impedir la unién de los lisosomas al fagosoma, por la
formacion de una cubierta rica en triptéfano y aspartato, conocida como TACO.

e Producir dentro del fagosoma lipoarabinomanan y P13P fosfatasa, moléculas que
interrumpen la maduracion del fagosoma.

¢ El bacilo impide la acidificacion del fagosoma para disminuir la produccion de TNF,
IL1 e iINOS e induce la produccion de citocinas regulatorias como IL10 y TGFf que

desvian la respuesta inmune de Th1 a Th 2.
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e Induce la generacion de prostanglandina E2, para reforzar el proceso de

desactivacion de los M¢s.
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Figura 1. Respuesta inmune en TB. Modificado de Rojas et al., 2015.

1.3 TB pulmonar progresiva, el modelo experimental

El modelo experimental de TB pulmonar progresiva desarrollado por el grupo de

investigacion del Dr. Hernandez-Pando, se fundamenta en el uso de una cepa de ratones

genéticamente idénticos (BALB/c) de 6 a 8 semanas de edad, que son infectados via intra-

traqueal con bacterias vivas y virulentas de la cepa prototipo de M. tuberculosis H37Rv a

una dosis elevada de 2.5x10° UFC ya que los ratones no son huéspedes naturales de las

micobacterias (Hernandez-Pando et al., 1996).

Se caracteriza por el establecimiento de dos fases principales durante el desarrollo de la

enfermedad (Figura 2) (Cuadro 1).
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Etapa temprana

La primera fase es la etapa temprana, la cual corresponde al primer mes de infeccion y se
caracteriza histolégicamente por la presencia en pulmén de infiltrado inflamatorio
constituido por linfocitos y macréfagos en el intersticio alveolo-capilar, alrededor de vénulas
y bronquios, y la formacién de granulomas en la segunda semana de infeccion, constituidos
principalmente por el acumulamiento de linfocitos y macréfagos, organizados en estructuras
redondas u ovoides de limites precisos para contener a las bacterias. Dichos granulomas
estan constituidos principalmente por linfocitos T CD4+ productores de citocinas tales como
IFNy e IL2 y macrofagos activados productores de TNFa, IL1 y gran cantidad de iNOS. En
el modelo, el dia clave que corresponde al climax de una respuesta protectora es el dia 21,

cuando los granulomas alcanzan su plena madurez (Hernandez-Pando et al., 1996).
Etapa progresiva

La segunda fase de la enfermedad corresponde a la etapa avanzada o progresiva, la cual
se caracteriza por un gran incremento en el numero de bacterias vivas a nivel pulmonar,
asi como por areas de consolidacion neumoénica con focos de necrosis y extensa fibrosis
intersticial. Durante esta fase se incrementa significativamente la presencia y actividad de
los linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Th2), que se caracterizan por producir IL4, IL5, IL6,
IL10 e IL13. En particular, la IL4 es una citocina fundamental en la induccién de la
diferenciacion de los linfocitos B productores de anticuerpos; ademas, la IL4 al igual que la
IL10 y la IL13 son eficientes antagonistas de las células Th1 y de esta manera se desvia la
inmunidad celular hacia la inmunidad humoral, contribuyendo asi a favorecer la progresion
de la enfermedad. Los M¢s disminuyen significativamente la produccion de TNFa, IL1 e
iINOS, e incrementan notablemente su capacidad productora de potentes citocinas anti-
inflamatorias y supresoras de la inmunidad celular, como el TGFB y la IL10. EI TGFf es
también una eficiente citocina inductora de la proliferacion fibroblastica y de la sintesis de

colagena, contribuyendo asi a generar fibrosis (Hernandez-Pando et al., 1996).

Existe predominio de células IL2 positivas durante la fase temprana de la enfermedad (14-
28 dias postinfeccion), mientras que durante la fase progresiva de la enfermedad (dias 60
y 120 postinfeccion) hay un balance mixto de células productoras de IL2 e IL4 (Hernandez-
Pando et al., 1996).
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Cuadro 1. Caracteristicas de la respuesta inmune en el modelo de TB pulmonar

experimental en ratones (Hernandez-Pando et al., 1996).
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Figura 2. TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c. A) Imagen histoldégica de la fase
temprana o aguda (inflamacion y granulomas) y fase progresiva o crénica (neumonia,
necrosis y fibrosis). B) Morfometria automatizada del tamafio y porcentaje de la superficie
pulmonar afectada por neumonia a lo largo de la enfermedad y el area de granulomas. C)
Determinacién de unidades formadoras de colonias bacterianas en homogenizados
pulmonares. D) Cinética de produccion de IL2 e IL4 en los granulomas pulmonares durante

el curso de la enfermedad. (Hernandez-Pando et al., 1996).

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

1.4 Regulaciéon neuroinmunoendocrina

Actualmente se sabe que los sistemas nervioso, endocrino e inmunolégico mantienen una
activa comunicacién entre ellos a través de un proceso fisiologico conocido como
interacciones neuroendocrinoinmunoldgicas (INEI), esta comunicacion estd mediada por
hormonas, neurotransmisores y citocinas, asi como receptores expresados
constitutivamente en linfocitos y neuronas. La comunicacion entre estos tres sistemas
permite mantener la homeostasis ante la presencia de estimulos estresantes como las
lesiones tisulares o las infecciones mediadas por bacterias, virus, parasitos y hongos, lo
mismo que frente a los estimulos estresantes de tipo procesivo (aquellos que dependen de
la percepcion que tiene del entorno cada individuo) (Pavéon-Romero y Garcés- Alvarez,
2016).

Mecanismos complejos como la termorregulacién, el suefo, la ingesta de alimento, el dolor
y el estrés son integrados a nivel cerebral, sin embargo, también son modulados por
medidores endocrinos y por citocinas producidas a nivel periférico (Besedovsky y Del Rey,
2011).

El estrés es un proceso de adaptaciéon al entorno; la respuesta fisioldgica involucra la
liberacién de mediadores solubles por parte de los sistemas inmunolégico, nervioso y
endocrino. Por parte de la respuesta inmune se liberan citocinas y proteinas inflamatorias,
y el sistema endocrino contribuye con hormonas como la CRH (hormona liberadora de
corticotropina), la ACTH (hormona adrenocorticotrépica), cortisol y DHEA
(dehidroepiandrosterona). El sistema nervioso libera neurotransmisores, por ejemplo,
serotonina (5-HT), noradrenalina (NA) y acetilcolina (Ach). La variacién conjunta en los
niveles de los mediadores solubles induce cambios conductuales que son necesarios para

afrontar los estimulos estresantes del entorno (Pavon-Romero y Garcés- Alvarez, 2016).

De acuerdo con la duracion, los estimulos estresantes pueden presentarse de forma aguda
o cronica. El estrés agudo induce la secrecion de bajos niveles de cortisol circulante durante
periodos cortos y, al desaparecer el estimulo estresante, los glucocorticoides conducen las
INEI a un estado fisiolégico basal. Sin embargo, si el estimulo estresante se mantiene por
un periodo prolongado, se convierte en un proceso crénico donde la alta concentracion de
cortisol circulante afecta el sistema neuroendocrino y la respuesta inmunoldgica y conllevan

a la predisposicién a la enfermedad (Pavén-Romero y Garcés- Alvarez, 2016).
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La comunicacion entre los sistemas nervioso, endocrino e inmunolégico regula multiples
procesos fisiolégicos, uno de los mas estudiados es el efecto que se presenta en la
respuesta inflamatoria periférica por medio de las vias neural y la humoral (Pavon-Romero

y Garcés- Alvarez, 2016).
Via neural

El mecanismo neural de las INEI involucra la activaciéon de las fibras sensitivas del nervio
vago aferente, que le indican al cerebro que un proceso inflamatorio esta en curso (Figura
3). Los estimulos inmunoldgicos activan las aferencias vagales de forma directa o indirecta;
la estimulacién directa se presenta a través de las citocinas liberadas por fibroblastos,
células endoteliales, células dendriticas, macréfagos y otras células involucradas en la
respuesta inmunolégico o si el estimulo inflamatorio es producido por agentes infecciosos
las denominadas moléculas pertenecientes a los llamados patrones de reconocimiento de
la inmunidad innata (PAMS) pueden unirse respectivamente a receptores para citocinas y
TLRs que existen en el nervio vago. La estimulacién indirecta se ejerce mediante células
quimiorreceptoras asociadas con el paraganglio vagal. Las fibras aferentes del vago
visceral, situadas en el ganglio nodoso, terminan dentro del complejo dorsal vagal (DVC)
del bulbo raquideo. EI DVC esta constituido el nucleo del tracto solitario (NTS), el nucleo
motor dorsal del vago (DMN) y el area postrema (AP). EI nucleo motor dorsal es el sitio
donde se inician las fibras aferentes preganglionicas del vago y se genera la respuesta
antiinflamatoria mediada por el nervio vago. El area postrema, que carece de barrera
hematoencefalica, es un érgano circunventricular que permite la comunicacion humoral

entre el sistema inmunoldgico y el tejido cerebral (Pérez et al., 2009).

La informacion sensorial que llega al nervio vago es recibida por las neuronas del nucleo
del tracto solitario, las cuales coordinan las funciones autonomas e interaccionan con el
sistema endocrino. Las proyecciones ascendentes del NTS alcanzan regiones como el
nucleo hipotaldmico, la corteza y corteza insular. Uno de los nucleos hipotalamicos que
reciben informacién del NTS es el nucleo paraventricular (PVN), que esta asociado con la
sintesis y liberacion de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) que, asu vez, esta
involucrada en el funcionamiento del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales (HHA). Este vinculo
ascendente entre el NTS y el PVN provee una ruta de modulacion neurohormonal para la

respuesta inflamatoria (Pérez et al., 2009).
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Los contactos sinapticos también se realizan entre las neuronas del NTS y las de la region
C1 de la médula rostral ventrolateral (RVM), la cual tiene una importante funcion en el
control del homeostasis cardiovascular. Las neuronas de la RVM se proyectan hacia el
locus coeruleus (LC), principal fuente de inervaciones noradrenérgicas de sitios altos del
cerebro, entre los que se incluyen el hipotalamo y el PVN. Entre las proyecciones que se
originan en la RVM y el LC hacia las neuronas simpaticas preganglionicas en la médula
espinal, también hay rutas descendentes del PVN al RVM y el NTS, estas conexiones
ascendentes y descendentes proporcionan un substrato neuronal para las interacciones
entre el eje HHA y el Sistema Nervioso Simpatico (SNS) como un mecanismo

inmunomodulatorio (Pérez et al., 2009).

La transmision de la sefial mediada por citocinas hacia el cerebro a través de las neuronas
sensoriales vagales dependen sobre todo de la intensidad del reto inmunoldgico, la lesion
o el estrés psicoldgico, lo que esta directamente relacionado con la concentracion de

citocinas en circulacién (Pavén-Romero y Garcés- Alvarez, 2016).
Via humoral

En la via humoral (Figura 4), IL1, TNFa e IL-6 periféricas pueden cruzar la barrera
hematoencefalica y alcanzar el liquido cefaloraquideo, el fluido de los espacios intersticiales
del cerebro y la médula espinal por medio de un mecanismo dependiente de un
transportador saturable que funciona en concentraciones plasmaticas muy elevadas. Las
citocinas periféricas también unirse a los receptores de la superficie del endotelio vascular
en el cerebro, incrementando la sintesis y la secrecién de prostaglandinas y el 6xido nitrico
que se difunden en el parénquima cerebral para modular la actividad de neuronas lo que se
asocia con la aparicion de fiebre y la activacion del eje HHA. La comunicacion entre las
citocinas periféricas y el cerebro también se presenta en los plexos coroideos y en los
organos circunventriculares que carecen de barrera hematoencefalica, principalmente el AP
recibe y traduce el estimulo mediado por las citocinas periféricas (Pavon-Romero y Garcés-
Alvarez, 2016).

Las citocinas periféricas inducen la sintesis de prostaglandinas dentro del AP. EI NTS y el
RVM activan la liberacion de catecolaminas hacia el PVN, resultando en la activacion del
eje HHA, lo que favorece una respuesta anti-inflamatoria (Pavon-Romero y Garcés-
Alvarez, 2016).
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Nervio vago

Figura 3. Estimulacion del cerebro via neural por citocinas periféricas (Becerril et al., 2012).

Figura 4. Estimulacion del cerebro via humoral por citocinas periféricas (Becerril et al.,
2012).
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1.5 La activacion del eje hipotalamo-hipodfisis-adrenal y su contribuciéon en la

inmunopatologia de la TB.

