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- RESUMEN

El sistema inmuncldgice siempre ha sido estudiade de forma aislada, hasta
hace poco se vic que interactua con el sistema endocrino. El presente estudio
trata de demostrar que el sistema nervioso y en particular la porcidn autdnoma o
vegetativa es la encargada de comunicarse coh el sistema inmune.

El modelo experimental que utilizamos ya esta bien estudiado y tiene la
ventaja de tratarse de uno donde la infeccién por tuberculosis (TB) es pulmonar.
Se utiliza HPLC para determinar la cantidad de catecolaminas en pulmén, se
encontro que la norepinefrina y la serotonina muestran cambios en su
concentracién dependiendo e la fase de tuberculosis que se encuentra.

Posteriormente realizamos una simpatectomia guimica con é hidroxidopamina
{6CH) y analizamos morfometricamente la respuesta inflamatoria en los pulmones,
encontrandoc diferencias entre 1os grupos. Se realizaron curvasg de sobrevida.

Se realizaron pruebas de hipersensibilidad cada dia de sacrificio. Se pesaron
los tres distintos grupos come control internc.

Los grupes consisten en: A)ratcones con TB y 60H; B)ratones con TB ;¢

Clratones sanos.



INTRODUCCION

SITUACION MUNDIAL ACTUAL DE LA TUBERCULOSIS.
EL PROBLEMA DEL TRATAMIENTO FROLONGADO Y SU RELACION CON LA PATOGENIA DE
LA ENFERMEDAD.

La Organizacidén Mundial de la Salud ha declaradoc a la tuberculosis como
una emergencia mundial (1). Un tercio de la poblacién mundial esta infectada y
aunque solo el 5% de los sujetos infectados desarrollan la enfermedad activa
durante los primeros dos afics después de la infeccidn, esto representa 8
miliones de nuevos casos y tres millenes de fallecimientos por afic. La
expectativa a futuro es preocupante, pues se ha calculado gque para el afio 2000
el namerc de nueves casos sera de 5 millones con aproximadamente 4 millones de
defunciones por afic. El problema es aun mayor en paises en vias de desarrollo
como el nuestro, puesto que el intervalo de edad mas afectado es el de los 30 a
50 afics de edad, es decir durante la stapa mas productiva de la vida, esto
contrasta con lo reportade en los paises desarrollados, en donde el grupo de
edad mas afectado es después de los &0 afios de edad.

Una razén importante del fracaso actual en el control de la tuberculosis
es gue acn con el mejor régimen de tratamiento con antibiéticos, los
medicamentos deben de administrarse por lo menos durante 6 meses, lo cual es un
problema en paises en desarrollc come México, puesto gue ademis del alto costo
que esto representa, debido a los pocos conocimientos médicos que habitualmente
la poblacidn en general tiene, el tratamiento usualmente lo interrumpe el propio
paciente semanas después de haberle comenzado, como consecuencia del bienestar
gue el enfermo siente debido 2 la extensa destruccidén de bacilos tuberculoscs
producida por los antibidticos durante los primeros dias de su administracidn,
la consecuencia de la interrupcidn del tratamiento es la recidiva de la
enfermedad.

Existen dos razones interrelacionadas del porqué es necesaric un large
tratamiento con antibidticos. La primera es gue aungue la antibioticoterapia
destruye durante los primeros dias a una vasta cantidad de bacterias, gquedan
bacilos persistentes gue supuestamente no metabolizan los medicamentos y por lo
tanto no son destruidos por ellos (2). La otra razdén de la necesidad del
tratamiento prolongado es evitar la destruccidén tisular caracteristica de la
tuberculosis conocida como el Fendmeno de Koch, el cual es en nuestra opiniédn,
fundamental para entender la patogenia de la tuberculosis (2}.

