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Hay una terrible enfermedad que prepara a su
victima, por asi decirlo, para la muerte. Quelo
refina tanto en su aspecto mds grosero, y arroja
alrededor de miradas familiares indicios
sobrenaturales del cambio que se avecina. Una
terrible enfermedad, enla que la lucha entre el
alma y el cuerpo es tan gradual, tranquila y
solemne, y el resultado tan seguro, que dia a dia,
y grano a grano, la parte mortal se desgasta y se
marchita, de modo que el espiritu se vuelve
ligero y sanguineo con un destello luminoso y,
sintiendo la inmortalidad en la mano, lo
considera como un nuevo téermino de la vida
mortal. Una enfermedad enla que la muerteyla
vida estan tan extranamente mezcladas, que la
muerte toma el brillo y el matiz dela vida, yla
vida la forma demacrada y espantosa de la
muerte. Una enfermedad que la medicina nunca
curaba, la riqueza nunca evitaba, o la pobreza
podia jactarse de estar exenta; que a veces se
mueve a pasos agigantados, y a veces a un ritmo
lento y tardio, pero, lento o rapido, es siempre
sequra y certera.
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Abstract

Tuberculosis is an important infectious disease and a public health problem. The organs
most frequently affected by tuberculosis are the lungs; despite this, it has been reported
that tuberculosis patients suffer from depression and anxiety that have been attributed to
social factors such as perception of illness severity, social stigma, poverty, social isolation,
and habits like alcoholism, smoking and drug addiction. Previously in our laboratory, we
observed that the extensive pulmonary inflammation characteristic of tuberculosis with
high cytokine production induces neuroinflammation and behavioural abnormalities in
the absence of brain infection. In the present work, we observed that this was related to
an increase in the levels of p38 and JNK, and neuronal death and neurodegeneration.
Therefore, then we aimed to reduce the neuroinflammation and avoid the psycho-
affective disorders shown during pulmonary tuberculosis. Glucocorticoids are the first-
line treatment for neuroinflammation; however, their systemic administration generates
various side effects, mostly aggravating pulmonary tuberculosis due to
immunosuppression of cellular immunity. Intranasal administration is a route that
allows drugs to be released directly into the brain through the olfactory nerve, reducing
their doses and side effects. Compound A (CpdA) is a selective glucocorticoid receptor
activator, which retains the therapeutic potential of glucocorticoids, but with fewer
adverse effects. Curcumin is a natural product with antioxidant, anti-inflammatory and
antibacterial activities. In the present work, dexamethasone’s intranasal administration
was evaluated in BALB/c mice infected with drug-sensitive mycobacteria (strain H37Rv)
comparing three different doses (0.05, 0.25 and 2.5 mg/kg BW) on lung disease evolution,
neuroinflammation and behavioural alterations. Low doses of dexamethasone
significantly decreased neuroinflammation, improving behavioural status without
aggravating lung disease. The results obtained in this experimental study demonstrated
the effectiveness of low doses of glucocorticoids intranasal administration as a new
therapy to control neuroinflammation in chronic infectious diseases, such as pulmonary
tuberculosis. When evaluating the effect of intranasal treatment with CpdA on
pulmonary tuberculosis, we observed an increase in the bacillary load in the lung and in
the brain and a decrease in the survival of the animals, so it was no longer used to treat
neuroinflammation. Furthermore, using a TB mice model, we evaluated curcumin's effect
on mycobacteria's growth control and the anti-inflammatory effect in the brain. The
results have shown that curcumin decreased lung bacilli load and pneumonia and

improved the survival of infected animals. Finally, curcumin significantly decreased
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neuroinflammation, and increased the nuclear factor erythroid 2-related to factor 2 and
the brain-derived neurotrophic factor levels, improving behavioural status. These results
suggest that curcumin has a bactericidal effect and can control pulmonary mycobacterial
infection and reduce neuroinflammation. It seems that curcumin has a promising

potential as adjuvant therapy in tuberculosis treatment.
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Resumen

La tuberculosis es una importante enfermedad infecciosa y un problema de salud publica
actual. Los 6rganos mas frecuentemente afectados por la tuberculosis son los pulmones;
aunado a esto, se ha documentado que los pacientes con tuberculosis sufren de depresion
y ansiedad, padecimientos que se han atribuido a factores sociales, como el estigma
social, la pobreza, el aislamiento social, la percepcion de la severidad de la enfermedad y
hébitos como el alcoholismo, el tabaquismo y drogadicciéon. Previamente, en nuestro
laboratorio observamos que la extensa inflamacion pulmonar caracteristica de la
tuberculosis induce neuroinflamacion y anomalias conductuales en ausencia de infeccion
cerebral. En el presente trabajo observamos que esto estaba relacionado con un aumento
en los niveles de p38 y JNK, y muerte neuronal y neurodegeneracion. Debibido a esto,
posteriormente evaluamos tres diferentes estrategias experimentales para disminuir la
neuroinflamacion y evitar los trastornos conductuales que se presentan en un modelo
murino de tuberculosis pulmonar experimental. Los glucocorticoides son el tratamiento
de primera linea para la neuroinflamacién; sin embargo, su administracion sistémica
genera diversos efectos secundarios, principalmente el agravamiento de la tuberculosis
pulmonar por inmunosupresion de la inmunidad celular. La administracion intranasal
es una via que permite liberar los fdrmacos directamente en el Sistema Nervioso Central
a través del nervio olfativo, reduciendo sus dosis y efectos secundarios. El compuesto A
(CpdA) es un activador selectivo del receptor de glucocorticoides, que conserva el
potencial terapéutico de los glucocorticoides, pero con menos efectos adversos. La
curcumina es un producto natural con actividades antioxidantes, antiinflamatorias y
antibacterianas. En el presente trabajo se evalué la administracién intranasal de
dexametasona en ratones BALB/c infectados con Mycobacterium tuberculosis sensible a
farmacos (cepa H37Rv) comparando tres dosis diferentes (0.05, 0.25 y 2.5 mg/kg de peso
corporal) sobre la evolucién de la enfermedad pulmonar, la neuroinflamacién y las
alteraciones conductuales. Las dosis bajas de dexametasona administradas de forma
intranasal redujeron significativamente la neuroinflamacion, mejorando el estado
conductual sin agravar la enfermedad pulmonar de los animales. Los resultados
obtenidos en este estudio indican la efectividad de la administracion de dosis bajas de
glucocorticoides de manera intranasal como una nueva terapia para controlar la
neuroinflamacién en enfermedades infecciosas crénicas, como la tuberculosis pulmonar.
Al evaluar el efecto del tratamiento intranasal con CpdA sobre la tuberculosis pulmonar

observamos aumento de carga bacilar en el pulmén y en el cerebro y una disminucion de
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la supervivencia de los animales, por lo que ya no se utilizd para tratar la
neuroinflamacion. Por otro lado, evaluamos el efecto de la curcumina en el control del
crecimiento de micobacterias y el efecto antiinflamatorio en el Sistema Nervioso Central
en el mismo modelo experimental. Los resultados mostraron que el tratamiento con
curcumina disminuy¢ la carga de bacilar en el pulmon y el area afectada por neumonia
y mejord la supervivencia de los animales infectados. Finalmente, la curcumina
disminuy6 significativamente la neuroinflamacion, aument6 los niveles del factor
nuclear Nrf2 y el factor neurotréfico BDNF, mejorando el estado conductual de los
animales infectados. Estos resultados sugieren que la curcumina tiene un efecto

bactericida y puede controlar la infeccion micobacteriana pulmonar y reducir la

neuroinflamacion.

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina XI



CAPITULO 1

INTRODUCCION




Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

I. INTRODUCCION
1. TUBERCULOSIS

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada principalmente por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis, un patéogeno que afecta los pulmones, lo que lleva al
desarrollo de TB pulmonar. Ademas, todos los demds érganos y tejidos, incluidos los
ganglios linfaticos, el cerebro, los rifiones y la columna vertebral, pueden verse afectados
(Rahlwes et al., 2023). La TB es de gran importancia para la humanidad por la magnitud
de la morbilidad y la mortalidad que ha generado desde el comienzo de la civilizacion
humana (Migliori et al., 2022). La TB es la principal causa de muerte en la historia de la
humanidad. Se estima que ha causado 1.000.000.000 de muertes en los tultimos 200 afios
(Cardona et al., 2022).

Es una infeccion granulomatosa cronica, a menudo asociada con una condicion médica
subyacente, como desnutriciéon, cancer, diabetes, dafo renal, el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o coinfecciones virales como coronavirus. Se
presenta en adultos y nifios. Los nifilos menores de 5 afios tienen un alto riesgo de
progresién de la enfermedad (Rahlwes et al., 2023). Es una enfermedad con alta
prevalencia en paises de bajos y medianos ingresos y la mortalidad por TB se concentra
en los nifios, con el 80% de las muertes por TB infantil en menores de 5 afios (Holmberg
et al., 2019).

La TB es causada por bacterias del Complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), en
particular M. tuberculosis y M. africanum. El origen de contagio son los individuos con TB
activa, que expulsan micobacterias en sus secreciones respiratorias (Gonzalez-Martin,
2014).

1.1 Agente causal

1.1.1 Género Mycobacterium

El agente etiologico de la TB fue descrito en 1882 por el aleman Robert Koch y lo designo
Tuberkelbazillus (Grange, 2009). Posteriormente, fue nombrado M. tuberculosis en 1896 por
Lehmann y Neumann (Grange, 2009). El orden de los Actinomycetales incluye la familia
Moycobacteriaceae, ~Actinomycetaceae, ~Streptomycetaceae 'y Nocardiaceae. La familia
Mycobacteriaceae contiene el género Mycobacterium. El género Mycobacterium alberga un
total de 169 especies distintas, se divide en tres grupos principales que son el MTBC, M.

leprae y micobacterias no tuberculosas (NTM) (Dorronsoro et al., 2007). Las bacterias
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pertenecientes al género Mycobacterium son bacilos aerobios con crecimiento lineal o
ramificado (Gonzalez-Martin, 2014). Mycobacterium significa hongo-bacteria debido a la
apariencia de los cultivos, que asemejan a los hongos. En su morfologia, cuentan con una
pared celular de naturaleza lipidica que contiene lipidos y glucolipidos, como el acido
micolico; los cuales les confieren acidorresistencia, es decir, la capacidad para retener
colorantes después del tratamiento con acido y alcohol (Grange, 2009). Los lipidos de la
pared celular comprenden el 40 % de la masa total de la célula (Koch & Mizrahi, 2018).

1.1.2 Complejo Mycobacterium Tuberculosis

El MTBC lo forman un grupo de micobacterias con >95% de homologia en su DNA. Esta
compuesto por M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M. canetii, M. pinnipedii,
M. caprae, M. orygis y M. mungi. Es probable que todos los miembros modernos del
complejo M. tuberculosis hayan evolucionado a partir de un ancestro comdn hace 15.000-
20.000 afios (Kanabalan et al., 2021). En el Cuadro 1 se muestra una descripcion general

de las caracteristicas de los miembros de MTBC (Kanabalan ef al., 2021).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los miembros del MTBC, los cuales afectan a una variedad alta de

anfitriones (Kanabalan et al., 2021).

Especie MTBC

Caracteristica

M. tuberculosis

Especie mas comun.
Infecta a mas de 1/4 de la poblaciéon humana.
Capaz de infectar animales que estdn en contacto con humanos

M. canettii Estrecha relacion con M. tuberculosis.
M. africanum También puede causar TB humana.
Generalmente aislada de pacientes africanos
M. bovis Muestra el espectro mas amplio de infeccién del anfitrion.

M. bovis var BCG

Afecta a cabras domésticas o salvajes, bovinos y humanos.

Forma mutante seleccionada de M. bovis en laboratorio.
Unica vacuna utilizada para la prevencion de la TB durante la
primera infancia

M. caprae Aislada de cabras.

M. microti Patégeno de roedores.
Generalmente aislado de topillos (roedores del género Microtus
o géneros relacionados).
Puede provocar enfermedad, especialmente en pacientes
humanos inmunodeprimidos.

M. pinnipedii Infecta focas.

M. mungi El agente causante de la TB en la mangosta anillada (Mungo
Mungo).

M. orygis Afecta a los mamiferos mas grandes, como los antilopes, el

antilope acuatico, los orixes y las gacelas del continente africano.
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1.1.3 Mpycobacterium Tuberculosis

M. tuberculosis es el agente etiologico de la TB en humanos, es una bacteria intracelular
facultativa de crecimiento lento, aerobio obligado; que infecta células fagociticas,
incluidos macréfagos y neutrofilos. M. tuberculosis es una bacteria no gram-positiva ni
gram-negativa, es acidorresistente identificable por tincién de Ziehl-Neelsen (Figura 1)
(Koch & Mizrahi, 2018). Aproximadamente el 10% del genoma comprende genes de las
familias Prolina-Acido Glutamico (PE) y Prolina-Prolina-Acido Glutamico (PPE) que
codifican antigenos implicados en la evasion inmunitaria y la inmunopatogénesis. M.
tuberculosis evita la eliminacion por los macroéfagos deteniendo el proceso de activacion
de los macroéfagos (Koch & Mizrahi, 2018).

Taxonomia y clasificacion
Reino: Bacteria
Filo: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Suborden: Corynebacterineae
Familia: Mycobacteriaceae
Genero: Mycobacterium

Especie: Mycobacterium tuberculosis

Figura 1. Taxonomia y clasificacion de Mycobacterium tuberculosis. M. tuberculosis, el agente causal de la TB
en humanos, pertenece al género Mycobacterium de la familia Mycobacteriaceae. La imagen de la derecha
muestra una fotografia de M. tuberculosis adquirida con un microscopio electrénico de barrido. Se observa
la forma cilindrica de los bacilos (Modificado de Koch & Mizrahi, 2018).

1.2 Epidemiologia
1.2.1 Panorama mundial

Actualmente, después de mas de un siglo del descubrimiento de su agente causal,
seguimos ante una epidemia mundial y enfrentamos el reto de detenerla. Antes de la
pandemia causada por el SARS-Cov2 en 2019 (COVID-19), la TB era la principal causa de
muerte por un solo agente infeccioso, ubicdndose por encima del VIH/SIDA

(Organizacion Mundial de la Salud, 2022). Se considera que aproximadamente una
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cuarta parte de la poblacion mundial esta infectada por M. tuberculosis; cada individuo
con TB infecciosa no tratada, puede en promedio, infectar a 10 personas cada afio (Watt
et al., 2009). Es importante mencionar que la pandemia de COVID-19 ha revertido afos
de progreso en la prestacion de servicios esenciales de TB, lo cual ha derivado en una
disminucién mundial en el namero de personas recién diagnosticadas con TB y la
continuidad de los tratamientos anti-TB. El acceso reducido al diagndstico y tratamiento
de la TB ha dado lugar a un aumento de las muertes por esta enfermedad, ya que en el
ano 2021 se presentaron 1,6 millones de muertes por TB (Figura 2) (Organizacion Mundial
de la Salud, 2022).

En el 2021 10.6 millones de personas se enfermaron con TB, la mayoria se encontraban en
las regiones del Sudeste Asiatico (45 %), Africa (23 %) y el Pacifico Occidental (18 %). Los
paises con mayor incidencia de TB fueron: India (28 %), Indonesia (9,2 %), China (7,4 %),
Filipinas (7,0 %), Pakistan (5,8 %), Nigeria (4,4 %), Bangladesh (3,6 %) y Republica
Democratica del Congo (2,9 %) (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).
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Figura 2. Situacion actual de la TB en el mundo. (A) Tendencia en las notificaciones de casos de personas
con diagndstico reciente de TB del afio 2016 al 2021. (B) Tendencia mundial en el nimero estimado de
muertes causadas por TB y VIH, 2000-2021. (C) Incidencia mundial de TB (Organizacién Mundial de la
Salud, 2022).
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1.2.2 Situacion en México

Similar al resto del mundo, en México, hasta octubre de 2020, cerca del 30% de los casos
de TB no fueron detectados (Sanchez-Pérez et al., 2021). En el afio 2021 hubo 32,000 casos
nuevos de TB, con una tasa de 25 casos por 100,000 habitantes y una mortalidad de 4,800
personas (Organizacion Mundial de la Salud, 2023) (Figura 3).

ncidencia, Casos nuevos y recaidas de TB B
A notificados, Incidencia de TB en VIH- Mortalidad por TB en VIH-negativos
positivos (Tasa por 100 000 habitantes por
(Tasa por 100 000 habitantes por afo) afo)
30 4
3
20
Bl e "

1 1 1
2000 2008 2010 2015 202 2000 2005 2010 2015 2021

Figura 3. Situacion actual de TB en México. (A) Casos registrados de TB pulmonar en México entre el 2000
y el 2021. (B) Mortalidad de la TB en México en el 2021 (Organizacién Mundial de la Salud, 2023).

1.3 Transmision de la TB

La TB es una enfermedad transmitida por via aérea: los bacilos se transmiten a los
individuos cuando estos inhalan nticleos de gotitas de dimensiones que oscilan entre 1y
5 um provenientes de las personas contagiosas que tosen, hablan, cantan o estornudan
(Migliori et al., 2019), siendo la tos la mas eficaz para generar aerosoles infecciosos
(Churchyard et al., 2017). Los contactos cercanos de casos de TB son susceptibles de
infectarse y, de progresar a TB activa, particularmente durante el primer afio después de
la exposicion (Migliori et al.,2021). El proceso de transmision de la TB consta de una serie
de acontecimientos en cascada. (1) Un caso fuente de TB (2) genera particulas infecciosas
(3) que sobreviven en el aire y (4) son inhaladas por un individuo susceptible (5) que
puede infectarse y (6) que luego tiene el potencial de desarrollar TB (Figura 4)
(Churchyard et al., 2017). En la mayoria de los casos se produce la eliminacién de M.
tuberculosis, o se controla dando como resultado una infeccion latente (LTBI) sin sintomas
visibles de enfermedad activa (Kolloli & Subbian, 2017). Sin embargo, puede producirse

una infeccion que progrese a la forma activa de TB (Migliori et al.,2021).
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Figura 4. Cascada de transmision de la TB (Modificado de Churchyard et al., 2017). La transmisién de la
infeccién comienza en un individuo con TB activa que libera aerosoles con bacilos viables que infectan a

un anfitrién susceptible.
1.4 Caracteristicas clinicas de la TB

La TB clinica se clasifica en dos importantes entidades fisiopatologicas: TB «primaria»,
que es la que aparece en un anfitrion no inmunizado, y TB «secundaria», que es la que

afecta a anfitriones ya inmunes a M. tuberculosis (Figura 5) (Kumar et al., 2015).

1.4.1 TB Primaria

La TB primaria se presenta en un individuo no expuesto previamente a M. tuberculosis y
por tanto, no sensibilizado. Aproximadamente un 5% de las personas infectadas por
primera vez desarrollan la enfermedad de forma clinicamente activa (Kumar et al., 2015).
En la TB primaria, M. tuberculosis proviene de una fuente exdgena. La infeccion primaria
es controlada por la mayoria de los individuos, aunque en algunos la TB primaria es

progresiva. El diagnostico de la TB primaria progresiva en adultos puede resultar dificil.
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La TB primaria progresiva se asemeja a una neumonia bacteriana aguda, con
consolidacion lobular, adenopatia hiliar y derrame pleural. La diseminaciéon
linfohematogena que sigue a la infeccion primaria puede provocar meningitis
tuberculosa y TB miliar (cuando la infeccion se ha diseminado a otros 6rganos del cuerpo

a través de la sangre o linfa) (Kumar et al., 2015).
1.4.2 TB Secundaria

La TB secundaria se presenta en un anfitrion previamente sensibilizado. Puede
manifestarse poco tiempo después de la TB primaria, pero es mas frecuente que aparezca
anos después de la infeccidn inicial, por lo general cuando los mecanismos de defensa del
anfitrién se ven debilitados, en individuos de edad avanzada o inmunodeprimidos
(Kumar et al., 2015). Por lo general, es consecuencia de la reactivacion de infeccion latente
(en zonas de baja prevalencia), pero también puede ser debida a una reinfeccion de origen
exdgeno (zonas en que los contagios son mas frecuentes) en la que M. tuberculosis
aprovecha la debilidad inmunitaria del anfitrién, asi como a un indculo muy grande de

bacilos virulentos capaces de sobrepasar la respuesta inmune del anfitrion (Kumar et al.,
2015).

La TB pulmonar secundaria afecta tipicamente al vértice de los 16bulos superiores de uno
o ambos pulmones. Al existir hipersensibilidad previa, los bacilos desencadenan una
respuesta tisular rdpida y contundente dirigida a tabicar el foco de infeccion. En
consecuencia, los ganglios linfaticos regionales no desempenan un papel tan destacado
en las primeras fases de la enfermedad secundaria como en el caso de la TB primaria
(Kumar et al., 2015). Por el contrario, en la forma secundaria, la cavitacion aparece
rapidamente. De hecho, la cavitacidn es caracteristica en la TB secundaria no tratada, y la
apertura de las cavidades a las vias aéreas hace que el paciente se convierta en un
importante foco de infeccidn, ya que los esputos que expulse a partir de ese momento

contendran bacterias (Kumar et al., 2015).

La TB secundaria localizada puede ser asintomdtica. Cuando no es asi, las
manifestaciones clinicas se presentan de forma gradual. En las primeras fases suelen
aparecer sintomas sistémicos (malestar, anorexia, pérdida de peso y fiebre), relacionados
con las citocinas secretadas por los macrofagos activados (Factor de necrosis tumoral
[TNF] e IL-1) (Kumar et al., 2015). Habitualmente, la fiebre es baja e intermitente
(apareciendo a ultima hora cada tarde y luego remitiendo), y el paciente presenta

sudoracion nocturna. Al agravarse el dano del pulmdn, se expulsa mas esputos,
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inicialmente mucoides y luego purulentos. En aproximadamente la mitad de los casos de
TB pulmonar se observa hemoptisis. Se presenta dolor pleuritico debido a la extension

de la infeccion a las superficies pleurales (Kumar et al., 2015).
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Figura 5. Evolucion natural y espectro de TB (Kumar ef al., 2015). La TB clinica se clasifica en TB primaria

(primer encuentro con M. tuberculosis) y TB secundaria (reactivacion o reinfeccion).

1.5 Respuesta inmune en la TB

La respuesta inmunolodgica en la TB pulmonar es el resultado de la compleja interaccion
entre diversas células y moléculas de la respuesta inmune innata y adaptativa, misma
que estd influenciada por factores genéticos y ambientales tanto de la bacteria como del

anfitrion (Figura 6) (Ramos-Espinosa et al., 2018).
1.5.1 Respuesta inmune innata

El establecimiento exitoso de la infeccién por M. tuberculosis depende en gran medida de
la interaccion temprana con las células inmunes innatas del anfitrion, como los
macréfagos (Mgs), las células dendriticas (DC), los neutroéfilos y las células asesinas

naturales (NK) (Liu et al., 2017). Estas células inmunes expresan una variedad de
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receptores de reconocimiento de patrones (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR), los
receptores tipo Nod (NLR), los receptores de lectina tipo C (CLR) y GMP-AMP sintasa
ciclica (cGAS)/estimulador de genes de interferon (STING), los cuales han sido
implicados en el reconocimiento e internalizacion de M. tuberculosis (Killick et al., 2013;
Ravesloot-Chavez et al., 2021). Estos receptores participan en el inicio de diversos
mecanismos celulares innatos asociadas a la defensa inmunitaria, como la fagocitosis, la
autofagia, la apoptosis y la activacion del inflamasoma (Lerner et al., 2015; Khan et al.,
2016).

1.5.1.1 Células inmunes innatas en el control de la TB

Los principales tipos de células inmunitarias innatas implicadas en la infeccién por M.
tuberculosis son M¢s, DC, neutrofilos y células NK (Liu et al., 2017).

o Més

Los M¢s estan programados para detectar patogenos invasores, activar mecanismos
microbicidas y coordinar la respuesta inmune subsecuente (Ravesloot-Chavez et al.,
2021). Los M¢s tienen una funcién central en la patogénesis de las micobacterias, ya que
son el nicho celular principal de M. tuberculosis tanto en la infeccion temprana y como en
la cronica (McClean & Tobin, 2016). Los M¢s pueden eliminar a M. tuberculosis a traveés
de multiples mecanismos, que incluyen la produccion de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno y citocinas, produccién de péptidos antimicrobianos, la acidificacion del

fagosoma y la autofagia de M. tuberculosis intracelular (Liu et al., 2017).

M. tuberculosis es fagocitado por los M¢s alveolares (MAs), que son las primeras células
en encontrar el patdgeno y reclutar diferentes tipos de M¢s, como los M¢s derivados de
monocitos, durante la infeccion temprana (Liu et al., 2017). Los M¢s activados de las vias
respiratorias desempefian una funcion crucial en el control temprano de M. tuberculosis
(Morrison & McShane, 2021). El reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP) de M. tuberculosis (como glicolipidos, lipoproteinas y carbohidratos)
por los PRR de los M¢s (como TLR, NLR y CLR) induce vias de sefializaciéon coordinadas
que conducen a una diversa expresion génica (Interferon Gamma [IFN-y], Interleucina-
12, IL-1B y la proteina inflamatoria de M¢s-1o. (MIP-10/CCL3) como respuesta defensiva

contra la infeccion de M. tuberculosis (Killick et al., 2013).

En un tejido sano como la mucosa pulmonar, los macréfagos residentes son

principalmente anti-inflamatorios. Dependiendo del microambiente celular, se pueden
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presentar diferentes subpoblaciones de M¢s, las cuales tienen funciones distintas en el
control de la infeccion de M. tuberculosis. En este contexto, los M¢s tipo 1 (M1), inducidos
por estimulos microbianos (LPS) o citocinas (IFN-y, TNF y el Factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrofagos [GM-CSEF]), son efectores clave de la respuesta del
anfitrion contra infecciones por bacterias intracelulares y producen citocinas
inmunoestimuladoras (Liu et al., 2017). Por el contrario, los M¢s M2 activados
alternativamente, que son células presentadoras de antigenos deficientes y supresores de
las respuestas Thl, son inducidos por IL-4 e IL-13, asi como por IL-10 y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-f). Los M¢s M2, mantienen el equilibrio entre la
patologia exacerbada y el control del crecimiento de micobacterias (Liu ef al., 2017). Otras
células inmunitarias que exhiben una funcion supresora y regulan la infeccion e
inflamacién asociada con la TB son las células mieloides supresoras (MDSC), que
representan una poblacion de células inmunitarias innatas CD15+G-MDSC
granulociticas y CD14+M-MDSC monociticas que suprimen las respuestas de las células
T a través de la secrecion de IL-10 y TGF-$ (Morrison & McShane, 2021).