En el modelo experimental de TB pulmonar progresiva se ha demostrado que cuando la
inmunidad protectora es maxima, al establecerse granulomas maduros constituidos por
abundantes linfocitos Th1 y macréfagos (dia 21 postinfeccion), las citocinas macréfagicas
proinflamatorias IL1, IL6 y el TNFa que se producen en los pulmones ejercen acciones
locales fundamentales en la proteccién antibacteriana, pero estas citocinas también circulan
sistémicamente, estimulando la produccion de proteinas hepaticas de fase aguda
(Hernandez et al.,, 1998) y activando a las neuronas del nucleo paraventricular del
hipotalamo (Hernandez et al, 1995). Las glandulas suprarrenales duplican su peso
incrementando el cortisol plasmatico, y se estimula a las células Th2 (Hernandez et al.,
1995). Catabolitos no funcionales del cortisol (corticosterona) son reconvertidos en la forma
activa de la hormona (cortisol), a través de la actividad de la enzima 11-hidroxiesteroide
deshidrogenasa 1, contribuyendo asi a generar una mayor concentracion de cortisol en los
pulmones enfermos (Rook et al., 2000). Estas mismas anormalidades se han observado en

pacientes tuberculosos (Rook et al., 1997).
1.6 Citocinas en el Sistema Nervioso Central

La produccion de citocinas en el Sistema Nervioso Central (SNC) se da principalemente por
los astrocitos y la microglia, sin embargo, las neuronas pueden secretar citocinas en
determinadas condiciones (Freidin et al., 1992). Las citocinas se producen en la regién
circunventricular, el hipotdlamo, el hipocampo, el cerebelo, los ganglios basales y en los
nucleos del tallo cerebral (Maier et al., 1998). Existen receptores para citocinas en el
Sistema Nervioso Periferico y en el SNC. Principalmente, receptores para IL1, IL2, IL6 y
TNFa se encuentran altamente distribuidos en el hipocampo y el hipotalamo (Rothwell et
al., 1996).

El papel de las citocinas en el Sistema Nerviso es dual, ya que en un estado de homeostasis
participan en procesos como la neurogenesis, el proceso de memoria y aprendizaje, la
plasticidad neuronal y la neurogenésis (Marin y Kipnis, 2013); sin embargo, cuando el
proceso inflamatorio se vuelve crénico y se establece un estado de neuroinflamacion, se
induce dafio cerebral importante (Wang y Jin, 2015). Las estructuras del SNC afectadas por
las citocinas producidas centralmente son el Locus ceruleo, el hipocampo, la corteza

prefrontal y el hipotalamo (Anisman y Merali, 2003).
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Dos procesos importantes que se han relacionado con el dafio inducido por las citocinas en
el SNC son la “conducta de enfermedad” (Sickness behavior) y la depresion mayor (Becerril
et al., 2012).

Conducta de enfermedad (Sickness behavior)

La conducta de enfermedad se define como una serie de cambios conductuales cordinados
que se presenta en individuos enfermos durante el curso de una infeccién, incluidos fiebre
y cambios psicoldgicos. A nivel molecular, estos cambios se deben principalmente al efecto
de las citocinas proinflamatorias como IL1 y TNFa en el cerebro. Como ya se menciono, la
produccién de citocinas periféricas tiene un efecto en SNC a través de las vias neural y
humoral. A nivel conductual, la conducta de enfermedad es una respuesta del individuo a
los mecanismos que se presentan para “combatir” la infeccion (Dantzer, 2001).
Etiologicamente, la conducta de enfermedad se conceptualiza como una fase de corta
duracién en respuesta a infecciones agudas y los traumas que generan inflamacion (Maes
et al., 2012).

Dentro de los cambios conductuales que se presentan se encuentran sentimientos de
desesperanza, estados depresivos, ansiedad, hipersomnia, pérdida del apetito, anhedonia

y pérdida de la concentracion (Dantzer, 2001).

El proceso que se presenta para combatir el fendmeno infeccioso consume gran cantidad
de energia, por lo que se disminuye la cantidad de energia disponible. Las citocinas
proinflamatorias, por ejemplo, TNFa modula el balance entre el aumento de la energia
requerida por el organismo y la energia suplementada, asi como el alimento ingerido, el
gasto de energia y la utilizaciéon de sustratos. Las citocinas que llegan al SNC por medio de
las vias neural y humoral apagan los procesos que consumen energia, como la actividad
locomotora, la actividad cognitiva y la actividad reproductiva. La energia conservada al
apagar estos procesos contribuye a mantener el estado febril y a aumentar el estado
inflamatorio de las células inmunes. Muchos de los sintomas de la conducta de enfermedad,
como la anergia, el malestar general, somnolencia, la perdida de la actividad locomotora,
déficits neurolégicos y la perdida de libido limitan la actividad motora, sexual y cerebral, y
por ende disminuyen el gasto metabolico con el fin de combatir a la infeccion (Maes et al.,
2012).

El estado febril que se presenta en la conducta de enfermedad aumenta la defensa del

hospedero contra la infeccién, ya que incrementa la fagocitosis, aumenta la movilidad de
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leucocitos polimorfonucleares al sitio de infecciéon, promueve la muerte bacteriana y
previene la replicacion viral. La perdida de peso que se presenta durante la conducta de
enfermedad se debe a la anorexia establecida por la respuesta inflamatoria. Esta pérdida
de peso atenua la respuesta inflamatoria al disminuir las citocinas inflamatorias, como IL6
y TNFa y aumentar los niveles plasmaticos de adiponectina que actia como una proteina

antiinflamatoria (Sharman y Volek, 2004).
Depresion

Debido a las similitudes entre los sintomas de la enfermedad y los sintomas clinicos de la
depresién, cualquiera de éstas enfermedades es probablemente un factor de riesgo para la
aparicion de trastornos depresivos mayores. Se ha determinado que la depresién mayor se
asocia con elevaciones significativas en los niveles de citocinas proinflamatorias
circulantes, en particular la IL-6 (Maes et al., 2012). Es asi como la activacion crénica del
sistema inmune innato puede propiciar el desarrollo de los trastornos depresivos, como se
ejemplifica por las alteraciones psicopatoldgicas que ocurren en pacientes que reciben
inyecciones repetidas de citocinas recombinantes, principalmente IL2 o IFNa, para el
tratamiento de infecciones virales (hepatitis C) o cancer (Maes et al., 2012). Durante las
primeras etapas de la terapia con citocinas, todos los pacientes suelen desarrollar un
episodio de comportamiento de la enfermedad, que se caracteriza por sintomas como
fiebre, malestar general, anorexia, dolor y fatiga. En etapas posteriores de tratamiento,
hasta un tercio de los pacientes desarrollan alteraciones del humor caracteristico de la
depresioén, incluyendo tristeza, incapacidad de sentir, estado de animo. Estos cambios
depresivos se han relacionado con la disminucion del triptéfano, lo cual se encuentra
conexo con la disminucion de la produccién de serotonina y un aumento en las citocinas
proinflamatorias TNFa e IFNyque induce la activacion de la enzima indolamina 2,3-
dioxigenasa (IDO), que degrada el triptéfano en quinurenina y acido quinolinico. IDO esta
presente en los macréfagos y monocitos, células endoteliales y células gliales del cerebro
(Dantzer et al., 2008).

Es asi como observamos que la produccion de citocinas proinflamatorias induce conducta
de enfermedad, sin embargo, la produccion sostenida de citocinas proinflamatorias en el
contexto de insuficiente produccion de moléculas antiinflamatorias puede conducir a la
depresion en personas vulnerables. Muchos factores, adquiridos o genéticos, pueden

contribuir a la vulnerabilidad (Dantzer et al., 2008).
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2) ANTECEDENTES
2.1 Cambios conductuales durante enfermedades infecciosas

Algunos de los estudios que relacionan los cambios conductuales del huésped cuando se
presentan infecciones crénicas incluyen las investigaciones en el modelo murino de Taenia
crassiceps. En este modelo de estudio los ratones muestran cambios en el comportamiento
sexual, la agresividad y la respuesta ante depredadores, asi como hay una disminucién en
la memoria a corto plazo, una disminucién en la conducta locomotora, y presencia de
depresion, siendo mas evidente en hembras infectadas que en los machos. Estos cambios
se presentaron junto con un aumento en la expresion de IL4 en el hipocampo y con una

disminucién en los niveles de la serotonina (Morales-Montor et al., 2014).

Otros estudios se han realizado en modelos animales coinfectados con Toxocara canis y
con Toxoplasma gondii donde se ha observado que tanto ratones como ratas, crénicamente
infectados, presentan cambios conductuales caracterizados por problemas de aprendizaje,
dafio en la memoria a corto plazo, aumento en la ansiedad y presencia de depresion
(Queiroz et al., 2013; Correa et al., 2014).

Se ha observado dano en el Sistema Nervioso como respuesta a la inflamacién causada
durante sepsis ya que hay un aumento en los niveles de citocinas, quimiocinas
prostaglandina y 6xido nitrico (ON). Los pacientes con sepsis sufren de disfuncion cerebral
lo que causa déficits a largo tiempo como dafo en la memoria, la atenciéon y en la
comunicacion verbal, asi como desordenes psiquiatricos incluyendo depresién, ansiedad y

trastornos de estrés postraumatico (Mazeraud et al., 2016).

En un modelo animal de sepsis se observé dafno significativo en la memoria a corto y largo
plazo en la prueba de reconocimiento de objetos y sintomas similares a la depresion, ya
que aumento el tiempo de inmovilidad en la prueba de nado forzado; sin embargo, no se
presentaron cambios en la ansiedad de los animales (Barichello et al., 2007). En este mismo
modelo se presentd una disminucion en la ingesta de glucosa, parametro utilizado para
determinar conducta similar a la depresion, lo cual se asocié con disminucion del peso
corporal, incremento en el peso de la glandula adrenal y aumento en la concentracion de
corticosterona y ACTH, aunado a una significativa disminucioén del peso del hipotalamo y
de los niveles del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (Comim et al., 2010). Este
cambio de tipo depresivo observado en los animales sobrevivientes a sepsis se relaciona
con el aumento de TNFa e IL1B en el liquido cefalorraquideo y con un aumento en la
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produccion de especies reactivas de oxigeno; es decir, se establece un estado de
inflamacién cerebral agudo que genera dano cognitivo y pérdida de la memoria en los
animales con sepsis (Biff et al., 2013). Hasta la fecha, no se sabe si la inflamacién del
cerebro y el dafio oxidativo son una consecuencia directa de la inflamacion sistémica o si
son impulsados por células residentes del cerebro, como la microglia y los astrocitos
(Michels et al, 2014); sin embargo se ha observado que al administrar
intracerebroventricularmente minociclina se presenta inhibicién de la activaciéon de la
microglia lo que disminuye el dafio oxidativo agudo en el cerebro, la inflamacién y el
deterioro cognitivo a largo plazo, asi como el dafio a la barrera hematoencefalica de los

animales sobrevivientes a sepsis (Michels et al., 2015).
2.2 Cambios conductuales causados por micobacterias

Con el fin de evaluar las bases neurobioldgicas de la conducta similar a la depresién y la
conducta de enfermedad se desarrollé un modelo de inflamacién crénica inducido por la
inoculacién del Bacillus Calmette-Guerin (BCG) en ratones. En este modelo de estudio se
ha observado que la inoculacion de 107 UFC de este bacilo por via intraperitoneal en ratones
CD1 (Moreau et al., 2008), ratones C57BL/6J (O’Connor et al., 2009; Rodriguez-Zas et al.,
2015) y ratones BALB/c (Kelley et al., 2013).

Este mismo modelo con BCG induce cambios conductuales agudos caracterizados por la
presencia de conducta de enfermedad (pérdida de peso significativo durante la primera
semana post infeccién y una disminucion de la actividad locomotora, asi como un aumento
en la temperatura corporal) y en un proceso cronico la presencia de comportamiento similar
a la depresion caracterizado por un aumento en la inmovilidad en las pruebas de nado
forzado y suspension de la cola, las cuales han sido descritas como pruebas éptimas para

evaluar depresion (Nestler y Hyman, 2010).

El proceso depresivo inducido en los animales infectados con BCG es sensible a los
antidepresivos fluoxetina, desipramina, y diazepam (Platt et al., 2013). Estos cambios
conductuales se han asociado al aumento de las citocinas proinflamatorias TNFa, IFNy, IL1
e IL6 en la periferia, asi con la activacion crénica de la enzima indolamina 2,3-dioxigenasa
(IDO) en la periferia, el pulmén y el cerebro, la cual esta mediada directamente por la accién
del IFNy en sinergia con el TNFa (O’Connor et al., 2009).
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La conducta de enfermedad y la conducta similar a la depresion presente en los animales
infectados con BCG se ven potencializados con el envejecimiento de los animales de

estudio, ya que se prolonga la inflamacion inducida por el BCG (Kelley et al., 2013).
2.3 Cambios conductuales durante TB pulmonar

La relacién entre TB y enfermedades mentales es compleja, debido a que ambas entidades
tienen factores de riesgo en comun como la infeccién por HIV o la migracion de paises
donde la TB es endémica, todo esto acompanado de estrés cronico, alcoholismo vy
adicciones a drogas. Por otro lado, se ha reportado que mas del 70% de los pacientes
tuberculosos tienen algun tipo de alteracion mental o psiquiatrica, ya que se ha demostrado
que el 68% de los enfermos hospitalizados sufren de enfermedad depresiva y de ansiedad
(Martens, 2001).