Reberto Koch observd que 4-6 semanas después del establecimiento de la
infeccién en cobayos, la administracién intradérmica de bacterias completas
muertas por calor ¢ antigesnos obtenidos de filtrados de cultivoe producian
necrosis en el sitio de la inoculacidén y en los 6rganos en donde existieran
lesiones tuberculosas {3). Un fendmeno similar se puede observar también en
paclentes. En efecto, el sitio en donde se realiza la prueba de
intradermcreaccién (PPD} con frecuencia se necrosa en sujetes tuberculosos o que
recientemente tuvieron tuberculesis, lo cual no se observa en sujetos sanos PPD
positivos vacunados con BCG. El mismo Dr. Koch quiso explotar esta cobservacidn
derivada de sus estudios en animales de experimentacién, tratande enfermos
tuberculeosos con la inyeccién de grandes cantidades de antigencs de filtrados de
cultivo, lo cual produjo necrcsis en las lesiones tuberculosas. En el caso de la
tuberculesis limitada a la piel (lupus vulgar), las lesiones se necrosaron,
esfacelaron y cicatrizaron, por 1o que el procedimiento fue realmente curativo,
pero en el caso de las lesiocnes pulmonares u 6seas en las que también se produjo
extensa necrosis el resultado fue fatal, pues los pacientes sufrieron extenso
daflo tisular acompaflado de fiebre y un cuadro parecido al choque endotdxiceo (4),
debido a esto el tratamientc tuve que abandonarse.



En la tuberculosis existe por lo tanto una respuesta de proteccidn y
control de la enfermedad y otra respuesta relacionada con la progresién y dafio
tisular (necrosis) que conduce eventualmente a la muerte. En consecuencia, uno
de los objetivos fundamentales en la investigacién sobre la patogsnia de esta
enfermedad es identificar los factores inmunoldgicos gue caracterizan ambas
respuestas. Una vez caracterizados se podria reemplazar a los factores lesivos
por los protecteores o potenciar a los Gltimos, de tal manera que se pudiera
entonces disefiar tratamientos que coadyuvaran con la antibioticoterapia para
hacer esta mas corta y eficiente. Es esta, en nuestra opinién, un abcrdaje
sensato para el control de esta importante enfermedad infecciosa particularmente
en paises en desarrollc como el nuestro.

MECANISMOS INMUNOLOGICOS QUE PARTICIPAN EN LA PROTECCION Y DANO TIS&LAR E
TUBERCULOSIS. . !

La tuberculosis es una enfermedad infeccicsa crénica la cual afecta
primariamente a los pulmones vy produce alteracicnes profundas y de larga
evolucidn sobre el sistema inmunolégico (5). Interacciones entre las varias
poblaciones de células inmunccompetentes, particularmente linfocitos T y
macréfagos, caracterizan a la respuesta inmunolégica en contra de la
tuberculosis como la clisica respuesta de inmunidad celular (5). Los macréfagos
tienen un papel fundamental en eate tipo de respuesta, puesto que son las
células que fagocitan, destruyen y presentan antigenos a los linfocitos T.
Receptores especificos en la membrana celular de los linfocitos T se unen a
estos antigencs y responden produciendo citocinas, como el interferon gama {
INF), el cual en conjunto con octras citccinas y moléculas micobacterianas
inducen activacién macrofigica (5). El macrédfage activade es un elemento clave
en la inmunidad antimicobacteriana, dado gque destruyen a las bacterias vy las
células infectadas mas eficientemente. Ademds, el macrdfago también regula la
respueata inmunolégica a través de la secrecidn de citocinas especificas como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF), el cual en asociacidn con las citocinas
producidas por los linfocitos T cooperaderes de la clase 1 {Th-1) interisucina 2
(IL-Z) e INF son esenciales en la proteccidn contra el bacilec tuberculoso {6).
Ctra citocina macrofdgica importante en tuberculosis es la interleucina 1 (IL-
1), debido a gue induce la secrecidn y expresidén del receptor de IL-2 (7).
BAdemas, la IL~1 en sinergia con el TNF inducen la expresion de proteinas de fase
aguda hepaticas {B!, activan al eie hipotalamo-hipofisis—~adrenal (9%) e inducen
la formacidn de granulomas los cuales son el elemento histopatoldgico distintive
de la tuberculosis.

En conclusién, el patrén de respuesta gue se asccla a proteccidn en
tuberculosis es la respuesta o patrén de tipo 1, el cual esta representado por
las citocinas INF e 11-2 producidas por los linfocitos Th~1 y las citocinas IL-1
y TNF, en conjunto con los linfocitos T CD8 citoliticos {2).