. DC

Las DC son las células presentadoras de antigenos profesionales mds potentes para
activar las células T virgenes, una fuente importante de IL-12 y son células altamente
eficientes para inducir respuestas inmunitarias antimicrobianas y antitumorales (Mihret,
2012). Las DC desempefian un papel central en la presentaciéon de antigenos de M.
tuberculosis y, por lo tanto, son fundamentales para unir la inmunidad innata y
adaptativa. Las DC incrementan la respuesta inmunitaria celular contra la infeccién por
micobacterias (Mihret, 2012). En la etapa temprana de la respuesta inflamatoria contra M.
tuberculosis, DC inmaduras presentes en la mucosa pulmonar estan especializadas para
la captacion y procesamiento de antigenos. Las DC humanas derivadas de monocitos
expresan receptores de manosa (MR) y la nonintegrina capturadora de ICAM especifica
de CD (DCSIGN), que son capaces de reconocer ligandos de M. tuberculosis (Liu et al.,
2017). Después de interactuar con los patdgenos, maduran y migran a los ganglios
linfaticos regionales donde activan las células T CD4* y CD8" a través de la expresion en
la superficie celular de moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) y
moléculas coestimuladoras y la secrecion de citocinas inmunorreguladoras como IL-12
(Mihret, 2012; Kolloli & Subbian, 2017).
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° Neutréfilos

Los neutroéfilos son las primeras células que se infiltran en los pulmones después de la
infeccidn por M. tuberculosis y son el tipo celular mas abundante que aparece en el lavado
bronco alveolar y el esputo de los pacientes con TB pulmonar activa (Liu et al., 2017).
Estas células tienen una funcién muy compleja en la patologia de la TB. Su reclutamiento
al pulmén y sus funciones patologicas estan reguladas por diversas citocinas,
quimiocinas, alarminas (como las proteinas S100A8/A9) y micro ARNs (miARN)
expresados intrinsecamente (como el miR-223). Los factores liberados por los neutréfilos
durante el estallido respiratorio, como la elastasa, la colagenasa y la mieloperoxidasa,
dafian indiscriminadamente tanto las células bacterianas y como las del anfitrién. Por
tanto, los neutroéfilos constituyen una potente poblacion de células efectoras que pueden
mediar tanto en la actividad antimicobacteriana como en la inmunopatologia durante la
infeccién por M. tuberculosis (Liu et al., 2017). El potencial de los neutréfilos para liberar
enzimas que conducen a la destruccion del parénquima pulmonar, como la arginasa y la
metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP-9/ gelatinasa B), es compartido por otras células
inmunes innatas y células epiteliales afectadas por M. tuberculosis. Ademas, los
neutrdfilos participan en la induccion de la inmunidad adaptativa y son fundamentales
para la cavitacion del granuloma durante la infeccion por M. tuberculosis. Igualmente, los
neutrofilos apoptoticos y los granulos de neutrofilos, los cuales contienen péptidos
antimicrobianos activos, pueden ser internalizados por M¢s y conducir a la inhibicion de

la replicacion bacteriana (Liu ef al., 2017).
o Células asesinas naturales (NK)

Las células NK son linfocitos innatos granulares con capacidad citolitica. Las células NK
acttian temprano durante la infeccion y no estan restringidas por MHC (Liu et al., 2017).
Varios componentes de la pared celular de M. tuberculosis, como los acidos micdlicos, son
ligandos directos del receptor de citotoxicidad natural (NCR) NKp44 en las células NK.
Las células NK tienen la capacidad de lisar monocitos infectados y reducir el crecimiento
intracelular de M. tuberculosis (Liu et al., 2017). Las células NK son necesarias para la
resistencia a las micobacterias en individuos con deficiencia de células T, lo que sugiere
un papel importante de las células NK en la lucha contra la infeccion por M. tuberculosis
en individuos inmunodeprimidos (Liu et al., 2017). Estas células controlan el crecimiento
de micobacterias indirectamente a través de la activacion de M¢s y directamente a través

de mecanismos citotoxicos, incluida la produccion de granulos citoplasmaticos que
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contienen perforina, granulisina y granzima. Ademas, las células NK pueden producir
IFN-y e IL-22, que pueden inhibir el crecimiento intracelular de M. tuberculosis al mejorar

la fusion fagolisosomica (Liu et al., 2017).
J Células linfoides innatas

Las células linfoides innatas (ILCS) median la inmunidad protectora en una variedad de
tejidos, incluidos los pulmones. Las ILC activadas proliferan en los pulmones después de
la vacunacion con el Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) en las mucosas y provocan un

aumento de los niveles de produccion de IFN-y (Morrison & McShane, 2021).

Las ILC del grupo 3 (ILC3) tienen una funcionalidad similar a las células Th-17, incluida
la produccién de IL-17 e IL-22 (Morrison & McShane, 2021). Se ha demostrado que las
ILC3 regulan positivamente la IL-22 y el GM-CSF después de una infeccion por M.
tuberculosis y mejoran la fusion fagolisosomica que conduce a la inhibicion del
crecimiento de las micobacterias (Morrison & McShane, 2021). Las ILC3 proliferan en los
pulmones de individuos infectados con M. tuberculosis, lo que conduce a una
acumulacion temprana de MAs. La pérdida de ILC3 conduce a una disminucion en el
reclutamiento de MAs dentro del pulmén y una mayor carga micobacteriana durante la

infeccion por M. tuberculosis (Morrison & McShane, 2021).
1.5.1.2 Citocinas de la inmunidad innata

La respuesta de citocinas innatas es fundamental para determinar la respuesta inmune
adquirida posterior, que es esencial para el control de patdgenos una vez que se establece

la infeccién (Divangahi, 2013).
. TNF

El TNF fue una de las primeras citocinas asociadas con la TB y es crucial para el control
de la infeccién. Los M¢s y las DC son los principales productores de TNF durante la
infeccion; aunque también es producido abundantemente por las células T CD4*
(Ravesloot-Chavez et al., 2021). El TNF es importante para la formacién, estructura e
integridad de los granulomas, sin embargo, el exceso de TNF puede conducir a un
aumento de la muerte celular de los M¢s, lo que promueve la hiperinflamacién y la

muerte del anfitrion (Ravesloot-Chavez et al., 2021).
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. GM-CSF

El GM-CSF estuvo originalmente implicado en la diferenciacion de células mieloides y
granulocitos. Sin embargo, los ratones que carecen del gen GM-CSF, Csf2, presentan
mielopoyesis normal, pero carecen de MAs (Ravesloot-Chavez et al., 2021). Se ha
observado que los niveles de GM-CSF aumentan en los pulmones al menos 60 dias
después de la infeccion por M. tuberculosis, y en ausencia de Csf2 hay mayor
susceptibilidad a la infeccion por M. tuberculosis, aumento en la mortalidad del anfitrion.
Esto debido a un defecto en la produccion de citocinas y quimiocinas inflamatorias en
respuesta a la infeccion, lo que da como resultado un reclutamiento deficiente de células
mieloides y células T en los pulmones y, por ende, un aumento en la carga bacteriana en
el pulmon, lo que sugiere un posible papel antibacteriano del GM-CSF (Ravesloot-
Chavez et al., 2021).

J IL-1

IL-1a e IL-1B, miembros de la familia IL-1, son producidas durante la infeccion por M.
tuberculosis por M¢s, DC y neutrdfilos. Desempefian funciones protectoras criticas y no
redundantes en las primeras etapas de la infeccion, a pesar de la sefializacion a través del
mismo receptor (Ravesloot-Chavez et al., 2021). Estas dos citocinas tienen un papel
importante en la proteccion contra la infeccion por M. tuberculosis, ya que la ausencia de
IL-1a e IL-1B tiene un impacto en la morbilidad después de la infeccién, aumenta la
susceptibilidad a la infeccion y se presenta una mayor carga bacteriana en los pulmones
(Ravesloot-Chavez et al., 2021). Por lo tanto, la produccidn inicial de IL-1 tras la infeccion
por M. tuberculosis es esencial para establecer las respuestas inmunitarias protectoras
necesarias para el control de la enfermedad. Por otro lado, IL-1 se ha relacionado con la
gravedad de la TB y la inflamacion (Winchell et al., 2020). Un exceso de IL-1 se ha
relacionado con una mayor afluencia de neutroéfilos e inflamacion pulmonar, lo que da

como resultado una alta carga bacteriana y mortalidad (Divangahi, 2013).
. IL-12

IL-12 es una citocina producida principalmente por DC, critica para la generacion de
células T productoras de IFN-y, esenciales para el control bacteriano (Divangahi, 2013).
Deficiencias en las vias de sefializacién de IL-12 se han asociado con la susceptibilidad
humana ala TB, lo que corresponde a una reduccion significativa en el nimero de células

T productoras de IFN-y especificas de antigeno en el pulmén (Divangahi, 2013).
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J IL-10

IL-10 es una citocina antiinflamatoria que regula negativamente las respuestas
inmunitarias tanto innatas como adaptativas. Los pacientes con TB pulmonar tienen
niveles elevados de IL-10 en plasma. La IL-10 tiene un papel dependiente del contexto en
la infeccion; ya que puede contribuir a contener la inflamacion perjudicial en el contexto
de una posible respuesta hiperinflamatoria, pero también puede dafar al anfitrion al

suprimir las respuestas efectoras (Ravesloot-Chavez et al., 2021).
J TGF-B

El TGF-B es una citocina inmunosupresora que desempefia un papel crucial en la
homeostasis inmunitaria y la tolerancia periférica. E1 TGF-B tiene un efecto supresor
sobre las células que desempenian un papel clave en la regulacion de la infeccién por M.
tuberculosis, incluidos los Més, las DC, los neutrdfilos y las células T. Durante la infeccién
con M. tuberculosis se encuentran niveles altos de TGF-, y los niveles séricos de TGF-f3 se
correlacionan con la gravedad de la enfermedad. Aunque la produccion de TGF-f es
crucial para prevenir la hiperinflamacion y la autoinmunidad, varias lineas de evidencia
sugieren que el TGF-B suprime las respuestas inmunes efectivas a M. tuberculosis en

detrimento del anfitrion (Ravesloot-Chavez et al., 2021).
1.5.2 Respuesta inmune adaptativa

Después de la infeccidon intracelular, se genera inmunidad adaptativa contra los
patogenos invasores mediante la activacion de las células T CD4* y las células T CD8*. La
produccion de IFN-y y quimiocinas recluta células inmunes como neutroéfilos, linfocitos
T asesinos naturales, linfocitos T CD4* y linfocitos T CD8* en el sitio de la infeccidn, las
cuales producen quimiocinas que mejoran el reclutamiento adicional de estas células. La
induccién de la respuesta inmunitaria adquirida contra M. tuberculosis suele ser lenta y,
en muchos casos, cuando se induce una respuesta adaptativa completa, la infecciéon ya
esta establecida (Kolloli & Subbian, 2017).

1.5.2.1 Células T CD4*

Como se menciono previamente, las DC alveolares participan en el transporte de los
antigenos de M. tuberculosis al ganglio linfatico de drenaje donde activan a las células T
CD4 virgenes. Cuando se presentan antigenos en el contexto del MHC de clase II a las

células T CD4* se producen células de tipo Th1, productoras de citocinas proinflamatorias
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como IFN-y y TNF que ayudan a restringir el crecimiento de los bacilos (Kolloli &
Subbian, 2017). Por otra parte, los linfocitos Th17/Th22 producen las interleucinas 17A
(IL-17A) /IL-17F, IL-21, IL-22 e IL-23 que son cruciales en inducir una respuesta
inmunologica celular funcional (Garcia Jacobo et al., 2014). La IL-17A esta involucrada en
la formacidon y estabilidad de los granulomas y en la produccion de péptidos
antimicrobianos, mientras que la IL-17F y la IL-23 ayudan a la expansion local de
poblaciones celulares innatas, ademas de prevenir el agotamiento inmunoldgico en ellas.
Por el contrario, las células T CD4* de tipo Th2 que proliferaron en respuesta a la
presentacion de péptidos mediada por MHC de clase II producen principalmente
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 e inducen una respuesta inmune de tipo antiinflamatorio. Estas
citocinas y factores como TGF-f y la prostaglandina E2 (PGE2), producidos por células
Th2, células T reguladoras (Tregs), células Th3 y macréfagos, juegan un papel importante
en la induccion de inmunosupresion para favorecer la persistencia de M. tuberculosis. El
efecto de la PGE2 puede deberse, al menos en parte, a la induccion del tipo de macréfago
M2 (Hussain & Mukhopadhyay, 2015; Kolloli & Subbian, 2017). Muchos estudios indican
que los bacilos de M. tuberculosis suprimen las citocinas proinflamatorias como IL-12 e
IFN-y y activan la produccion de citocinas antiinflamatorias y desvian la respuesta
inmune antimicobacteriana de la proteccion Th1 a la no protectora de tipo Th2 (Kolloli &
Subbian, 2017).

1.5.2.2 Células T CD8 *

Las células T CD8* activadas por las células presentadoras de antigenos (APC) que
presentan antigenos en el contexto del MHC de clase I participan en la eliminacién de M.
tuberculosis durante las primeras etapas de la infeccion. Se ha demostrado que la
presentacion cruzada de antigenos de M. tuberculosis junto con moléculas del MHC de
clase I da como resultado la activacion de las células T CD8*. Poco después de la
exposicion a M. tuberculosis, las células T CD8* migran al tejido infectado para producir
IFN-y donde participan en la induccion del proceso de apoptosis en células infectadas por
M. tuberculosis, a través de la liberacion de sus granulos que contienen perforina,
granzimas y granulosidad, asi como por la interaccion de su ligando de Fas con el
receptor Fas de las células infectadas (Lin & Flynn, 2015). Al igual que los linfocitos T
CD4, los linfocitos T CD8* son capaces de producir IL-2, IFN-y y TNF, citocinas criticas
en la activacion de macréfagos, por lo que la migracion de estas células es caracteristica

de la formacién de granulomas (Hussain & Mukhopadhyay, 2015).
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1.5.2.3 Linfocitos B

La evidencia emergente sugiere que las células B y lainmunidad humoral pueden regular
la respuesta inmune a varios patdgenos intracelulares, incluido M. tuberculosis. Las
células B pueden moldear la respuesta inmune modulando las células T a través de una
serie de mecanismos basados en la presentacion de antigenos y la produccién de
anticuerpos y citocinas (Kozakiewicz et al., 2013). La produccion de anticuerpos
especificos contra M. tuberculosis puede mediar en la formacion de complejos inmunes
que pueden modular las funciones de las células efectoras, como las DC y los M¢s. Las
células B pueden actuar como células presentadoras de antigenos para participar en la
activacion, polarizacion y funciones efectoras de las células T y en el establecimiento de
la memoria de las células T (Divangahi, 2013). Recientemente se ha reconocido que tiene
un papel crucial protector ya que participan en la formacion de granulomas, y sintetizan
citocinas y anticuerpos que ayudan a la respuesta celular protectora. Ademas, los
anticuerpos producidos por las células plasmaticas (entre los que destacan la IgG en
sangre y la IgA secretora en la mucosa del tracto respiratorio, son capaces de neutralizar
directamente a la micobacteria e inducir una respuesta de memoria protectora (Choreno-
Parra et al., 2020). En conjunto, estas funciones independientes y dependientes de
anticuerpos de las células B desempefian un papel importante en el control y la
eliminacion de la micobacteria, asi como en el desarrollo de dano tisular y promover la

diseminacién (Divangahi, 2013).
1.5.2.4 Formacion de granulomas

La inflamacién granulomatosa es una forma de inflamacién cronica caracterizada por
camulos de macrofagos activados, a menudo con linfocitos T, y a veces asociada a
necrosis central (Kumar et al., 2015). En la fase de linfocitos T de la TB pulmonar, se induce
una respuesta de hipersensibilidad retardada en el pulmdn que conduce a la formacion
de granulomas. El granuloma se caracteriza morfologicamente por contener un centro de
macréfagos infectados el cual es rodeado por un aro intermedio de macréfagos
epiteloides, que contiene en menor medida linfocitos NK, células dendriticas, fibroblastos
y neutroéfilos, asi como un aro externo de linfocitos T y B. Al ser una estructura dindmica,
las poblaciones celulares pueden ingresar o salir del granuloma generando un alto grado

de variabilidad en su morfologia (Ramakrishnan, 2012).

La TB se caracteriza por granulomas que contienen un amplio espectro de Mgs

transformados, como células gigantes multinucleadas, células epitelioides y células
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espumosas (Liu et al., 2017). Los M¢s espumosos, que exhiben una capacidad atenuada
para mediar en la fagocitosis acompanada de una capacidad de procesamiento de
antigenos reducida y una mayor secrecion de TGF-B, pueden ser inducidos por multiples
componentes de M. tuberculosis, incluidos los acidos micdlicos, los lipopéptidos y el
antigeno secretor temprano-6 (ESAT-6) (Liu et al, 2017). En la formacion de los
granulomas, los MAs tienen un papel crucial, ya que se ha demostrado que ratones a los
cuales se les han eliminado los MAs muestran una formacion defectuosa de granulomas,
sin embargo, se presenta un mayor reclutamiento de otras células fagociticas y citotdxicas

en los pulmones, eliminando de una forma mas eficiente a M. tuberculosis (Morrison &
McShane, 2021).

La funcién de los granulomas no esta clara, pero parece estar ligada con su morfologia,
asi como con los fenotipos de las poblaciones inmunolodgicas que los conforman, los
cuales a su vez se encuentran asociados con el grado de enfermedad en el anfitrion, asi
como con el microambiente local de citocinas producidas por los linfocitos de la capa
externa (Ramos-Espinosa et al., 2018). Un anfitrion infectado puede presentar diferentes
tipos de granulomas en el pulmoén (Ramakrishnan, 2012). En la mayoria de los casos, esta
estructura genera la contencion de los bacilos infecciosos y se asocia con un
microambiente local conformado por citocinas del fenotipo Th1, Th17 o Th22 (Shen &
Chen, 2018). Ademas, los M¢s pueden fusionarse tras la induccion de citocinas como GM-
CSEF, IFN-y e (IL)-1, -3, -4 y -6 y formar células gigantes multinucleadas gracias a factores
como el calcio y las integrinas. Estas células son una fuente activa de citocinas
inflamatorias, contribuyen a la iniciacion y al mantenimiento del granuloma, y presentan
mayor actividad fagocitica que permite restringir la proliferaciéon de la micobacteria
(Rogelio Hernandez-Pando et al., 2000; Lay et al., 2007). Los granulomas con un fenotipo
protector son dependientes del estado inmunoloégico del anfitrion y su morfologia e
integridad puede alterarse si este desarrolla una inmunodeficiencia secundaria, lo que

resultard en la pérdida de contencion del bacilo (O’Garra, 2013).

Los granulomas pueden también favorecer la proliferacion y propagacion de la
micobacteria cuando estdn asociados con marcadores de vulnerabilidad como son una
mayor vascularizacion, asi como una reduccién en su tamafio y en el grado de fibrosis
que presentan (Herndndez-Pando et al., 1996; Moreira et al., 1997; Cyktor et al., 2013;
Oehlers et al., 2015). Estos fenotipos “no protectores” presentan un microambiente local
en el cual predominan citocinas asociadas con la respuesta Th2, y T reguladora como la
IL-4 y la IL-10 (Herndndez-Pando et al., 1996; Hernandez-Pando et al., 2006). Bajo este

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 17



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

Doctorado en Ciencias Bioquimicas
microambiente, los M¢s se diferencian en macrofagos espumosos los cuales presentan un
alto contenido de lipidos y son incapaces de eliminar al bacilo generando un incremento
en la proliferacion bacteriana (Russell et al., 2009; Genoula et al., 2018). M. tuberculosis
induce la necrosis de M¢s espumosos y sus detritos celulares y lipidos son liberados en
el centro del granuloma para degenerar en una necrosis caseosa con la cual (Saunders &
Britton, 2007). Las células gigantes multinucleadas estan presentes en estos granulomas
y se consideran una manifestacion de la eliminacion ineficiente de la micobacteria
(Hernandez-Pando et al., 2000). Aunado a esto, se reclutan fagocitos no infectados, como
monocitos, M¢s y neutrdfilos, para ayudar a diseminar el bacilo a otras regiones

anatomicas del anfitrion (Nguyen & Pieters, 2005).
1.5.2.5 Efecto de la inflamacion en el daiio tisular inducido por TB

La etapa avanzada de la TB se caracteriza por disfuncién pulmonar extensa debido al
dafio tisular causado por la inflamacion regulada ineficientemente y no resuelta
alrededor de los granulomas en los pulmones. Por lo tanto, las terapias dirigidas al
anfitrion destinadas a reducir la inflamacién y minimizar el dafo tisular, han ganado un

interés como complemento de la quimioterapia en el tratamiento de la TB (Tiwari &
Martineau, 2023).
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Figura 6. Respuesta inmune durante la infeccion pulmonar con M. tuberculosis. La respuesta inmune se
divide en dos fases: la respuesta inmune innata (fase de latencia) y la respuesta inmune adaptativa (fase de
células T). En la fase de latencia, el aspecto macroscépico del pulmoén es normal, ya que el recuento de
bacterias es bajo; se presenta una respuesta inflamatoria temprana, diferenciacion fagocitica e induccion de
la muerte celular (apoptosis), asi como produccion de péptidos antimicrobianos. Durante la fase de células
T, la proliferacion bacteriana induce cambios macroscépicos e histologicos en los pulmones, incluyendo la

formacion de granulomas, inflamacidn créonica extensa, necrosis y fibrosis. Inicialmente, se forman pocos
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granulomas, sin embargo, a medida que la infeccion progresa hay un predominio de granulomas
ineficientes que se relaciona con una menor actividad protectora de la respuesta adaptativa Thl, lo que

conduce al crecimiento y diseminacion de la bacteria (Modificado de Ramos-Espinosa et al., 2018).
2. MODELO MURINO DE TB PULMONAR 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
intratraqueal 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 anfitriones naturales
de las micobacterias (Figura 7). Este modelo se caracteriza por el establecimiento de dos
tases principales durante el desarrollo de la enfermedad (Herndndez-Pando et al., 1996),
a saber, la fase temprana y la progresiva. A continuacién, se describen las principales

caracteristicas de cada una de ellas.
2.1 Etapa temprana

Corresponde al primer mes de infecciébn y se caracteriza histolégicamente por la
presencia en pulmoén de infiltrado inflamatorio constituido por linfocitos y M¢s en el
intersticio alveolo-capilar, alrededor de vénulas y bronquios. Dos semanas después de la
infeccidn el tejido pulmonar muestra la formacion de numerosos granulomas de pequetio
y mediano tamano, constituidos principalmente de linfocitos y algunos M¢s. En el
modelo, el dia clave corresponde el dia 21, cuando los granulomas alcanzan un mayor
tamarno y estan conformados por un mayor nimero de M¢s, 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 IFN-y e IL-2 y M¢s activados productores de TNF, IL-1 y gran cantidad de iNOS
(Figura 7) (Hernandez-Pando et al., 1996).

2.2 Etapa progresiva

La segunda fase de la enfermedad corresponde a la etapa avanzada o progresiva, la cual
se caracteriza por un incremento en el nimero de bacterias vivas a nivel pulmonar, asi
como por areas de consolidacion neumodnica con focos de necrosis y extensa fibrosis
intersticial. Durante esta fase se incrementa significativamente la presencia y actividad
de los linfocitos Th2, que se caracterizan por producir IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. En

particular, la IL4 es una citocina fundamental en la induccién de la diferenciacion de los
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linfocitos B productores de anticuerpos; ademas, la IL-4 al igual que la IL-10 y la IL-13
son eficientes antagonistas de las células Thl 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 produccién de TNF, IL-1 e iNOS,
e incrementan su capacidad productora de citocinas antiinflamatorias y supresoras de la
inmunidad celular, como el TGF-f y la IL-10. El TGF- 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 positivas para IL-2 durante la fase temprana de la
enfermedad (14-28 dias post infeccion), mientras que durante la fase progresiva de la
enfermedad (dias 60 y 120 post infeccién) hay un balance mixto de células productoras
de IL-2 e IL-4 (Figura 7) (Hernandez-Pando et al., 1996).
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Figura 7. Modelo murino de TB pulmonar experimental (Hernandez-Pando et al., 1996). En este modelo se

realiza la infeccién de ratones BALB/C por via endotraqueal con 2.5*105 unidades formadoras de colonias
(UEC) de la cepa H37Rv. Mediante una cinética de sacrificio en los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 post
infeccidn sestablecen dos etapas. La primera corresponde a la etapa de proteccion (dias 1-21), durante la

cual la carga bacilar se mantiene baja y los animales no presentan dafio por neumonia pulmonar ni eventos
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de mortalidad. Esta etapa se encuentra relacionada con una alta produccién de citocinas de tipo Thl,
principalmente IFN-y, las cuales producen mediante activacion de diversas poblaciones celulares el control
de las micobacterias. En segunda instancia se presenta la etapa progresiva de la enfermedad (dias 28- 120),
la cual se caracteriza por elevada carga bacilar pulmonar, intenso dafio por neumonia y una elevada
mortalidad de los ratones infectados. Esta etapa se relaciona con una disminucién en las citocinas tipo Thl
para dar lugar a un aumento de citocinas tipo Th2, avanzando hacia una enfermedad progresiva y

culminando en la muerte de los animales por falla respiratoria (Realizado con BioRender.com)
3. INFLAMACION

La inflamacion es un proceso de los tejidos vascularizados en respuesta a una lesion
traumatica, infecciosa, postisquémica, tdxica o autoinmune, que se caracteriza por la
activacion de células inmunitarias y no inmunitarias y una compleja interaccion entre
factores solubles y células que protegen a los tejidos del anfitrion y promueven la
reparacion y recuperacion de los tejidos. Se trata de una respuesta esencial para la
supervivencia durante la cual las células y moléculas encargadas de la defensa del
anfitrién pasen de la circulacion a localizaciones en las que son necesarias, a fin de
eliminar los agentes causantes de la agresion (Nathan, 2002; Kumar et al., 2015; Furman
et al, 2019). Una respuesta inflamatoria normal se caracteriza por la regulacion
restringida de la actividad inflamatoria que ocurre cuando una amenaza esta presente y
que se resuelve una vez que la amenaza ha pasado, sin embargo, si la destruccion dirigida
y la reparacion asistida no se realizan de forma adecuada, la inflamacion puede provocar
un dafo tisular persistente por parte de los leucocitos y los linfocitos (Nathan, 2002;
Furman et al., 2019).

3.1 Generalidades de la respuesta inflamatoria

Entre los mediadores de la defensa inflamatoria se cuentan leucocitos fagociticos,
anticuerpos y proteinas del complemento. La mayoria de ellos circulan normalmente en
la sangre, aunque pueden ser reclutados con rapidez a partir de ella en cualquier parte
del cuerpo. Ademas, las células del sistema inmune innato residentes en cada tejido son
las células que responden primero a cualquier insulto (Kumar et al., 2015). El proceso de
inflamacion hace que estas células y proteinas lleguen a los tejidos dafiados o necrdticos
y alos organismos invasores, por ejemplo, microbios, y que se activen para actuar contra
las sustancias nocivas o no deseadas. Ademas de las células inflamatorias, los
componentes de la inmunidad innata comprenden otras células, como los linfocitos NK,
las DC y las células epiteliales, asi como factores solubles, como las proteinas del sistema

del complemento. En conjunto, tales componentes de la inmunidad innata conforman la
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primera linea de respuesta ante la infeccion e intervienen en la eliminacion de células

danadas y cuerpos extrafios (Kumar et al., 2015).
3.2 Inflamacién aguda

La rapida respuesta inicial a las infecciones y a la lesion tisular se conoce como
inflamacion aguda. Suele desarrollarse en minutos u horas y es de duracion breve, de
unas horas a pocos dias. Se vuelve grave en poco tiempo y los sintomas pueden durar
unos dias, por ejemplo, celulitis 0 neumonia aguda (Pahwa et al.,, 2021). Cuando un
anfitrion se enfrenta a un agente lesivo, como un microorganismo infeccioso o células
muertas, los fagocitos presentes en todos los tejidos intentan eliminarlo. Al mismo
tiempo, los fagocitos y otras células del anfitrion reaccionan a la presencia de la sustancia
extrafia o andmala liberando citocinas, mensajeros lipidicos y otros mediadores de la
inflamacion. Algunos de ellos actiian sobre los vasos sanguineos pequefios de areas
proximas y favorecen la extravasacion del plasma y el reclutamiento de leucocitos
circulantes para dirigirlos hacia el sitio en el que se localiza el agente causal. Los
leucocitos reclutados son activados por el agente lesivo y por mediadores producidos a
nivel local, y los leucocitos activados intentan eliminar el agresor mediante fagocitosis.
Una vez eliminado el agente causal y activados los mecanismos antiinflamatorios, el
proceso remite y el anfitrion recupera su estado de salud normal. La inflamacién aguda
se manifiesta a través de cambios vasculares, edema e infiltracion predominantemente

neutrofila (Kumar et al., 2015).
3.3 Inflamacién crénica

La inflamacidn cronica es una respuesta de duracion prolongada (semanas o meses) en la
que la inflamacion, la lesion de los tejidos y los intentos de reparacion coexisten, con
combinaciones variables (Kumar et al., 2015). En general, la extension y los efectos de la
inflamacion crénica varian segun la causa de la lesion y la capacidad del cuerpo para

reparar y superar el dano (Pahwa et al., 2021).
La inflamacién crénica puede resultar de lo siguiente:

1) Fracaso en la eliminacién del agente que causa una inflamacion aguda, como
organismos infecciosos que incluyen M. tuberculosis, protozoos, hongos y otros
parasitos que pueden resistir las defensas del huésped y permanecer en el tejido

durante un periodo prolongado.
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2) Exposicion a un nivel bajo de un irritante particular o material extrafio que no
puede eliminarse por descomposicion enzimadtica o fagocitosis en el cuerpo,
incluidas sustancias o productos quimicos industriales que pueden inhalarse
durante un periodo prolongado, por ejemplo, polvo de silice.