Como ya se menciond, las poblaciones con enfermedades mentales severas experimentan
varias circunstancias que los hacen propensos a la infeccién de TB. Esto ultimo lo
comprueba un estudio realizado en un grupo de 71 personas con enfermedades mentales
persistentes y severas (esquizofrenia, desorden esquizoafectivo, desorden delirante,
psicosis y desordenes de personalidad), donde se evalud la prevalencia de la infeccion de
TB latente mediante un test de tuberculina cutanea (PPD), encontrando que 12 de los 71
pacientes (17%) fueron positivos para esta prueba y 8 reportaron que recibieron
quimioterapia para TB en algun momento antes de la prueba, lo cual estuvo asociado al
estado migratorio de los pacientes, uso de drogas inyectables, abuso de alcohol,

vagabundez, desnutricion e infeccion con VIH (McQuistion et al., 1997).

A los enfermos con TB se les ha asociado con el miedo y el aislamiento social. En un estudio
realizado en pacientes tuberculosos de Vietnam se observaron tres consecuencias sociales
posteriores a la adquisicion de dicha enfermedad, entre las que se encuentran en primer
orden una reaccion negativa al diagndstico inicial de la enfermedad, ya que la mayoria de
los pacientes se mostraron en “shock”, desilusionados y pesimistas ante el diagndstico
(Long et al., 2001). Otro aspecto que se observé fue que estos pacientes consideran que la
enfermedad aumenta el nivel de pobreza de sus familias, lo que les genera preocupacion.
Finalmente, éstos se sienten aislados dentro de la familia y la comunidad por medio al
contagio de la enfermedad lo cual los lleva a estados depresivos afectando las relaciones
con sus amigos y familia (Long et al.,, 2001). Resultados similares se encontraron en un

estudio realizado en el Sur de la India (Rajeswari et al., 2005). En relacion a esto ultimo se
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ha establecido que las enfermedades pulmonares se encuentran dentro de las patologias
cronicas que mas fuertemente se asocian con desordenes psiquiatricos (Wells et al., 1988)
como la depresion y la ansiedad. Existen diversos estudios donde se demuestra que
pacientes tuberculosos presentan altos niveles de estos desordenes psiquiatricos. Un
ejemplo es el trabajo realizado en 100 pacientes con TB hospitalizados donde se encontré
que 22 sujetos presentaron depresién leve, 38 moderada y 8 severa (Westaway vy
Wolmarans, 1992). Apoyando estos resultados se ha reportado que el 11.3 % de pacientes
tuberculosos en un estudio realizado en el sur de Nigeria presentaron episodios de
depresiéon menor y el 15.1% desorden generalizado de ansiedad (Aghanwa y Erhabor,
1998). En otro estudio realizado con 42 pacientes recientemente diagnosticados con TB
pulmonar, 38 que abandonaron la quimioterapia y 39 diagnosticados con TB
multidrogoresistente se evalud la presencia de ansiedad y depresiéon por medio de un
estudio GHQ-12, se encontré depresion y ansiedad en el 19% de los pacientes
recientemente diagnosticados, en el 21.6 % de los que abandonan la terapia y en el 25.6

% de los pacientes con TB multidrogoresistente (Aydin y Ulugahin, 2001).

Finalmente se han realizado estudios con el fin de analizar las caracteristicas psicolégicas

y sociales en pacientes con TB pulmonar tanto en la etapa temprana como en la crénica de
la enfermedad por medio de estudios multifactoriales de personalidad, se reporté que sin
importar la duracion de la enfermedad, se presentan cambios conductuales caracterizados
por un comportamiento alterado, alteraciones en la actitud contra otras personas y ellos
mismos, asi como manifestaciones peligrosas para la sociedad y comportamiento agresivo
(Sukhova, 2003). De igual manera se presentan conflictos de somatizacién y respuesta
hipostenica (respuesta inhibitoria al estrés) que conllevan al desarrollo de enfermedades
psicosomaticas que tienen como consecuencia la aparicion de depresion mayor (Sukhova,
2004). Finalmente se ha observado que los pacientes con TB desarrollan fobia social y
reacciones depresivas con una actitud destructiva hacia la enfermedad (Sukhova et al.,
2006).

3) JUSTIFICACION

Como se ha mencionado anteriormente, en buena medida la explicaciéon de las alteraciones
mentales que sufren los pacientes tuberculosos tales como depresion, ansiedad, perdida
de la memoria y déficit cognitivo se han relacionado con factores sociales como la
marginacién, estigmatizacion y preocupacién generada por saber que se es portador de
una enfermedad grave y altamente contagiosa. Sin embargo, se ha observado en diversos
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estudios que las citocinas proinflamatorias, participan en el desencadenamiento de
alteraciones conductuales. Debido a que la TB pulmonar es una enfermedad infecciosa que
cursa con inflamacién crénica, es probable que estas alteraciones neuroinmunolégicas
también se produzcan en ausencia de infeccion cerebral por las micobacterias, por lo que
es necesario conocer los cambios en la respuesta inflamatoria, inmunologica y conductual

en el cerebro durante la TB pulmonar progresiva.
4) HIPOTESIS

La TB pulmonar, estimula al cerebro por las vias humoral y neural, particularmente al
hipocampo e hipotalamo de forma prolongada e induce la produccién cronica de diversas
citocinas, como IFNy, TNFa e IL12 por neuronas y microglia, las cuales producen un estado
de neuroinflamaciéon que genera dafio neuronal con alteracion en la produccion de
neurotransmisores y manifestaciones neuropsiquiatricas como conducta de enfermedad
(“Sickness behavior’), dafo en el estado neurdlogico, pérdida de la memoria, conducta de

ansiedad y conducta de depresion.

5) OBJETIVOS
a) GENERAL

Analizar algunos componentes de la respuesta inflamatoria e inmunoldgica local en el
hipotalamo, hipocampo y cerebelo, asi como los cambios en la estructura celular del
cerebro, la neurotransmision y la conducta en un modelo murino de TB pulmonar progresiva

sin infeccidn cerebral.
b) PARTICULARES

En el modelo murino de TB pulmonar sin infeccion cerebral

R/

% Caracterizar la respuesta inmunolégica al evaluar la expresiéon génica de IL1p, L4,
IL6, IL10, IL12, TNFa, IFNy, INOS, TGFB e IDO en el hipotalamo, cerebelo e

hipocampo.

s Determinar los cambios celulares en el cerebro por histologia y microscopia

electronica.

3

%

Estudiar los cambios neuroquimicos al cuantificar la cantidad de los
neurotransmisores dopamina, noradrenalina, epinefrina y serotonina en el

hipotalamo, cerebelo e hipocampo.
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¢ Realizar pruebas conductuales para determinar el efecto de la infeccién sobre el
estado neuroldgico, conducta de enfermedad, conducta de ansiedad, conducta
similar a la depresién y memoria a corto y largo plazo durante el curso de la

enfermedad.
6) METODOLOGIA
6.1 Reactivos

Los medios Middlebrook 7H9 y 7H10 y el OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa) se obtuvieron de Beckton-Dickinson (Difco ™, USA). El Rneasy® Mini Kit para la
extraccion de RNA, el Omniscript® Reverse Transcription Kit para la obtencion de DNA
complementario y el QuantiTect™ SYBR® para RT-PCR se obtuvieron de Qiagen (USA).
Los primers de los genes analizados se obtuvieron de Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific
(California, USA). Los estandares de dopamina, serotonina, epinefrina y norepinefrina, asi
como el acido ascérbico y la L-cisteina se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). El acetonitrilo grado HPLC, el acido percldrico y el EDTA se obtuvieron de J.T.
Baker (Ciudad de México, México). El kit Pierce BCA Protein Assay para la cuantificacion

de proteinas se obtuvo de Thermo Fisher Scientific (California, USA).

Todos los demas reactivos fueron de grado analitico y se obtuvieron de fuentes comerciales

conocidas.

Se utilizé agua desionizada obtenida con un sistema Milli-Q de Millipore (Bedford, MA, USA)

para preparar las soluciones.
6.2 Ubicacion

La parte experimental del presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Patologia
Experimental del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) y en el Laboratorio de Psicoinmunologia del
Departamento de Investigacion en Neurociencias del Instituto Nacional de Psiquiatria

Ramon de la Fuente Mufiiz (INP).
6.3 Disefo experimental

Con el fin de cumplir los objetivos del presente trabajo se planted el siguiente esquema

metodoldgico (Figura 5):
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[ Modelo Experimental de Tuberculosis Pulmonar Progresiva
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Figura 5. Diagrama de disefio experimental seguido en este trabajo. Los detalles de la

metodologia se describen en el texto.
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6.4 Preparacion de inéculos

Para la infeccion con M. tuberculosis, se utilizé la cepa prototipo H37RV. La cepa se crecio
en medio 7H9 Middlebrook (Difco) enriquecido con OADC (Becton Dickinson) a 37°C en
agitacién constante por aproximadamente 21 dias. El crecimiento bacteriano fue
monitoreado por densitometria (600 nm) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial.
Una vez en esta etapa, las bacterias fueron cosechadas y almacenadas en alicuotas a -
70°C. Se prepararon inéculos ajustando a 2.5 X 10° unidades formadoras de colonias (UFC)

en 100 uL de solucién salina, los cuales fueron ocupados inmediatamente para la infeccion.
6.5 Modelo murino de TB pulmonar progresiva

El modelo murino de TB pulmonar progresiva ha sido previamente descrito (Hernandez-
Pando et al., 1996). En este experimento por cada cepa se anestesiaron 24 ratones
singénicos BALB/c machos de 6-8 semanas de edad con sevoflurano (Sevorane) y se
inocularon via intra-traqueal con 2.5X10° UFC de la cepa H37RV en 100 uL de solucién
salina. Los animales se mantuvieron en posicion vertical hasta su recuperacion (presencia
de reflejos y contracciéon muscular); después fueron albergados en grupos de 10 animales
en cajas de policarbonato (microaisladores) almacenadas dentro de un sistema de micro-
ventilacién individual positiva (Allentown). Durante todo el experimento se monitoreé la
sobrevida de los animales. Se sacrificaron 3 ratones por grupo en cada tiempo de sacrificio
los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 pos-infeccion mediante dislocacion cervical. Se
recuperaron ambos pulmones los cuales fueron congelados en nitrégeno liquido para la
determinacion de UFC y para estudios de biologia molecular respectivamente. A demas se
extrajo el cerebro obteniendo por separado los bulbos olfatorios, la zona pre dptica, el
hipotalamo, la corteza frontal, la corteza lateral, el cerebelo y el hipocampo de acuerdo con
The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos y Franklin, 2012), los cuales se
congelaron para los estudios de biologia molecular y los estudios neuroquimicos por HPLC.
Los ultimos se realizaron en el laboratorio de Psicoinmunologia del Dr. Lenin Pavon Romero
en el Instituto Nacional de Psiquiatria. Todos los procedimientos de infeccion y sacrificio se
realizaron en una campana de seguridad bioldgica tipo 3. El uso de animales fue aprobado
por el comité de ética del INCMNZS.
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6.6 Determinacion de la carga bacilar en pulmén y en cerebro por conteo de Unidades

Formadoras de Colonias (UFC)

Tres pulmones (I6bulo derecho) y tres cerebros por tiempo de sacrificio se homogenizaron
de forma mecanica con perlas de silice y zirconia en un equipo MP fast prep24 en tubos
estériles con 1 mL de solucién PBS-tween 0.05%. Cuatro diluciones (Cuadro 2) y el
concentrado de cada homogenizado se sembraron por duplicado en cajas con agar
Middlebrook 7H10 (Difco) enriquecido con OADC (Becton Dickinson), las cuales se
incubaron a 37°C con CO- al 5%. El conteo de colonias se realizé alos 14 y 21 dias después
de la siembra. El nimero total de bacterias en cada 6rgano se obtuvé del producto entre el

numero total de colonias contadas en cada dilucion por su respectivo factor de dilucion.

Cuadro 2. Factores de dilucion utilizados para cuantificar UFC.

Dilucién Factor de dilucion
Concentrado 100
-1 1000
-2 1*104
-3 1*10°
-4 1*106

6.7 Analisis de citocinas por RT- PCR

De tres ratones por tiempo de sacrificio se extrajo ARN del hipocampo, hipotalamo y
cerebelo de los animales infectados y los animales control. Cada segmento anatémico se
coloco en un tubo MP y se homogeniz6 de forma mecanica con perlas de silice y zirconia
en un equipo MP fast prep24. Una vez que se homogenizo el tejido, la extraccion prosiguid

conforme a las especificaciones del Kit Mini RNeasy (Qiagen).

El ARN obtenido se cuantificd por espectrofotometria (A 260/280) por Nanodrop (Thermo
Scientific) y mediante un gel de agarosa se verificd su integridad. Se ocuparon 100 ng de
ARN para la produccién de cDNA mediante una reaccion de retro-transcripcién (RT)
siguiendo las indicaciones del kit Omniscript (Qiagen). Con el producto se realizé una PCR
de punto final para amplificar el gen constitutivo de la deshidrogenasa gliceraldehido 3-

fosfato (GAPDH), bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15
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min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 60s y extension final a
72°C por 10 min.