Diversos estudios realizados en humaneos y en animales de experimentacidn
han demostrado gue en tuberculosis el balance de citocinas producidas por las
células Th-1 {IL-2, INF} y las Th-2Z {il-4, IL-10} estan relacicnadas con ia
inmunopatogénesis de la tuberculosis (2}. En efecto , las células Th-l son
protectoras por lo expuesto anteriormente, mientras gue las Th-2 se relacionan
con la progresidn v cronicidad de la enfermedad, debido a que el patrdn de
citocinas gue ellas producen desvian la respuesta hacla la inmunidad humoral y
suprimen a la respuesta de inmunidad celular {2). Mas aun , 2l TNF que en
asociacién a TL-2 e INF es un factor cruclal en proteccién, se convierte en un
factor inductor de necrosis cuande se encuentra en un contexto de citocinas
mixto Th-1+Th-~2 con predominio de Th-Z (10}, 1o cual constituye aparentemente la
base inmunopatogénica del fendmeno de Koch.

é‘;)



CARACTERIZACION DE LAS ALTERACIONES INMUNOPATOLOGICAS DE LA TUBERCULOSIS
PULMONAR. EL MODELO EXPERIMENTAL.

En general, los modelos experimentales descritos han usade rutas no
naturales de infeccidn {intraperitoneal, intravenosa) y bacterias no virulentas.
En consecuencia, los resultados cbtenidos no necesariamente representan los
eventos inmunopatoldgicos reales que se presentan durante el curso de la
enfermedad. Por estos motlvos vy tomando en cuenta gue la tubercnlosis es una
enfermedad primeramente pulmonar, hemos disefiado un modelo experimental de
tuberculosis pulmonar por medic de la inveccidn intratragueal de micobacterias
vivas y virulentas en ratones singénicos Balb/c (8,8,11, 12).

El estudio histopatolégico, inmunolégico y melecular mostrd claramente dos
fages en la evolucidn de la enfermedad. Lz primera, es una fase aguda ©
temprana, la cual corresponde al primer mes de infeccidn y se caracterizd por la
presencia de inflamacidn mononuclear en el compartimiento intersticial,
perivascular y peribronguial con granulomas cuya formacidn empezd a las 2
semanas de infeccidn. En coexistencia con estos cambios histolégicos se obsexrvd
un patrén predominante de citocinas tipo 1, lo cual permitié el control temporal
de la enfermedad. Posteriormente, desde el primerc y hasta el cuarto mes de
infeccidn, el estudioc histopatolégico mostré cambios indicativos de agravamiento
{neumonia progresiva y necrosis) en coexistencia con un balance de citocinas
mixto Th-14Th-2, disminucién de la produccidén de IL-1 y TINF e intensa anergia de
la inmunidad celular (11,12). Experimentalmente hemos demostrado gue el patrdn
mixto Th-14Th-2 de citocinas es caracteristico de la tuberculosis avanzada v
asta directamente relacionado con la destruccidn tisular, progresién de la
enfermedad y muerte (13). Resulta por lo tanto fundamental en el conocimiento de
la patogenia de la tuberculosis, caracterizar los factores gue producen este
desbalance del patrdn de citoginas, puesto que su reversidn permitiria el
control de la progresién de la enfermedad.