3) Un trastorno autoinmune en el que el sistema inmunitario reconoce el componente
normal del cuerpo como un antigeno extrano y ataca el tejido sano dando lugar a
enfermedades como la artritis reumatoide (AR) y el lupus eritematoso sistémico
(LES).

4) Un defecto en las células responsables de mediar la inflamacion que conduce a una
inflamacion persistente o recurrente, como los trastornos autoinflamatorios (fiebre
mediterranea familiar).

5) Episodios recurrentes de inflamacion aguda. Sin embargo, en algunos casos, la
inflamacion cronica es una respuesta independiente y no una secuela de la
inflamacién aguda, por ejemplo, enfermedades como la TB y la AR.

6) Los inductores inflamatorios y bioquimicos estdn causando estrés oxidativo y
disfuncion mitocondrial, como una mayor produccién de moléculas de radicales
libres, productos finales de glicacion avanzada (AGE), cristales de acido trico

(urato), lipoproteinas oxidadas, homocisteina y otros.

La inflamacién crénica se caracteriza por infiltracion por células mononucleares, como
Mé¢s, linfocitos y células plasmaticas; destruccion de los tejidos, inducida por el agente
causal persistente o por células inflamatorias e intentos de curaciéon mediante reposicion
del tejido conjuntivo dafiado, desarrollada mediante angiogenia (proliferacion de
pequeios vasos sanguineos) y, en particular, fibrosis (Kumar et al., 2015). Es mediada por
citocinas producidas por M¢s y linfocitos (sobre todo, linfocitos T): las interacciones
bidireccionales entre estas células tienden a amplificar y prolongar la reaccion
inflamatoria (Kumar et al., 2015). La inflamacién crénica esta relacionada con diversas
enfermedades crénicas como la hipertension, diabetes, ateroesclerosis, el cdncer,
enfermedades pulmonares y desordenes psiquiatricos como el desorden de depresion
mayor (Sanada et al., 2018; Fischer et al., 2015; Arulselvan et al., 2016).

3.4 Inflamacion crénica sistémica

El sistema inmunitario y los procesos inflamatorios estdn implicados en una amplia
variedad de problemas de salud mental y fisica que dominan la morbilidad y la

mortalidad actual (Slavich, 2015). La inflamacién cronica generalmente causa inflamacion
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persistente de bajo grado, lo que provoca degeneracion tisular. La inflamacion crénica de
bajo grado tiene un papel fundamental en el desarrollo de diversas enfermedades, como
cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular, cancer, diabetes mellitus, enfermedad
de insuficiencia renal cronica, enfermedad del higado graso no alcoholico y

enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas (GBD, 2018).

Segun el grado y la extension de la respuesta inflamatoria, incluso si es sistémica o local,
pueden ocurrir cambios metabdlicos y neuroendocrinos para conservar la energia
metabdlica y asignar mds nutrientes al sistema inmunitario activado (Straub, 2017). Las
citocinas en la sangre envian senales al cerebro a través de rutas neuronales y humorales,
lo que puede provocar cambios en el estado de animo y el comportamiento. Por lo tanto,
los efectos conductuales especificos de la inflamacidén incluyen una variedad de
conductas encaminadas al ahorro de energia comtinmente conocidos como “sickness
behaviors” (comportamientos de enfermedad). El sickness behaviour incluye trastornos
conductuales como la tristeza, anhedonia, fatiga, reduccion de la libido y la ingesta de
alimentos, sueno alterado y aislamiento social, y cambios fisioldgicos como aumento de
la presion arterial, resistencia a la insulina y dislipidemia. Estas alteraciones son criticas
para la supervivencia en presencia de dafo fisico y amenaza microbiana (Straub et al.,
2010). Las consecuencias clinicas del dafio provocado por la inflamacidn crénica sistémica
(ICS) pueden ser graves e incluyen un mayor riesgo de sindrome metabdlico, que incluye
la triada de hipertension, hiperglucemia y dislipidemia; diabetes tipo 2; enfermedad del
higado graso no alcoholico; hipertension; enfermedad cardiovascular; enfermedad renal
crénica; varios tipos de cdncer; depresién; enfermedades neurodegenerativas y
autoinmunes; osteoporosis y sarcopenia (Furman et al., 2019) (Figura 8). Los estudios de
neurodegeneracion sugieren que la infeccion e inflamacion periférica podrian estar
relacionadas con el inicio y la progresion de la neurodegeneracidon por envejecimiento
(Kolliker-Frers et al., 2021).
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Figura 8. Causas y consecuencias de la inflamacién cronica sistémica. Se han identificado varias causas de
inflamacion cronica sistémica (ICS) de bajo grado y sus consecuencias. Los desencadenantes mas comunes
de ICS incluyen infecciones crénicas, inactividad fisica, obesidad (visceral), disbiosis intestinal, dieta,
aislamiento social, estrés psicologico, suefio alterado y ritmo circadiano interrumpido, y exposicion a
xenobidticos como contaminantes del aire, productos de desecho peligrosos, productos quimicos
industriales y tabaquismo. Las consecuencias de ICS incluyen sindrome metabdlico, diabetes tipo 2,
enfermedad del higado graso no alcoholico, enfermedad cardiovascular, cancer, depresion, enfermedades
autoinmunes, enfermedades neurodegenerativas, sarcopenia, osteoporosis e inmunosenescencia
(Modificado de Furman et al., 2019).

4. RESPUESTA INMUNE EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

El sistema nervioso central (SNC) en los vertebrados superiores influye y controla las
actividades de todo el cuerpo. El SNC ha evolucionado de una manera compleja para
integrar entradas sensoriales y producir las salidas requeridas para comunicaciones
intercelulares rdpidas (Alves de Lima et al., 2020).

4.1 Generalidades de la respuesta inmune en el SNC

El SNC ha sido considerado un érgano inmunologicamente inactivo en comparacion con
otros tejidos periféricos (Yang & Zhou, 2019), debido a que existen barreras entre la
circulacidon y el SNC, las cuales se encargan del desarrollo y la modulacién de la respuesta
inmunologica dentro del SNC (Mastorakos & McGravern, 2019). Los sistemas
inmunoldgico y nervioso interactian en varios niveles durante el desarrollo embrionario,
en la homeostasis y en la enfermedad (Chu et al., 2020). Las citocinas y sus receptores se

expresan, aunque en niveles bajos, en el cerebro sano. Las células inmunes y los

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 25



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

mediadores juegan un papel regulador en el SNC, participando en la plasticidad sinaptica

del neurodesarrollo y la eliminacion y plasticidad sindptica en la edad adulta (Kolliker-
Frers et al., 2021).

El tejido cerebral es un objetivo particular de las reacciones inflamatorias inmunes
(Kolliker-Frers et al., 2021). Las neuronas (ademads de la glia) producen y responden a las
citocinas inflamatorias, y la actividad neuronal puede regular la produccion y secrecion
de citocinas, actuando como neuromoduladores en el cerebro (Yirmiya & Goshen). Las
neuronas detectan ligandos de patdgenos y se comunican con M¢s, neutroéfilos, DC e ILC
para modular las respuestas antimicrobianas (Chu et al., 2020). De igual manera los
neurotransmisores y los neuropéptidos pueden afectar directamente la funcion de las
células inmunitarias, incluida la regulacion de las respuestas inmunitarias a los

patogenos y al dano tisular (Chu et al., 2020).

Las células del sistema nervioso central son reactivas a los factores inflamatorios
periféricos y las células inmunitarias periféricas pueden infiltrarse en el cerebro (Kolliker-
Frers et al., 2021). Los astrocitos y la microglia son las principales células que median la
inmunidad innata en el SNC. Los PRR expresados por los astrocitos y la microglia,
detectan los ligandos endodgenos o derivados de patdgenos liberados por las células

dafiadas e inician la respuesta inmunitaria innata (Li et al., 2021).

Las respuestas inmunitarias del SNC difieren segtin la ubicacidén anatémica, y existe una
clara distincién entre las respuestas que se desarrollan en los espacios liquidos y las
meninges en relacion con el parénquima (Lyman et al., 2014). El desarrollo de respuestas
inmunitarias contra antigenos presentes en el parénquima depende de su entrada en los
espacios liquidos, lo que promueve su salida hacia los ganglios linfaticos de drenaje
(Mastorakos & McGravern, 2019). Aunque el parénquima del SNC no tiene un sistema
de drenaje linfatico, existen vasos linfaticos en la duramadre y el hueso del craneo es un
importante punto de entrada al SNC. Las variaciones estructurales en estas barreras
influyen en la ubicacion y el desarrollo de las respuestas inmunitarias del SNC que
ingresan a través de la vasculatura, ya que controlan la entrada de células inmunitarias
en el SNC (Mastorakos & McGravern, 2019).

4.2 Inflamacion sistémica y comunicacién con el cerebro

La respuesta inflamatoria sistémica da como resultado la produccion de citocinas, como

IL-1B, IL-6 y TNF, que circulan en la sangre y se comunican con neuronas dentro del
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cerebro a través de varias rutas (Konsman et al., 2002). La primera de estas rutas involucra
los organos circunventriculares, regiones del cerebro que carecen de barrera
hematoencefdlica (BBB). En estos drganos, las citocinas se difunden libremente desde la
sangre hacia el parénquima cerebral. La segunda via es a través de la barrera
hematoencefdlica. Las citocinas activan el endotelio, que a su vez envia sefiales a los
macrofagos perivasculares ubicados adyacentes a las células endoteliales: estos
macrofagos perivasculares a su vez se comunican con la microglia, los astrocitos y las
neuronas. La tercera ruta implica las aferencias sensoriales del nervio vago que se
comunican con poblaciones neuronales dentro del tronco encefélico tras la inflamacion
inducida de manera periférica. Finalmente, una cuarta ruta involucra el transporte activo
directo de altas concentraciones de citocinas a través de la barrera hematoencefalica.
Todos estos mecanismos estimulan la liberacion de mediadores inflamatorios y permiten
la migracién de leucocitos al cerebro, lo que da como resultado un deterioro sinaptico,
muerte neuronal y una exacerbacién de varias patologias dentro del cerebro (Lyman et

al., 2014), y al hacerlo pueden afectar los procesos cognitivos (Figura 9).
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Figura 9. Comunicacién entre la respuesta inflamatoria sistémica y el SNC. El SNC y el sistema
inmunoldgico mantienen comunicacion a través de diversas vias. Existe comunicacion directa entre la
respuesta inmune periférica y el SNC a través de los 6rganos circunventriculares, los cuales carecen de
barrera hematoencefalica. Las citocinas periféricas también unirse a los receptores de la superficie del

endotelio vascular en el cerebro, incrementando la sintesis y la secreciéon de prostaglandinas y el éxido
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nitrico que se difunden en el parénquima cerebral para modular la actividad de neuronas lo que se asocia

con la aparicién de fiebre y la activacion del eje Hipotalamo-hipdfisis-adrenales (HHA).
5. NEUROINFLAMACION Y NEURODEGENERACION

La neuroinflamacion es la respuesta inmunitaria del tejido neural para frenar la infeccion
y eliminar patdgenos, desechos celulares y proteinas mal plegadas (Lyman et al., 2014).
Ambos componentes del sistema inmunitario (inmunidad innata y adaptativa) juegan un
papel crucial en la generacion de la neuroinflamaciéon (Kumar, 2019). Los astrocitos, la
microglia, los oligodendrocitos y las células gliales sirven como células inmunitarias
innatas centinelas locales del cerebro, y la activacion de estas células en diversas
condiciones conduce al desarrollo de neuroinflamacion (Shabab et al., 2017; Kumar, 2019);
la cual se caracteriza por cambios moleculares y celulares de manera diferencial en
respuesta a diferentes estimulos inflamatorios que van desde lesiones cerebrales
inducidas externamente, como infecciones, traumatismos y accidentes cerebrovasculares,
hasta cambios sistémicos que incluyen anomalias metabdlicas, infecciones vy
envejecimiento (Cai, 2013). La respuesta inmune en el SNC tiene como funcién la
reparacion del tejido después de una lesion o estado patologico. Sin embargo, esta
respuesta puede persistir durante un largo periodo de tiempo como una reaccioén cronica
(Kempurak et al., 2021).

La neuroinflamacién conduce a la neurodegeneracidon, defectos cognitivos vy
enfermedades neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis multiple y esclerosis lateral amiotréfica) (Kempurak et al., 2021). La
activacion de la microglia, la infiltracion de células inmunitarias, la generacién de
especies de estrés oxidativo y las citocinas proinflamatorias son mecanismos importantes

en las respuestas neuroinflamatorias y neuroinmunes (Kolliker-Frers et al., 2021).
5.1 Componentes de la neuroinflamacion
5.1.1 Células endoteliales

Los capilares que se encuentran en el SNC son distintos de los que se encuentran en el
resto del cuerpo debido a la presencia de BBB, un filtro importante que protege el cerebro
(Freeman et al., 2012). La BBB contiene proteinas de union estrecha entre las que se
encuentran la ocludina, las claudinas y las moléculas de union de adhesion (JAM) que
unen las células endoteliales cerebrales (Freeman et al., 2012). Para mantener el ambiente

homeostatico requerido para la funciéon adecuada de las neuronas del SNC, las células
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endoteliales de la microvasculatura del SNC regulan el movimiento de iones y moléculas
entre la sangre y el SNC (Marchetti & Engelhardt, 2020). Los niveles de citocinas modulan
la permeabilidad de la BBB al alterar la resistencia de las uniones estrechas en las células
endoteliales de la vasculatura cerebral (Wong et al., 2004). El dafio a la BBB facilita la
entrada al cerebro de productos, células y patégenos neurotdxicos derivados de la sangre
y estd asociada con respuestas inflamatorias e inmunitarias, y el desencadenamiento de
multiples vias neurodegenerativas (Sweeney et al., 2018). La disfuncion cerebrovascular y
la patologia vascular contribuyen al deterioro cognitivo y la pérdida neuronal (Sweeney
et al., 2018). De manera importante, las células endoteliales tienen la capacidad de captar
antigenos de patdgenos, lo que sugiere que tienen un potencial para la presentacion de

antigenos y la modulacion de procesos infecciosos (Combes et al., 2012).
5.1.2 Mastocitos

La neuroinflamacion es distinta a otros tipos de respuesta inflamatorias debido a las
caracteristicas del SNC. En primer lugar, no hay células dendriticas involucradas. En
cambio, la microglia, los astrocitos y los mastocitos son las células inmunes innatas del
SNC (Hendriksen et al., 2017). Los mastocitos residen en el cerebro y son una fuente
importante de moléculas inflamatorias. Estan presentes en el parénquima cerebral y las
meninges, adyacentes a los vasos sanguineos del cerebro. Actiian como células efectoras
y sensoras, y son la respuesta inmune primaria del SNC, reclutando otras células
inmunitarias que inician, amplifican y mantienen la respuesta inmunitaria y neuronal
después de su activacion (Hendriksen et al., 2017). Los mastocitos son la primera
respuesta celular después de una lesiébn cerebral, traumatismo o accidente
cerebrovascular para proteger el cerebro y restaurar la homeostasis mediante la
liberacién de citocinas y citocinas neuro protectoras y antiinflamatorias (Kempurak et al.,
2021). Sin embrago, la activacién y acumulacién excesivas de mastocitos genera sobre
activacion de astrocitos, microglia y neuronas mediante la liberacién de diversas
moléculas inflamatorias. Las interacciones de los mastocitos con las células gliales y las
neuronas dan como resultado la liberaciéon de mediadores como citocinas, proteasas y
especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen y exacerban la neuroinflamacion, la
muerte neuronal y el deterioro cognitivo (Hendriksen et al., 2017). Durante la
neuroinflamacién, los niveles excesivos de estos mediadores pueden influir en la
neurogénesis, la neurodegeneracion y la permeabilidad de la BBB. Las células gliales

activadas, a su vez, liberan mediadores inflamatorios adicionales que pueden activar los
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mastocitos y las propias células gliales para secretar mas citocinas proinflamatorias en un

circulo vicioso (Kempurak et al., 2021).
5.1.3 Microglia

La microglia son las células inmunitarias residentes del SNC, actiian como célula
presentadora de antigenos (APC), contribuyen a mantener la homeostasis del SNC,
proporcionan la defensa innata contra los microbios invasores y tienen una funcion
crucial en el proceso de neuroinflamacion (Kolliker-Frers et al., 2021). Son las células clave
en la inflamacion cerebral y enfermedades neurodegenerativas inflamatorias (Shabab et
al., 2017). Ademas de expresar varios receptores inmunitarios, la microglia expresa varios
TLR, incluidos TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-7, TLR-8, TLR-9 y el correceptor
CD14. Estas microglias con diversas expresiones de TLR estdn presentes en diferentes
areas del cerebro, principalmente en las dreas contiguas a la circulacion sanguinea,
incluidas las meninges y los 6rganos circunventriculares, por lo que tienen una funcion
crucial en el desencadenamiento de la neuroinflamacion (Kumar, 2019). En respuesta a
citocinas, moléculas de sefializacién de la inflamaciéon aguda, patogenos, dafio tisular,
estimulacion anormal, neurotoxinas, infeccion o lesion, la microglia pasa de un estado
inactivo ramificado a uno fagocitico activado, tipo proinflamatorio (activacion clasica o
M1) liberando mediadores proinflamatorios en el proceso (Kolliker-Frers et al., 2021).
Estas células activadas proliferan, fagocitan y presentan antigenos a células T (Shabab et
al., 2017). La microglia activada es la principal fuente de ROS, especies de nitrogeno,
glutamato y citocinas proinflamatorias los cuales son neurotdxicos cuando son liberados
en altas concentraciones causando disfuncion neuronal y muerte celular (Gonzdlez &
Pacheco, 2014; Mizuno, 2015). En términos de neuroinflamacién cronica, estas células
pueden permanecer activadas durante periodos prolongados, liberando cantidades de
citocinas y moléculas neurotdxicas que contribuyen a la neurodegeneracion a largo plazo
(Shabab et al., 2017; Lyman et al., 2014). La microglia activada puede inducir la muerte de
neuronas (neurodegeneracion). Sin embargo, también tienen un papel fundamental en la

remocion o muerte de patégenos o particulas extrafias del SNC (Shabab et al., 2017).
5.1.4 Astrocitos

Los astrocitos son las células mas abundantes del SNC (Yang & Zhou, 2019). Desempefian
dos funciones principales en el SNC en reposo: integran sefales y mantienen la
homeostasis entre los componentes nervioso, inmunitario y vascular. Los astrocitos son

reguladores cruciales de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa en el SNC lesionado
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y su actividad puede exacerbar la respuesta inflamatoria y el dafio tisular o puede
promover la inmunosupresion o la reparacion tisular segtn la duracion y la situacion del
contexto en el que se activan mediante la produccion de varias citocinas y quimiocinas
(Kumar, 2019). Los astrocitos tienen la capacidad de reconocer estructuras pertenecientes
a varios tipos de patogenos (PAMPS), por lo que pueden ser danados o infectados
directamente (Combes et al., 2012).; ademas de que expresan TLR-2, TLR-3, TLR-4 y TLR-
9. Estas células producen moléculas que atraen a las células inmunitarias a la region
lesionada y facilitan su infiltracion desde la vasculatura hacia el tejido del SNC
(Cekanaviciute & Buckwalter, 2016). Los astrocitos reactivos muestran diferentes
fenotipos y se han clasificado en fenotipos Al y A2. El fenotipo Al tiene propiedades
proinflamatorias y neurotdxicas, mientras que los astrocitos A2 muestran caracteristicas
neuroprotectoras. Los astrocitos Al contribuyen a la muerte de neuronas y
oligodendrocitos, mientras que los astrocitos A2 participan en la promocion de la
supervivencia neuronal y la reparacion de tejidos. Las citocinas, incluidas IL-1a, TNF y
Clq, secretadas por la microglia activada son necesarias y suficientes para la inducciéon
de astrocitos “A1l”, lo que sugiere los efectos sinérgicos de la microglia y los astrocitos en
enfermedades relacionadas con la neuroinflamacién. El ntiimero de astrocitos Al
aumenta drasticamente en enfermedades neurodegenerativas. La astrogliosis reactiva es
el proceso celular fundamental que inicia la formacion de una cicatriz glial alrededor de
las lesiones traumaticas del SNC (Li et al., 2021).

5.1.5 Neuronas

La interaccion homeostatica entre las neuronas y la microglia contribuye al desarrollo,
maduracion y mantenimiento del SNC. La microglia promueve la poda sindptica en el
cerebro en desarrollo y el mantenimiento de la actividad neuronal en el cerebro maduro.
Las neuronas regulan la funcion de la microglia a través de la produccién de varias
citocinas y quimiocinas (Mizuno, 2015). La neuroinflamacién inducida por la microglia
activada contribuye a la interrupcion de esta interaccion homeostatica entre las neuronas
y la microglia. La activacion de microglia y astrocitos genera muerte neuronal por
necrosis, necroptosis, piroptosis y ferroptosis. Estos tipos de muerte neuronal estan
asociados con la liberacion de DAMPs proinflamatorios (HMGB1, HSP y 4cidos
nucleicos), los cuales pueden iniciar y perpetuar la respuesta inflamatoria de las células
gliales o directamente contribuir al dafio neuronal (Mangalmurti & Lukens, 2022). De esta
manera, las neuronas tienen un papel importante en la estimulacién constante

inflamatoria. Durante el proceso neuroinflamatorio, las neuronas son el blanco y a su vez,
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promotores de la inflamacion (Mangalmurti & Lukens, 2022). Sin embargo, las neuronas
danadas tienen también la capacidad de suprimir la activacion de la microglia por medio
de la induccion de citocinas y quimiocinas antiinflamatorias (TGF-B, IL-10 e IL-34),

reduciendo la neuroinflamacion (Mizuno, 2015).
5.1.6 Linfocitos T

Las células T estan presentes en estructuras y fluidos cerebrales sanos (meninges y
liquido cefalorraquideo) y también pueden infiltrarse en el tejido del SNC en respuesta a
una lesidon o enfermedad autoinmune y participan en la activacién de la microglia y el
dafio neuronal (Engler-Chiurazzi et al., 2020). En presencia de IL-12, las células T CD4*
infiltradas se diferencian hacia un fenotipo Th1l productor de IFN-y, especializado en la
eliminacion de patdgenos intracelulares y estd asociado con neuroinflamacion y dano
neuronal (Gonzdlez & Pacheco, 2014). Otro fenotipo asociado a neuroinflamacién y
neurodegeneracion es el Th17 productoras de IL-17 e IL-22, el cual es favorecido por la
presencia de IL-23. En presencia de IL-4 se diferencian a un perfil Th2, productoras de
IL-13, IL-5 e IL-4. Las células Th2 son fundamentales en la respuesta inmune contra
helmintos y en los procesos alérgicos; en el SNC estas células disminuyen el proceso
neuroinflamatorio y en condiciones homeostaticas participan en el proceso de
consolidacion de la memoria espacial. Las células T CD4*también pueden adquirir un
fenotipo antiinflamatorio y diferenciarse en células Treg productoras de IL-10, las cuales
suprimen la funcidn inflamatoria de las células T efectoras, disminuyendo la
neuroinflamaciéon y la neurodegeneracion. La activacion diferencial de las células
microgliales constituye un punto central de regulacién en la neuroinflamacion, lo que
puede resultar en entornos neurotoxicos o neuroprotectores que son criticos para el
destino de las neuronas. En este sentido, las células Thl, Thl7, las células T CD4+
productoras de GM-CSF y las células Tyd contribuyen a la neuroinflamacion crénica,
perpetuando asi los procesos neurodegenerativos. Por el contrario, las células Treg y Th2
disminuyen las funciones inflamatorias en las células microgliales y promueven un

microambiente de proteccién neuronal (Gonzélez & Pacheco, 2014).
5.1.7 Linfocitos B

Al igual que las células T, los linfocitos B modulan la funcion cerebral en estado normal
o en enfermedad. Las células B se encuentran en muy baja cantidad en las meninges, el
fluido cerebroespinal y posiblemente el parénquima cerebral en condiciones normales.

Sin embargo, infiltran en grandes cantidades el tejido del SNC en respuesta a dafio o
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enfermedad. Las células B en el SNC tienen la capacidad de actuar como células

presentadoras de antigenos, que promueven la activacion y expansion de las células Th1
y Th17 (Engler-Chiurazzi et al., 2020).

5.2 Neurodegeneracion

El termino neurodegeneracion describe la condicion clinica en la cual las neuronas son
dafiadas y su posterior induccidon de muerte por algtin dafio al SNC. Este proceso puede
ser agudo o cronico (Mangalmurti & Lukens, 2022). E1 SNC tiene una muy limitada, o
casi nula, capacidad regenerativa. Por lo tanto, es muy importante limitar la muerte
celular en esta region. La muerte de las células neuronales no es un evento auténomo,
sino que es desencadenado a través de interacciones con células neuronales y gliales
vecinas. La microglia activada puede matar neuronas al liberar TNF, glutamato,
catepsina B y/o ROS y NOS, que pueden causar muerte apoptotica, excitotoxica y
necrotica de las neuronas circundantes o pueden estresarlas e inducir la liberacion de
moléculas (fosfatidilserina, calreticulina, UDP) que provocan la fagocitosis microglial de
las neuronas estresadas pero viables, lo que resulta en la destruccion celular y la

induccion de muerte por fagocitosis (Fricker et al., 2018).
6. AGENTES ANTI-INFLAMATORIOS

Como se ha mencionado, la inflamacién involucra al sistema inmune innato y adaptativo
y es una respuesta homeostatica de los tejidos a un dano. Sin embargo, cuando no se
regula, la inflamacion puede provocar trastornos autoinmunes o autoinflamatorios,
enfermedades neurodegenerativas o cancer. Debido a esto, existen una variedad de
agentes antiinflamatorios seguros y efectivos, incluida la aspirina y otros
antiinflamatorios no esteroideos (Dinarello, 2010). La aspirina inhibe las enzimas
ciclooxigenasa (COX) COX-1y COX-2, que sintetizan prostaglandinas y tromboxanos. En
segundo lugar, estan los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), que
tiene como blanco a la COX-2 y, por lo tanto, a la sintesis de prostaglandinas,
particularmente PGE2. Las formas sintéticas de cortisol (glucocorticoides) se usan
ampliamente para tratar muchas enfermedades inflamatorias y, a pesar de sus efectos
secundarios, los glucocorticoides son el principal agente utilizado para reducir la

inflamacion (Dinarello, 2010).
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6.1 Glucocorticoides

Los corticosteroides son hormonas endocrinas esenciales involucradas en la regulacion
de casi todos los procesos fisiologicos. Se pueden dividir en glucocorticoides (cortisol en
humanos, corticosterona en roedores) y mineralocorticoides (aldosterona,
desoxicorticosterona). Los glucocorticoides y los mineralocorticoides ejercen sus efectos
a través de la unidén a los receptores de glucocorticoides (GR) y los receptores de
mineralocorticoides (MR) (Odermatt & Gumy, 2008), que actian como factores de
transcripcion inducibles por ligandos. El receptor de mineralocorticoides es activado por
la aldosterona y promueve la retencion renal de sodio y la excrecion de potasio, aunque

también es activado por glucocorticoides endogenos (Frey et al., 2004).