Para la RT- PCR en Tiempo Real (PCR-TR) se utilizé el sistema PCR-TR 7500 (Applied
Biosystems), y el kit Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen), incluyendo en cada
corrida las curvas estandar generadas a partir de diluciones seriadas de productos de PCR
cuantificados de cada una de las citocinas, asi como un control negativo. Primers
especificos (Invitrogen) se disefaron con el programa BLAST (Pubmed) para IL13, TNFa,
IFNy, IL12,iNOS, IL10 y TGFp y el gen constitutivo GAPDH (Cuadro 3). El numero de copias
de cada citocina fue normalizado con un millén de copias de ARNm que codifica para el
gen GADPH. La reaccién se efectuo con un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C por 10
min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 20 s, 60°C por 20 sy 72°C por 35 s.

Cuadro 3. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en la PCR en tiempo real.

Gene Iniciador sentido Iniciador antisentido
GAPDH 5-CATTGTGGAAGGGCTATGA-3’ 5-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3’
TNFa 5-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3 5-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3
IFNy 5’- CCTCAACTTGGCAATCTCATGA-3’ 5-GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3’
iNOS 5-TGGCTCGCTTTGCCACGGAC-3’ 5-GCTGCGACAGCAGGAAGGCA-3’
IL18 5-AATACCTGTGGCCTTGGGC-3’ 5-GCTTGGGATCCACACCAGCATC-3'
IL12 5-GGATGGAAGAGTCCCCCAAA-3’ 5-GCTCTGCGGGCATTTAACAT-3'
IL10 5-ACTCTGTTGCCTCC-3' 5-TCTACGCTCGTGGGACAG-3’
TGFp 5-GTGGCTGAACCAAGGAGACG-3’ 5-GCTGATCCCGTTGATTTCCA-3
IDO 5-CAGGCCAGAGCAGCATCTTC-3’ 5-GCCAGCCTCGTGTTTTATTCC-3’
IL4 5-GCTCTTTAGGCTTTCCAGGAAG-3’ 5-GGACCCCAAACAGCTGGAATAGAGC-3’

6.8 Estudios de conducta

Con el fin de evaluar los cambios conductuales que se presentan durante la TB pulmonar
progresiva, se realizaron pruebas conductuales para valorar el estado neurolégico, la
conducta motora, la memoria a corto plazo y la conducta similar a la depresién que

presentan los ratones durante el curso de la enfermedad.

Para cada prueba se utilizaron 3 ratones por dia de sacrificio. A continuacion, se describen

por separado cada una de las pruebas conductuales que se llevaron a cabo:
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e Valoracion neurolégica

El déficit neurolégico en humanos se define como una anomalia funcional de un area del
cuerpo, debido a una disminucién del funcionamiento del cerebro, la médula espinal, los
musculos o los nervios. Dentro de las anomalias que se presentan encontramos perdida de
los reflejos, incapacidad para hablar, disminucion de la sensibilidad, pérdida del equilibrio,
problemas con la actividad mental, cambios visuales, problemas para caminar, debilidad,

entre otros.

El déficit neuroldgico en ratones se determina con la escala de valoracion sensitivo-motora,
que tiene una puntuacion maxima de 30 puntos (Neurological Severity Score NSS). En esta
prueba se cuantifican parametros del comportamiento como la actividad motora y la
orientacion. Cuenta con una serie de valoraciones que abarcan las funciones motora y
sensorial, el test de equilibrio de viga y la medida de ausencia de reflejos (Bonilla et al.,
2012). Con el fin de evaluar estos cambios se realizé una prueba que consta de tres fases,
para esto, los animales se habituaron a las cajas donde se realizaron las pruebas durante
30 min por la mafiana y por la tarde, 24 h antes de que se realizaran las evaluaciones.
Durante la primera filmacion se colocé al animal en una caja de plastico de 45 x 20 x 20 cm
y se grabé su comportamiento durante 30 s. En la segunda filmacién se acercé la camara
hacia los costados, la cabeza y la cola procurando que los movimientos de la camara fueran
lentos prestando mas atencion en los ojos. En la tercera grabacién se cubrid al animal con
la mano sin impedir su escape, posteriormente con los dedos pulgar e indice se presiono
los costados de la zona abdominal (parte baja del abdomen y la pelvis). Un abdomen firme
se considerdé como normal, mientras que un abdomen flacido se considera como anormal.
Después, el animal se levanto por la cola y se descendio lentamente hasta que toco el
tapete, procurando que su nariz apuntara a la camara, posteriormente se colocé sobre una
rejilla y jalé suavemente de la cola, a continuacion, se traté de poner de espaldas en dos
ocasiones. En seguida se colocé al ratdon sobre un palo de madera a 45° y en posicién
horizontal a 15-20 cm del suelo. Se pinz6 moderadamente la cola a 1 cm de la base por 2
s. Finalmente, se tocd con un hisopo las vibrisas del animal, se empujo el costado izquierdo
y se movié el hisopo hacia los lados enfrente a la cabeza del raton sin tocarlo y a una
distancia entre 1-2 cm y se rocio el hisopo con alcohol al 70% acercandolo a la nariz del

raton (Figura 6).
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Primera grabacion Segunda Grabacién

Tercera Grabacion
T -

Figura 6. Imagenes representativas de la prueba realizada para evaluar el estado

neurolégico de los ratones.

Durante cada grabacién se observaron los siguientes puntos, calificandolos en términos de
ausente (0) o presente (1), a excepcion de la hipomobilidad, falta de coordinacion motora y
el equilibrio que se calificé como débil (1), moderado (2) o fuerte (3). La calificacion maxima
fue de 31 puntos considerandose normal de 3 a 5. En el cuadro 4 se muestran los

parametros evaluados en esta prueba.

Cuadro 4. Parametros evaluados para determinar el estado neurolégico de los ratones.

* Ataxia

*Vueltas

*Temblores
*Convulsiones
*Respiracion angustiada

*Decremento del tono
muscular

*Flexion de las
extremidades

*Decremento de la fuerza
muscular

*Rotacion del cuerpo

*Falta de coordinacion
motora

*Perdida del equilibrio
*Hipoalgesia
*Hiperalgesia

Grabacion 1 Grabacion 2 Grabacion 3
*Hipomobilidad *Pasividad *Sensibilidad al tocar las
«Postura lateralizada «Hiperreactividad vibrisas
*Postura aplanada * Irritabilidad *Sensibilidad al tocar el
«Postura encorvada «Parpados caidos abdomen
*Piloereccion *Urinacion *Sensibilidad a los olores
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e Prueba de conducta locomotora

Con el fin de evaluar la conducta locomotora se llevé a cabo el test de exploracion libre.
Este test es un procedimiento desprovisto de estimulos estresantes, que permite indagar
los efectos sobre la ansiedad y sobre la actividad locomotora (Cardenas y Navarro, 2002).
Para realizar esta prueba los animales fueron habituados por 5 min en una caja de 45 x 20
x 20 cm, la cual se dividié en 8 cuadrantes del mismo tamario. Posteriormente se colocaron
y filmaron en el interior de la caja durante 15 min, se contd el nUmero de veces que el animal

cruzo el cuerpo completo de un cuadrante a otro (Figura 7).

Duracién 15 minutos

Figura 7. Imagenes representativas de la prueba para evaluar la conducta locomotora.
e Prueba de reconocimiento de objetos

Esta prueba fue realizada con el fin de valorar los efectos de la enfermedad sobre la
memoria y los mecanismos neurobioldgicos relacionados con el aprendizaje y la memoria;
se fundamenta en la tendencia natural de los ratones a explorar nuevos objetos y ambientes
y compararlos con otros que les son familiares. Al exponer al ratén a una serie de objetos
se espera a que éste los explore y se mide el tiempo de exploracién, que se define como el
periodo durante el cual el animal olfatea el objeto con las patas delanteras a una distancia
menor o igual a 1 cm (Navarrete et al., 2008). Esta prueba se basé en lo descrito por Leger
et al, 2013 y se desarroll6 en tres sesiones. En la primera sesion los animales se
sometieron a una habituaron corta por 15 min en una caja de 45 x 20 x 20 cm marcada con
dos puntos rojos en la parte media anterior. Durante la habituacion se dejo explorar el
entorno de la caja. En la segunda sesidn se coloco un objeto A (piedra) y se dejé explorar
durante 3 min, posteriormente se regreso al animal a su microaislador y 30 min después se
coloco el objeto B (letra de plastico) junto al objeto A (piedra) y se colocd el animal
nuevamente en la parte media de la caja y se dejé explorar durante 3 min. Después de 24
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h se realizo la tercera sesion, donde se colocaron los objetos A (piedra) y C (sacapuntas)
sobre los dos puntos rojos marcados en la caja y se siguié el comportamiento por 3 min
(Figura 8). Para evaluar la memoria a corto plazo se obtuvo la frecuencia de interaccién del
objeto B en comparacion con el objeto A, y para la memoria a largo plazo del objeto C con

el objeto A con las siguientes formulas:

# de interacciones con A
# de interacciones de A + # de interacciones de B 6 C

Frecuencia de interaccion de A =

Frecuencia de interaccionde B 6 C

# de interacciones con B 6 C

" # de interacciones de A + # de interacciones de B 6 C

Memoria a corto plazo Memoria a largo plazo

24 horas después

Figura 8. Imagenes representativas de la prueba de reconocimiento de objetos realizada

para evaluar la memoria a corto y largo plazo.
e Prueba de Toldo de Postura de Atenciéon Extrema SAP

La conducta de SAP se interpreta como un método conductual no social para estudiar
conductas de conflicto (Kaesermann, 1986). La postura de atencion extrema es un
componente importante de las conductas de riesgo que forman parte del repertorio de
conductas defensivas de los roedores. Esta postura de SAP refleja cierta ambivalencia
entre aproximacion y evitacion. En ella, el animal se estira en toda su longitud sin
desplazarse o moviéndose muy lentamente (Cardenas y Navarro, 2002). En esta prueba
se utilizé una plataforma circular grande, elevada a 35-40 cm del piso de la campana y se
colocé a4 cm un toldo circular chico sujetado por el pilar central. Posteriormente se introdujo

al ratén en la zona cubierta de la plataforma y se filmé durante 5 min con la camara sobre
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la plataforma abarcando toda su circunferencia. Se conté el nimero de veces que el raton

saco la cabeza completa de la zona cubierta de la plataforma (Figura 9).

Saca la cabeza

Refugia debajo del toldo

Duracién 5 minutos

Figura 9. Imagenes representativas de la prueba Toldo de Postura de Atencion Extrema

SAP para evaluar ansiedad.
o Prueba de suspension de la cola

La prueba de suspensién de cola es un test validado para evaluar conducta similar a la
depresion en roedores (Nestler y Hyman, 2010). Esta prueba se basa en la observacion de
que los ratones, que inicialmente siguen movimientos de escapatoria, desarrollan una
postura de inmovilidad cuando se encuentran en un sitio sin salida, la inmovilidad refleja
una pérdida de persistencia en el comportamiento de escape (desesperanza conductual) o
el desarrollo de un comportamiento pasivo (Cardenas y Navarro, 2002). Para realizar esta
prueba los animales se colgaron por la cola durante 6 min en un tripie de 30 cm de altura 'y
se grab6 su comportamiento poniendo mayor énfasis en el momento en el que el animal
dejaba de moverse. Se cuantificé el tiempo que el animal permanece tanto mévil, como
inmovil durante los 6 min de grabacién (Figura 10). El tiempo de inmovilidad es directamente

proporcional al grado de depresién que presenta el animal.

*

Duracién 5 minutos

Figura 10. Imagenes representativas de la prueba de suspension de la cola para evaluar

conducta similar a la depresion.

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

6.9 Andlisis de neurotransmisores por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El hipotalamo, hipocampo y cerebelo se disectaron de encéfalos frescos, recién obtenidos
de 3 ratones machos infectados y 3 animales control no infectados en cada uno de los
tiempos de sacrificio mencionados. Cada muestra se coloco en tubos de microcentrifuga de
1.5 mL los cuales contenian 300 uL de buffer de conservacién compuesto de acido
ascorbico 5%, fosfato dibasico 200 mM, L-cisteina 2.5 mM y EDTA 2.5 mM y se congelaron
a-70°C.