FACTORES QUE DESEQUILIBRAN LA RESPUESTA PROTECTORA EN TUBERCULOSIS

Existen varios factores que parecen participar en la conversién del patrdn
de citocinas tipo 1 protector en tuberculosis al patrdn tipo Z relacionado con
la progresidn de laz enfermedad. Algunos de los factores mejor caracterizados son
por ejemplo la carga antigénica. En efecto, la sensibilizacidn en animales de
experimentacidn con pequefias dosis de micobacterias sapréfitas genera un patrén
de citocinas tipo 1 el cual protege a los animales de la infeccidén. Por el
contrario, la sensibilizacidén con altas dosis del misme antigeno micobacteriano
induce el establecimiento de un patrdén mixto Th-1/Th-2 lo cual permite gue la
enfermedad progrese rapidamente y se produzca necrosis (13,10). Alteraciones
inmunoendocrinolégicas, especificamente en la funcidn del eje hipotalamo-
hipofisis~adrenal que se presentan en el curso de la evolucidén de la enfermedad,
también se relacionan al desbalance en el patrdén de citocinas (9).
Interesantemente, la restitucidn exdgena de hormonas adrenales en la fase
avanzada de la enfermedad restituye parcialmente el desbalance inmunolédgico con
el consecuente mejoramiento significativo en la scbrevida y extensién de dafio
tisular {1l4)}. Si desde el inicio de la infeccidn se administran hormonas
adrenales promotoras de las células Th-1, la funcidn de estas células ez mayor y
por mas tiempo, lo cual también repercute en un significativo mejoramiento en la
sobrevida al disminuir la carga bacilar (15). Otre factor potencialmente
importante en la induccidn de este desbalance es el exceso de produccidn de
prostaglandina EZ (PGEZ), puestc que este tipo de mediador inflamatoric es un
potente inductor los linfocitos Th-2 y ademas se produce en grandes cantidades
en el pulmdn (i6).



Un factor mas gque pudiera tener influencia en el desbalance Th-~1/Th-2 es
la inervacién y actividad local pulmonar del sistema nerviosc vegetativo (SNV).
La respuesta inmune puede ser modulada por la inervacidn de la rama simpética
del SNV {17). Estudios histolbdgicos han mostrado claramente la presencia de
nervios con terminaciones sindpticas { deteccidn de tirosina hidroxilasa)
cercanas a células del sistema inmune en diversos drganos linfoides (18), estas
fibras nerviocsas liberan noradrenalina, el neurotransmisor esenclal de la rama
‘simpatica del 8NV.

LA INFLUENCIA DEL SISTEMAR NERVIOSO VEGETATIVC EN EL CONTROL DEL BATLANCE DE
CITCCINAS Th-1/Th-2. '

El SNV se divide en rame simpédtica y parasimpitica, las cuales en general
ejercen acciones opuestas en diferentes bdrganos. Las catecolaminas (adrenalina’,
noradrenalina) son los agonistas de 1a rame simpdtica, mientras que la
acetilcolina lo es del parasimpatico. Las catecolaminas estén constituidas por
un grupo catecol y un grupo amino. La epinefrina actda primariamente como una
hormona y la norepinefrina es un neurotransmisor tanto central como periférico.
Ambos neurotransmisores se unen a receptores especificos (receptores
adrenérgicos) . Existen cuando menos 4 receptores diferentes: alfa 1 y 2, beta 1
vy 2, alguno de los cuales exizsten en la membrana de los linfocitos.

Unos estudios con radloligandos han mostrade gue la densidad de los
receptores adrenérgicos en la membrana de los linfocitos varia dependiendo del
subtipo celular. Los linfocitos B tienen mds receptores adrenérgicos gque los T,
interesantemente en clonas de linfocites Th-2 se encentraron receptores
adrenérgicos , pero no se pudieron encontrar en Th-1{19).



HIPOTESIS

Nuestra hipétesis es que en la tuberculosis avanzada existe una mayor
actividad adrenérgica en el pulmén y que esto influye activando y estimulando
preferencialmente a los linfocitos Th-2, con lo cual el SNV a través de su rama
simpatica contribuye fomentando el desbalance de citocinas que producen la
progresién de la enfermedad.

Lz hipbtesis nula seria que la actividad adrénergica no tenga infldéncia

sobre la respuesta de los linfocitos en la tuberculosis. La hipétesis alterna

seria que la actividad adrenérgica inhiba la actividad de los linfocitos Th~1 en

la etapa crénica.