Los glucocorticoides son farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores
derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por la corteza adrenal
esencial para la adaptacion al estrés fisico o emocional (Serra et al.,2012). El cortisol y la
cortisona son los glucocorticoides humanos. La secrecion diaria de cortisol estd
controlada por el eje HHA. Tras la exposicion al estrés, se estimula el hipotalamo para
que libere la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que luego actiia sobre la
hipofisis anterior para estimular la sintesis de la hormona adrenocorticotropica (ACTH)
(Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). La ACTH luego acttia sobre la corteza suprarrenal para
inducir la secreciéon de glucocorticoides. Una vez en circulacién, el cortisol puede
convertirse en la forma inactiva, cortisona, por la deshidrogenasa 113-hidroxiesteroide
tipo 2. Por el contrario, la deshidrogenasa 113-hidroxiesteroide tipo 1 convierte la
cortisona en cortisol (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). Si bien los glucocorticoides se
llamaron asi debido a su influencia sobre el metabolismo de la glucosa, en la actualidad
se definen como esteroides que ejercen sus efectos al unirse a receptores citosdlicos
especificos que median las acciones de estas hormonas (Carrol et al., 2012). Los
glucocorticoides ejercen sus efectos uniéndose a su receptor (GR), el cual se expresa en
practicamente todos los tipos de células y tejidos por lo que, actian en casi todos los
tejidos del cuerpo y son importantes reguladores del metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas y ademds pueden afectar a casi todas las células del sistema
inmunitario, seguin la diferenciacion o el estado de activacion (Cruz-Topete & Cidlowski,
2015; Busillo & Cidlowski, 2013). Por lo tanto, la sefializaciéon de GR juega un papel
importante en la modulacion de un gran namero de funciones bioldgicas en las células

inmunes y en varios érganos y tejidos, incluidos el cerebro, el higado, el corazon, los
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pulmones, el tejido adiposo, el sistema reproductivo, el estomago y los musculos (Cruz-
Topete & Cidlowski, 2015) (Figura 10).
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Figura 10. Regulacién de la secrecién de glucocorticoides por el eje hipotalamo-pituitario-suprarrenal en
respuesta al estrés (Modificado de Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). Tras la exposicion al estrés ambiental
o psicoldgico, el hipotalamo se estimula para liberar la hormona liberadora de corticotropina (CRH). Luego,
la CRH estimula la glandula pituitaria anterior para que secrete ACTH. A su vez, la ACTH se dirige a la
corteza de las glandulas suprarrenales para liberar cortisol en el torrente sanguineo. Una vez en circulacién
los glucocorticoides viajan a su 6rgano blanco incluyendo el cerebro, el higado, el corazén, los pulmones,
el tejido adiposo, el sistema reproductivo, el estdmago y los musculos, y ejercen una variedad de efectos
especificos de tejido.

6.1.1 Mecanismos moleculares de accion de los glucocorticoides

La accion de los glucocorticoides se inicia por la entrada del esteroide a la célula y la
union a las proteinas receptoras de glucocorticoide (Carrol et al., 2012). E1 GR es un factor
de transcripcién inducido por ligando y miembro de la superfamilia de receptores
nucleares. En condiciones basales, GR reside en el citoplasma en un complejo con
proteinas chaperonas hsp90, hsp70 y p23 e inmunofilinas FKBP51 y FKBP52 (Cruz-
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Topete & Cidlowski, 2015). Una vez que el glucocorticoide se une a GR, todas las
proteinas de choque térmico se liberan para formar un complejo GR dimérico activado,
que se traslada al nuicleo (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). En el nuicleo, los dominios de
union a ADN dirigen al complejo GR a una secuencia palindromica de ADN conocida
como elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) para activar transcripcionalmente
genes (transactivacion) o para reprimir transcripcionalmente genes (transrepresion). Otro
mecanismo involucra la regulacion negativa de otros factores de transcripcion sin
interaccionar con los GRE. Existe una regulacion compuesta, donde el complejo GR se
une a GRE e interacttia con factores de transcripcion vecinos para promover o suprimir
la transcripcion. También se ha propuesto que GR ejerza acciones no gendmicas al
modular directamente las vias de transduccion de sefiales (MAPK, PI3K, AKT) (Figura
11) (Newton & Holden, 2007; Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). De manera importante,
los efectos secundarios de los glucocorticoides estan directamente relacionados con la
transactivacion (diabetes, glaucoma) o la transrepresion (supresion del eje HHA) de
genes a través de los GRE (Schacke et al.,2002).
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Figura 11. Mecanismo de accién de los glucocorticoides. El complejo GR puede actuar directamente
uniéndose a GRE y promover o suprimir la transcripcion de genes. También puede anclarse a factores de
transcripcion y regularlos negativamente. En el mecanismo compuesto, el complejo GR se une a GRE y

regula factores de transcripcion vecinos para promover o suprimir la transcripcion de diversos genes. El
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complejo GR también tiene efecto no gendmico, interactuando con proteinas relacionadas con diversas vias
de sefializacion (Modificado de Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

6.1.2 Efecto antiinflamatorio cldsico de los glucocorticoides

Los glucocorticoides regulan la respuesta inmune tanto a nivel celular como
transcripcional. La principal accion antiinflamatoria de los glucocorticoides es reprimir
genes proinflamatorios que codifican citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion
celular, enzimas inflamatorias y receptores para resolver el proceso inflamatorio y
restaurar la homeostasis (NFkB y AP-1). Sin embargo, la actividad antiinflamatoria del
GR también puede resultar de interacciones no especificas de los glucocorticoides con los
componentes de la membrana o del GR unido a la membrana y de las interacciones de
GR con cinasas (p38 y JNK) afectando las vias de sefalizacién inflamatorias
independientemente de la transcripcion de genes (MAPK, PI3K, AKT). A nivel celular,
los glucocorticoides pueden inducir la apoptosis de los linfocitos T, neutrofilos, basofilos
y eosindfilos para reducir la inflamacién. Los glucocorticoides también pueden reprimir
el proceso inflamatorio indirectamente a través de la induccion de moléculas
antiinflamatorias (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).

6.1.3 Efecto proinflamatorio de los glucocorticoides

El tipo de exposicion a los glucocorticoides y el estado basal del sistema inmunitario son
factores importantes que influyen en los efectos de los glucocorticoides. La exposicion
crénica a los glucocorticoides es inmunosupresora, mientras que la exposicion aguda
mejora la respuesta inmune periférica (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015). Los
glucocorticoides pueden inducir la expresion de varios genes relacionados con la
inmunidad innata, incluidos varios miembros de la familia de TLRs en células
mononucleares. Sin embargo, en las mismas células, los glucocorticoides tienen un efecto
inhibitorio sobre la expresion de genes proinflamatorios de la respuesta inmune
adaptativa. Los glucocorticoides inducen la expresiéon de TLR-2 y TLR-4 en células
epiteliales pulmonares y aumentan la expresion de TLR-2 inducida por Haemophilus
influenzae. De igual manera, la dexametasona incrementa la induccion de TLR-2 causada
por TNF a través de la activacion de GR y su reclutamiento en la region promotora
proximal de TLR-2. Los glucocorticoides inducen la expresion de la familia de receptores
tipo NOD, principalmente de NLRP3, lo que sensibiliza a los macrofagos a ATP
extracelular, y promueve la secrecion de citocinas proinflamatorias IL-18, TNF e IL-6.

También inducen la expresion del receptor purinérgico P2Y2R, lo cual promueve la
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secrecion de IL-6 por las células endoteliales en respuesta a ATP. Por lo tanto, los
glucocorticoides pueden trabajar sinérgicamente con mediadores proinflamatorios para
reforzar los mecanismos de defensa para asegurar la eliminacién y remocion de

patogenos (Cruz-Topete & Cidlowski, 2015).
6.1.3 Glucocorticoides sintéticos

Las alteraciones de la estructura de los glucocorticoides han llevado a la creacion de
compuestos sintéticos con mayor actividad glucocorticoide (Carrol et al., 2012). Los
compuestos sintéticos presentan mayor potencia glucocorticoide, pierden actividad
mineralocorticoide y tienen mayor vida media y, asi, no originan retencion de sodio,
hipertensién e hipopotasemia (Serra et al.2012). La actividad aumentada de estos
compuestos se debe a incremento de la afinidad por los receptores de glucocorticoide, y
retraso de la depuracién plasmatica, lo cual aumenta la exposicion de tejido (Carrol et al.,
2012). Tanto los glucocorticoides naturales como los sintéticos son uno de los
medicamentos antiinflamatorios mas administrados en todo el mundo (Busillo &
Cidlowski, 2013).

6.1.4 Via nasal para la administracion de glucocorticoides

Los glucocorticoides se pueden administrar por via tdpica, intralesional, oral,
intramuscular e intravenosa (Botargues et al., 2011). Sin embargo, en circunstancias
normales, la BBB evita que el 98 % de las moléculas alcancen sus objetivos terapéuticos
en SNC. Un enfoque alternativo es la administracion intranasal dirigida, donde el
objetivo es evitar, en lugar de cruzar, la BBB (Djupesland et al., 2014). Los filamentos
nerviosos del primer nervio craneal (el nervio olfatorio) se extienden directamente desde
el bulbo olfatorio en la regiéon limbica del cerebro hasta los segmentos superiores
posteriores de la nariz, penetran el revestimiento de la mucosa y permiten el contacto
directo con el ambiente sin necesitar un receptor sensorial periférico. Esto ofrece un

acceso directo de medicamentos al SNC en concentraciones terapéuticas (Djupesland et
al., 2014).

6.2 Dexametasona (DEX)

La dexametasona (DEX) es un miembro de la familia de los corticosteroides y analogo de
la prenidsolona (Reategui-Navarro et al.,2019). Es un glucocorticoide sintético que ejerce
su accion agonista uniéndose a receptores de esteroides nucleares especificos y a los

receptores glucocorticoides membranales. Su férmula quimica es 9-fluoro-118,17,21-
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trihidroxi-16a-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona (Figura 12). Presenta 10 a 20 veces mas
actividad glucocorticoide que el cortisol, y actividad mineralocorticoide insignificante. Es
metabolizada por el citocromo P450 (CYP) 3A4 dentro del higado y tiene una vida media
de 3 horas (Chu et al., 2014-, Ciobotaru et al., 2019). Se utiliza en el tratamiento de
numerosas enfermedades, incluida la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, alergias
graves, problemas reumaticos, el asma, varias enfermedades de la piel, la inflamacién del
cerebro y en conjunto con antibioticos en la TB (Ahmed & Hassan, 2020). La DEX ejerce
un efecto inhibidor sobre los factores inflamatorios. Es aproximadamente 25 veces mas
efectiva que otros compuestos corticosteroides. La DEX presenta un efecto
antiinflamatorio mayor que los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
como el ibuprofeno y la aspirina. La DEX es tanto antiinflamatoria como
inmunosupresora, mientras que los AINES solo inhiben la etapa vascular de la
inflamacion. Puede inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias como la
interleucina IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF, IFN-y, VEGF y prostaglandinas (Ahmed & Hassan,
2020).

6.3 Componente A (CpdA)

Debido a los efectos secundarios del tratamiento prolongado con glucocorticoides
(osteoporosis, atrofia muscular, hipertensidn, alteraciones del comportamiento y
trastornos del metabolismo de la glucosa y los lipidos), en los dltimos afios se han
desarrollado activadores selectivos del GR, que mantienen la actividad terapéutica de los
glucocorticoides, pero con pocos efectos secundarios (Lesovaya et al., 2005; Schacke et al.,
2007).

Un ligando no esteroideo del GR es el Componente A (CpdA), cloruro de 2-((4-
acetoxifenil)-2-cloro-N-metil) etilamonio, un andlogo sintético de un precursor de la
hidroxifenilaziridina (Figura 12) encontrado en el arbusto africano Salsola
tuberculatiformis Botschantzev (De Bosscher et al., 2005). Tiene actividad antinflamatoria e
inmunomoduladora (Saksida et al., 2014). Presenta una afinidad de unién 4 veces mayor
que la de la DEX al GR (Lesovaya et al, 2015). E1 CpdA a diferencia de los
glucocorticoides, no provoca la dimerizacion de GR inducida por ligando, por lo que
induce una modesta translocacion nuclear del complejo GR y no genera la transactivacion
de genes a través de los GRE (Robertson et al., 2010). Sin embargo, si tiene la capacidad
de inhibir factores de transcripcion como NF-kB, AP-1, Ets-1, Elk-1, SRF y NFATc por
anclaje directo (Gossye et al., 2010).
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6.4 Curcumina (CUR)

Los medicamentos naturales obtenidos de plantas han sido usados terapéuticamente
desde la antigiiedad debido a su baja toxicidad. La Curcumina (CUR) o diferuloilmetano
(1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenol)-1,6-heptadieno-3,5-diona) (Figura 12) es un compuesto
polifendlico obtenido de los rizomas de Curcuma longa (Avila-Rojas et al.,2018) una planta
rizomatosa nativa del sur y sureste de Asia que pertenece a la familia Zingiberaceae
(Hatcher et al., 2008). La CUR es una especia y un colorante natural utilizado en la
industria alimenticia (Subhashini et al., 2013) y tiene propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antimutagénicas, antimicrobianas, antivirales,
hepatoprotectoras, inmunomoduladoras, neuroprotectoras, antiartriticas,
antihipertensivas, antiangiogénicas, antiagregacion plaquetaria, antidiabéticas,
antiobesidad, hipolipemiantes, analgésicas, antidepresivas y antiisquémicas. (Hatcher et
al., 2008; Huang et al., 2011; Izui et al., 2016; Bassani et al., 2017; Saifi et al., 2022). La CUR
controla la respuesta inflamatoria al suprimir la actividad de las enzimas ciclooxigenasa-
2 (COX-2), lipoxigenasa y 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Ademas, CUR suprime
la activacion de NF-xB; inhibe la produccién de las citocinas inflamatorias TNF,
interleucina (IL)-1, -2,-6,-8 y -12, proteina quimiotactica de monocitos (MCP) y proteina
inhibidora de la migracion; y disminuye las MAPK y Janus (Jurenka, 2009). La CUR
puede cruzar la BBB, por lo que se ha propuesto como tratamiento de diferentes
enfermedades del SNC (Dong et al., 2018)

Dexametasona Componente A Curcumina

Cl | OCH,

NH,CI~ Ha O OH
0 = X O

Figura 12. Estructura quimica de la DEX, CpdA y CUR. Moléculas con propiedades antiinflamatorias

utilizadas para el desarrollo experimental de la presente tesis.
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II. ANTECEDENTES
1. RELACION DE LA TB CON ENFERMEDADES MENTALES COMUNES

Los trastornos mentales se encuentran entre los principales problemas a nivel mundial
relacionados con la salud. El Estudio de Incidencia Global de Enfermedades, Lesiones y
Factores de Riesgo (GBD, por sus siglas en inglés) en 2019 mostré que los dos trastornos
mentales mas incapacitantes son la depresion y la ansiedad (Santomauro et al., 2021).
Ademas, en 2020 se presentd un aumento sustancial en la prevalencia del trastorno
depresivo mayor y los trastornos de ansiedad como resultado de la pandemia de COVID-
19 (Santomauro et al., 2021).

La depresién es un trastorno mental que se manifiesta con un estado de animo
melancolico, pérdida de interés o placer, disminucion de la energia, sentimiento de culpa
o baja autoestima, trastornos del suefio o del apetito y mala concentracion (Paykel, 2008;
Marcus et al., 2012). Los trastornos depresivos afectan a mas de 320 millones de personas
en todo el mundo (Ross et al., 2023). En su forma mas grave, la depresion puede conducir
al suicidio, que representa el 1,5 % de las muertes en todo el mundo (Ross et al., 2023).
Ademas, la depresion se asocia frecuentemente con sintomas de ansiedad, siendo la
depresion ansiosa (comorbilidad de ansiedad y depresion) un sindrome comtn (Choi et
al., 2020). La incidencia de depresion es alta entre las personas con enfermedades crdonicas
como la enfermedad coronaria, el cancer o la diabetes, y se asocia con un mal prondstico

de la enfermedad fisica y con mayor mortalidad (Boing et al., 2012; Uhlenbusch et al.,
2019).

La ansiedad es un sentimiento vago, subjetivo e inespecifico de inquietud, aprension,
tension, nerviosismo excesivo y una sensacion de muerte inminente, tendencia a evitar
irracionalmente objetos o situaciones, y ataques de ansiedad (GBD, 2017). La ansiedad se
asocia con una disminucién del funcionamiento y la calidad de vida, y puede ocurrir en
el contexto de una enfermedad. Es una de las reacciones mas frecuentes que acompafian
el inicio o la recurrencia de una enfermedad respiratoria (Bystritsky et al., 2013; Kelly et
al., 2022). Sin embargo, la mayoria de las personas con problemas de salud mental no son
diagnosticadas o tratadas de manera eficaz en paises de ingresos bajos y medios (Wang
et al., 2018).

Tanto las enfermedades mentales comunes (EMC) como la TB son problemas de salud

publica que comparten factores de riesgo entre los que se encuentran la pobreza, la
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adiccion a las drogas, y la falta de vivienda (Lara-Espinosa & Herndndez-Pando, 2021).
Las enfermedades pulmonares se encuentran entre las condiciones cronicas que estan
estrechamente relacionadas con trastornos como la ansiedad y la depresion (Wells et al.,
1988). La ansiedad y la depresion disminuyen el control de la infeccion y aumentan la
severidad y variedad de los sintomas presentes en los pacientes. Generan mayor uso de
los servicios de salud, baja adherencia al tratamiento, tratamiento mas extenso y
desarrollo de resistencia antimicrobiana, lo que contribuye a un incremento en el nimero
de muertes (Van den Heuvel et al., 2013; Ruiz-Grosso et al., 2020; Kumpuangdee et al.,
2022).

En paises de ingresos altos, medianos y bajos existe una incidencia alta de ansiedad y
depresion en los pacientes que TB. Paises con una alta prevalencia de TB como la India
(Mathai et al., 1981; Singh et al., 2015; Kumar et al., 2016; Shyamala et al., 2018; Salodia et
al., 2019; Katare & Harsha, 2022; Kumpuangdee et al., 2022), Pakistan (Husain et al., 2008;
Aamir & Aisha, 2010; Sulehri et al., 2010; Rubeen et al., 2014; Amreen & Rizvi, 2016; Walker
et al., 2018; Jat & Juseja, 2022; Razzaq et al., 2022), Etiopia (Duko et al., 2015; Dasa et al.,
2019; Ambaw et al., 2020; Mohammedhussein et al., 2020) y China (Chen et al., 2016; Wang
et al., 2018; Gong et al., 2018; Qiu et al., 2018) han informado de la presencia de depresion
y ansiedad en pacientes con TB (Figura 13) (Cuadro 2). El promedio de depresién entre
los pacientes con TB es del 50 % y de ansiedad del 40 % al 50% (Figura 13). Estos hallazgos
demuestran que el vinculo entre la TB y las EMC es mayor que entre las EMC y otras
enfermedades cronicas, como el cancer o la obesidad, que oscila entre el 20 % y el 36 %
(Pitman et al., 2018; Fulton et al., 2022).

Los pacientes con una duracién mas prolongada de TB tienen una mayor incidencia de
depresion y ansiedad (Singh et al., 2015), y la depresidon es mayor en pacientes con TB
pulmonar que extrapulmonar (Shymala et al., 2018). Aunado a que, a pesar de recibir
tratamiento, los pacientes con TB contintian con depresién y ansiedad (Kruijshaar et al.,
2010; Rubeen et al., 2014), siendo los pacientes adultos mas propensos a la depresion
(Kumar et al., 2016). Los pacientes con TB multidrogorresistente (TB-MDR) presentan
niveles mas altos de depresidn, lo cual se ha relacionado con la presencia de efectos
secundarios causados por la medicacion para tratar la TB-MDR y al efecto negativo
tinanciero del tratamiento (Javaid et al., 2017; Aghanwa & Erhabor,1998; Vega et al., 2004;
Walker et al., 2019; Susanto et al., 2023). Ademas, los pacientes con TB presentan tasas
bajas a moderadas de ideas suicidas (9,0%) y antecedentes de intento de suicidio (3,1%)
(Yen et al., 2015) (Cuadro 2).
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La incidencia de depresion y ansiedad en los pacientes con TB se han relacionado con
factores sociales como el estigma social, la percepcion de la gravedad de la enfermedad,
la pobreza, el aislamiento social, el abuso de drogas, la dependencia del alcohol, el

tabaquismo y los bajos niveles educativos (Aamir & Aisha, 2010).
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Lugares con reportes de TB en asociacion con Depresion y Ansiedad

Figura 13. Asociacion entre depresion, ansiedad y TB. (A) Porcentaje de depresion en pacientes con TB
descrito en diversos estudios. (B) Porcentaje de ansiedad en pacientes con TB descrito en diversos estudios
(C) Lugares con reportes de TB en asociaciéon con depresidon y ansiedad. Existe una asociacion entre
depresién, ansiedad y TB en paises de ingresos altos y bajos y medios. Paises con alta prevalencia de TB

como India, Pakistan y China han reportado una asociacién de la enfermedad con depresion y ansiedad
(Modificado de Lara-Espinosa & Hernandez-Pando, 2021).
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Cuadro 2. Resumen de la investigacion que examina la asociacion entre depresion, ansiedad y tuberculosis
entre 1981 y principios de 2023. Hay espacios en blanco cuando el articulo citado solo reporta los datos de

depresion o ansiedad (Modificado de Lara-Espinosa & Herndndez-Pando, 2021).

Lugar Cita Pacientes Escala Depresion | Ansiedad
India Mathai ef al., 1981 70 y 70 ICD-9 15.71 % 7.14%
controles
Nigeria Aghanwa & 53 ICD-10/ GHQ-30 30.2%
Erhabor, 1998
Turquia Aydin & Ulusahin, 119 CIDI, ICD-10, DSM- 21% 20.3 %
2001 IV and GHQ-12
Peru Vega et al., 2004 75 DSM-IV 52.2% 8.7%
Pakistan Husain et al., 2008 108 HAD 46.3% 47.2%
Nigeria Issa et al., 2009 65 PHQ-9 27.7 %
Inglaterra Kruijshaar et al., 61 SF-36/EQ-5D 48% 22%
2010
Pakistan Aamir & Aisha, 65 HAD 72.2% 72.2%
2010
Pakistan Sulehri et al., 2010 60 BDI-II 80%
Nigeria Ige & Lasebikan, 88 HAD 45.5%
2011
Rumania Adina et al., 2011 60 BDI/STAI 78% 42%
Suddfrica Peltzer & Louw, 4900 Kessler-10 81.1% 32.9 %
2013
Peru Ugarte-Gil et al., 325 CES-D 37%
2013
Zambia Van den Heuvel et 231 DSM-1V/ICD-10 9.3 % 27.9%
al., 2013
Pakistan | Rubeenetfal., 2014 | 70 y 70 HAD 37.1% 37.1%
controles
Malasia Atif et al., 2014 336 SE-36 67.1%
Las Masumoto et al., 561 PHQ-9 16.8 %
Filipinas 2014
Turquia Kibrisli et al., 2015 94 y 99 LSAS 68.4%
controles
India Singh et al., 2015 100 y 100 ICD-10/TMAS/BDI 44% 38%
controles
Etiopia Duko et al., 2015 424 HAD 43.4 % 41.5%
Iran Emami et al., 2015 146 SCL-90 52.7 % 41.1 % 3
Taiwan Yen et al., 2015 4629 ICD-9-CM 1.71% 8
India Kumar et al., 2016 100 GHQ-12/BDI-II/HARS | 47.29 % 52.71 % }-EED
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Lugar Cita Pacientes Escala Depresion | Ansiedad
Sri Lanka Galhenage et 430 HAD 252 % 14.7 %
al., 2016
China Chen et al., 2016 1105 SDS/ SAS 29.8% 13.5%
Turquia Yilmaz & Dedeli, 208 HAD 60.5 % 26%
2016
Pakistan Amreen & Rizvi, 100 PHQ-9/ GAD-7 56% 65%
2016
Cameriin Kehbila et al., 2016 265 PHQ-9 61.1 %
Angola Paulo & Peixoto, 81 HAD 49.4% 38.3%
2016
Brasil Dos Santos et al., 86 HAD 31.4% 38.4 %
2017
Afganistan | Javaid et al.,2017 289 DSM-IV/HAM-D 87.5%
India Shyamala et al., 262 PHQ-9 80.37 % 74%
2018
China Wang et al., 2018 1252 HAD/ PHQ-9 18.13% 18.37%
China Gong et al., 2018 1342 CES-D 48%
Qiu et al., 2018
Pakistan Walker et al., 2018 1279 PHQ-9 42.8% 74%
India Salodia et al., 2019 106 PHQ-9 23.6%
Brasil De Castro-Silva et 260 PHQ-9 60.2%
al., 2019
Etiopia Dasa et al., 2019 403 PHQ-9 51.9%
Nepal Walker et al., 2019 135 HSCL-25 22.2% 15.6 %
Etiopia Ambaw et al., 2020 648 PHQ-9 73.6%
Etiopia | Mohammedhussein 410 HAD 55.9% 54.6%
et al., 2020
Turquia Bozkus et al., 2021 45y 48 HAD 44% 40%
controles
Rumania Stoichita et al., 2021 46 HAD 46% 43%
Pakistan Jat & Juseja, 2022 112 HAD 46.3% 47.2%
Pakistan Razzagq et al., 2022 400 HAD 56% 55%
India Katare & Harsha, 73 HAD 58.5% 21.9 %
2022
India Kumpuangdee et 103 HAD 7.8% 6.8%
al., 2022
Indonesia | Sunjaya et al., 2022 74 ZSRAS 71.6% 48.7%
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Lugar Cita Pacientes Escala Depresion | Ansiedad
Repiiblica Jones-Patten et al., 180 PHQ-9/ ZSRAS 26.1 % 47.2%
de 2023
Botswana
Etiopia Assefa et al., 2023 418 HAD 55.9 % 39.5 %
Indonesia Susanto et al., 2023 102 ZSRDS/ZSRAS 68.6% 86.3%

30-item General Health Questionnaire (GHQ-30). Beck Depression Inventory-II (BDI-II). Beck's depression inventory
(BDI). Center for Epidemiological Studies Depression Scale (CES-D). Composite international di-agnostic interview
(CIDI). Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-IV). European Quality of Life-5 Dimensions (EQ-
5D). General Health Questionnaire-12 (GHQ-12). Generalised Anxiety Disorder Questionnaire (GAD-7). Hamilton
Anxiety Rating Scale (HARS). Hamilton Depression Rating Scale (HAM-D). Hopkins Symptom Checklist (HSCL-25).
Hopkins Symptom Checklist-25 (HSCL-25). Hospital Anxiety and Depression Scale (HAD). International Classification
of Disease, tenth edition (ICD-10). International Classi-fication of Diseases, Ninth Edition, Clinical Modification (ICD-
9-CM). Kessler Psychological Distress Scale (Kessler -10). Liebowitz Social Anxiety Scale (LSAS). Riker Sedation-
Agitation Scale (SAS). Sheehan Disability Scale (SDS). Short Form 36 Health Survey (SF-36). State-Trait Anxiety
Inventory (STAI). Symptom Check-list-90 (SCL-90). Taylor's Manifest Anxiety Scale (TMAS). The Patient Health
Questionnaire (PHQ-9). The Zung Self-Rating Depression Scale (ZSRDS). The Zung Self-Rating Anxiety Scale (ZSRAS).