Extraccion de neurotransmisores

Para el procesamiento de la muestra estas se homogenizaron de forma mecanica
agregando 75 uL de HCIO4 3.4 M con el fin de precipitar las proteinas, una vez macerado
el tejido se centrifugé a 16128 rcf durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se filtré
con unidades de filtracién con un tamano de poro de 0.2 um con el fin de eliminar pequefias
particulas, una vez realizado esto, las muestras se colocaron en una columna de extraccién
en fase solida (SPE) (C+s), la cual se equilibré previamente con 1 mL de la fase movil A
(fosfatos 20 mM, pH 2.5). Se colecté la muestra eluida a través de la columna SPE y se
colocaron en viales para HPLC, para determinar los niveles de neurotransmisores:

dopamina, norepinefrina, epinefrina y serotonina.
Condiciones cromatograficas

Las concentraciones de neurotransmisores se determinaron mediante analisis
cromatografico de fase reversa. Los analitos se separaron con un gradiente isocratico de
fase maévil de fosfatos 20 mM pH 2.5 con una temperatura de columna de 30°C y un flujo
de 0.8 mL/minuto durante 20 min, tiempo suficiente para la elucion de los analitos de interés.
Posteriormente, se utilizé el modo gradiente para subir el porcentaje de la fase mévil B (50%
de fase movil A y 50% de acetonitrilo) hasta 80 % hasta los 24 min para regenerar la
columna y finalmente se equilibré la columna del minuto 25 al 40, como se describe en el
cuadro 5. Todas las muestras se analizaron por triplicado. El analisis cromatografico se
realiz6 utilizando una bomba marca \Waters modelo 515, un automuestreador marca Waters
modelo 717 plus, un detector de fluorescencia marca Jasco modelo X-LC3120FP y una
columna cromatografica de fase reversa marca Phenomenex modelo Jupiter (5u/C18/300A)
de 250 mm de longitud por 4.6 mm de diametro interno y 5 micras de tamafio de particula.
La deteccion se realiz6 ajustando el detector a una longitud de onda de excitacion de 280
nm y de emision de 315 nm. Los perfiles cromatograficos obtenidos fueron procesados

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

utilizando el software Millenium (Waters™). Para determinar la linealidad del método de
analisis cromatografico descrito se realizé una curva patrén con concentraciones de 5 pmol
hasta 200 pmol de los neurotransmisores a analizar. La representacion grafica del area de
cada neurotransmisor en el eje de ordenadas y de la concentracion de cada
neurotransmisor en el eje de abscisas se ajusto a una linea recta (Figura 11). Se obtuvo la
concentracién de cada neurotransmisor en relacion a los pug de proteina en cada muestra,

las cuales fueron cuantificadas con el kit Pierce BCA ProteinAssay (ThermoScientific).

Cuadro 5. Programa de gradientes utilizado para la cuantificacién de neurotransmisores.

Tiempo (min) Flujo % Fase A % Fase B
0 0.8 100 0
19 0.8 100 0
20 0.8 20 80
24 0.8 20 80
25 0.8 100 0
40 0.8 100 0
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Figura 11. Curvas de linealidad obtenidas para la epinefrina, norepinefrina, dopamina y

serotonina bajo las condiciones cromatograficas descritas en el texto
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6.10 Analisis morfolégico

Un grupo de 24 ratones machos BALB/c fueron infectados por via intratraqueal con 2.5 x
10° bacterias vivas de la cepa de referencia H37RV. Se conté con un grupo control con el
mismo numero de animales al cual se le administré solucion salina via intratraqueal. En los
dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120, grupos de 3 ratones fueron perfundidos por via
intracardiaca con paraformaldehido al 4% disuelto en PBS. Posterior a la perfuncion se
obtuvieron los cerebros y se incluyeron en parafina para procesarlos con la técnica
histologica. Cada bloque obtenido se cortdé en secciones de 4 um. Los cortes en parafina
se tifieron con hematoxilina/eosina para evaluar muerte neuronal. Por otro lado, una parte
del material se procesé para microscopia electronica, para realizar esto se incluyé en resina
Epon previa post-fijacion con tetradxido de osmio, se realizaron cortes finos de 70 a 80 nm
los cuales se contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo para posteriormente

analizarlos con el microscopio electronico.
6.11 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd6 mediante el software Prism versién 6.0 (GraphPad, San
Diego, CA, USA). Para la curva de sobrevida se utilizo la prueba de Log Rank y Kaplan-
Meier. La expresion de citocinas por RT-PCR, las pruebas conductuales y los niveles de
neurotransmisores se analizaron por ANOVA seguido de una prueba de comparacion
multiple Sidak (comparacién de cada grupo contra el control). Los pesos corporales se
analizaron mediante la prueba t de Student. Las diferencias se consideraron significativas
cuando p<0.05.
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7) RESULTADOS

Tomando como referencia el modelo murino de TB pulmonar progresiva anteriormente

descrito, se infecté un grupo de ratones con la cepa de M. tuberculosis H37RV.

7.1 Sobrevida

Durante el transcurso de la enfermedad se monitoreo la sobrevida de los animales
infectados. Los animales infectados con la cepa prototipo H37RV mostraron el 100% de

sobrevida durante todo el experimento (4 meses) al igual que el grupo control (Figura 12).

Sobrevida

75 -
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Figura 12. Porcentaje de sobrevida a lo largo del tiempo producido por la cepa prototipo
H37RV en ratones BALB/c infectados por via intratraqueal. No se presentaron diferencias
estadisticas en comparacion con el grupo control sin infectar mediante la prueba estadistica

Kaplan-Meier (n=24 ratones por grupo experimental).
7.2 Carga Bacilar

En cuanto a la carga bacilar en el cerebro, en los animales infectados no se presentd
crecimiento; por otro lado, en los pulmones de los animales infectados con la cepa H37RV
se presentd una carga de bacterias que fue incrementando de forma progresiva desde el

dia 1 hasta el dia 120 de infeccion (Figura 13).
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Figura 13. Determinacién de la carga bacilar en homogenizados de pulmén y cerebro de

ratones infectados con la cepa H37RV (n=24).
7.3 Expresién de citocinas por RT-PCR

Al realizar el anadlisis de la respuesta inmune en el cerebelo, hipocampo e hipotalamo
cuando se presenta TB pulmonar se observé que el TNFa tiene un aumento significativo a
partir del dia 21 en el hipotalamo cuando comienza la fase progresiva de la enfermedad;
mientras que en el hipocampo y el cerebelo desde el dia uno pos infeccidn se presenta una
mayor expresién comparado con los animales control sin infeccién, la cual fue constante
durante el progreso de la enfermedad utilizando la cepa H37RV (Figura 14). Un
comportamiento similar se presenté para el caso de IL12, que en el hipotalamo aumenté su
expresion en los animales infectados a partir de la fase progresiva de la enfermedad,
mientras que en el hipocampo y el cerebelo vemos que la expresion de IL12 es mucho
mayor en los animales infectados desde el dia uno en comparacién con el grupo control
(Figura 15). En el caso del IFNy, se observé una disminucion en el hipotalamo cuando hay
infeccion con M. tuberculosis H37RV en comparacion con el grupo control, al contrario, a lo
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que sucedid en el hipocampo y el cerebelo donde el grupo infectado presenté mayor
expresion de esta citocina (Figura 16). Al analizar la expresion de la enzima iNOS se
observd un comportamiento similar a lo que se encontré con TNFa e IL12, donde en el
hipotalamo aument6 su expresién a nivel de mensajero a partir del dia 21 de infeccion,
mientras que, en el hipocampo y cerebelo aumenté desde el primer dia de infeccidn, siendo
mucho mayor que en los animales control (Figura 17). Similares resultados se observaron
con la enzima IDO (Figura 18). En el caso de TGF se encontré su expresion aumentada
en las tres regiones estudiadas siendo mayor a partir del dia 7 de infeccién (Figura 19),
mientras que la IL4 en el hipotalamo aumenté de manera significativa a partir del dia 21
después de la infeccion y en el hipocampo y cerebelo desde el dia 1 post infeccién (Figura
20). Finalmente, la IL10 solamente se expresd en el cerebelo de los animales infectados
desde el dia 1 después de la infeccién en pequefas cantidades, aumentando de manera

significativa a partir del dia 14 de infeccion (Figura 21).

Por otro lado, se evaluo la expresion de IL-1f; sin embargo, no se encontrd expresion en

ninguno de los grupos experimentales (sanos e infectados).
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Figura 14. Expresion génica de TNFa por RT-PCR en hipotalamo, hipocampo y cerebelo
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan
la media y la desviacién estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacioén al grupo control sin infectar.
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Figura 15. Expresion génica de IL12 por RT-PCR en hipotdlamo, hipocampo y cerebelo de
animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan la
media y la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 16. Expresion génica de IFNy por RT-PCR en hipotalamo, hipocampo y cerebelo de
animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan la
media y la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica
significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 17. Expresion génica de iNOS por RT-PCR en hipotadlamo, hipocampo y cerebelo
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan
la media y la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 18. Expresion génica de IDO por RT-PCR en hipotalamo, hipocampo y cerebelo de

animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan la

media y la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 19. Expresion génica de TGFp por RT-PCR en hipotalamo, hipocampo y cerebelo
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan
la media y la desviacién estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica
significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacioén al grupo control sin infectar.

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

Hipotalamo n
== @8 Control sin infectar
Ly @8 H37RV
8000+
4000

6.0x1018 ek
4.0x10"®
2.0x10"®

5.0x107

3000
20001|I II I I I I I I
1000

0

Cerebelo

151050 e
1.0 1081 I

Copias de L4/ 10° copias de GADPH

1.5x1076+
1.0x10"64
5.0x10"54

*kk

5.0x 1047 ***
ol h a BHR 201
: H X

2.0x103%+
1.0x 103
o.JAI_AI_.I_AI_AI_lm

N A RS

*kk *kk Khk

.

Dias de Infeccion

Figura 20. Expresién génica de IL4 por RT-PCR en hipotalamo, hipocampo y cerebelo de
animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Los valores representan la
media y la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica

significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 21. Expresion génica de IL10 por RT-PCR en cerebelo de animales infectados con
H37RV vy del grupo control sin infectar. Los valores representan la media y la desviacion
estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05,

**p<0.005, ***p<0.001) en comparacion al grupo control sin infectar.
7.4 Cambios conductuales
Conducta de enfermedad

En el analisis del comportamiento, se presentaron cambios en la actividad locomotora, esta
se redujo significativamente en los animales infectados con H37RV en comparacion con los
animales control (sanos). Este cambio fue mas evidente de los dias 1 al 28 de infeccién
(Figura 22) recuperandose a los dias 60 y 120 de la infeccion y es caracteristico de la
conducta de enfermedad (sickness behavior) 1o que concuerda con los cambios en el peso
corporal donde se observé una disminucién significativa en los animales infectados en

comparacion con el grupo control sin infectar (Figura 23).
Comportamiento similar a la depresion

La prueba de suspension de cola es un estudio representativo de la conducta similar a la
depresion (depressive like behavior). En el presente estudio se observd que los animales
infectados con la cepa prototipo H37RV mostraron un incremento significativo en el tiempo

de inmovilidad a partir del dia 7 al 60 de infeccién, siendo mas evidente este cambio en el
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dia 60 de infeccién (Figura 24). Esto sugiere que la infeccion pulmonar con H37RV induce

conducta similar a la depresion a pesar de que hay ausencia de infeccion cerebral.
Estado neurolégico y ansiedad

En el estudio para determinar el dafio en los procesos neuroldgicos se encontré que los
animales infectados con H37RV presentaron mayor dafo neuroldgico que los animales
sanos, este dafo se observo de manera significativa a partir del dia 3 de infeccion y se fue
agravando conforme avanzé la enfermedad (Figura 25). Con el fin de estudiar la ansiedad
inducida por la infeccién de M. tuberculosis se realiz6 la prueba de SAP, encontrandose

resultados similares a los observados en el déficit neuroldgico (Figura 26).
Memoria y aprendizaje

En la prueba para evaluar el efecto de la infeccion con M. tuberculosis sobre los
mecanismos de memoria y aprendizaje se encontré que la enfermedad afecta de manera
significativa tanto la memoria a corto plazo (Figura 27A) como la memoria a largo plazo
(Figura 27B), ya que en ambas secciones de la prueba los animales infectados no
mostraron diferencias entre los objetos presentados a diferencia del grupo control donde
los animales interaccionaron en mayor medida con el objeto novedoso en comparacién al

objeto ya reconocido con anterioridad .
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Figura 22. Actividad locomotora durante la infeccion con H37RV en comparacion con el
grupo control. Se presentan las medias del numero de cruces con la desviacion estandar
(n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005,

***p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.
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Figura 23. Peso corporal durante la infeccion con H37RV en comparacion con el grupo
control. Se presentan las medias de los pesos (n=3). Los asteriscos representan diferencia

estadistica significativa *p<0.001) en comparacién al grupo control sin infectar.

Suspension de cola

Tiempo inmovil (s) /5 min

Dias de infeccion

Figura 24. Tiempo de inmovilidad en la prueba de suspensién de cola durante la infeccion
con H37RV en comparacion con el grupo control. Se presentan las medias del tiempo
inmovil (s) con la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia
estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacioén al grupo control

sin infectar.
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Figura 25. Puntuacién obtenida en la prueba para evaluar el estado neurolégico durante la
infeccién con H37RV en comparacion con el grupo control. Se presentan las medias de la
puntuacion obtenida con la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan
diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacion al
grupo control sin infectar. Se consideré normal cuando los animales obtuvieron una

puntuacién entre 3-5.
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Figura 26. Prueba de SAP para evaluar conducta de ansiedad durante la infeccion con
H37RV en comparacién con el grupo control. Se presentan las medias de la puntuacion
obtenida con la desviacion estandar (n=3). Los asteriscos representan diferencia estadistica
significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001) en comparacion al grupo control sin infectar.