METODOLOGIA
BACTERIAS Y ANTIGENOS

La cepa virulenta de micobacterium tuberculosis H3ITRv se cultivard en el
medio liquido de Proskauer y Beck modificado por Youmans (20}. Después de 4
semanas de cultivo, las colonias bacterianas se separaran y suspenderan en
amortiguador de fosfatos salinos PBS con tween 80 al 0.05%. Las bacterias se
disgregarén por agitacién con perlas de vidrio estériles durante 10 minutos. La
suspensidén celular se centrifugard por un minute a 360g para eliminar los grumos
bacterianos grandes. Pusteriormente los bacilos se contardn por medio de frotis
obtenidos al extender una alicuota del scbrenadante scbre un portacbjetos de una
proporcién conocida entre volumen y 4rea, de 10° x 100ul de amortiguador, se
alicuotearan y congelaran a -70° hasta su uso. Los antigencs micobacterianos
para los estudios inmunolégicos se obtendran por filtracidn {whatman no 3, 1.2,
£.45 y 0.22u consecutivamente) y precipitacidén con sulfato de amonio al 2%0% del
misme medio de cultive (21).

MODELO EXPERIMENTAL

Ratones singénicos machos de 6 a & semanas de edad se les inyectara
intratraquealmente 10° micobacterias vivas y virulentas de la cepa B37Rv. Los
ratones anestesiados por la administracidn intraperitoneal de pentobarbital
s&édico (58mg/kg de peso), la piel y tejidos blandos de la cara anterior del
cuello se disecan hasta descubrir la traquea, & través de la cual se inyecta PBS
con las bacterias previamente disgregadas y después de confirmar su viabilidad
con la transformacidn metabdiica de acetato de flucresceina de acuerdo al método
previamente publicado (22). La piel se sutura con hilo de algeddn estéril, los
animales se mantienen en posicidn vertical por 15 minutos, posteriormente grupos
de 5 ratones se confinan en cajas de acrilice tapadas con micreoaisladores.

Todos los experimentos que involucran el manejo de M, tuberculosis,
sacrificic de animales infectados con toma de muestras es realizado en campana
de seguridad biocldgica, bajo estrictas condiciones de bioseguridad y de acuerdo
al reglamento ya establecido por las autoridades del bioterioc en conjunto con el
Comite de Investigacién en animales.

METODOLOGIA MORFOLOGICZ

Grupos de 10 ratones en 2 experimentos diferentes se sacrificaran por
exsanguineacidn después de anestesia con pentcbarbital sédico en los dias
1,3,7,14,21,28,40 después de la inyeccidn intratragueal de M. tuberculosis,
inmediatamente después se expondrd quirtGrgicamente la traguea a través de ls
cual se perfundiran los pulmones con alcohol etilico absolute (23,24). Los
pulmones asi fijados se cortaridn sagitalmente y se incluirédn en parafina. Se
obtendran cortes histoldgicos tefiidos con HyE en los cudles se realizard el
anidlisis histolégico y morfométrico por medio de la determinacidn en micras
cuadradas de la inflamacidn perivascular, peribronguial e intersticial, asi comc
el tamafic de los granulomas y el porcentalie de afeccidn neumdénica con la
utilizacidén del analizador de imdgenes Zidas de Carl Zeiss y el Leica Qwin.



METODOLOGIA PRUEBA DE SENSIBILIDAD

Un dia previo al sacrificio se mide el grosor del cojinente plantar del
raton y se inyecta 40 pl de sobrenadante del cultivo de micobacteria, gque se
encuentra a una concentracidén de 1 yg en 2 ul. A las 24 horas se mide de nuevo
el grosor del codiinete plantar. Se resta la medicién final menos la inicial, se
promedia y se obtiene un resultado en micras. Esta prueba es un simil de la
prueba PPD.

METODOLOGIA DE CROMATOGRAFIA

Para analizar noradrenalina con deteccidn electroguimlica se siguid la
técnica descrita por Saligaut et al (30). Que consiste en homogenizar el tejido
en una solucién antioxidante para evitar la oxidacidén de las catecolaminas
{acido perclérico con metabisulfito de Sodio), esta solucién se coloca en el
cromatdégrafo que tiene una fase liquida la cual es inyectada a traves de
electrodos a alta presidn. Estos electrodos detectan cambios en la polaridad y
mediante estos cambics detectan componentes gquimicos. El aparato es calibrado
con soluciones de norepinefrina, dopamina y serotonina a distintas
concentracicnas predeterminadas, se realiza una correlacién lineal y se calculan
las concentraciones en el tejido.