2. RESPUESTA INMUNE EN EL SNC DURANTE TB PULMONAR
EXPERIMENTAL

En el modelo murino de TB pulmonar experimental se observd que, en ausencia de
bacterias cultivables en el cerebro, se presenté un aumento en la produccion de citocinas
proinflamatorias TNF, IFN-y e IL-12, de las enzimas IDO e iNOS y de IL-10, IL-4 y TGF-
B en el hipotalamo, hipocampo y cerebelo (Figura 14). Degeneracion neuronal en la etapa
temprana de la infeccion y muerte neuronal en el hipocampo durante la etapa avanzada
(Figura 15). Con aumento en los niveles de p38, JNK y reduccion de los niveles de BDNF,
aumento en la permeabilidad de la BBB y modificaciones en los niveles de epinefrina,
norepinefrina, dopamina y serotonina (Figura 16). Estos cambios estan relacionados con
la presencia de conducta de enfermedad, conducta similar a la depresién, conducta
similar a la ansiedad, dafio en la consolidacion de la memoria a corto y a largo plazo,
dafo neuroldgico y miedo condicionado (Figura 17). Estos datos proponen que la extensa
inflamacion pulmonar y producciéon de citocinas local estd asociada con el
desencadenamiento de procesos neuroinflamatorios y modificaciones en los
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 (Lara-Espinosa et al., 2020) (Figura 18).
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Figura 14. Efecto de M. tuberculosis en el SNC. (A) Carga bacilar en pulmon y cerebro de ratones BALB/c infectados con 2.5*10° UFC de M. tuberculosis

H37Rv y expresion de TNF e IL-12 en (B) el hipotalamo, (C) hipocampo y (D) cerebelo (Imagenes representativas, modificado de Lara-Espinosa et
al., 2020).

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis Pulmonar

Pagina 47



A Neurodegeneracion

A Saline Control
Day1

B M. th H37Rv

C 30+

Positive cells to FJ-B in
hippocampus (CA3)

—— Salne control

- M. tb H3TRv

10 20
Days of infection

Injured neurons

Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

B Muerte neuronal

Sebme comwal

P
[

e \
Owy 128 “ i AN

< e AN
SHLee

30

20

1 L] 120

a1

8

Days of infection

Figura 15. Neurodegeneracon y muerte neuronal en animales con TB. La infeccién pulmonar con M. tuberculosis indujo (A) neurodegeneracion en

el hipocampo en la fase temprana de la infeccién y (B) muerte neuronal en la etapa avanzada (Imagenes representativas, modificado de Lara-
Espinosa et al., 2020).

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis Pulmonar

Pagina 48



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

B JNK

€0 days

A p38

28 days €0 doys 120 days

C BDNF

28 anpe

120 days

CT  MWRV CT MRV CT  H37RV

» ~
Phospho p38 e L JEFSI

38 I — — —— e I-uma

oTd E ]-:mu;

®  Satne cormel

CT TRV CT MRV €T WAV

28 days 60 days 120 days

Phoasho JNK - § — — - } - 54508
shospho INK -| — 40308

CT HWTRV CT HITRV €T HITRV

BDNF~[ - — [ — «28%0a
..v\'mvt  —————————— . . .

K —_— «54ADa

- -— cmmm ~ 40408

wtu -

~ 55408

3

MR
20 . wmraTRy 2
®  Sakne convel

M HITRY

$homcho pIAPI piaet
Garvety 1as

© N & o ®

PhORRO INKINK et

28 ) 20
Oays of mtecsion

Neurotransmisores
D Hippocampus

5-HT DA - aine cook
600 -

E Barrera hematoencefalica

§
k]
% 0 204 — Sal trol
aline control
1 3 7 14 21 28 60 120 13 7 14 21 28 60 120
E. ; mmm  M.tb H37Rv
£ @ 190+
§ EP NE R ]
s
100 = 180
>
80 E
60 %1707
S
40 @ 1604
20 2
150

1 3 7 14 21 28 60 120 o
Days of infection

1 3 7 14 21 28 60 120

1 3 7 14 21 28 60 120

Days of infection

Figura 16. Cambios bioquimicos inducidos por M. tuberculosis en el SNC. La infeccion pulmonar con M. tuberculosis aumentd la produccion de (A)
JNKy de (B) p38 y disminuy¢ los niveles de (C) BDNEF. (D) Se presentaron cambios importantes en los niveles de serotonina, dopamina, epinefrina
y norepinefrina. (E) En la etapa avanzada de la infeccién incrementd la permeabilidad de la BBB (Imagenes representativas, modificado de Lara-
Espinosa et al., 2020).

Pagina 49

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis Pulmonar



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

A Conducta de enfermedad B Cambios conductuales

Food intake

(A) 756+ *  Saline Control (A) Tail suspension test (B) Nourological Outcome
= - M. tb H37Rv = Saline control
3 A 180- - b HITRV
3 /

36.04 R A /' \ 3
% ',)\‘-/ ~ ’\ // \\ / \ s
2 . b - V2 ¥ 12
s [ LG g i
2451 o G . Z"- " %
2 ¥ 37 ¥ - g 60
& by .:,.‘ e E
30 g
012345678 91011121314151617
Time (weeks)
(B) BT Body weight
] ¢
_ - /A\?,;\'/‘ “/\'—\\‘ H
=254 1/ LD 2
z [ - ?
3 o "
H ‘\_. » g
§7n4 VN D e T g
« St - ]
i %
" !
z
012345678 91011121314151617 o 1 3 7 W 22 22 & 12 0 1 3 7 14 21 28 60 120
(C) TR trsesst Short-term memory
Locomotor activity
160~
;un- ’\\ e
§ Yoq —— -
§i0d |
3 ul ¢
- - . —
il :
E 60 L8
Z \
3 40 Lo
E 20+ ' ‘. ._‘.
Al - 7 W 21 28 60 120
0 10 20 30 40 5 60 70 & 90 100 110 120 Days of infection

Days of infection

Figura 17. Cambios conductuales en animales con TB. La infeccion pulmonar con M. tuberculosis provocéd (A) conducta de enfermedad y (B) diversos

cambios conductuales, como depresion, ansiedad y dafio en la memoria (Imagenes representativas, modificado de Lara-Espinosa et al., 2020).

Pagina 50

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis Pulmonar



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Cambios .
neuroquimicos —~ - Disfuncién de la

A Barrera -
@ K@ hematoencefalica

Degeneracion -==p ¥ Alteraciones conductuales
neuronal y muerte -p Y Sintomas neuropsiquiatricos

Infeccion con
Mycobacterium
Activacion de tuberculosis
procesos

neuroinflamatorios

Activacion de procesos
inflamatorios sistémicos

o iNOS

ey .
X

- O IL12
e YR INFa
o o IFNy

V -

L1 oo

¥

Via neural (Vagal) 1
o ]
'
* I
W P ’ :

‘---’

Vias humoral o ’

Y4
! celular ¢
4
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La inflamacién activa procesos neuroinflamatorios con la produccién de citocinas proinflamatorias que

perturban la respuesta central y altera la produccién de neurotransmisores. La respuesta inflamatoria
central induce la activacion de p38 y JNK y disminuye los niveles de BNDF. Todo esto provoca

degeneracion neuronal, muerte y aumenta la permeabilidad de la BBB. En conjunto, estos hallazgos

podrian estar causando las alteraciones de comportamiento que se presentaron en los ratones infectados
(Lara-Espinosa et al., 2020).
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3. EL USO DE GLUCOCORTICOIDES EN LA TB

La inflamacion cronica contribuye a la muerte por TB. El uso de agentes antiinflamatorios
adyuvantes como los corticosteroides para el tratamiento de la TB pulmonar se ha
investigado desde la década de 1960 (Schutz et al., 2018). Los corticosteroides disminuyen
significativamente la mortalidad en todas las formas de TB. En meningitis y pericarditis
tuberculosas, los glucocorticoides reducen la respuesta inflamatoria del anfitrion y la
fibrosis, lo que mejora la supervivencia de los pacientes y limita la incidencia de secuelas
crénicas como la hidrocefalia y la constriccion pericardial. En TB pulmonar reactivada,
pleuritis tuberculosa e infeccion primaria de TB pulmonar con linfadenopatia
(inflamacién de los ganglios linfaticos) la terapia con glucocorticoides disminuye los
sintomas de manera eficaz (Smego & Ahmed, 2003). En el caso de TB pulmonar el uso de
glucocorticoides ha mostrado resultados contradictorios. Por un lado, el uso de los
glucocorticoides en pacientes con enfermedad avanzada genera un beneficio temprano y
sostenido, ya que disminuye las caracteristicas clinicas (reduccion de la fiebre, aumento
de peso, reduccion de la hospitalizacion) y radiologicas de la TB pulmonar (Smego &
Ahmed, 2003). La terapia con prednisolona (2.75 mg/Kg/diario) se ha asociado con una
eliminacion mds rapida de M. tuberculosis del esputo en pacientes coinfectados por VIH
y con TB (Mayanja-Kizza et al., 2005). Un ensayo clinico evalu6 el uso de prednisolona,
como profilaxis para el sindrome inflamatorio de reconstitucion inmune a la TB (TB-IRIS)
en pacientes infectados por el VIH que reciben terapia antirretroviral, lo que resulté en
una menor incidencia de IRIS en el grupo de tratamiento (Meintjes et al., 2010). En
pacientes con TB pulmonar ingresados con insuficiencia respiratoria aguda los
glucocorticoides disminuyen la mortalidad de los pacientes (Yang et al., 2016). Por otro
lado, existen trabajos que no encuentran ningtn efecto beneficioso del uso de corticoides
en la TB pulmonar (Smego & Ahmed, 2003). En un estudio realizado en Corea del Sur se
observd que pacientes con uso prolongado de corticoides inhalados incrementa el riesgo
de desarrollar TB pulmonar (Lee ef al., 2013). En otro estudio se observo que pacientes
con TB pulmonar en ventilacion mecdnica que recibieron corticoides tuvieron una mayor

tasa de mortalidad que los que no recibieron corticoides (Lemos et al., 2022).

En un modelo animal de conejos infectados via aerosol con M. tuberculosis CDC1551, la
administracion intramuscular de 10 mg/Kg/dia de DEX aumento6 la carga bacilar en el
pulmon; sin embargo, el niumero de tubérculos visibles fue menor. Esta disminucion en
el dafio tisular coincidié con una disminucién de linfocitos T CD4* y aumento de

linfocitos B y células CD11b* en el pulmén (Kesevan et al., 2005). Ademas, un estudio
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encontrd que los glucocorticoides como la DEX evitan la muerte celular necrética de las
células infectadas con M. tuberculosis al promover la desfosforilacion de p38 dependiente

de la proteina cinasa fosfatasa 1 activada por mitégeno (MKP-1) (Grab et al., 2019).

4. ADMINISTRACION INTRANASAL DE GLUCOCORTICOIDES PARA EL
TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES DEL SNC

Desde la perspectiva terapéutica, la administracion IN de medicamentos es mas efectiva
para el tratamiento de trastornos inflamatorios del SNC que vias de administracion
sistémicas, como se ha demostrado en multiples estudios (Upadhyay et al., 2014). En un
modelo murino de neuroinflamacion inducido por una inyeccién sistémica de LPS, la
administracion IN de DEX disminuyd el porcentaje de células cerebrales positivas a la
proteina 4cida fibrilar glial (GFAP), redujo la presencia de neutrofilos en el cerebro y
disminuy? la expresion de IL-6. La disminucion de estos marcadores inflamatorios fue
menor cuando la DEX se administrd via intravenosa (IV), demostrando la eficacia de la
via de administracion IN (Meneses ef al., 2017). En un modelo de accidente
cerebrovascular inducido por oclusion de la arteria cerebral media por 60 minutos, la
administracion IN de DEX redujo el dafo del tejido cerebral isquémico, redujo la
permeabilidad de la barrera hematoencefélica, disminuy6 la mortalidad, disminuy¢ el
déficit neuroldgico y aumento el peso de los animales (Espinosa et al., 2020). Otro estudio
mostrd que la administracion IN de metilprednisolona a ratones con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) redujo la respuesta neuroinflamatoria y disminuyo la
infiltracion de células inmunitarias y la desmielinizaciéon, de manera similar a la
administracion intravenosa (Rassy et al., 2020). Finalmente, en un modelo murino de
exposicion cronica a tolueno se observd que una sola administracion IN de
metilprednisolona disminuyd los niveles de TNF, ON y la expresion de GFAP. Ademas,

disminuy¢ el dafio histoldgico a nivel central (Giraldo-Velasquez et al.,2022).
5. TRATAMIENTO CON CpdA EN ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

El efecto antiinflamatorio del CpdA ha sido estudiado en diversos modelos de
enfermedades inflamatorias. En un modelo de inflamacion en el cojinete plantar de raton
inducido por zimozan, el CpdA disminuy0 la actividad de NF-«xB y la expresion de IL-6
e IL-8, asi como también evitd la hinchazon de la pata (De Bosscher et al., 2005). También
se ha observado el efecto antiinflamatorio del CpdA en diversos modelos de artritis
reumatoide inducidos por coldgeno, donde el tratamiento con CpdA disminuye la

produccion de TNF, IL-1 e IL-6 lo que se relaciona con una disminucion en la severidad
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de la enfermedad (Dewint et al., 2008; Rauner et al., 2013). Resultados similares se
encontraron en un modelo de EAE, donde el tratamiento con CpdA disminuy¢ la
inflamacion, la desmielinizacion, la infiltracion inflamatoria en la espina vertebral y la
expresion de IFN-a, IL-18, TNF, IL-23, IL-17 (van Loo et al., 2010; Wiist et al; 2009). En un
modelo de neuritis autoinmune experimental (NAE) el tratamiento con CpdA inhibio la
paraparesia; disminuyo la infiltracion de linfocitos y macréfagos en los nervios ciaticos y
disminuyo la progresion del dolor neuropatico. Estos cambios se presentaron con una
disminucion de la desmielinizacion y un cambio de la respuesta inmunoloégica Th1/Th17
a una respuesta T reguladora Foxp3+/CD4+ Treg) (Zhang et al., 2009) En un modelo
murino de Diabetes Mellitus tipo 1 inducida por multiples dosis bajas de
estreptozotocina, el tratamiento con CpdA disminuyd la respuesta inflamatoria
M1/Th1/Th17 y promovio una respuesta M2/Th2/Treg evitando el dafio en las células beta
pancredticas y promovio disminucion de la hiperglicemia (Saksida et al., 2014)

6. EFECTO ANTIINFLAMATORIO DE LA CURCUMINA

La CUR disminuye la respuesta inflamatoria al regular la produccion de moléculas
inflamatorias en modelos in vitro e in vivo. La CUR reduce la inflamacion similar a la
psoriasis inducida por imiquimod (IMQ) y la hiperplasia epidérmica en un modelo de
raton al regular el eje IL-23/IL-17A al inhibir IL-1f e IL-6 (Sun et al., 2013). En un modelo
de inflamacién de la mucosa gastrica inducida por la infecciéon con Helicobacter pylori, el
tratamiento con CUR disminuyd los agregados linfoides en la mucosa gastrica y la
expresion de citocinas inflamatorias como TNF, IFN-y, IL-6 e IL-1B (Santos et al., 2015).
Un marco tetraédrico de acidos nucleicos unido a CUR disminuy® los niveles de iNOS,
TNF, IL-1B e IL-6 de células RAW264.7 estimuladas con LPS. Ademas, disminuyd la
inflamacion en el tobillo de un modelo murino de artritis de gota de manera similar a la
colchicina (Zhang et al., 2022). Recientemente se observd que el tratamiento con 240
mg/dia de nanocurcumina en pacientes con COVID-19 moderado disminuyd la expresion
de TNF e IFNy y los pacientes mostraron una recuperacion mas rapida (Asadirad et al.,
2022). En la linea celular epitelial intestinal humana Caco-2 tratadas con TNF, un
nanoportador de almidén reticulado unido a CUR disminuyo la expresion de las citocinas
proinflamatorias IL-1p, IL-6 e IL-8 (Salah et al., 2022). En un modelo animal de rata Wistar
con dano renal y hepatico inducido con nano particulas de cobre, el tratamiento con nano
particulas de CUR disminuy0 las alteraciones conductuales presentes en los animales, el
dafio renal y hepatico, la expresién de iNOS, TNF e IL1-B, disminuy6 apoptosis y

aumento los niveles de enzimas antioxidantes (Tahamy et al., 2022). En modelo de estrés
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cronico moderado en rata Sprague Dawley, el tratamiento con CUR disminuy¢ los
niveles de cortisol y de ACTH, el estrés oxidativo, la inflamacion y el dano muscular de

los animales (Miao et al., 2022).

En el SNC, el tratamiento con CUR en un modelo murino de EAE inhibid la activacion de
la microglia en la medula 0sea, disminuyo la severidad de la enfermedad, disminuy¢ los
niveles de TNF e IL-6 en suero y de IL-1B e iNOS en la medula éasea. En este mismo
trabajo se observd que el tratamiento con CUR en células de microglia BV-2 estimuladas
con LPS disminuy6 los niveles de TNF e IL-6 (Sun et al, 2022). En un modelo de
enfermedad de Alzheimer inducida por inyeccion intracerebroventricular de
estreptozotocina en rata Wistar, el tratamiento con nanoparticulas de CUR mejoro los
pardmetros conductuales de los animales, disminuy¢ el estrés oxidativo y los niveles de
TNF en la corteza y el hipocampo (Noor et al., 2022). En un modelo de infeccion crénica
con Toxoplasma gondii, el tratamiento con CUR disminuy6 la conducta similar a la
depresion y la conducta similar a la ansiedad, disminuy¢ el estrés oxidativo y las citocinas
inflamatorias IL-1B, IL-6, IL-18 y TNF en el hipocampo (Moradi et al., 2023). En un modelo
con rata Wistar de dependencia a morfina, el tratamiento con CUR atenud
significativamente los sintomas del sindrome de abstinencia de morfina. La CUR también
redujo la concentracion de TNF e IL-6 en la corteza prefrontal. Ademas, la CUR
disminuy¢é el nimero de células positivas para Ibal y GFAP y la expresion de los

receptores opioides u (Sheikholeslami et al., 2023)
7. EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA CURCUMINA

La CUR tiene actividad antimicrobiana contra varios patégenos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Cryptosporidium parvum, Propionibacterium
acnes, Pseudomonas aeruginosa, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, y Klebsiella pneumoniae (Negi et al., 1999; Yun
& Lee, 2016; Tyagi et al., 2015; Izui et al., 2016; Pourhajibagher et al., 2018; Asadpour et al.,
2018; Sundaramoorthy et al., 2020). La actividad actimicrobiana de la CUR se ha
relacionado con dafio en la membrana de las bacterias y la inhibicion de la formacion de
biopeliculas (Tyagi et al., 2015; Izui et al., 2016). El uso de CUR en nanoparticulas
poliméricas de tuvd mayor efecto antimicrobiano contra S. aureus, E. faecalis, E. coli, P.

aeruginosay S. saprophyticus que la CUR sola (Agel et al., 2019; Shajari et al., 2022)
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8. EL USO DE LA CURCUMINA EN LA TB

Estudios farmacoldgicos sugieren que la CUR tiene capacidad protectora contra la TB
(Mangwani et al, 2020). La CUR inhibié el crecimiento de M. abscessus a una
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de 128 ug/mL; presento sinergia con amikacina,
ciproflaxacino, claritromicina y linezolida, ademas de que inhibi6 la formacion de
biopeliculas (Marini et al., 2018). Contra M. tuberculosis, la CUR presenté una CMI de 16
ug/mL (Singh et al., 2017). La CUR modulé la eliminacion de M. tuberculosis por los M¢s
a través de la induccidn de apoptosis. La preincubacién de monocitos humanos THP-1 y
macrofagos alveolares humanos con CUR a una concentracion de 10, 30 y 50 uM durante
1 h antes de la infeccién con M. tuberculosis H37Rv disminuyd la carga bacteriana
intracelular (Bai ef al., 2016). Resultados similares se encontraron utilizando aislados
clinicos de M. tuberculosis multidrogorresistentes, donde M¢s Raw 264.7 eliminaron la
carga bacilar intracelular después del tratamiento con CUR (Gupta et al., 2013). En un
modelo murino de TB pulmonar, infectado con M. tuberculosis H37Rv via aerosol, se
observd que el tratamiento de nanoparticulas de CUR en conjunto con isoniazida
disminuye la carga bacilar en el pulmén de forma mas rapida que la isoniazida sola,
ademas de que protegio a los animales de la reactivacidn y de reinfeccion, promovio una
respuesta inmune Th1 y disminuyd la hepatotoxicidad generada por la isoniazida (Tousif
et al., 2017). En otro trabajo se observd que las nanoparticulas de CUR mejoraron la
eficacia de la vacuna BCG en un modelo de TB pulmonar murino. La administracion
subcutdnea de la vacuna BGC y el tratamiento subsiguiente con nanocurcumina durante
30 dias, seguido de un periodo de descanso de 30 dias, provoco una reduccion de la carga
bacteriana y de las regiones granulomatosas de los ratones. También se observé que las
nanoparticulas de CUR mejoron la capacidad de BCG para inducir células TCM de los
linajes Th1l y Th17 (Ahmad et al., 2019).
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios se ha observado que los pacientes con TB pulmonar presentan
desordenes mentales. La explicacion a estas alteraciones mentales se ha relacionado con
factores sociales. No obstante, hemos observado que la extensa inflamacion pulmonar y
produccion de citocinas periféricas estd asociada con cambios neuroinflamatorios,

muerte neuronal y anormalidades conductuales en animales con TB pulmonar.

La prevencion de la aparicion de los procesos neuroinflamatorios observados representa
una gran oportunidad para anticiparse a los eventos que propician la degeneracion
neuronal y los cambios conductuales en los pacientes con TB, sin embargo, hacen falta

acciones terapéuticas que logren detener el avance sintomatico de este proceso.

IV. JUSTIFICACION

Es necesaria la exploracion de estrategias terapéuticas novedosas que reduzcan la
respuesta inflamatoria en el Sistema Nervioso Central de animales con TB con el fin de
reducir la degeneracion neuronal y en consecuencia los cambios conductuales presentes
en los animales infectados. Debido a sus diversas propiedades, la dexametasona, el
componente A y la curcumina son candidatos ideales para el tratamiento de la

neuroinflamacién en este modelo de TB pulmonar.

V. HIPOTESIS

La neuroinflamacion desarrollada en el modelo murino de TB pulmonar disminuird con
la administracion de dexametasona, Componente A y Curcumina lo que evitara el

desencadenamiento de cambios conductuales en los animales infectados.
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VI OBJETIVOS
6.1 General

Evaluar tres diferentes estrategias terapéuticas para disminuir la neuroinflamacién en un

modelo murino de TB pulmonar experimental sin infeccion cerebral.
6.2 Particulares

A. Determinar el efecto de la administracion de dexametasona via intranasal, CpdA
via intranasal, y Curcumina via intraperitoneal, en la supervivencia, carga bacilar
y dafio histoldgico pulmonar en ratones BALB/C infectados con M. tuberculosis
H37Rwv.

B. Evaluar si la administracion de dexametasona via intranasal, CpdA via intranasal
y Curcumina via intraperitoneal disminuyen la neuroinflamacion presente en los
animales infectados con M. tuberculosis

C. Establecer el efecto del tratamiento contra la neuroinflamacion con dexametasona,
CpdA y Curcumina durante el curso del tratamiento con antibidticos

convencionales en TB avanzada.

VII. ESQUEMA METODOLOGICO

7.1 Efecto de la administracion de dexametasona, CpdA y curcumina sobre la TB
pulmonar experimental

En la primera etapa de este proyecto se evalud el efecto de dexametasona, CpdA y
curcumina sobre la progresion de la TB en el modelo murino. Se infectaron ratones
BALB/C con 2.5x10° micobacterias de la cepa tipo H37Rv via intratraqueal y en el dia 14
post infeccion se inicid el tratamiento de dexametasona via intranasal con tres dosis
diferentes: 0.05, 0.25 y 2.5 mg/Kg de peso, con curcumina via intraperitoneal con dos
cantidades: 16 y 32 pug y con CpdA via intranasal con dos cantidades: 50 y 150 pug. Los
tratamientos fueron administrados tres veces a la semana de lunes a viernes.
Posteriormente se realizaron sacrificios a los dias 21, 28, 60 y 120 post infeccion para
evaluar el dafio histoldgico en el pulmon, la carga bacilar en el pulmon y cerebro. Durante
todo el experimento se monitored la supervivencia de los animales con el fin de evaluar

si los tratamientos mostraban un efecto nocivo sobre la enfermedad pulmonar (Figura
19).
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7.2 Efecto de la administracion de dexametasona, CpdA y curcumina sobre la
neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar

En la segunda etapa del proyecto, las dosis de dexametasona, y las cantidades de Cpd A
y curcumina que no agravaron la TB pulmonar fueron utilizadas para evaluar su efecto
sobre la inflamacién en el SNC. Se sigui6 el mismo esquema de tratamiento y sacrificios,
solo que en esta etapa se evalud el efecto de dexametasona, CpdA y curcumina sobre la
neuroinflamacion al cuantificar las citocinas proinflamatorias en el SNC y los cambios

conductuales (Figura 19).

7.3 Modalidad terapéutica en contra de la neuroinflamacion en el modelo murino de TB
pulmonar

La modalidad terapéutica consistio en administrar los tratamientos con dexametasona,
curcumina y componente A en conjunto con la terapia convencional contra la TB durante
la fase progresiva de la enfermedad. Los tratamientos comenzaron en el dia 60 post
infeccion y se realizaron sacrificios al dia 90 y 120 post infeccién (1 y 2 meses post
tratamiento) con el fin de evaluar el efecto de los tratamientos sobre la neuroinflamacion,

asi como sobre la enfermedad a nivel pulmonar (Figura 19).