Se considerd normal cuando los animales obtuvieron una puntuacion entre 3-5.
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Figura 27. Prueba de reconocimiento de objetos para evaluar la memoria a corto plazo (A)
y largo plazo (B), durante la infeccion con H37RV. Se presentan las medias de los
porcentajes de la frecuencia de interaccion obtenidos con la desviacion estandar (n=3). Los
asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)
entre la frecuencia de interaccion entre el objeto A con el objeto B y entre el objeto A con el
C. Cuando se presentd diferencia entre la interaccion de ambos objetos se consideré como
una memoria en buen estado, mientras que cuando no se presentd diferencia se considerd

como dano en la memoria.
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7.5 Cambios neuroquimicos

Al cuantificar los neurotransmisores se encontré que la norepinefrina disminuyo de los dias
1 al 7 post infeccidén en el hipotalamo de los animales regresando a niveles basales en el
dia 14 de infeccion, y disminuyendo significativamente en la etapa progresiva de la
enfermedad (Figura 28A). En el hipocampo esta catecolamina se encuentré completamente
disminuida en comparacién al grupo control (Figura 28B). En cerebelo se presenté una
tendencia a disminuir de manera importante en la etapa temprana de la enfermedad, sin

embargo, a partir del dia 28 post infeccion comienza aumentar nuevamente (Figura 28C).

La epinefrina en el hipotdlamo mostré una diminucion significativa en los dias 3,7, 21, 28,
60 y 120 de infeccion con un pico de expresion el dia 14 (Figura 29A). En el hipocampo la
epinefrina presentd una tendencia a aumentar todos los dias de infeccion, sin embargo,
solamente el dia 1 post infeccion este aumento fue significativo (Figura 29B). En cerebelo
la epinefrina disminuyé significativamente los dias 1, 3, 14, 21, 60 y 120 en los animales

infectados y regreso a los valores basales los dias 7 y 28 de infeccion (Figura 29C).

En el caso de la dopamina, se observé una significativa disminucion en la cantidad de este
neurotransmisor en el hipotalamo de los animales infectados en comparacion con los
animales control (Figura 30A). En hipocampo la dopamina presenté una tendencia a
disminuir los dias 1, 3, 7, 14 y 60 regresando a niveles basales los dias 21 y 28 y
aumentando significativamente el dia 120 post infeccion (Figura 30B). En el cerebelo la
dopamina disminuyé significativamente todos los dias de la cinética de infeccion exepto a

los 120 dias donde los niveles se observaron normales (Figura 30C).

En la serotonina hubo una significativa disminucién en el hipotdlamo de los animales
infectados los dias 1,3, 7, 14, 60 y 120 con un aumento en los dias 21 y 28 (Figura 31A).
En el hipocampo la serotonina disminuy6 significativamente los dias 1, 3, 7 y 14 y regreso
a niveles basales en los dias 21, 28, 60 y 120 (Figura 31B). En cerebelo la serotonina
solamente disminuy6 significativamente los dias 1, 3 y 7 de infeccidn regresando a niveles

basales el resto de la cinética de infeccion (Figura 31C).
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Figura 28. Concentracion de norepinefrina en hipotalamo (A), hipocampo (B) y cerebelo (C)
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Se presenta la media
del porcentaje en comparacion con el grupo control con la desviacién estandar (n=4). Los
asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)

entre el grupo infectado con el control.
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Figura 29. Concentracion de epinefrina en hipotalamo (A), hipocampo (B) y cerebelo (C)
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Se presenta la media
del porcentaje en comparacion con el grupo control con la desviacion estandar (n=4). Los
asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)
entre el grupo infectado con el control.
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Figura 30. Concentracion de dopamina en hipotalamo (A), hipocampo (B) y cerebelo (C)
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Se presenta la media
del porcentaje en comparacion con el grupo control con la desviacion estandar (n=4). Los
asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)

entre el grupo infectado con el control.
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Figura 31. Concentracion de serotonina en hipotalamo (A), hipocampo (B) y cerebelo (C)
de animales infectados con H37RV y del grupo control sin infectar. Se presenta la media
del porcentaje en comparacion con el grupo control con la desviacion estandar (n=4). Los
asteriscos representan diferencia estadistica significativa (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001)

entre el grupo infectado con el control.
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7.6 Cambios morfoldgicos en el cerebro

Al caracterizar los cambios morfolégicos y funcionales en el SNC durante la TB pulmonar
experimental y en ausencia de infeccion cerebral, se observaron anormalidades en la
histologia del cerebro infectado con la cepa de laboratorio H37RV a nivel de corteza

cerebral, hipocampo y plexos coroideos.

Los cambios histolégicos mas importantes fueron muerte neuronal en el hipocampo, el
hipotalamo, la corteza frontal, asi como en las células epiteliales de los plexos coroideos.
Especificamente, neuronas de las areas C1 y C3 del hipocampo y de los nucleos
paraventriculares del hipotalamo mostraron desde el dia 3 post-infeccion nucleos picnéticos
y citoplasma intensamente acidofilo indicativos de muerte neuronal, los cuales fueron
progresivos y claramente observados en un numero importante de neuronas. En el cerebelo
se presentd muerte en las células de Purkinje en los dias 60 y 120 de infeccion. En las
Figuras 32 y 33 se muestran imagenes representativas de los cambios observados en el

dia 3 y 60 de infeccién respectivamente.

En relacién con las células epiteliales de los plexos coroides, estas mostraron vacuolacion
citoplasmica desde el dia 7 post-infeccion, la cual fue progresiva y en el dia 21 numerosas
células con estas anormalidades mostraron nucleos picnhoticos y desprendimiento de la
membrana basal, los cuales fueron mas evidentes en el estudio ultraestructural por

microscopia electronica (Figuras 34 y 35).
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Figura 32. Histologia del cerebro al dia 3 de infeccion con la cepa H37RV. A) Hipocampo, B) Hipotalamo, C) Corteza frontal, d) Plexos

Coroideos. Hematoxilina y Eosina. 40x. Las flechas sefialan nucleos picnéticos y citoplasma acidofilo indicativos de muerte celular.
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Figura 33. Histologia del cerebro al dia 60 de infeccién con la cepa H37RV. A) Hipocampo, B) Hipotalamo, C) Corteza frontal, D)

Plexos Coroideos, E-F)Cerebelo. Hematoxilina y Eosina. 40x. Las flechas sefialan nucleos picnéticos y citoplasma acidofilo indicativos

de muerte celular.
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Figura 34. Imagenes de los plexos coroideos estudiadas mediante microscopia electronica durante TB pulmonar progresiva utilizando
la cepa prototipo H37RV dias 7,14 y 21. A-B) Dia 7 de infeccion. C-D) Dia 14. E-F) Dia 21. Las flechas sefialan el dano en las

vellosidades del epitelio y los asteriscos la formacion de vacuolas.
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Figura 35. Imagenes de los plexos coroideos estudiadas mediante microscopia electronica durante TB pulmonar progresiva utilizando
la cepa prototipo H37RV dias 28, 60 y 120. A-B) Dia 28 de infecciéon. C-D) Dia 60. E-F) Dia 120. Las flechas sefialan el dafio en las

vellosidades del epitelio y los asteriscos la formacion de vacuolas.
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En el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos en el presente trabajo.

Cuadro 6. Resumen de los resultados obtenidos.

CAMBIOS INMUNOLOGICOS

Regién TNFa IL12 IFNy iNOS IDO TGFB IL4 IL10
Hipotalamo Aumento a Aumento a Disminuyo Aumenté a Aumento6 a Aumento6 a Aumento6 a No se expreso
partir del dia  partir del dia todos los partir del dia  partir del dia = partirdel dia = partir del dia
21 de 21 de dias de 21 de 21 de 7 de 7 de
infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion
Hipocampo Aumento Aumenté Aumento Aumenté Aumenté Aumentoé a Aumentoé a No se expreso
desde el dia desde el dia desde el dia desde el dia desde el dia = partirdel dia = partir del dia
1 post 1 post 1 post 1 post 1 post 7 de 7 de
infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion
Cerebelo Aumento Aumento Aumento Aumento Aumento Aumento a Aumento a Aumento
desde eldia  desdeeldia @ desdeeldia desdeeldia desdeeldia partirdeldia partirdeldia @ significativamente
1 post 1 post 1 post 1 post 1 post 7 de 7 de a partir del dia 14
infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion infeccion post infeccién
CAMBIOS NEUROQUIMICOS
Region Norepinefrina Epinefrina Dopamina Serotonina
Hipotalamo Disminuy6 los dias Disminuyo¢ los dias 3,7,21, 28, = Disminuyo significativamente = Disminuyd significativamente los
1,3,7,21,28,60y 120 60 y 120 de infeccién. Hay un todos los dias de infeccion dias 1,3,7,14,60 y 120. Aumenté
Regreso a niveles basales el aumento el dia 14 de significativamente los dias 21y
dia 14 infeccion 28.
Hipocampo Disminuy6 todos los dias de Hay una tendencia a Hay una tendencia a Hay una tendencia a disminuir los
infeccion aumentar, aunque solo fue disminuir los dias 1,3,7,14 y dias 1,3,7,14 y 60. Regreso a
significativa el dia 1 post 60. Regreso a niveles niveles basales los dias 21y 28 y
infeccion basales los dias 21y 28 y aumento el dia 120.
aumento el dia 120.
Cerebelo Se presentd una tendenciaa @ Disminuyo significativamente = Disminuyd significativamente Disminuy6 significativamente
disminuir todos los dias de los dias 1,3,14,21,60 y 120. todos los dias de infeccidn, todos los dias de infeccion,
infeccion Regreso a niveles basales los solo en el dia 120 se solamente aumenté el dia 120.
dias 7 y 28. presenté un aumento.
CAMBIOS MORFOLOGICOS
Hipotalamo Muerte neuronal en el nucleo paraventricular
Hipocampo Muerte neuronal en el area C3
Cerebelo Muerte en las células de Purkinje
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8) DISCUSION

La TB es una enfermedad infecto-contagiosa importante que afecta
principalmente a los pulmones y produce profundas alteraciones en el sistema
inmunoldgico. Esta patologia cursa con inflamacion cronica y existen evidencias de que
diversas patologias que cursan con inflamacion crénica periférica como artritis, diabetes
mellitus, obesidad o lupus eritromatoso afectan el sistema nervioso. Estas alteraciones se
asocian a cambios en el comportamiento, como dafio cognitivo o alteraciones en el
aprendizaje y la memoria y la presencia de depresion. Debido a lo anterior proponemos que
dichas alteraciones a nivel del SNC se podrian presentar durante la infeccion con M.
tuberculosis en ausencia de infeccién cerebral causado principalmente por la alta
inflamacién periférica, secundaria a la infeccidon con esta micobacteria. Para comprobar
dicha hipétesis, en el presente trabajo se evalud la presencia de citocinas, asi como las
anormalidades morfologicas y conductuales en el SNC en un modelo murino de TB

pulmonar progresiva sin infeccién cerebral utilizando la cepa prototipo H37RV.
Cambios inmunolégicos

Los animales infectados con la micobacteria no mostraron carga bailar en el cerebro,
mientras que en el pulmén el crecimiento bacteriano fue directamente proporcional al
avance de la enfermedad. El hecho de que no se haya presentado crecimiento en el cerebro
es muy importante, ya que establece que la infeccidn solo se dio a nivel sistémico. Se ha
observado que distintas cepas de M. tuberculosis aisladas de liquido cefalorraquideo de
pacientes con TB meningea tienen la capacidad de infectar el cerebro en el modelo murino
de TB pulmonar, mientras que la cepa prototipo H37RV vy diversas cepas aisladas de TB
pulmonar presentan una muy limitada capacidad para infectar el cerebro (Hernandez et al.,
2010), lo cual coincide con nuestros resultados, ya no se encontré crecimiento bacteriano

en el cerebro.