ESTUDIO DE MANIPULACION FARMACOLOGICA

Dado gue las células del sistema inmune reciben inervacidr simpatica y
gue las catecolaminas son capaces de modular la respuesta inmunoldgica, la
eliminacién de la aferenpcia simpatica puede ser un procedimiento atil para
evaluar la actividad del sistema nervioso sobre el inmunoldgiceo. La
simpatectomia puede realizarse de diferentes maneras, por ejemplo en excisidn
quirtrgica de la inervacién adrenérgica en un 6rgano especlal, sin embargs éste
es un método poco practico debido a la respuesta inmunosupresora inducida por el
stress quirtrgico. Una técnica mas practica y atil es la simpatectomia guimica
la cuil consiste en destruir las terminaciones nerviosas adrenérgicas madiante
la administracidn de 6-0HDA la cuidl es una neurctoxina gue destruye
selectivamente las terminaciones nervigsas noradrenérgicas, sin destruir los
somas neuxcnales (27). Estec se logra mediante la administracidén intraperitoneal
de 6-Hidroxidopamina hidrobromada a razén de 100mg/kg de peso del ratédn, diluido
en lml de sol salina {(29).

Se realizaran dos experimentos por separado en los cuales se contard con 3
grupos experimentales:
Grupo 1: Animales se les inyectard via intraperitoneal 100mg/kg de 6&-0OHDA,
semanalimente para mantener la simpatectomia. Con esta dosis de 6-OHDA se ha
demostradc gue se produce denervacidn hasta en un 90% (28,29). Una vez pasada la
fase simpaticomimetica se procede a inocular quince dias después de la primera
dosis de &-~0QHDA.
Grupo 2: Animales se les inyectard via intraperitoneal semanalmente dosis de el
vehiculo (sclucidén salina con &cido ascorbico) de la 6-0HDA como control.
Seran inoculados quince dias después de la primera cdosis. En estos experimentos
se reallzaran las determinaciones descritas previamente.
Grupo 3: Animales control que serdn inyectados igual que el grupe 2 sin ser
infectados, pero se realiza ia tragueostomia.

Se realizaran curvas de morfometria, control de pesos y pruebas de
hipersensibiiidad.



RESULTADOS

Como estudio piloto se realirzaron anélisis de noradrenalina , dopamina y
serotonina en homogeneizados pulmonares a traves de EPLC.

Se encontraron cantidades considerables de las tres distintas
catecclaminas en los pulmones con TB.

Se finalizo la primera fase con la determinacidén de catecolaminas de
ratones con tuberculosis tanto en fase aguda como crdnica.
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De las tres sustancias que se midieron las que presentarcn cambios
interesantes, son la norepinefrina y la serotonina. La dopamina no muestra
cambios durantes las distintas fases de la TB.

La norepinefrina (NE) presenta un picc el dia 28 gue es cuando se observa
el cambio de fase TH1 a TH2.

La serotonina muestra un pico el dia 7 gue es cuando esta en decremento la
respuesta inflamatoria.

Se inicio el segundc experimento ya con ratones simpatectomizados versus
ratones con tuberculosis.
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Se realizaron pruebas de sensibilidad para cada dia de sacrificio

Prueba de Sensibilidad
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Se realizaron pruebas de hipersensibilidad en ratones simpatectomizados y
se observa que sobre todo en la fase aguda hay una mayor respuesta en los
ratones simpatectomizados.

El andlizis morfoldgiceo consistid en medir a traves del programa Qleica
las Areas de inflamecién perivenulares, peribronguiales e intersticilales.

Area perivenular

Rl comparar las Aareas perivenulares se puede ver donde hay flecha gue las
diferencias son significativas los dias 1,3,21 y 64.



Se compararon los 10 ratcones por cada grupc y dia de sacrificic. 2
continuacidn se muestra la grafica del &rea peribronguial.
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Se observa gue en 10s dias donde hay una linea no hay diferencias
significativas cuando se realiza una prueba “T”.