Modelo murino de TB Pulmonar

Gz

Inicio de tratamiento

v' Dexametasona
v' Componente A
v Curcumina

' Etapatemprana Etapa avanzada
‘: .I | | | | | // | // -
[ | | | | 77 77 |
1 3 7 14 21 28 60 120
A Sacrificios

a Efecto sobre la TB pulmonar =) Carga bacillar, neumonia y sobrevida

9 Efecto sobre la Neuroinflamacion =

Carga bacillar, neumonia y sobrevida
Respuesta inflamatoria en el SNC
Cambios conductuales

e Efecto terapéutico

$ +Antibidticos
Carga bacillar, neumonia y sobrevida
Respuesta inflamatoria en el SNC
Cambios conductuales

Figura 19. Esquema metodologico del trabajo de investigacidn. El trabajo se dividid en tres etapas, en la

primera se evalud el efecto de los tratamientos sobre la TB pulmonar, la segunda sobre la respuesta

inflamatoria en el SNC y la tercera en conjunto con antibidticos en la etapa avanzada de la TB.
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VIII. MATERIALES Y METODOS
8.1 Ubicacion

La parte experimental del presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Patologia
Experimental del Departamento de Patologia del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricion “Salvador Zubirdn” (INCMNSZ). Algunos experimentos se realizaron en el
laboratorio de Patologia Vascular Cerebral del Instituto Nacional de Neurologia y

Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”.
8.2 Reactivos

Los medios Middlebrook 7H9 y 7H10 y el OADC (4cido oleico, albumina, dextrosa y
catalasa) se obtuvieron de Becton-Dickinson (Detroit MI, EE. UU.). El mini kit Rneasy®
para extraccion de ARN, el equipo de transcripcidon inversa Omniscript® para obtener
ADN complementario y el QuantiTectTM SYBR® para RT-PCR se obtuvieron de Qiagen
(Germantown, MD, EE. UU.). Los primers de las citocinas analizadas se obtuvieron de
InvitrogenTM Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU). La DEX y la CUR se
obtuvieron de Sigma Aldrich (Zwijndrecht, Paises Bajos). El CpdA se obtuvo de Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EE.UU). 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.
8.3 Animales

Se obtuvieron ratones macho BALB/c libres de patogenos, de 6 a 8 semanas de edad, del
Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMNSZ. El trabajo
se realizd de acuerdo con los lineamientos de la NOM 062-200-1999, y la aprobacion del
Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del
INCMNSZ, namero de protocolo PAT-1865-16/19-1 (aprobado el 7 de agosto de 2016).
Los animales se monitorearon diariamente y ante la presencia de signos de insuficiencia
respiratoria, caquexia acentuada o inmovilizacion total, se les indujo eutanasia por medio
de pentobarbital (Nembutal, 400 mg/kg). Todos los protocolos, incluyendo el manejo de
ratones y de sus muestras se llevaron a cabo en campanas de flujo laminar bajo

condiciones de esterilidad en instalaciones de bioseguridad nivel III.
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8.4 Modelo murino de TB Pulmonar

El modelo murino de TB pulmonar ha sido descrito anteriormente (Hernandez-Pando et
al., 1996). Para la infeccion de los animales se utilizo la cepa de referencia H37Rv, crecida
en medio selectivo 7H9 enriquecido con OADC. Los ratones fueron anestesiados previo
a la inoculacion con vapor de sevoflurano al 2% y se infectaron con 2.5 x 10° unidades
formadoras de colonias (UFC) de M. tuberculosis en 100 uL de solucién salina (SS) via
intratraqueal. Los animales se mantuvieron en posicion vertical hasta que presentaron
reflejos y contraccion muscular. Los ratones fueron agrupados en jaulas de cinco ratones
equipadas con microaisladores y conectadas a presurizadores negativos dentro de una
instalacion animal de bioseguridad nivel III. Durante todos los experimentos se

monitored la supervivencia de los animales.
8.5 Tratamientos
8.5.1 Administracion de dexametasona

La DEX se obtuvo de Sigma-Aldrich (CAS 2392-39-4). Después de 14 dias de infeccion,
grupos de 6 ratones por tiempo de sacrificio en dos experimentos independientes fueron
tratados con 0.05 mg/kg (Baja/DEX), 0.25 mg/kg (Media/DEX) o 2.5 mg/ kg (Alta/DEX) de
dexametasona administrada por via intranasal (IN) tres dias a la semana. Los ratones
recibieron 10 puL en cada fosa nasal de la solucion de DEX ajustada al peso de cada raton.
Los ratones control recibieron 10 pL de SS en cada fosa nasal. El tratamiento IN se aplico
con una micropipeta, con el ratén boca arriba en la palma de la mano, se colocd la punta
en la fosa nasal y se liberd lentamente la solucion. Se asegur6 que la dosis se absorbiera
por completo antes de devolver el ratdn a la caja. En el experimento cronico se contd con

un grupo que recibi6 0.05 mg/kg (B/DEX) de manera intratraqueal (IT) en 100 pL.
8.5.2 Administracion de curcumina

La CUR se obtuvo de Sigma-Aldrich (CAS 458-37-7). La CUR se disolvio en SS con 0.5%
de DMSO. Pasados 14 dias de infeccidn, grupos de 6 ratones por tiempo de sacrificio en
dos experimentos independientes fueron tratados con 16 ug o 32 pg de CUR

administrados por via intraperitoneal (100pL) tres dias a la semana. Los ratones control
recibieron 100 puL de SS con 0.5% de DMSO.
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8.5.3 Administracion de Componente A

El CpdA se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology (CAS 14593-25-0). El CpdA se solubilizd
en SS con 0.05% de DMSO. Pasados 14 dias de infeccion, grupos de 6 ratones por tiempo
de sacrificio en dos experimentos independientes fueron tratados con 50 y 150 pg de
CpdA administrado por via IN (10 pL en cada fosa nasal) tres dias a la semana. Los
ratones control recibieron 10 pL. de SS con 0.05% de DMSO en cada fosa nasal. El

procedimiento de administracion IN se realizé como se describi6 previamente.
8.5.4 Tratamiento con antibidticos de primera linea

En una variante del experimento se administrd, en ratones infectados con la cepa H37Rv,
los tratamientos en conjunto con el tratamiento de primera linea para cepas drogo
sensibles. Los antibioticos (AB) empleados fueron: Rifampicina (10 mg/kg), Isoniazida
(10 mg/kg) y Pirazinamida (30 mg/kg) disueltos en SS. Se administraron 100 uL/ratén del
conjunto de antibidticos por la via intragastrica de lunes a viernes. El esquema de
tratamiento es similar al administrado en humanos y las dosis utilizadas se determinaron
después de tres experimentos independientes realizados previamente en nuestro modelo

de estudio (Rodriguez-Flores et al., 2019; Ramos-Espinosa et al., 2021).
8.6 Determinacion de UFC en Pulmoén y cerebro

Para la determinacion de las UFC se obtuvo el pulmon derecho y el cerebro de cada raton
por cada dia de sacrificio de cada grupo experimental. Las muestras se homogenizaron
con una perla de silicato de zirconio de bordes afilados y 1 mL de PBS + Tween 20 en un
homogeneizador de tejidos FastPrep (MP Biomedicals, EUA). Del homogenizado de cada
pulmoén, se tomaron 30 pl para realizar diluciones decrecientes (1:10, 1:100, 1:1000 y
1:10000) en medio liquido 7H9. De cada dilucion, asi como de la muestra concentrada
(1:1) se sembraron 10 puL por duplicado en placas de medio de cultivo sélido Middlebrook
7H10 (Difco Labs, Detroit, EUA) enriquecido con OADC. Las placas fueron almacenadas
a 37°C, con 25% de humedad y CO: al 5% por 21 dias. Se realiz6 el conteo de UFC bajo
un microscopio estereoscopico a los 10, 14 y 21 dias de incubacion. Se reportd el nimero
de UFC de cada pulmoén o cerebro por ratdn, el cual fue obtenido multiplicando el conteo

de las UFC por el factor de dilucién y realizando un promedio entre replicados bioldgicos.
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8.7 Preparacién de Tejido Pulmonar para Andlisis Morfométrico.

Los pulmones izquierdos de 6 ratones de cada grupo de tratamiento de dos experimentos
independientes se fijaron con 2 ml de etanol absoluto perfundido por via intratraqueal y
fijados en 30 mL de etanol absoluto por 72 horas. Los pulmones se deshidrataron de
acuerdo con la técnica histoldgica y fueron embebidos en bloques de parafina. Se
realizaron cortes sagitales de 5um de espesor. Los cortes fueron tefiidos con hematoxilina
y eosina para su analisis morfométrico. El estudio morfométrico se realizo con un
microscopio de luz digital y un analizador de imagenes (Q-Win Leica 500, Milton Keynes,
camara Olympus DP70) a partir de un conjunto de micrografias (tomadas con el objetivo
20x) de la secciéon pulmonar completa, que correspondia al 100% del area pulmonar. Se
determind el porcentaje de la superficie pulmonar afectada por la neumonia. Las
mediciones se realizaron a ciegas con respecto al tratamiento experimental al que

pertenecia cada pulmon.
8.8 Pruebas de conducta

Para las pruebas conductuales los animales se habituaron al entorno de prueba 24 h antes
de su elaboracion. Cada animal fue analizado solamente una vez por tiempo de sacrificio
después del tratamiento para evitar habituacion a la prueba. Todos los ensayos de
conducta se realizaron durante las primeras 4 h de la fase oscura del ciclo de luz. Las
pruebas fueron analizadas y documentadas por un observador ciego a partir de estas

grabaciones.
8.8.1. Conducta de enfermedad

La respuesta de conducta de enfermedad se analiz6 a través de la actividad locomotora
espontanea (ALM), ingesta de alimento y la pérdida de peso (Lasselin et al., 2020). La
ALM espontanea se evalud en un campo abierto cuantificando el tiempo de movimientos
ambulatorios de los ratones durante 10 minutos. Los datos se representaron como el
porcentaje de movimiento total durante los 10 min. Dos veces a la semana se peso la
cantidad de alimento administrada a los ratones para determinar la ingesta de alimentos
y se calculd la ingestidn total de alimentos de los ratones. Los datos se expresan como g /
raton / dia. La pérdida de peso de los animales infectados se estim¢ desde el dia uno
después de la infeccion hasta el dia 120. Cada semana se pesaron los animales y se registro

su pérdida de peso. Los datos se representan como g de peso corporal.
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8.8.2. Conducta similar a la depresion

Evaluamos la conducta similar a la depresion con la prueba de suspension de la cola
(Nestler & Hyman, 2010; Can et al., 2012) Para esta prueba, los animales se suspendieron
de la cola 6 min en un tripode de 30 cm de altura y se registrd su actividad, centrandose
en el tiempo que los ratones pasaban en desesperacion conductual (inmovilidad),
caracteristica de la conducta similar a la depresion. Se registrd el tiempo de inmovilidad

que el animal presentd durante los 6 min.
8.8.3. Conducta similar a la ansiedad

La conducta similar a la ansiedad se evalu6 en el laberinto elevado en forma de I, el cual
es una modificacion del laberinto elevado en forma de cruz utilizado para evaluar
ansiedad en ratones (Gilhotra et al., 2015). El diseno del laberinto en forma de I
comprende un pasaje recto de madera, parecido a la letra inglesa "I", dividido en tres
areas; dos areas cerradas (brazos cerrados) en ambos extremos del "laberinto" y un drea
abierta en el centro de las dos areas cerradas (Figura 20). Los animales se observaron
durante 5 minutos y se cuantificd el porcentaje de tiempo en el area abierta (%TA),
inmersiones de la cabeza desde el brazo cerrado (ICBC), inmersiones de cabeza sin
proteccion (ICSP) y postura de estiramiento atento (PEA). El %TA denota el tiempo que
pasan los animales en el drea abierta. Se considerd que los animales estaban en el area
abierta, cuando las cuatro patas del animal estaban en el brazo abierto (Figura 20B). El
aumento del tiempo que se pasa en el area abierta es indicativo de un bajo nivel de

ansiedad (Gilhotra et al., 2015). Se determind de la siguiente manera:

tiempo total en el area abierta (segundos)
%TA = 100 *

300 segundos (5 minutos de tiempo de observacion)

La PEA se caracteriza por una elongacion del cuerpo hacia adelante exhibida cuando el
animal estd parado o moviéndose lentamente hacia adelante, caracteristica de una
conducta de ansiedad (Figura 20C). Las ICBC denotan la exploracion por animal sobre
los lados del laberinto hacia el piso desde el brazo cerrado protegido, indicativo de
conducta ansiosa (Figura 20D). Las ICSP denotan la exploracion por animal sobre los
lados del laberinto hacia el piso desde el brazo abierto descubierto (Figura 20E); un

aumento en las ICSP es indicativo de un bajo nivel de ansiedad (Gilhotra et al., 2015).
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Postura de estiramiento
(B) Tiempo en brazo abierto (TA) (C) atento (PEA)

(A)

Laberinto elevado “I”

12em

(D) Inmersiones de cabeza sin (E) Inmersiones de la cabeza desde el
proteccién (ICSP) brazo cerrado (ICBC)

Figure 20. Esquema representativo del laberinto elevado en forma de I. (A) Diagrama del laberinto. (B)
Posiciéon del animal en el area abierta (TA). (C) Postura de estiramiento atento (PEA). (D) Inmersién de la
cabeza sin proteccion (ICSP). (E) Inmersion de la cabeza desde el brazo cerrado (ICBC) (Modificado de
Gilhotra et al., 2015).

8.8.4. Dafio neurologico

El déficit neuroldgico en ratones se determind con la escala de valoracion sensitivo-
motora, que tiene una puntuacion maxima de 31 puntos (Puntuacién de gravedad
neuroldgica) (Stahel et al,2000). En esta prueba se cuantifican pardmetros del
comportamiento como la actividad motora y la orientacion. Cuenta con una serie de
valoraciones que abarcan las funciones motora y sensorial, la prueba de equilibrio de viga
y la medida de ausencia de reflejos (Bonilla et al., 2012). Los animales se habituaron a las
cajas donde se realizaron las pruebas durante 30 min por la manana y por la tarde, 24 h
antes de que se realizara la prueba. Durante la primera filmacion se colocé al animal en
una caja de plastico de 45 x 20 x 20 cm y se grabd su comportamiento durante 30 s. En la
segunda filmacion se acerco la cdmara hacia los costados, la cabeza y la cola procurando
que los movimientos de la caAmara fueran lentos prestando mds atencion en los ojos. En
la tercera grabacion se cubrié al animal con la mano sin impedir su escape,
posteriormente con los dedos pulgar e indice se presion6 los costados de la zona
abdominal (parte baja del abdomen y la pelvis). Un abdomen firme se consideré como
normal, mientras que un abdomen flacido se considera como anormal. Después, el
animal se levantd por la cola y se descendié lentamente hasta que tocd el tapete,
procurando que su nariz apuntara a la cdmara, posteriormente se colocd sobre una rejilla

y jalo suavemente de la cola, a continuacion, se traté de poner de espaldas en dos

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 65



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

ocasiones. En seguida se coloco al raton sobre un palo de madera a 45° y en posicion
horizontal a 15-20 cm del suelo. Se pinzéo moderadamente la cola a 1 cm de la base por 2
s. Finalmente, se tocd con un hisopo las vibrisas del animal, se empuj6 el costado
izquierdo y se movio 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 ratén. Cada punto de la prueba fue valorado con respecto a ausentes (0) o presentes
(1), excepto la hipomovilidad, deterioro motor y equilibrio que fueron calificados como
débiles (1), moderados (2) o fuertes (3). La puntuacion maxima fue 31 (que indica dafo
neurologico). La puntuacion normal, de 3 a 6. En el cuadro 3 se describe cada uno de los

parametros evaluados.

Cuadro 3. Puntuacion de gravedad neuroldgica en ratones. Modificado de Stahel et al., 2000.

Puntos
Prueba Descripcion
P Acierto  Fallo
Menor movilidad espontanea del ratén experimental en comparacién con el control
Hipomobilidad externo cuando se coloca en la parte superior de la mesa (30 s). Puntuado 1, 2 0 3 en 0 12,3
cuanto a locomocién, velocidad y vigor de los movimientos.
. Posicién anormal del cuerpo caracterizada por una tendencia persistente a reclinarse
Postura lateralizada . 0 1
hacia un lado
Posicién anormal del cuerpo caracterizada por movimientos lentos y arrastre del
Postura aplanada 0 1
cuerpo sobre la mesa
Espalda encorvada La presencia persistente de una postura agachada o encorvada 0 1
Piloerecccién Levantamiento persistente del pelo de la espalda. 0 1
Ataxi La tendencia a balancearse, mecerse o inclinarse hacia un lado a medida que el animal 0 1
axia
avanza.
Caminado constantemente hacia un lado Espontdneo o forzado (empujando
Vueltas 0 1
suavemente con un dedo)
Presencia de movimientos finos, repetitivos y oscilatorios observados durante el
Temblores L 0 !
movimiento.
Sacudidas Sacudidas bruscas del cuerpo. 0 1
Convulsiones Sacudidas repetitivas seguidas de extensiones de las extremidades posteriores. 0 1
. . Presencia de movimientos respiratorios aumentados e irregulares acompanados de
Respiracion agitada . . . 0 1
sonidos respiratorios.
Pasividad Caracterizado por la disminucion de la respuesta conductual (lucha y escape) cuando 0 1
asivida . L .
los animales se cubren con la mano para restringir el movimiento.
. . Caracterizado por la respuesta de comportamiento exagerada (lucha y escape) cuando
Hiperreactividad . p, P P age ( Y pe) 0 1
los animales estan cubiertos con una mano para restringir el movimiento.
T Caracterizado por la postura agresiva y el comportamiento de morder exhibido por
Irritabilidad . p p & Y P L L P 0 1
los animales cuando se cubre con una mano para restringir el movimiento.
Ptosis Caida de los parpados 0 1
Urinacién Una cantidad excesiva de orina en el cuerpo del animal y la mesa 0 1
Caracterizado por una resistencia relativamente menor a la compresion o flacidez de
Decremento del tono ] . . L,
los muisculos abdominales, determinada por una suave compresion de los costados 0 1
corporal . - . . o
del animal entre la parte inferior del térax y la pelvis con los dedos pulgar e indice.
Flexién de 1 Fallo al extender completamente las patas delanteras cuando el animal se sujeta por la
exioén de las . . , iy
. cola auna altura de 10 cm y se baja lentamente para observar la simetria en la extension 0 1
extremidades . .
de ambas extremidades anteriores.
Decremento de la Caracterizado por la disminucién de la resistencia cuando el animal se coloca en una 0 1
fuerza muscular rejilla y se tira suavemente hacia atrds por la cola.
Rotacién del cuerpo  Rotacion a lo largo del eje del cuerpo cuando el animal esta sujeto por la cola. 0 1
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Caracterizado por disminucién de la capacidad de moverse y permanecer por lo

I dinacié
nco;roé)r;zcmn menos 10 s en el plano inclinado (45°) o agarrar la cuerda (30 cm por encima de la 0 12,3
mesa) con las extremidades y la cola, y permanecer alli por lo menos 10 s.
Ausencia de Caracterizado por una capacidad disminuida para permanecer al menos 10 s en una 0 123
equilibrio barra horizontal (1 cm de ancho). Las cuatro patas tienen que estar en la barra. "
. . Falta de respuesta cuando se coloca una pinza de agarre a 1 cm de la base de la cola
Hipoalgesia . 0 1
del animal.
Hiperalgesia Respuesta conductual .exagerada (vocalizacién y mordeduras despr9porcionadas) 0 1
cuando se coloca una pinza de agarre a 1 cm de la base de la cola del animal.
Sensibilidad en 1
ens1vlﬂirizasen a Respuesta conductual cuando se tocan las vibrisas del animal con un hisopo 0 1
Sensibilidad en el
ensipridadene Respuesta de comportamiento cuando el animal es tocado suavemente en el abdomen. 0 1
abdomen
Sensibilidad olfatoria Respuesta conductual cuando se coloca un hisopo con alcohol en las vias olfatorias del 0 1

animal

Puntuacion total 31

8.8.5. Memoria a corto y largo plazo

La memoria y el aprendizaje se evaluaron con la prueba de reconocimiento de objetos
(Ennaceur et al, 1997). Con esta prueba se evaltia la memoria a corto y largo plazo. En la
primera fase de la prueba el ratén se colocé en un campo abierto sin ningtn objeto
durante 10 min para la habituacion con el entorno. A las 24 h, se colocaron dos objetos
idénticos (objetos A) en diferentes posiciones, y el animal se dejo dentro de la caja durante
3 min para la exploracién de los objetos. 30 min después, se midié la memoria a corto
plazo; para ello, se colocd un objeto A (objeto familiar) y un nuevo objeto (objeto B), las
interacciones con ambos objetos (el animal olfatea o toca el objeto con las patas delanteras)
se contabilizaron durante 3 min. A las 24 h se midié la memoria a largo plazo, para lo
cual se cambid el objeto B por un objeto nuevo (C), y se siguio el mismo procedimiento.
Los resultados se presentan como el indice de discriminacion, que es la diferencia en las
interacciones expresada como una proporcion de las interacciones totales de los dos

objetos en ambas tareas, como se indica a continuacion:

A L » # de interacciones de B 6 C
Indice de discriminacion:

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

8.8.6 Miedo no condicionado

Para medir el miedo y la ansiedad no condicionado se utilizo la prueba de campo abierto,
que compara el temor intrinseco de estar en el area abierta central con el deseo de explorar
diferentes entornos (Multani et al., 2014). Se utiliz6é un campo abierto dividido en un éarea

externa y un drea interna y se grabd desde la parte superior en una sesion de 5 minutos.
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Se analiz6 el tiempo que cada animal pasé en el area exterior. Los datos se presentaron

como el porcentaje del tiempo total que los ratones estuvieron en el drea externa.
8.9 Expresion de citocinas evaluada por RT-PCR

De 6 ratones por tiempo de sacrificio se extrajo ARN del hipocampo, hipotalamo, corteza
frontal y cerebelo de los animales tratados con DEX 6 CUR y los animales control. Cada
segmento anatdomico se coloco en un tubo MP y se homogenizd de forma mecanica con
perlas de silice y zirconia en un equipo MP fast prep24. Una vez que se homogenizo el
tejido, la extraccion prosiguié conforme a las especificaciones del Kit Mini RNeasy
(Qiagen). E1 ARN obtenido se cuantifico por espectrofotometria (A 260/280) en un lector
de microplacas para absorbancia y cuantificacion de ADN/ARN y proteinas EPOCH2
(Biotek) y mediante un gel de agarosa al 1% se verifico su integridad. Se ocuparon 100 ng
de ARN para la produccién de cDNA mediante una reaccion de retro-transcripcion (RT)
siguiendo las indicaciones del kit Omniscript (Qiagen). Con el producto se realiz6 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 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 PCR en Tiempo Real se utiliz6 el sistema PCR-TR 7500 (Applied Biosystems), y el
kit Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen), incluyendo en cada corrida un control
negativo. Primers especificos (Invitrogen) se disefiaron con el programa BLAST
(Pubmed) para TNF, IFN-y, IL-12, y el gen constitutivo GAPDH (Cuadro 4). La reacciéon
se efectio 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 s y 72°C por 35 s. Cada muestra se analizé por duplicado. El
cambio en la expresion génica se analizé por la técnica 2—4ACD (Schmittgen & Livak,
2008). El cambio de expresion génica se normalizd a los niveles de expresion de los

controles sanos. Los resultados se presentan como el Log: de 2-(AA¢D (Kumar et al., 2011).

Cuadro 4. Secuencias de los primers utilizados para evaluar la expresion génica

Gen Forward Reverse
GAPDH 5-CATTGTGGAAGGGCTATGA-3’ 5'-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3'
TNF 5-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3' 5-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3'
IFN-y 5-CCTCAACTTGGCAATCTCATGA-3' 5-GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3'
IL-12 5'-GGATGGAAGAGTCCCCCAAA-3' 5'-GCTCTGCGGGCATTTAACAT-3’

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 68



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

8.10 Evaluacioén de Nrf2 y BDNF por Western Blot

Para estudiar si Nrf2 y BDNF estan involucrados en la proteccion del cerebro mediada
por CUR de ratones con TB, los niveles de estas proteinas se determinaron mediante
Western Blot. El hipocampo y la corteza frontal se homogeneizaron en buffer HB (20 mM
HEPES pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 ug/mL de pepstatina A, 1 pug/mL
de aprotinina, 1 ug/mL de leupeptina e inhibidor de fosfatasa) mas Nonidet P40 al 0,5%
e incubado en hielo durante 15 min. Los homogenizados se centrifugaron a 850 x g
durante 10 min a 4 °C. Se recuperaron los sobrenadantes, ya que formaban parte de la
fraccion citoplasmatica (F1), y los sedimentos se resuspendieron en buffer HB, se
incubaron en hielo durante 10 min, se aftadi6 15 pL de Nonidet P40 al 10 % y se incubaron
durante 5 min. Las muestras se centrifugaron a 14 000 x g durante 2 min a 4 °C, se
recuperaron los sobrenadantes y se agregaron a la fraccion citoplasmatica (F2) y los
pellets se lavaron tres veces con 300 pL de buffer HB resuspendido en buffer completo de
lisis (20 HEPES mM, MgCl2 1,5 mM, EDTA 0,2 mM, glicerol al 20 %, NaCl 420 mM y DTT
1 mM) mas PMSF 1 mM, pepstatina A 1 pug/mL, aprotinina 1 pg/mL, leupeptina 1 ug/mL
e inhibidor de fosfatasa 1X, agitado en vortex sobre hielo e incubado durante 30 min a
150 rpm. Las muestras se agitaron en vortex durante 30 s y se centrifugaron a 14 000 x g
durante 10 min a 4 °C, y se recuper? el sobrenadante (fraccion nuclear). La cuantificacion
de proteinas en las fracciones citoplasmaticas se determiné por el método de Lowry. 80
ug de proteina de la fraccion citoplasmatica se cargaron y separaron en electroforesis en
gel de poliacrilamida SDS al 10 % y se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.). Las membranas se bloquearon
utilizando leche descremada al 5 % en TBS mas Tween 20 al 0,1 % (TBS-T) durante 2 h a
temperatura ambiente en agitacion ligera. Luego, las membranas se incubaron con anti-
Nrf2 (1: 500), anti-BDNF (1: 500) o anti-B-tubulina (1: 15, 000) a temperatura ambiente
durante la noche. Las membranas se lavaron tres veces (10 min) con TBS-T. A
continuacidn, se afiadié un anticuerpo policlonal secundario anti-conejo (1:10.000), anti-
cabra (1:10.000) y anti-ratén (1:10.000) conjugado con peroxidasa de rabano durante 2 h a
temperatura ambiente y después de un lavado extenso con TBS-T. Las bandas se
detectaron con el kit Immobilon Western (Millipore Co, Billerica, MA, EE. UU.) Las
imagenes se obtuvieron con el sistema de imdgenes Fusion Solo S (Eberhar-dzell,
Biberach, Alemania). Para detectar dos o mas proteinas, las membranas se lavaron con
una solucion de stripping (que contenia glicina 0,2 M, SDS al 0,1 % y Tween 20 al 1 %, pH

2,2). Los valores de area se obtuvieron de la relacion de densidades de pixeles (PD) de
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cada banda. Los valores del area de cada grupo se estandarizaron al valor del area del
grupo de control (valor=1). Los datos se expresan como densidad Optica relativa

utilizando el software Image J.
8.11 Analisis estadistico

Los datos se representan como la media y el error estandar de la media (SEM) de dos
experimentos independientes. La recopilacion de los datos se realizd en orden aleatorio.
Se utilizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de
los datos. La curva de supervivencia se analizo mediante la prueba de Logrank. El analisis
estadistico de la carga bacilar, el peso corporal, la actividad locomotora y las pruebas de
comportamiento se determind mediante Analisis de varianza (ANOVA) de dos vias,
seguido de la prueba de comparaciones multiples de Dunnett o la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (comparacion de cada grupo con el control de SS),
descrito en el texto relacionado. La expresion de proteinas por Western Blot se analiz6
por la prueba t no pareada. La expresion de citocinas se analiz6 con el modelo de efectos
mixtos. Para todos los experimentos, la significancia estadistica se establecio en p <0,05.
Se utilizd GraphPad Prism para realizar el andlisis estadistico. (v. 9.1.1.225) (GraphPad,
San Diego, CA, EE.UU.)
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IX. RESULTADOS

9.1 Efecto del Componente A sobre la TB pulmonar experimental

Con el fin de evaluar el efecto del CpdA sobre la TB pulmonar, se administraron por via
intranasal la cantidad de 50 0 150 ng de CpdA en 20 pL. de SS con DMSO al 0.05 % a partir
del dia 14 post infeccion. Los resultados mostraron que ambas cantidades de CpdA
incrementaron la carga bacilar en el pulmén en los dias 60 y 120 post infeccion en
comparacion con el grupo que recibié SS con DMSO. Este incremento en la carga bacilar
pulmonar fue mas evidente en el grupo que recibio la cantidad de 150 ng (Figura 21A).
El tratamiento con CpdA promovio el crecimiento de micobacterias en el cerebro en
ambas cantidades utilizadas (Figura 21B), asi como una disminucion importante de la
supervivencia de los animales tratados (Figura 21C). Estos resultados indican que el
CpdA en las cantidades utilizadas presenta un efecto deletéreo en los animales con TB.
Debido al efecto negativo observado en los animales tratados con CpdA, este compuesto

fue descartado en los consecutivos experimentos.
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Figura 21. Efecto de 50 0 150 pg de CpdA en la TB pulmonar experimental. (A) Carga bacilar en el pulmén
de animales control que recibieron SS y animales tratados con IN CpdA. (B) Carga bacilar en el cerebro de
animales control que recibieron SS y animales tratados con IN CpdA. (C) Tasas de supervivencia de ratones
de control tratados con SS y tratados con IN CpdA. Prueba de t de student contra el control de DMSO, n=6.