A pesar de que no se presento el crecimiento micobacteriano en el cerebro, se observaron
varios cambios inmunolégicos en el hipotdlamo, el hipocampo y el cerebelo. Un aumento
de TNFa en el hipotadlamo a partir del dia 21 post infeccion, mientras que en el hipocampo
y el cerebelo esto ocurrié desde el dia 1 post infeccion. Por su parte IFNy disminuyé en el
hipotalamo comparado con el grupo control sin infectar; sin embargo, en el hipocampo y en
el cerebelo hubo un aumento significativo en comparacion al grupo control desde el dia 1

post infeccion. Se ha observado que el aumento de citocinas proinflamatorias,
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principalmente TNFa e IFNy afecta la proliferacion, aumenta la muerte por apoptosis, el
destino del linaje y la migracion de células precursoras neurales de la zona subventricular
en respuesta a una lesion aguda, es decir dafan la neurogenesis (Ben-Hur et al., 2003).
Quiza el aumento de citocinas proinflamatorias a nivel sistémico durante la infeccidén con
TB aumenta el estado reactivo de las células microgliales (Dilger y Johnson, 2008)
provocando la produccion de citocinas proinflamatorias en el SNC que podrian estar
induciendo los cambios ya mencionados. En otro estudio realizado en el modelo murino de
TB pulmonar, se observo un aumento en la expresion génica de TNFao e IFNy en el cerebro

completo de ratones cronicamente infectados con la cepa H37RV (Hernandez et al., 2010).

Por otro lado, la disminucidn de IFNy en el area de los plexos coroideos se ha asociado a
dafio cognitivo ya que hay un aumento de IL4 que causa que se produzca la quimiocina
CCL11, el incremento de esta quimiocina bloquea la produccion de IL4 mediante regulacién
negativa en el area de las meninges y en la zonas subgranular y subventricular del
hipocampo causando el establecimiento de un estado proinflamatorio que resulta dafino
para la cognicién y la neurogenesis, proceso conocido como inmunosenescencia (Baruch
y Schwartz, 2013; Baruch et al., 2013) . El hecho de que en el hipotalamo se produzca
mucho menos cantidad de IFNy podria también estar originando un dafo a nivel cognitivo,
principalmente al aumentar la produccion de citocinas proinflamatorias en otras regiones

del SNC como el hipocampo.

Por otro lado, se ha reportado que el IFNy participa en la respuesta antioxidante ante estrés
inducido por glutamato, principalmente al aumentar la produccion de tioles como el glutation
(Garg et al., 2009). De esta manera la disminucidn que se presento en la expresion de IFNy
en hipotalamo quiza induce muerte neuronal mediada por glutamato, sin embargo, hace

falta realizar mas estudios para comprobar estos resultados.

La produccién sostenida de TNFa e IFNy se ha relacionado con el aumento de la actividad
de IDO, que degrada el triptéfano a través de la via metabdlica kinurenina/acido quinolinico
lo que resulta en la disminucion del triptéfano disponible y un aumento de kinurenina
(Dantzer, 2009). Esta disminucion de triptéfano lleva a un decremento de la neutransmision
serotininérgica que genera depresion, ya que bajo condiciones de inflamacion cronica
aumenta la expresion del receptor de serotonina SERT, el cual media el ingreso de
serotonina, la elevacion prolongada de citocinas proinflamatorias modifica la serotonina

extracelular por lo que disminuye la serotonina total del cerebro (Malynn et al., 2013). En el
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presente trabajo se evalué la expresion de IDO, encontrandose un aumento significativo a
partir del dia 21 post infeccion en el hipotalamo y desde el dia 1 post infeccién en el
hipocampo y cerebelo, esto coincide con el aumento de TNFa e IFNy, por lo que el aumento
de estas dos citocinas podria ser la causa del incremento de IDO provocando un estado

similar a la depresion en los ratones infectados.

También se evaluo la expresién de IL12 en el modelo de TB pulmonar, donde se observo
un aumento de ésta citocina a partir del dia 28 post infecciéon en el hipotalamo de los
animales infectados, es decir una vez que se establece la etapa progresiva de la
enfermedad, sin embargo, en el hipocampo y el cerebelo el aumento de I1L12 se dio desde
1 dia después de que fueron infectados los animales. El aumento de ésta citocina en el
Sistema Nervioso se ha relacionado de manera directa con la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. En un trabajo realizado en un modelo de infeccién con Plasmodium
chabaudi se observo que la induccion de IL12 e IFNy aumenta la susceptibilidad de la
letalidad inducida por LPS (Franklin et al., 2009). En otro estudio, en un modelo de malaria
cerebral, se encontré un efecto perjudicial de IL12 e IFNy sobre la barrera hematoencefalica,
ya que aumenta la permeabilidad de esta estructura, puesto que aumenta la extravasacion
del colorante azul de Evans al cerebro cuando hay infeccién con el Plasmodium berghei,
por lo que aumenta la mortalidad, la cual se revierte cuando se utilizan animales deficientes
en IL12 e IFNy,y aumenta al introducir en los animales infectados un adenovirus
recombinante que sobreexpresa IL12 (Schmidt et al., 2011). Una de las principales
funciones de la IL12 es la induccion de la produccién de IFNy y representa un fuerte
mecanismo efector al activar la inmunidad innata antimicrobiana, por siguiente esta
relacionado con la induccién de la respuesta Th1. En el caso de la TB, este tipo de
respuesta es benéfica de manera sistémica debido a que participa en el control de la
micobacteria por el huésped, sin embargo, parece ser que la alta respuesta inflamatoria en
el Sistema Nervioso tiene un papel perjudicial en este sistema, y en el caso de la respuesta
a través del aumento de IL12 podria estar provocando la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica de los animales infectados con M. tuberculosis. La manera en la que IL12
es capaz de inducir el rompimiento de la barrera hematoencefalica se ha asociado con el
aumento de la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS). En un modelo animal de
encefalitis viral se evalu6 la capacidad de la IL12 de provocar la ruptura de la barrera
hematoencefalica en conjunto con la NOS, principalmente la iINOS, que produce ON en las

células que conforman a la barrera, ya que inhibe los componentes de la cadena respiratoria
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mitocondrial, por lo que limita la sintesis de ATP, esto causa que se pierda la integridad de
las uniones estrechas de esta unidad anatomica (Komatsu et al., 1999). En este trabajo, al
evaluar la expresién génica de la iINOS en los ratones infectados, se encontré que en el
hipétalamo habia un aumento significativo del mensajero de esta enzima a partir del dia 21
post infeccion y en el hipocampo y el cerebelo desde el dia uno post infeccidén, exactamente
igual que las citocinas mencionadas anteriormente, de tal manera que en sinergia con la
IL12, la produccién de ON por medio de iNOS podria participar en el proceso que causa la
permeabilidad en la barrera hematoencefalica de estos animales, sin embargo hace falta
realizar mas estudios que nos permitan establecer el efecto de la infeccion con TB sobre la
barrera hematoencefalica. Otro proceso biolégico que podria causar la produccion de ON
es muerte celular derivada del impacto a largo plazo del aumento de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno que producen dafio oxidativo y nitrosativo en los elementos neuronales.
La inflamacién en el Sistema Nervioso se ha relacionado con la activacion de la microglia,
mientras que el aumento de ON secuandario a la activacion de la NOS neural (nNOS) se
ha asociado con el proceso de excitotoxicidad inducida por la acumulacién de glutamato lo
que activa los receptores N-Metil-D-Aspartato (NMDA) y facilita la muerte neuronal (Yuste
et al., 2015). La regulacién de la iINOS esta altamente relacionada con el proceso
neuroinflamatorio asociado con las células gliales. A nivel transcripcional, el factor nuclear
k-potenciador-de cadena ligera de células B activadas (NF-xB) se trasloca al nucleo y se
une al promotor de la INOS (Kanarek et al., 2010). En las células gliales NF-kB regula la
expresion de iINOS desencadenando diversas vias que producen especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno, caspasas y mevalonato (Yuste et al., 2015). Se ha observado que al
administrar de manera cronica NMDA aumentan los niveles de las citocinas proinflamatorias
IL1B y TNFa, de la proteina acido fibrilar glial (GFAP) y la iINOS en el cerebro de ratas
(Chang et al., 2008). Todos estos datos muestran que el aumento de la expresion de INOS
en el hipotalamo, hipocampo y cerebelo de los animales infectados no solo podria
participaer en el mecanismo que altera la permeabilidad de la barrera hematoencefalica,
sino que podria participar en el proceso de neuroinflamacién en conjunto con el aumento
de TNFa, IFNy e IL12 y causar excitotoxicidad y dafio oxidativo al liberarse ON y aumentar

la produccion de iINOS en el cerebro, por ende, causar muerte neuronal.

Finalmente, se midié la expresion de TGFp, IL10 e IL4 en hipotalamo, hipocampo y
cerebelo encontrandose un aumento significativo de IL10 solamente en el cerebelo. La IL10

es una molécula antiinflamatoria que mantiene en balance entre la pro y anti inflamacion.
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Las células Tregs son las principales productoras de IL10 (Wang et al., 2015). En un estudio
realizado, se observé que la supresion de células Tregs elimina la neurogenesis y provoca
dafno neurologico. A demas cuando se administran células Tregs en el ventriculo izquierdo
en el cerebro normal y con isquemia de ratones C57BL/6 aumenta el niumero de células
madre neurales (neural stem cells) en la zona subventricular lo que promueve la
neurogénesis y esto depende directamente de la produccion de IL10 (Wang et al., 2015).
Estos datos sugieren que el aumento de esta citocina en el cerebelo de los animales
infectados podria estar promoviendo la recuperacion del sitio dafado por la
neuroinflamacion causada por M. tuberculosis y en conjunto con la expresiéon de
TGFg limitar el desarrollo de dafno secundario al inhibir la inflamacion en el cerebro y por
ende reducir la muerte celular. En el caso de la IL4 se encontr6 que la expresidn génica de
esta citocina se comporté de manera similar a lo observado en la expresién de las citocinas
proinflamatorias, ya que la IL4 aumentd su expresion génica en el hipotalamo a partir del
dia 21 pos infeccién, mientras que en el hipocampo y en el cerebelo ésta citocina se
encuentra aumentada a partir del dia 1 post infeccion. La IL4 es una citocina
antiinflamatoria, sin embargo, se ha observado que esta citicina puede aumenatar la
respuesta inflamatoria una vez que el estimulo inflamatorio se establecio, es decir, tiene un
papel dual promoviendo la inflamacién o la antiinflamacion (Major et al., 2002). En este

trabajo la IL4 podria estar aumentando la expresién de las citocinas inflamatorias.
Cambios neuroquimicos

Los neurotransmisores son moléculas solubles secretadas por neuronas, se encuentran
presentes en las terminales presinapticas y pueden regular la actividad de neuronas
postsinapticas y de diversos érganos efectores, entre ellos los érganos linfoides primarios
y secundarios, que se encuentran altamente inervados por fibras nerviosas que no sélo
almacenan altos niveles de algunos neurotransmisores, sino que se encuentran también en
contacto directo, tanto con células presentadoras de antigeno como con linfocitos T vy
linfocitos B (Levite, 2008). Ademas, muchos neurotransmisores pueden unirse no sélo a
receptores especificos expresados en células del SNC y del sistema nerviosos periférico,
sino que pueden también unirse a receptores presentes en la membrana de distintas
poblaciones celulares inmunocompetentes y cuya expresion es regulada por citoquinas, los
neutransmisores mismos y otros factores (Levite, 2008; Reyes-Garcia y Garcia-Tamayo,
2009). En los linfocitos T, un neurotransmisor determinado podra activar o inhibir la

diferenciacion y/o funcion linfocitaria, dependiendo del estado de activacion celular, del

Caracterizacion de la respuesta inmunoldgica local en el Sistema Nervioso Central y su relacion con
anormalidades morfoldgicas, bioquimicas y conductuales durante tuberculosis pulmonar progresiva



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

subtipo de receptor expresado por el linfocito, de los niveles del neurotransmisor, de la
liberacion simultanea de otros neurotransmisores, de la presencia de un particular patrén
de citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento y, finalmente, de la subpoblacion

TCD4 o TCD8 que esta sufriendo los efectos del neurotransmisor (Levite, 2008).

En los ultimos afos se ha hecho evidente que la magnitud y naturaleza de la respuesta
inmune puede ser también regulada por neurotransmisores como dopamina, glutamato,
aceticolina, acido gamabutirico, norepinefrina/epinefrina y serotonina, liberados por el SNC
(Pacheco et al., 2009). Los hallazgos indican, ademas, que las células del sistema inmune
pueden expresar receptores para diversos neurotransmisores, entre los cuales se
encuentran: glutamato, dopamina, serotonina, acetilcolina, norepinefrina/epinefrina y acido
gamabutirico, proporcionando de esta manera, importante evidencia del papel
inmunomodulador de los neurotransmisores (Arreola et al., 2015; Arreola et al., 2016). Asi,
las catecolaminas, han sido implicadas en la regulacion, tanto de la inmunidad innata como
de la inmunidad adquirida, al modular la eficiencia de la presentacion antigénica por células
dendriticas, la expansion y diferenciacion de linfocitos, la migracion y trafico de las células
inmunocompetentes, la supresion de la respuesta inmune celular y la estimulacién de la
respuesta inmune humoral. Se ha descrito, ademas, que células del sistema inmune
pueden sintetizar y liberar neurotransmisores como acetilcolina, serotonina,

norepinefrina/epinefrina y dopamina (Arreola et al., 2015).