Los dias restantes en cuanto respecta al area peribronguial se observa
diferencias bicldgicamente y estadisticamente significativas.

El &rea intersticial presenta una mayor respuesta inflamatcria lo que
ceincide con la prueba de hipersensibilidad



Area Intersticlal

Se midieron tres areas intersticiales en c¢ada pulmdén y aunque la
celularidad del infiltrado camblia, siendo en un inicio una mezcla de linfocitos
y polimorfonucleares, luego desaparecen los polimorfonucleares y se empleza a
observa un infiltrado con macréfagos, esto sucede alrededor del dia 14 y para el
dia 21 los macrbéfagos se opserva espumogoes y se empiezan a formar los
granulomas.

Ndimero de Granulomas




Se observa gue los ratones simpatectomizados forman un menor nimerce de
granulomas. Se realizd la medicidn del &rea de granuloma, perc no se encontraron

diferencias significativas.

Curva de sobrevida

Ratones
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Se trato de definir si la mortalidad en los grupos era diferente y no se

encontraron diferencias entre los tuberculesos y los simpatectomizados

Debido a la dificultad gue presenta demestrar la simpatectomia guimica,
los ratones en su mayoria presentan cambios conductuales e inmediatamente

después de la inyeccién con 60H se observa piloereccidn.

Se decidid medir los pesos como una medida indirecta de los canbios
conductuales como son perdida de apetito. Otra posibilidad era la mediciodn de
frecuencia cardiaca perc este parametro cambig con la mera manipulacidén del

animal.

Los pesos se midieron a partir de la primera inyecclén, y se continuc cada
semana, pesando un promedio de 50 ratones por grupo. Se suspendid el pesaie
debido a que las diferencias al mes de infeccidn ya no eran significativas.
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Se puede apreciar gque durante la primera semana los ratones
simpatectomizados pierden peso, pero lo recuperan durante la semana posterior.
Encontrandc que para el dia cero que significa el dia de incculacidén con TB ya
no encontramos diferencias significativas entre los grupos v estc se mantiene

durante el primer mes de infecciédn.
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DISCUSION

Los resultados presentados en esta tesis muestran primero gque con el
andlisis por HPLC de los pulmones con TB se observan cambios en las
concentraciones de norepinefrina y serotonina. Estos cambios tienen gue ser
comparados con ratones sancs y con ratones simpatectomizados, pero lo dque se
puede definir es que hay dos picos importantes, uno el dia 7, gque es cuando
todos los pardmetros morfométricos se encuentran en su punto mas bajo. Otro dia
importante es el 28 que por lo general se asocia con el cambio de fase THI a TH2
Yy €8 en este dia donde se observa el mayor pico de norepinefrina,

La pruebea de sensibilidad se realiza en el cojinete plantar del raton y es
un simil de la prueba de PPD. Se observa gue sobre todo en la fase aguda hay una
mayor respuesta en los animales siﬁpatectomizados,

Los dates morfométrices confirman esta tendencia, aungue no es clarc en
todos los compartimientos analizades, se puede afirmar que en general hay una
mayor &rea inflamatoria en los animales con 60H. Esto es muy evidente cuando
observamos la gréfica de Area intersticial.

El experimento no esta disefiado para definir sobrevida, debido a los
sacrificios programados, pero lo que se grafico fueron los primeros 10 ratones
balb-c que se murieran en cada grupc. Cbservamos gue no hay diferencias entre el
grupo de tuberculosos y simpatectomizados.

La medicidn del peso se lleva acabo de forma convencional para administrar
la dosis correcta de 60H o la cantidad adecuada de vehiculeo (vitamina C). Como
era de esperar los ratones simpatectomizados bajarcn de peso durante la primera

semana.

Lo gue no se esperaba era que recuperaran el peso y sobre todo de manera
tan acelerada, la recuperacidn de peso mas llamativa es durante la segunda
semana, antes de inocularlos con TB. A pesar de la recuperacidn de peso los
ratones simpatectomizades mantienen un déficit de peso durante la mayor parte
del experimento, aunque este déficit ne sea estadisticamente significativo al

compararle conta los otros grupos con ANOVA.
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