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 71



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

9.2 Efecto de la Dexametasona sobre la TB pulmonar experimental

Un efecto secundario importante de la administracion de GCs en la TB es el agravamiento
de la enfermedad pulmonar debido a la supresion de la inmunidad celular, por lo que en
el presente trabajo evaluamos el efecto de la administracion intranasal (IN) de tres dosis
de DEX: dosis baja (B/DEX) de 0.05 mg/kg de peso corporal, dosis media (M/DEX) de 0.25
mg/kg de peso corporal y dosis alta (A/DEX) de 2.5 mg/kg de peso corporal, durante las
fases temprana (a partir del dia 14 post-infeccion) y tardia de la enfermedad (dia 60 post-
infeccion). La dosis A/DEX aumentd significativamente la carga bacilar en el pulmon en
los dias 60 y 120 post-infeccion cuando se administro a partir del dia 14, mientras que la
dosis M/DEX no aumenté la carga bacilar pulmonar. La dosis de B/DEX disminuyo la
carga bacilar pulmonar en comparacion con los animales de control el dia 120 post-
infeccién (Figura 22A). La dosis A/DEX increment6 la carga bacilar en el cerebro y
disminuy¢ la supervivencia de los animales en comparacion con el grupo de control no
tratado (Figura 22B-C). El tratamiento con DEX disminuyo el area del pulmon afectada
por neumonia en todas las dosis utilizadas, principalmente en los dias 28 y 60 post-
infeccion (Figura 23). Cuando la DEX se administré a partir del dia 60 post-infeccion no
se observ¢ incremento en la carga bacilar pulmonar, y no se presento carga bacilar en el
cerebro con ninguna de las dosis analizadas. La dosis M/DEX evito el incremento en la
carga bacilar a los 2 meses de tratamiento en comparacion con la carga bacilar a 1 mes de
tratamiento del mismo grupo. Estos resultados sugieren que las dosis B/DEX y M/DEX
no agravan la enfermedad pulmonar, mientras que la dosis de A/DEX causd
agravamiento de la enfermedad pulmonar cuando se administré desde etapas tempranas
de la infeccion. Por lo tanto, las dosis de B/DEX y M/DEX fueron efectivas para su
administracion en animales infectados con M. tuberculosis, tanto en la etapa temprana
como en la avanzada de la enfermedad, y en los siguientes experimentos solo se usaron
las dosis B/DEX y M/DEX.
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Figura 22. Efecto de la administraciéon IN de DEX (B, M y A) sobre la evoluciéon de la TB pulmonar
experimental. (A) Carga bacilar en el pulmdn de animales control que recibieron SS y animales tratados
con DEX. (B) Carga bacilar en el cerebro de animales control que recibieron SS y animales tratados con
DEX. (C) Tasas de supervivencia de ratones de control tratados con SS y tratados con IN DEX. (D) Carga
bacilar en el pulmén de animales control que recibieron SS y animales tratados con DEX a partir del dia 60.
(E) Tasas de supervivencia de ratones de control tratados con SS y tratados con IN DEX a partir del dia 60.
Los datos se presentan como media +/- SEM. Andlisis de varianza de dos vias (ANOVA). Test de

comparacion multiple de Tukey.
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Figura 23. Efecto de la administracion IN de DEX (B, M y A) sobre la neumonia en la TB pulmonar
experimental. (A) Porcentaje del area neumonica en los dias 28, 60 y 120 post-infeccién. (B) Micrografias
representativas a los 28, 60 y 120 dias post-infeccion de animales infectados que recibieron DEX, ratones
control que solo recibieron SS y ratones sanos sin infeccion. Todas las micrografias se muestran a 20
aumentos, tincién con hematoxilina/eosina. Los datos se presentan como media + SEM (n=6). ANOVA de

una via. Prueba de comparacion multiple de Dunnett.

9.3 Efecto de la administracion intranasal de dexametasona sobre la neuroinflamacion
en el modelo murino de TB pulmonar

9.3.1 Efecto del tratamiento con DEX intranasal en la expresion de citocinas en distintas dreas del

cerebro de ratones con TB.

En el presente trabajo determinamos el efecto de la administracién IN de DEX en la
expresion de TNF, IFN-y e IL-12 del hipocampo, hipotdlamo, cerebelo y corteza frontal
de ratones con TB. La administracion IN de 0.05 y 0.25 mg/kg de peso de DEX disminuy6

significativamente la expresion de estas citocinas en el hipocampo y el hipotalamo
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(Figura 24) de ratones infectados con M. tuberculosis, en comparacion con el grupo que
recibi6 SS. En el cerebelo observamos una disminucion de estas citocinas
proinflamatorias, aunque menor que en el hipocampo y el hipotadlamo (Figura 25). En la
corteza frontal, ambas dosis de DEX disminuyeron significativamente la expresion de
estas citocinas proinflamatorias, aunque se observo un efecto mayor con la dosis de 0.25

mg/Kg de peso (Figura 25).

En conjunto, estos resultados sugieren que la administracion IN de L/DEX y M/DEX

reduce la neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar experimental.
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Figura 24. Efecto de la administracion IN de B/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) sobre citocinas
proinflamatorias del hipocampo e hipotalamo de ratones con TB. (A) Expresién de TNF, IFN-y e IL-12 en
el hipocampo. (B) Expresion de TNF, IFN-y e IL-12 en el hipotalamo. Los datos se presentan como media

+ SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control SS.
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Figura 25. Efecto de la administracion IN de B/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) sobre citocinas
proinflamatorias del cerebelo y corteza frontal de ratones con TB. (A) Expresiéon de TNF, IFN-y e IL-12 en
el cerebelo. (B) Expresion de TNF, IFN-y e IL-12 en la corteza frontal. Los datos se presentan como media

+ SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control SS.
9.3.2 Efecto del tratamiento con DEX intranasal sobre la conducta de enfermedad

En el presente trabajo determinamos el efecto de la administracion IN de L/DEX y M/DEX
durante la infeccion temprana de M. tuberculosis sobre la conducta de enfermedad. Los
resultados mostraron que el tratamiento con L/DEX y M/DEX disminuy la conducta de
enfermedad de los ratones con TB (Figura 26). La administracién IN de DEX disminuy6
la carga bacilar como en el experimento previo y mejord ligeramente la supervivencia de
los animales. Hubo una ligera mejora en el peso corporal, principalmente a los 90 y 120
dias después de la infeccion y la actividad locomotora (LMA) mejor6 significativamente

después de una semana de tratamiento (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de la administracion IN de L/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) en la conducta de
enfermedad de ratones con TB. (A) Carga bacilar en el pulmén. (B) Supervivencia de los animales
infectados. (C) Ingesta de alimento. (D)Actividad locomotora. (E) Peso corporal. Los datos se presentan
como media +/- SEM (n = 6/dia/grupo). ANOVA de dos vias. Prueba de comparacién multiple de Dunnett.

9.3.3 Efecto del tratamiento con DEX intranasal sobre la conducta similar a la ansiedad

En el presente trabajo evaluamos el efecto del tratamiento IN con L/DEX y M/DEX en
animales infectados con M. tuberculosis en la conducta similar a la ansiedad utilizando el
laberinto elevado en forma de I. Observamos que el tratamiento con L/DEX y M/DEX
aumento el tiempo de los ratones en el brazo abierto (TA) y las ICSP a las 60 y 120 post-
infeccién en ratones TB, y disminuy6 las ICBC y la PEA (Figura 27). Por lo tanto, el

tratamiento con IN DEX mostré una actividad de tipo ansiolitico en ratones TB.
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Figura 27. Efecto de la administracion IN de L/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) sobre la conducta
similar a la ansiedad de ratones con TB evaluada en el laberinto elevado en forma de L (A) Tiempo en el
brazo abierto (% TA). (B) Inmersiones de cabeza sin proteccion (ICSP). (C) Inmersiones de cabeza desde el
brazo cerrado (ICBC). (D) Postura de estiramiento atento (PEA). Los datos se presentan como media +/-

SEM. ANOVA de dos vias. Prueba de comparaciones multiples de Tukey (n =6).

9.3.4 Efecto del tratamiento con DEX intranasal sobre la conducta similar a la depresion, dario

neuroldgico y miedo no condicionado

En el presente trabajo evaluamos el efecto de la administracion IN con DEX sobre estos
cambios. Los resultados mostraron que el tratamiento IN con DEX disminuy¢ la conducta
similar a la depresion en la prueba de suspension de cola desde el dia 21 después de la
infeccion (Figura 28B). Resultados similares se observaron en la evaluacion del dafio
neuroldgico, el cual disminuy¢ a partir del dia 28 post-infeccion (Figura 28A). El miedo

no condicionado disminuyé en el dia 120 post-infeccion (Figura 28C). El tratamiento IN
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con DEX tuvo un efecto antidepresivo y produjo un efecto benéfico sobre el resultado

neurologico de los animales infectados.
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Figura 28. Efecto de la administracion IN de L/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) en la depresion,
dafio neuroldgico y miedo no condicionado de ratones con TB. (A) Dafio neurolégico. (B) Conducta similar
a la depresion (C) Miedo no condicionado. Los datos se presentan como media +/- SEM. ANOVA de dos

vias. Prueba de comparacion multiple de Tukey (n = 6).
9.3.5 Efecto del tratamiento con DEX intranasal sobre la memoria a corto y largo plazo

Previamente, observamos que la infeccién pulmonar con M. tuberculosis induce dano en
la memoria a corto plazo desde el dia 14 post-infeccion y en la memoria a largo plazo
desde el dia 1 post-infeccion (Lara-Espinosa et al.,2020). El tratamiento IN DEX mejord la
memoria a corto y largo plazo en la prueba de reconocimiento de objetos de ratones TB
(Figura 29).
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Figura 29. Efecto de la administracién IN de L/DEX (0.05 mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) sobre el dafio en
la memoria corto y largo plazo de ratones con TB. (A) Memoria a corto plazo. (B) Memoria a largo plazo.
Los datos se presentan como media +/- SEM. ANOVA de dos vias. Prueba de comparaciones multiples de
Tukey (n=6).

9.4 Efecto de la administracion intranasal de dexametasona en combinaciéon con
antibioticos sobre la neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar en la etapa
avanzada de la enfermedad

En la ultima parte del trabajo, evaluamos el efecto terapéutico de la administracion IN e
IT de DEX en conjunto con antibidticos de primera linea (rifampicina, isoniazida y
pirazinamida) sobre la neuroinflamaciéon en el modelo murino de TB pulmonar en la

etapa avanzada de la enfermedad (60 dias post-infeccion).

9.4.1 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibidticos sobre la TB
pulmonar avanzada.

Los resultados mostraron que la administraciéon de L/DEX IT e IN en combinacién con
antibidticos disminuy¢ la carga bacteriana pulmonar en comparacién con el grupo que
solo recibi6 antibidticos después de uno y dos meses de tratamiento. El tratamiento con
M/DEX IN disminuyé mas la carga bacteriana en el pulmén después de dos meses de
tratamiento (Figura 30A). También se evalud la supervivencia de los animales. No hubo
diferencia en la supervivencia entre el grupo que solo recibio antibioticos y los grupos
que recibieron DEX (Figura 30B). El tratamiento con L/DEX IT en conjunto con
antibidticos disminuy¢ el drea pulmonar afectada por neumonia de 30,38 % a 18,68 % en
contraste con el grupo que solo recibié antibidticos después de dos meses de tratamiento.
El tratamiento con M/DEX IN en conjunto con antibioticos disminuy¢ del 30,38 % al 25,85
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% en contraste con el grupo que solo recibid¢ antibidticos después de dos meses de
tratamiento (Figura 31). La diferencia en el drea del pulmodn afectada por neumonia entre
los grupos DEX y el control SS fue mayor que entre el control SS y el control de
antibidticos. Estos resultados mostraron que el tratamiento terapéutico con DEX en
combinacion con antibioticos tiene un efecto benéfico mayor sobre la disminucion de la

enfermedad pulmonar que solo la administracion de antibioticos.
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Figura 30. Efecto de la administracién de DEX en conjunto con antibiéticos sobre la TB pulmonar avanzada.
(A) Carga bacilar en el pulmén después de 1 o 2 meses de tratamiento con DEX intratraqueal (IT) o
intranasal (IN) en combinacion con antibiéticos (AB). (B) Supervivencia de los animales después de uno o
dos meses de tratamiento con DEX intratraqueal o intranasal en combinacién con antibiéticos. Los datos
de la carga de bacilos pulmonares se presentan como la media +/- SEM del Log (CFU/mL) y representan

dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control tratado con AB.
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Figura 31. Efecto de la administracién de DEX en conjunto con antibidticos sobre la neumonia en TB
pulmonar avanzada. (A) Analisis histologico de pulmones de ratones infectados con H37Rv y tratados con
DEX y AB durante uno y dos meses expresado como el porcentaje de superficie pulmonar afectada por
neumonia. (B) Micrografias representativas de pulmones completos y un area representativa 20X después
de uno y dos meses de administracién de DEX.. Los datos de las areas pulmonares afectadas por neumonia
se presentan como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada

contra el control tratado con SS.

9.4.2 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibidticos en la expresion de

citocinas en distintas dreas del cerebro de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo evaluamos el efecto del tratamiento con DEX en combinacion con
antibidticos en la expresion de TNF e IL-12 en hipotdlamo, hipocampo y corteza frontal
de ratones con TB avanzada. Los resultados mostraron que el TNF disminuyd en las dreas
del cerebro estudiadas después del tratamiento con DEX IN e IT. Este cambio fue mas

evidente en los grupos de DEX en conjunto con antibidticos que en el grupo que solo
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recibié antibioticos (Figura 32). En el caso de la IL-12 observamos que la administracion
de antibioticos sola no disminuyd la expresion de esta citocina en hipotalamo, hipocampo
y corteza frontal. En cambio, la administracion de antibidticos en combinacion con DEX
IT o IN disminuy¢ la expresién de IL-12, siendo mayor la disminucién en el hipocampo

(Figura 32).
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Figura 32. Efecto de la administracion de DEX en conjunto con antibidticos en la expresion de TNF e IL-12
del hipotalamo, hipocampo y corteza frontal en TB pulmonar avanzada. (A) Expresiéon de TNF en el
hipotalamo, hipocampo y corteza frontal. (B) Expresion de IL-12 en el hipotadlamo, hipocampo, corteza
frontal. Los datos se presentan como media + SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba

t no pareada contra el control de AB.

9.4.3 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibioticos en la conducta de

enfermedad de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo se evalu6 el efecto del tratamiento con DEX en conjunto con
antibioticos sobre la conducta de enfermedad de ratones con TB avanzada. Para ello,
evaluamos el cambio en el peso corporal y la actividad locomotora después de uno y dos
meses de tratamiento. Después de un mes de tratamiento, no hubo diferencia en el peso
corporal entre los grupos DEX-antibioticos y el grupo control de antibioticos (Figura
33A). Sin embargo, después de dos meses de tratamiento, el grupo que recibié L/DEX IT
en conjunto con antibioticos aumento ligeramente el peso corporal en comparacion con

el grupo control de antibidticos (Figura 33B). La actividad locomotora mejoré desde un
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mes de tratamiento hasta dos meses de tratamiento en los grupos que recibieron DEX en
combinacion con antibioticos (Figura 33C,D). Estos resultados sugieren que el
tratamiento con DEX mas antibioticos tiene un mejor efecto en la reduccion de la conducta

de enfermedad que el uso de solo antibioticos.
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Figura 33. Efecto de la administracién de DEX en conjunto con antibidticos en la conducta de enfermedad
en TB pulmonar avanzada. (A) Peso corporal de ratones infectados con H37Rv y tratados con DEX y AB
durante un mes. (B) Peso corporal de ratones infectados con H37Rv y tratados con DEX y AB durante dos
meses. (C) Actividad locomotora de ratones infectados con H37Rv y tratados con DEX y AB durante un
mes. (D) Actividad locomotora de ratones infectados con H37Rv y tratados con DEX y AB durante dos
meses. Los datos se presentan como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6).

Prueba t no pareada contra el control AB.
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9.4.4 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibidticos en la conducta

similar a la ansiedad de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo se evaluo el efeto del tratamiento con DEX IN e IT en conjunto con
antibioticos sobre la conducta similar a la ansiedad, la cual se evalu6 después de uno y
dos meses de tratamiento con un laberinto elevado en forma de I. Los resultados
mostraron que los animales tratados con DEX IN y TI permanecieron mas tiempo en el
brazo abierto del laberinto (%TA) y tuvieron mas ICSP que los animales que solo
recibieron antibidticos, ambos parametros indican un efecto ansiolitico. Por otro lado, el
tratamiento disminuy¢ las ICBC y las PEA, pardmetros que indican actividad ansiogénica
(Figura 34). En general, podemos decir que el tratamiento con DEX en combinacion con
antibiodticos tiene un mejor efecto en la reduccion de la conducta similar a la ansiedad que
la administracion de antibidticos solos.
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Figura 34. Efecto de la administraciéon de DEX en conjunto con antibidticos sobre la conducta similar a la
ansiedad en TB pulmonar avanzada evaluada en el laberinto elevado en forma de I. (A) Tiempo en el area
abierta (% TA). (B) Inmersiones de cabeza sin proteccion (ICSP). (C) Inmersiones de cabeza desde el brazo
cerrado (ICBC). (D) Postura de estiramiento atento (PEA). Los datos se presentan como la media +/- SEM

y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control AB.
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9.4.5 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibidticos en la conducta

similar a la depresion y el dario neuroldgico de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo evaluamos el efecto del tratamiento con DEX en combinacion con
antibioticos en la conducta similar a la depresion y el dafio neuroldgico de ratones con
TB avanzada. Los resultados mostraron que el tratamiento con DEX en combinacion con
antibioticos tuvo un mejor efecto antidepresivo que la administracion de antibiéticos
solos después de uno y dos meses de tratamiento. El tratamiento L/DEX IT fue el mas
efectivo para disminuir la conducta similar a la depresién, aunque la via de
administracion IN también fue efectiva (Figura 35A). Resultados similares se encontraron
en el dafio neuroldgico. El tratamiento de DEX en conjunto con antibidticos disminuy el
dafio neuroldgico desde el primer mes de tratamiento en comparacion del grupo control

de antibioticos, siendo mas efectiva la via de administracion IN (Figura 35B).
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Figura 35. Efecto de la administracion de DEX en conjunto con antibidticos sobre la conducta similar a la
depresion y dafio neurolégico en TB pulmonar avanzada. (A) Conducta similar a la depresion. (B) Dafo
neuroldgico. Los datos se presentan como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes

(n=6). Prueba t no pareada contra el control AB.

9.4.6 Efecto de la administracion IN e IT de DEX en conjunto con antibidticos sobre la memoria a

corto y largo plazo de ratones con TB avanzada.

Al evaluar el efecto de la administraciéon de DEX en combinacién con antibidticos en
animales infectados de forma crénica con M. tuberculosis en la memoria a corto y largo
plazo observamos que el tratamiento DEX-antibidticos mejor6 la memoria a corto plazo
después de 1 y 2 meses de tratamiento en comparacion con el grupo control que recibi
antibioticos (Figura 36A). Resultados similares se observaron en la memoria a largo
plazo, principalmente después de 2 meses de tratamiento se presentaron diferencias entre

el grupo DEX-antibioticos y el grupo de antibioticos (Figura 36B). Estos datos sugieren
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que el tratamiento terapéutico DEX-antibioticos tiene un efecto benéfico mayor en la

memoria de ratones con TB que la sola administracion de antibioticos.
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Figura 36. Efecto de la administracion de DEX en conjunto con antibidticos sobre el dafio en la memoria en
TB pulmonar avanzada. (A) Memoria a corto plazo. (B) Memoria a largo plazo. Los datos se presentan
como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el
control AB

9.5 Efecto de la Curcumina sobre la TB pulmonar experimental

A los animales con TB se les administré CUR (16 o 32 ng) por via intraperitoneal a partir
del dia 14 post infeccion para evaluar su efecto sobre el progreso de la enfermedad
pulmonar. Ambas cantidades disminuyeron la carga bacilar pulmonar desde el dia 21
post-infeccién en comparacién con los animales que recibieron SS con 0.5% de DMSO. La
cantidad de 16 ng disminuy6 mads la carga de bacilar pulmonar (Figura 37A). No se

observd crecimiento de micobacterias en el cerebro de los ratones tratados con CUR.
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Ademas, la tasa de supervivencia de los animales que recibieron CUR mejor6 ligeramente
en comparacion con el grupo control (Figura 37B). Estos resultados coincidieron con el
andlisis morfométrico del drea pulmonar, ya que se present6 una disminucion en el drea
pulmonar afectada por neumonia en los ratones tratados con CUR en comparacion con
el grupo de control (Figura 38). También se cont6 con un grupo de animales a los cuales
se les administro la CUR en la etapa avanzada de la enfermedad pulmonar, es decir, a
partir del dia 60 post infeccion. El tratamiento con CUR disminuy0 la carga bacilar 1y 2
meses postratamiento en comparacion con el grupo de control y aumentd el porcentaje

de supervivencia (Figura 37C-D).

Estos resultados sugieren que la CUR no agrava la enfermedad pulmonar; por el
contrario, tiene un efecto benéfico, por lo que fue efectivo administrarlo en animales
infectados con M. tuberculosis. Ademads, observamos que la cantidad de 16 ng fue mads
efectiva que la cantidad de 32 pg en la disminucion de la enfermedad pulmonar. Por lo

tanto, en el resto de los experimentos, solo usamos la cantidad de 16 pg.
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Figura 37. El efecto de la CUR (16 o 32 pg) sobre la TB pulmonar experimental. (A) Carga bacilar en el
pulmdn de animales tratados con CUR desde el dia 14 post infeccidn. (B) Supervivencia de animales
tratados con CUR desde el dia 14 post-infeccion. (C) Carga bacilar en el pulmoén de animales tratados con
CUR desde el dia 60 post infeccién (D) Supervivencia de animales tratados con CUR desde el dia 60 post-
infeccién. Los datos se presentan como media + SEM. ANOVA de dos vias. Comparacion multiple de
Tukey’s, n=6.
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Figura 38. Efecto de la CUR (16 o 32 ng) sobre la neumonia en la TB pulmonar experimental. (A) Porcentaje
del drea neumonica en los dias 28, 60 y 120 post-infeccién. (B) Micrografias representativas a los 28, 60 y
120 dias post-infeccion de animales infectados que recibieron CUR, ratones de control que solo recibieron
SS y ratones sanos sin infecciéon. Todas las micrografias se muestran a 20 aumentos, tincion con
hematoxilina/eosina. Los datos se presentan como media + SEM (n=6). ANOVA de una via. Prueba de

comparacion multiple de Dunnett.

9.6 Efecto de la administracion de la curcumina sobre la neuroinflamacion en el modelo

murino de TB pulmonar

9.6.1 Efecto del tratamiento con CUR en la expresion de citocinas en distintas dreas del cerebro de

ratones con TB.

En un experimento previo, observamos que, en ausencia de carga bacteriana en el
cerebro, hay un aumento de citocinas proinflamatorias en distintas areas del cerebro en
el modelo murino de TB progresiva (Lara-Espinosa et al., 2020). En el presente trabajo
evaluamos el efecto de la CUR sobre la expresion de TNF, IFN-y e IL-12 en el hipocampo,
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el hipotdlamo, el cerebelo y la corteza frontal de ratones infectados con M. tuberculosis
mediante RT-PCR. Los resultados mostraron que en los animales tratados con CUR
disminuy6 considerablemente la expresion de estas citocinas en el hipocampo a los 60 y
120 dias post-infeccion (Figura 39A). En el hipotalamo, el tratamiento con CUR
disminuyd levemente la expresion de citocinas proinflamatorias a partir del dia 21
posterior a la infeccion (Figura 39B). En el cerebelo, la expresion de IFN-ye IL12
disminuyo en los dias 60 y 120 posteriores a la infeccion, mientras que el TNF se mantuvo
alto (Figura 40A). Finalmente, en la corteza frontal, CUR redujo significativamente la
expresion de estas citocinas proinflamatorias a partir del dia 21 post-infeccion. El efecto
antiinflamatorio mas notorio de la CUR se observo en la corteza frontal a partir del dia
21 después de la infeccion (Figura 40B). Por el contrario, en el hipocampo, el hipotdlamo

y el cerebelo, el efecto antiinflamatorio se observo en la fase avanzada de la infeccion
pulmonar.
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Figura 39. Efecto del tratamiento con CUR (16 pg) sobre citocinas proinflamatorias del hipocampo e
hipotalamo de ratones con TB. (A) Expresion de TNF, IFN-y e IL-12 en el hipocampo. (B) Expresion de
TNF, IFN-y e IL-12 en el hipotalamo. Los datos se presentan como media + SEM y representan dos

experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control SS DMSO.
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Figura 40. Efecto del tratamiento con CUR (16 pg) sobre citocinas proinflamatorias del cerebelo y la corteza
frontal de ratones con TB. (A) Expresiéon de TNF, IFN-y e IL-12 en el cerebelo. (B) Expresién de TNF, IFN-
v e IL-12 en la corteza frontal. Los datos se presentan como media + SEM y representan dos experimentos

diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control SS DMSO.
9.6.2 Efecto de la administracion de CUR sobre la conducta de enfermedad

En experimentos previos observamos que la infeccién pulmonar con M. tuberculosis
induce conducta de enfermedad (sickness behaviour), caracterizada por reduccion
significativa en el peso corporal, la actividad locomotora y la ingesta de alimento. La
conducta de enfermedad es una respuesta fisioldgica asociada con el proceso
inflamatorio. En el presente trabajo determinamos el efecto de la administracion de CUR
durante la infeccién temprana con M. tuberculosis sobre la conducta de enfermedad. El
tratamiento con CUR disminuyé de manera significativa la conducta de enfermedad de
los ratones con TB (Figura 41). La carga bacilar disminuydé de manera similar al
experimento previo y la supervivencia de los animales fue mayor en comparacion con la
del grupo control (Figura 41 A-B). El tratamiento con CUR atenuo la pérdida de peso,
principalmente en los 28, 60 y 90 dias después de la infeccion. La actividad locomotora
(LMA) y la ingesta de alimento aumentaron considerablemente después de una semana

de tratamiento (Figura 41 C-E).
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Figura 41. Efecto del tratamiento con CUR (16 pg) sobre la conducta de enfermedad en ratones con TB. (A)
Carga bacilar del pulmén. (B) Supervivencia de los animales. (C) Ingesta de alimento. (D) Actividad
locomotora. (E) Peso corporal. Los datos se presentan como media + SEM (n = 6/dia/grupo). ANOVA de
dos vias. Prueba de comparacion multiple de Dunnett.

9.6.3 Efecto de la administracién de CUR sobre la conducta similar a la ansiedad

La ansiedad es otro factor comun en pacientes con TB. Previamente demostramos que la
inflamacion pulmonar causada por la infeccion pulmonar con M. tuberculosis genera
conducta similar a la ansiedad en el modelo de TB pulmonar murino (Lara-Espinosa et
al., 2020). Por lo tanto, en el presente trabajo evaluamos el efecto del tratamiento CUR en
la conducta similar a la ansiedad usando el laberinto elevado en forma de I (Gilhotra et
al., 2015). El tratamiento con CUR aument¢ el tiempo de los ratones en el brazo abierto
(TA) en el dia 120 post-infecciéon (Figura 42A), aumento las inmersiones de cabeza sin
proteccion (ICSP) desde el dia 28 post-infeccion (Figura 42B), disminuyo las inmersiones
de cabeza desde el brazo cerrado (ICBC) el dia 120 post-infeccién (Figura 42C) y
disminuy¢ la postura de estiramiento atento (PEA) en los dias 60 y 120 post-infeccion
(Figura 42D). El tratamiento con CUR disminuyd la conducta similar a la ansiedad de los
ratones con TB, es decir, presenté una actividad de tipo ansiolitico en ratones TB,

principalmente en la fase tardia de la infeccion.
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Figura 42. Efecto del tratamiento con CUR (16 pg) sobre la conducta similar a la ansiedad en ratones con
TB. (A) Tiempo en el brazo abierto (% TA). (B) Inmersiones de cabeza sin proteccion (ICSP). (C) Inmersiones
de cabeza desde el brazo cerrado (ICBC). (D) Postura de estiramiento atento (PEA). Los datos se presentan

como media = SEM (n = 6/dia/grupo). ANOVA de dos vias. Prueba de comparacion multiple de Tukey.