En el presente trabajo se analizé la cantidad de los neurotransmisores norepinefrina,
epinefrina, dopamina y serotonina totales en el hipotdlamo, hipocampo y cerebelo de los
animales infectados con TB y de controles sin infectar. En el hipotalamo se presenté una
disminucion de norepinefrina del dia 1 al 7 post infeccion; sin embargo, regresa a niveles
basales en el dia 14 post infeccién disminuyendo significativamente en la fase progresiva
de la enfermedad. La norepinefrina es una catecolamina primaria producida por el Sistema
Nervioso Simpatico y tiene efecto sobre las distintas células inmunes como los linfocitos T,
B y células NKs donde tiene un efecto inhibitorio o estimulante dependiento del tipo de
célula inmune, el estado de activacion de la célula, el tiempo de exposicion y la dosis
(Samuels y Szabadi, 2008). Este neurotransmisor por otro lado, también participa en
diversas funciones cognitivas, afectivas y conductuales (Benarroch, 2009). A demas de su
papel como neurotransmisor, la norepinefrina también tiene funciones anti inflamatorias y
antioxidativos, se ha observado que regula negativamente la transcripcion de genes

inflamatorios en los astrocitos y la microglia (Feinstein et al., 2002). EI aumento que
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encontramos en el dia 14 de infeccion podria deberse a que la norepinefrina regula
negativamente el incremento de las citocinas proinflamatorias en el hipotalamo, por lo que
la produccion de estas citocinas tienen su mayor auge a partir del dia 21 post infeccién en
esta regién del cerebro, cuando hay una disminucion en los niveles de norepinefrina y este
decremento del neurotransmisor estaria causando cambios en los procesos cognitivos,
afectivos, conductuales y en el establecimiento de la memoria y el aprendizaje de los
animales infectados al permitir el establecimiento del estado neuroinflamatorio observado
(Jardanhazi-Kurutz et al., 2011), lo cual es mas evidente en el hipocampo, donde se
presentd una disminucion completa de la norepinefrina desde el dia 1 post infeccién, lo cual
coincide con el aumento de citocinas inflamatorias en esta regién del cerebro, esta
disminucién en la norepinefrina podria deberse a la perdida de células en el Locus Ceruleus,
donde se produce la mayoria de esta catecolamina en el cerebro y es una de las principales
areas del SNC dafadas durante fenémenos de inflamacion (Anisman y Merali, 2003). Al
dafarse el Locus Ceruleus disminuye la norepinefrina que llega al hipocampo. Debido a lo
anterior, seria importante realizar posteriormente estudios histolégicos en el Locus Ceruleus
durante la infeccion con TB. Por otro lado, se ha observado que la disregulacion del sistema
noradrenérgico media algunos de los sintomas de la depresion, como déficit atencional,
dificultades de concentracion y de memoria, aislamiento social y estados de excitacion
(Ressler y Nemeroff, 1999). Los cambios que se presentaron en los niveles de norepinefrina
podrian ser un factor importante para el establecimiento de la conducta similar a la

depresion en los animales infectados con TB.

En el caso de la epinefrina en el hipotalamo se encontré una disminucién significativa los
dias 3,7, 21, 28, 60 y 120 post infeccidén con un pico de aumento significativo el dia 14 post
infeccion quizd debido al aumento de las citocinas inflamatorias, ya que tanto la
norepinefrina como la epinefrina regulan una respuesta antiinflamatoria que se produce en
el cerebro inducida por las citocinas periféricas (Pavon-Romero y Garcés-Alvarez, 2016).
En el hipocampo de los animales infectados se presenté una tendencia a aumentar en todos
los dias de infecciodn. La liberacidn de adrenalina se da principalmente en la corteza adrenal,
la produccion de catecolaminas, principalmente adrenalina se ha relacionado con la
adquisicion inicial de la memoria y en estados de estrés excesivos la liberacion de
adrenalina dafia el proceso de adquisicion de la memoria (Tank y Lee-Wong, 2015). El
aumento que observamos de epinefrina en el hipocampo e hipotalamo podria deberse a la

cantidad liberada en la periferia en respuesta al estado inflamatorio causado por la infeccién
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de M. tuberculosis, lo que genera dafo cognitivo principalmente en el hipocampo afectando

el establecimiento de la memoria en los animales infectados.

En el hipotalamo, hipocampo y cerebelo de los animales infectados se presenté una
disminucion significativa de dopamina en comparacién con los animales sanos. En el SNC
la neurotransmisién dopaminérgica ha sido asociada a funciones motoras, percepcion del
dolor, secrecion hormonal, motivacion y placer (Wise, 2008) y su desregulacion ha sido
relacionada a desérdenes neuroldgicos como la enfermedad de Parkinson (Hirsh y Hunot,
2009). Evidencia experimental muestra que las citocinas influyen en la sintesis, recaptura y
secrecién de la dopamina. Segun se observd en ratones que reciben IFNa se presenta una
disminucién de dopamina en el SNC, asociada con el estimulo de ON (Shuto et al.,1997).
Como se menciond anteriormente, la activacion de la microglia se asocia con un incremento
de la produccion de ON, lo que sugiere que la influencia de las citocinas inflamatorias podria
ser la responsable de la disminucion en disponibilidad de la dopamina en las tres regiones

estudiadas de los animales infectados (Pavon-Romero y Garcés-Alvarez, 2016).

La serotonina disminuyé significativamente en el hipotalamo de los animales infectados los
dias 1,3,7,14,60 y 120 y aumento significativamente los dias 21 y 28. En el hipocampo la
serotonina disminuy¢ significativamente los dias 1,3, 7 y 14 de infeccioén y regreso a niveles
basales los dias 21, 28, 60 y 120; mientras que en el cerebelo solo disminuyd
significativamente los dias 1,3 y 7 de infeccion regresando a niveles basales los demas dias
de infeccion. La disminucion que se da en los dias 1 al 14 y 60 y 120 podria ser causada
por el aumento de citocinas proinflamatorias que provocan el aumento de la actividad de
IDO lo que disminuye el triptéfano disponible como ya se citdé anteriormente y por ende
puede causar una conducta similar a la depresién y a la conducta de enfermedad en los
animales infectados con M. tuberculosis. Por otro lado, se ha observado que la respuesta
inmune a virus, hongos, parasitos y bacterias necesita de la serotonina. Se tiene evidencia
que al administrar inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina se presenta un efecto
antibacterial, principalmente en bacterias Gram negativas, y mas especificamente en M.
tuberculosis se ha observado que hay un aumento de TNFa y de la autofagia de macréfagos
infectados (Stanley et al., 2014); por lo que el aumento que se da de serotonina en los dias
21 y 28 podria participar en la respuesta inmune periférica inflamatoria contra la

micobacteria.
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Cambios conductules

Las alteraciones inmunoldgicas, histolégicas y en la producciéon de neurotransmisores
observadas en los ratones con TB pulmonar correlacionaron significativamente con
anormalidades conductuales. En efecto, los ratones BALB/c con infeccion pulmonar pero
no cerebral con M. tuberculosis mostraron conducta de enfermedad (“sickness behavior”) o
anodinia que se caracterizé por disminucion en el peso corporal y reduccion en la conducta
locomotora, como se ha reportado en ratones infectados con la cepa vacunal no virulenta
del Bacillus Calmette-Guerin (BCG) en ratones CD1 (Moreau et al., 2008), ratones
C57BL/6J (O’Connor et al., 2009; Rodriguez-Zas et al., 2015) y ratones BALB/c (Kelley et
al., 2013) que solo presentaron estas anormalidades asi como de comportamiento similar
a la depresion ( Nestler y Hyman, 2010) durante la primera semana de infeccién, como
consecuencia de administrarles micobacterias no patogénicas y que, por lo tanto, no
reproducen a la verdadera TB pulmonar. En comparacion, nuestros animales infectados
con la cepa viva y virulenta de M. tuberculosis H37RV mostraron pérdida de peso y durante
la etapa temprana de la enfermedad (primer mes) conducta de enfermedad, disminucion
significativa y progresiva de la actividad locomotora, los cuales se pueden relacionar con el
decremento de la dopamina en el cerebro de los animales infectados y con el aumento de
la expresién génica de las citocinas proinflamatorias y la muerte neuronal en el cerebelo,
cuya principal funcién es integrar las vias sensitivas y las vias motoras. El dafio en el
cerebelo se ha asociado en reportes de casos clinicos en humanos con lesion del cerebelo
a cambios en el estado de animo y la personalidad de los pacientes, que incluyen una
combinacion de pasividad y brusquedad en la respuesta emocional, asi como humor
inapropiado e impertinente. Autopsias de personas cuya causa de muerte fue el suicidio y
que muestran cuadros depresivos severos, presentan un cerebelo significadamente mas
pequefio que el de personas fallecidas por accidentes en automévil. Esto sugiere que la
integridad de las estructuras relacionadas con el control motor como el cerebelo es
importante para una adecuada funcién cognitiva y emocional (Schmahmann, 2002), debido
a lo cual los cambios observados en el déficit cognitivo de los animales infectados, el cual
fue progresivo respecto a la enfermedad, podrian relacionarse con el dafio causado por el
aumento de la inflamacion en el cerebelo y por la muerte neuronal en esta region del
cerebro. Este aumento en el dafio neurologico durante la TB pulmonar experimental
también podria estar relacionado con el aumento de la inflamacién causada por la sobre

activacion de la microglia en la parte caudal del hipocampo (Mckim et al., 2016).
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Drante la etapa avanzada o progresiva de la enfermedad (dia 28-120 post-infeccion) los
animales infectados con TB presentaron conducta similar a la depresion lo cual tuvo una
clara relacién con la disminucién de la concentracion de la epinefrina, de la serotonina y de
la dopamina cerebral edurante el curso de la enfermedad, ya que alteraciones en los
sistemas de neurotransmisién de estos neurotransmisores se han asociado con el
desarrollo de depresién, debido a modificaciones en la regulacién del eje HHA (Zandio et
al., 2002). Los cambios depresivos observados también se asociaron con la posible
acumulacion de metabolitos del triptéfano, como la kinurenina, debido a la actividad de la
IDO en el hipocampo y cerebelo, sin embargo, hace falta realizar mas estudios para

comprobar esto ultimo.

En la prueba de SAP se observé un aumento en la ansiedad en los animales infectados.
Existe evidencia de que el aumento de IL1 y TNFa en el cerebelo, hipocampo e hipotdlamo
de animales infectados con Plasmodium falciparum causa conducta de ansiedad (De
Miranda et al., 2011), asi como la administracién via intraperitonial de LPS (Yang et al,,
2016), algo similar podria estar sucediendo durante la infeccion con TB. El aument6 de
citocinas proinflamatorias en el hipocampo, la corteza frontal y el nucleo estriado ha sido
asociado con el establecimiento de ansiedad en ratas (Pawlak et al., 2005), nuestros
resultados, donde se observa un aumento de citocinas proinflamatorias en el hipocampo
durante la infeccion con TB podrian relacionarse con el desarrollo de conducta de ansiedad

en los animales infectados.

Por otro lado, la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo se vieron afectadas
durante la infeccion con TB. Existe evidencia cientifica que muestra que la sepsis causa
dafio en la memoria a corto plazo y a largo plazo (Semmler et al., 2007; Barichello et al.,
2007) debido a la activacién de la microglia y al aumento de citocinas proinflamatorias en
el hipocampo (Michels et al., 2015). Otros estudios muestran que animales coinfectados
con Toxocara canis y con Toxoplasma gondii presentan dafio en la memoria a corto plazo
(Queiroz et al., 2013; Correa et al., 2014). Todos estos datos sugieren que el aumento de
citocinas proinflamatorias en el hipocampo podrian participar en el dafo que se observa en
la memoria tan a corto como a largo plazo, al inducir muerte neuronal, como la que se
presentd en la regién C3 del hipocampo. En estudios posteriores, seria interesante
determinar si la activacién de la microglia participa en el establecimiento del estado
inflamatorio en el hipocampo durante el curso de TB pulmonar y si esto se relaciona con

muerte neuronal.
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9) CONCLUSION

En conclusién, nuestros resultados muestran que ratones BALB/c infectados por via
intratraqueal con micobacterias vivas y virulentas de la cepa H37Rv desarrollan TB
pulmonar sin infeccion cerebral y presentan en la etapa temprana conducta de enfermedad
(sickness behavior) la cual se caracterizé por pérdida de peso corporal y disminucion en la
actividad locomotora, también tuvieron cambios conductuales caracterizados por conducta
similar a la depresion, dafio cognitivo, perdida de la memoria a corto y largo plazo, asi como
conducta de ansiedad lo cual fue progresivo y se asocié con incremento significativo en la
expresion de citocinas proinflamatorias en el hipotalamo, hipocampo y cerebelo asi como
de las enzimas iINOS e IDO, la muerte neuronal particularmente en el hipocampo,
hipotalamo y cerebelo y las modificaciones en los neurotransmisores. Por lo tanto, la TB
pulmonar induce neuroinflamacion crénica que podria ser la causa de las alteraciones
significativas en funciones cerebrales como la memoria y conductuales como depresion y

ansiedad, sin que exista infeccién cerebral.
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