9.6.4 Efecto de la administracion de CUR sobre la conducta similar a la depresion, dafio

neuroldgico y miedo no condicionado

En un estudio previo observamos que la infeccion pulmonar con M. tuberculosis induce
conducta similar a la depresion, dafio neuroldgico y miedo no condicionado (Lara-
Espinosa et al.,2020). En el presente trabajo, evaluamos el efecto del tratamiento con CUR
sobre estos cambios conductuales. La CUR disminuy¢ el dafio neurolégico a partir del
dia 21 post-infeccion (Figura 43A). Se observaron resultados similares en la conducta
similar a la depresion, que disminuyd desde el dia 28 post-infeccion (Figura 43B). El

miedo no condicionado disminuy¢ a partir del dia 21 post-infecciéon (Figura 43C). Estos
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resultados sugieren que CUR tiene un efecto antidepresivo, reduce el miedo no-

condicionado, y mejoro el estado neuroldgico de los animales infectados.
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Figura 43. Efecto del tratamiento con CUR (16 pg) sobre el dafio neurolégico, la conducta similar a la
depresion y el miedo no condicionado de ratones con TB. (A) Dafio neuroldgico. (B) Comportamiento
similar a la depresiéon (C) Miedo no condicionado. Los datos se presentan como media + SEM (n =

6/dia/grupo). ANOVA de dos vias. Prueba de comparaciones multiples de Dunnett.
9.6.5 Efecto de la administracion de CUR sobre la memoria a corto y largo plazo

Experimentos anteriores mostraron que la infeccion pulmonar con M. tuberculosis induce
dafio en la memoria a corto plazo desde el dia 14 después de la infeccion y en la memoria
a largo plazo desde el dia 1 después de la infeccién (Lara-Espinosa et al., 2020). El
tratamiento con CUR mejor6 la memoria a corto plazo desde el dia 28 post-infeccion

(Figura 44A) y la memoria a largo plazo desde el dia 21 post-infeccion (Figura 44B). Estos
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resultados indican un efecto benéfico en la memoria de ratones infectados con TB y
tratados con CUR.
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Figura 44. Efecto del tratamiento con CUR (16 ng) en el dafio en la memoria de ratones con TB. (A) Memoria
a corto plazo. (B) Memoria a largo plazo. Los datos se presentan como media + SEM (n = 6/dia/grupo).

ANOVA de dos vias. Prueba de comparaciones multiples de Dunnett.

9.6.6 El efecto del tratamiento con CUR en los niveles de Nrf2 y BDNF en la corteza frontal y el
hipocampo de ratones con TB

El estrés oxidativo y la neuroinflamacién estan relacionados con el deterioro cognitivo y
el dafio neuronal (Solleiro-Villavicencio & Rivas-Arancibia, 2018). Varias enzimas
antioxidantes estan reguladas por Nrf2, que protege a las células del dafio oxidativo y la
inflamacioén (Singh et al., 2021). Por lo tanto, en el presente trabajo evaluamos el efecto del
tratamiento con CUR sobre la expresion de Nrf2 en la corteza frontal y el hipocampo de
ratones con TB, dos dreas donde observamos una disminucion significativa de citocinas
proinflamatorias y que estdn relacionadas con procesos cognitivos y conductuales. Los
resultados mostraron que el tratamiento con CUR aumentd los niveles de Nrf2 en la
corteza frontal, de manera importante en el dia 21 después de la infeccion, y hubo una
tendencia creciente en los dias 60 y 120 después de la infeccion. Ademas, el tratamiento
con CUR aument¢ ligeramente los niveles de Nrf2 en el hipocampo desde el dia 21
después de la infeccidon (Figura 45A). Estos resultados sugieren que el tratamiento con
CUR protege a las células de la corteza y del hipocampo del dafio oxidativo y la
inflamacion, lo que podria estar relacionado con la mejora en el estado conductual de los

animales con TB.

Dado que el BDNF se ha relacionado con los efectos antidepresivos y la mejora de la

memoria producidos por varios farmacos (Bjorkholm & Monteggia, 2016; Zhang et al.,
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2015), evaluamos los efectos de CUR sobre los niveles de BDNF en la corteza frontal y el
hipocampo de ratones con TB. Previamente observamos que la infeccion pulmonar con
M. tuberculosis disminuye los niveles de BDNF, principalmente en el hipocampo (Lara-
Espinosa et al., 2021). Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con CUR
aumento ligeramente los niveles de BDNF en la corteza frontal desde el dia 21 después
de la infeccion. Ademas, el tratamiento con CUR aumento significativamente los niveles
de BDNF en el hipocampo en los dias 21, 28, 60 y 120 después de la infeccion (Figura 45B).
Estos resultados podrian estar relacionados con el efecto benéfico que la CUR presentd

sobre los cambios de conducta de los animales con TB.
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Figura 45. Efecto del tratamiento con CUR (16 png) sobre los niveles de Nrf2 y BDNF en la corteza frontal e
hipocampo de ratones con TB. (A) Cuantificacion de la densidad dptica relativa de Nrf2 en la corteza frontal
y en el hipocampo. (B) Cuantificacion de la densidad optica relativa de BDNF en la corteza frontal y en el
hipocampo. Los paneles inferiores muestran imagenes representativas del western blot a los 21, 28, 60 y
120 dias después de la infeccion. Los datos se presentan como media + SEM (n = 6/dia/grupo). Prueba de ¢
de student contra el grupo control de SS.
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9.7 Efecto de la administracion de la curcumina en combinacion con antibiéticos sobre
la neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar en la etapa avanzada de la
enfermedad.

En la altima parte del trabajo, evaluamos el efecto terapéutico de la administracion de
CUR en conjunto con antibidticos de primera linea (rifampicina, isoniazida y
pirazinamida) sobre la neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar en la

etapa avanzada de la enfermedad (60 dias post-infeccion).

9.7.1 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibioticos sobre la TB pulmonar

avanzada.

Primero, evaluamos el efecto de la CUR en conjunto con antibidticos en animales
infectados con M. tuberculosis H37Rv. Los tratamientos se administraron a partir del dia
60 post-infeccidn y se evalud la carga bacilar después de 1 y 2 meses de tratamiento. Los
resultados mostraron que la combinacién de CUR con antibiéticos no disminuy6 en
mayor medida la carga bacilar después de 1 mes de tratamiento en comparacion con el
grupo control que solamente recibié antibidticos. Sin embargo, después de 2 meses de
tratamiento la combinacion de CUR y antibioticos presenté una mayor disminucion que
el grupo control de antibioticos (Figura 46A). En la supervivencia no se observaron
cambios entre el grupo control de antibidticos con el grupo que recibid antibidticos con
CUR (Figura 46B). Similares resultados se observaron en el area del pulmén afectada por
neumonia, ya que no hubo diferencias importantes entre el grupo de CUR-antibidticos

con el grupo de antibioticos después de 1 y 2 meses de tratamiento (Figura 47).
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Figura 46. Efecto de la administracion de CUR en conjunto con antibioticos sobre la TB pulmonar avanzada.
(A) Carga bacilar en el pulmén después de 1y 2 meses de tratamiento. (B) Supervivencia de los animales.

Los datos se presentan como media +/- SEM. Prueba de t de student contra el control que recibi6 antibioticos.
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Figura 47. Efecto de la administraciéon de CUR en conjunto con antibidticos sobre la neumonia en TB
pulmonar avanzada. (A) Analisis histologico de pulmones de ratones infectados con H37Rv y tratados con
CUR y AB durante uno y dos meses expresado como el porcentaje de la superficie pulmonar afectada por
neumonia. (B) Micrografias representativas de pulmones completos y un drea representativa 20X después
de uno y dos meses de administraciéon de CUR. Los datos se presentan como media +/- SEM. Prueba de ¢

de student contra el control que recibid antibidticos.
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9.6.2 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibidticos en la expresion de

citocinas en distintas dreas del cerebro de ratones con TB avanzada.

Posteriormente evaluamos el efecto del tratamiento de CUR en combinacion con
antibioticos sobre la expresion de TNF e IL-12 en el hipotdlamo, hipocampo y corteza
frontal de ratones con TB pulmonar avanzada después de dos meses de tratamiento. Los
resultados mostraron que la combinacion CUR-antibioticos disminuyo levemente la
expresion de TNF en el hipocampo y la corteza frontal en comparacién con el grupo
control que recibid antibiodticos. La expresion de IL-12 disminuyd en mayor grado en los
animales que recibieron la combinacién CUR-antibiéticos, siendo mayor la disminucion
en el hipocampo. A diferencia de TNF, la expresion de IL-12 no disminuyé en el grupo
que solo recibi6 antibidticos en comparacion con el grupo control que recibié SS (Figura
48). Estos datos sugieren que a pesar de que no se presentaron diferencias a nivel
pulmonar entre el grupo control de antibidticos y la combinacién CUR-antibioticos, si
disminuyo6 la respuesta inflamatoria en el SNC, principalmente en el hipocampo y la

corteza frontal, siendo mas evidente en la expresion de IL-12.
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Figura 48. Efecto de la administracién de CUR en conjunto con antibidticos en la expresion de TNF e IL-12
del hipotalamo, hipocampo y corteza frontal en TB pulmonar avanzada. (A) Expresiéon de TNF en el
hipotalamo, hipocampo y corteza frontal. (B) Expresion de IL-12 en el hipotdlamo, hipocampo, corteza
frontal. Los datos se presentan como media +/- SEM. Prueba de ¢ de student contra el control que recibié

antibioticos.
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9.6.3 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibioticos en la conducta de
enfermedad de ratones con TB avanzada.

En relacion con los cambios conductuales, al evaluar el efecto de la administracion de
CUR en combinacion con antibidticos sobre la conducta de enfermedad de animales con
TB pulmonar avanzada, observamos que después de 2 meses de tratamiento los animales
que recibieron la combinacion CUR-antibioticos presentaron ligeramente mayor peso
corporal que el grupo control que solamente recibi6 antibidticos. En la actividad
locomotora se presentd una mejora desde un mes de tratamiento en el grupo que recibid
CUR-antibioticos (Figura 49). Estos resultados sugieren que la administracion de CUR en
conjunto con antibidticos tiene un efecto mayor disminuyendo la conducta de

enfermedad que solamente la administracién de antibioticos convencionales.
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Figura 49. Efecto de la administracion de CUR en conjunto con antibiéticos en la conducta de enfermedad
en TB pulmonar avanzada. (A) Peso corporal de ratones infectados con H37Rv y tratados con CUR y AB
durante uno o dos meses. (B) Actividad locomotora de ratones infectados con H37Rv y tratados con CUR
y AB durante uno y dos meses. Los datos se presentan como la media +/- SEM y representan dos

experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control AB.
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9.6.4 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibioticos en la conducta similar

a la ansiedad de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo evaluamos el efecto de la administracion de CUR en combinacion
con antibioticos en animales infectados de forma cronica con M. tuberculosis en la
conducta similar a la ansiedad utilizando el laberinto elevado en forma de I. Observamos
que la combinacion CUR-antibidticos aumento el tiempo de los ratones en el brazo abierto
(TA) y las ICSP después de 1 y 2 meses de tratamiento, y disminuy¢ las ICBC y las PEA
en comparacion del grupo que solamente recibid antibidticos (Figura 50). Por lo tanto, el

tratamiento con CUR-antibidticos mostr6 una actividad de tipo ansiolitico en ratones TB.
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Figura 50. Efecto de la administracion de CUR en conjunto con antibidticos sobre la conducta similar a la
ansiedad en TB pulmonar avanzada evaluada en el laberinto elevado en forma de I. (A) Tiempo en el brazo
abierto (% TA). (B) Inmersiones de cabeza sin proteccion (ICSP). (C) Inmersiones de cabeza desde el brazo
cerrado (ICBC). (D) Postura de estiramiento atento (PEA). Los datos se presentan como la media +/- SEM

y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el control AB.
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9.6.5 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibioticos en la conducta similar

a la depresion y el dafio neuroldgico de ratones con TB avanzada.

En el presente trabajo evaluamos el efecto de la administracion de CUR en combinacion
con antibioticos en animales infectados de forma cronica con M. tuberculosis en la
conducta similar a la depresion y el dafio neurologico. Los resultados mostraron que el
tratamiento en conjunto CUR-antibioticos disminuy®6 la conducta similar a la depresion
en la prueba de suspension de cola después de 1y 2 meses de tratamiento en comparacion
con el grupo control de antibidticos (Figura 51A). Sin embargo, no se presentaron
diferencias en el dafio neurologico, ya que el grupo CUR-antibioticos presento niveles de
dafio neuroldgico similares al grupo control que solamente recibi6 antibidticos en los dos
tiempos evaluados (Figura 51B). El tratamiento CUR-antibioticos tuvo un mayor efecto

antidepresivo en comparacion con el grupo de antibioticos.
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Figura 51. Efecto de la administracion de CUR en conjunto con antibiéticos sobre la conducta similar a la
depresion y dafio neurologico en TB pulmonar avanzada. (A) Conducta similar a la depresion. (B) Dafo
neuroldgico. Los datos se presentan como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes

(n=6). Prueba t no pareada contra el control AB.

9.6.6 Efecto de la administracion de curcumina en conjunto con antibiéticos sobre la memoria a

corto y largo plazo de ratones con TB avanzada.

Al evaluar el efecto de la administracion de CUR en combinacién con antibidticos en
animales infectados de forma crénica con M. tuberculosis en la memoria a corto y largo
plazo observamos que el tratamiento CUR-antibioticos mejor6 la memoria a corto plazo

después de 1 y 2 meses de tratamiento en comparacion con el grupo control que recibié
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antibioticos (Figura 52A). Sin embargo, al evaluar la memoria a largo plazo, no se
presentaron diferencias entre el grupo CUR-antibidticos y el grupo de antibidticos,
aunque si hubo una tendencia a mejorar en el grupo CUR-antibioticos (Figura 52B). Estos
datos sugieren que el tratamiento terapéutico CUR-antibidticos tiene un efecto benéfico

mayor en la memoria de ratones con TB que la sola administracion de antibidticos.
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Figura 52. Efecto de la administraciéon de CUR en conjunto con antibiéticos sobre el dafio en la memoria en
TB pulmonar avanzada. (A) Memoria a corto plazo. (B) Memoria a largo plazo. Los datos se presentan
como la media +/- SEM y representan dos experimentos diferentes (n=6). Prueba t no pareada contra el
control AB.
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X.  RESUMEN DE RESULTADQOS

e El tratamiento con CpdA aument6 de forma importante la carga bacteriana en el
pulmoén y en el cerebro de los animales con TB, lo que se relacion6 con una
disminucién de la supervivencia de los animales, por lo que no se utiliz6é para

tratar la neuroinflamacion en el modelo murino de TB experimental (Figura 53).
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Figura 53. Resumen de resultados del tratamiento con CpdA. La administracion intranasal de CpdA agravé
la enfermedad pulmonar. (1) La infeccién pulmonar con M. tuberculosis en un modelo murino (2) promueve
el desarrollo de la enfermedad activa en los animales. (3) Inflamacién intensa debido a la respuesta inmune
contra las micobacterias en los pulmones induce neuroinflamacién por via humoral, celular y neuronal, (4)
manifestada por alta producciéon de diferentes citocinas, induce alteraciones conductuales y sintomas
neuropsiquiatricos como depresion y ansiedad. (5) La administracion IN de 50 o 150 pg de CpdA aumento
la carga bacilar en el pulmoén y el cerebro. (6) Por lo que la tasa de supervivencia de los animales con TB
disminuyd.

e En conjunto, nuestros resultados demostraron que la administracion intranasal de
L/DEX y M/DEX en un modelo de raton con TB pulmonar no agravo la
enfermedad pulmonar. En cambio, disminuy¢ la expresion génica de TNF, IFN-y

e IL-12 en el hipocampo, el hipotalamo, el cerebelo y la corteza frontal de los
animales infectados. El comportamiento de enfermedad, la ansiedad y el
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comportamiento similar a la depresion disminuyeron, y hubo una mejora en la
memoria a corto y largo plazo (Figura 54).
e El tratamiento con DEX en conjunto con antibiéticos disminuy¢ la enfermedad

pulmonar en ratones con TB avanzada. Disminuyé la neuroinflamacion y los

cambios conductuales.
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Figura 54. Resumen de resultados del tratamiento con DEX IN. La administracién intranasal de DEX
disminuye la neuroinflamacién y los sintomas conductuales y neuropsiquiatricos en un modelo murino de
TB pulmonar sin agravar la enfermedad pulmonar. (1) La infeccién pulmonar con M. tuberculosis en un
modelo murino (2) promueve el desarrollo de la enfermedad activa en los animales. (3) Inflamacion intensa
debido a la respuesta inmune contra las micobacterias en los pulmones induce neuroinflamacién por via
humoral, celular y neuronal, (4) manifestada por alta produccion de diferentes citocinas (5), induce
alteraciones conductuales y sintomas neuropsiquiatricos como depresion y ansiedad. (6) La administracion
IN de dosis bajas de DEX disminuyd la produccion de citocinas en el cerebro y las alteraciones conductuales

de los animales infectados. También disminuy¢ la carga bacilar en el pulmén y el drea del pulmoén afectada
por neumonia.

e La administraciéon de CUR redujo la carga bacilar en el pulmdn, la neumonia, la
neuroinflamacién y las anomalias de conducta, y aumento ligeramente Nrf2 y

BDNF en el modelo murino de TB pulmonar experimental (Figura 55).
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e El tratamiento de CUR en combinacion con antibioticos no presentd un efecto
importante sobre la enfermedad pulmonar en ratones con TB avanzada, sin
embargo, disminuyd la neuroinflamacion, la conducta similar a la ansiedad, la

conducta similar a la depresion y mejoro la memoria a corto plazo.
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Figura 55. Resumen de resultados del tratamiento con CUR. El tratamiento con CUR disminuye la
neuroinflamacién y los sintomas conductuales y neuropsiquiatricos en un modelo murino de TB pulmonar.
(1) La infeccién pulmonar con M. tuberculosis en un modelo murino (2) promueve el desarrollo de la
enfermedad activa en los animales. (3) Inflamacién intensa debido a la respuesta inmune contra las
micobacterias en los pulmones induce neuroinflamacién por via humoral, celular y neuronal, (4)
manifestada por alta produccién de diferentes citocinas (5), induce alteraciones conductuales y sintomas
neuropsiquiatricos como depresion y ansiedad. (6) Debido a las acciones antiinflamatorias, antioxidantes
y antibacterianas de la CUR, el tratamiento disminuy¢ la enfermedad pulmonar y la generacion de citocinas
en el cerebro, aumento ligeramente los niveles de Nrf2 en la corteza frontal y el hipocampo y aumento los

niveles de BDNF en el hipocampo. Todos estos cambios redujeron las anomalias de comportamiento en los
animales con tuberculosis.
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XI. DISCUSION

La TB es una causa importante de mortalidad en los paises en desarrollo. La incidencia
de esta enfermedad sigue aumentando (Pai et al., 2016). La TB se caracteriza por un estado
proinflamatorio generalizado el cual contribuye a la enfermedad grave. Ademas, existe
evidencia de que los pacientes con TB sufren trastornos mentales comunes, como las
depresion y ansiedad (Lara-Espinosa & Hernandez-Pando, 2021). Previamente, hemos
demostrado que, en ausencia de bacterias cultivables en el cerebro, M. tuberculosis induce
neuroinflamacion, dafio neuronal y cambios conductuales durante la infeccion pulmonar,
manifestadas por una alta produccion de diferentes citocinas, principalmente TNF, IFN-
vy y IL-12 (Lara-Espinosa et al., 2020). Esto produce muerte neuronal, por lo que se
requieren abordajes terapéuticos que modulen esta respuesta proinflamatoria para evitar
lesiones neuronales y alteraciones de conducta. En este trabajo evaluamos tres moléculas
antiinflamatorias, la DEX, el CpdA y la CUR, como moléculas candidatas para disminuir

la neuroinflamacion en un modelo murino de TB pulmonar experimental.

Los GCs son hormonas esteroides producidas por la glandula suprarrenal y reguladas
por el eje HPA y son los agentes antiinflamatorios e inmunomoduladores actualmente
mas utilizados. Los GCs se han utilizado ampliamente para tratar trastornos
autoinmunes, alergias, rechazo de aloinjertos, neuroinflamaciéon y enfermedades

neoplasicas (Ayroldi et al., 2012).

Desde la perspectiva terapéutica, la administracion de farmacos por via IN es una
alternativa ventajosa para el tratamiento de trastornos del SNC, como se ha demostrado
en multiples estudios (Upadhyay, 2014). Recientemente se demostro que la administracion
IN de GCs controla la neuroinflamacion experimental en un modelo experimental de
sepsis inducida por la inyeccion de LPS de forma sistémica (LPS) (Meneses et al., 2017).
La administracion IN de DEX disminuyo el porcentaje de células cerebrales positivas a
GFAP, la cual aumentd después de la administracion de LPS, redujo la presencia de
neutrofilos en el cerebro y disminuyo la expresion de IL-6. Los efectos antiinflamatorios
de la DEX fueron menos pronunciados cuando se administré DEX en la misma dosis por
via intravenosa (IV) (Meneses et al., 2017). Se han observado resultados similares en un
modelo de accidente cerebrovascular de oclusion de la arteria cerebral media por 60
minutos. El tratamiento IN con DEX disminuy¢ el dano tisular cerebral isquémico, redujo
la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, disminuyd la mortalidad, disminuy¢ el

déficit neuroldgico y aumento el peso de los animales (Espinosa et al., 2020). Otro estudio
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mostrd que la administracion IN de metilprednisolona a ratones con encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) suprimio la respuesta neuroinflamatoria y redujo la
infiltracion de células inmunitarias y desmielinizacion, de manera similar a la
administracion intravenosa (Rassy et al., 2020). Por lo tanto, estos resultados sugieren que
la administracion IN de GCs podria ofrecer una alternativa mas efectiva y practica que la
administracion sistémica para tratar la neuroinflamacion en diversas enfermedades, lo

que coincide con nuestros resultados.

El CpdA, un activador selectivo del GR, es una molécula altamente antiinflamatoria. En
el presente trabajo evaluamos el efecto de la administracion IN del CpdA sobre la
evolucion de la enfermedad pulmonar en un modelo murino de TB pulmonar. Los
resultados mostraron que las cantidades de 50 y 150 pg de CpdA provocaron un aumento
en la carga bacilar en el pulmoén e indujeron crecimiento de micobacterias en el cerebro,
por ende, una disminucion en la tasa de supervivencia de los animales con TB. El CpdA
disminuye las respuestas Thl, M1 y Thl7 y promueve una respuesta Th2, M2 y
regulacion por células T reg (Zhang et al., 2009; Lesovaya et al., 2015). Las células Thl
contribuyen a la proteccion contra la TB al secretar IFN-y y activar la accion
antimicobacteriana en los M¢s (Lyadova & Panteleev, 2015). Debido a esto, es posible que
el aumento en la carga bacilar en los animales con TB que recibieron CpdA esté
relacionado con la supresion de la respuesta inmunoldgica de tipo Thl, M1, aunque se
necesitan mas estudios para dilucidar esto. Por otro lado, se ha observado que cuando el
CpdA se disuelve en soluciones amortiguadoras estandar como PBS, solucion salina o
Tris-HCl se descompone en sus derivados de aziridina e induce apoptosis generalizada,
incluyendo células nerviosas, independiente del GR (Wiist et al., 2009). Cuando el CpdA
se disuelve en agua es quimicamente estable, sin embargo, cuando se administra a
animales, al pH fisiologico de 7.4 también se descompone en aziridinas tdxicas, lo que se
ha relacionado con letalidad en los animales (Wiist et al., 2009). En el presente trabajo el
CpdA disolvio en SS con DMSO al 0.05%, y al ser administrado via IN llega directamente
al sistema nervioso y existe la posibilidad de que un porcentaje puede llegar al pulmon,
por lo que la formacion de aziridinas toxicas en el pulmoén y el cerebro también podria
estar relacionado con el efecto deletéreo que observamos en los animales con TB (Figura
56). Es necesario realizar mas estudios para determinar la cantidad adecuada para ser

administrada en animales, asi como la forma de preparacién y administracion.
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Figura 56. Posibles mecanismos por el que el tratamiento con CpdA causo una disminucién en la
supervivencia en los animales con TB pulmonar. (1) Se ha demostrado que el CpdA en soluciones
amortiguadoras como PBS, SS o TRIS, asi como en el pH fisiolégico de los animales, se descompone en
aziridinas toxicas e inducen apoptosis generalizada, lo cual se ha relacionado con letalidad en los animales
(Wiist et al., 2009). (2) Diversos estudios demuestran que el CpdA disminuye la respuesta M1 y Thl y
aumenta la respuesta M2, Th2 y Treg (Zhang et al., 2009; Lesovaya et al., 2015). Al ser crucial la respuesta
Th1-M1 para el control de M. tuberculosis, la supresion de esta respuesta protectora por parte del CpdA

podria estar relacionada con el incremento de la carga bacilar en los animales con TB.

La DEX, un potente GCs sintético, se ha utilizado para reducir la inflamacién en
diferentes afecciones neuroinflamatorias (Espinosa et al., 2020; Meneses et al., 2017; Pang
et al., 2012). En el presente estudio, demostramos que el tratamiento IN con B/DEX (0.05
mg/kg) y M/DEX (0.25 mg/kg) en el modelo murino de TB pulmonar disminuy6
significativamente la neuroinflamaciéon, mejorando el estado conductual sin

agravamiento de la enfermedad pulmonar.

Los resultados mostraron que el tratamiento desde la etapa temprana (dos semanas
después de la infeccion) con B/DEX y M/DEX por via IN mejora la supervivencia en

ratones con TB, mientras que A/DEX (2.5 mg/kg) no mostrd ningun beneficio en la
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supervivencia y aumento la carga de bacilar en el pulmén y diseminacion con crecimiento
bacteriano en el cerebro. El tratamiento con B/DEX se asocié con una carga de bacilos
pulmonares significativamente menor el dia 120 después de la infeccion. Se han
encontrado resultados similares durante sepsis temprana en ratones, donde el
tratamiento con B/DEX mejoré significativamente la supervivencia y redujo
significativamente la bacteriemia en comparacion con los ratones control, mientras que
el tratamiento con concentraciones mas altas de DEX no lo hizo (Van Den Berg et al., 2011).
En los ultimos afos, se ha observado que los GCs refuerzan el sistema inmunitario innato
y reprimen el sistema inmunitario adaptativo para ayudar a resolver la inflamacion y
restaurar la homeostasis (Busillo et al., 2011). Los GCs inducen la expresion del
inflamasoma, TLR-2, NLRP3 y el receptor purinérgico P2Y2 (P2Y2R), todos estos
receptores participan en la inmunidad innata (Chinenov & Rogatsky, 2007; Ding et al.,
2010). El tipo de exposicion a los glucocorticoides y el estado basal del sistema
inmunitario son factores esenciales que influyen en el efecto antiinflamatorio o
proinflamatorio de los GCs (Ayroldi et al., 2012). El sistema inmunitario innato es
fundamental para la respuesta inmunitaria inicial tras la infeccion con M. tuberculosis
(Ferraz et al., 2006), por lo que podria ser posible que la disminucién de bacilos
pulmonares en el modelo murino de TB esté relacionada con el refuerzo de la inmunidad
innata mediada por el tratamiento IN con B/ DEX. Recientemente se observo que los
glucocorticoides como la DEX evitan la muerte celular necrotica de las células infectadas
con M. tuberculosis al promover la desfosforilacion de p38 dependiente de la proteina
MKP-1 y de esta manera controlan la diseminacion de la micobacteria (Grab et al., 2019).
Este podria ser otro mecanismo por el cual las dosis B/DEX disminuyeron la carga bacilar,

aunque es necesario realizar mas estudios con el fin de dilucidar este proceso.

A pesar de que la dosis A/DEX indujo aumento en la carga bacilar de los animales, las
tres dosis utilizadas redujeron el drea del pulmon afectada por neumonia. Esto ha sido
reportado previamente en un modelo animal de conejos infectados con M. tuberculosis,
donde la administracion intramuscular de 10 mg/Kg/dia de DEX aumento la carga bacilar
en el pulmoén; sin embargo, el nimero de tubérculos visibles y dafio tisular fue menor
(Kesevan et al., 2005). Esto demuestra que la DEX disminuye la hiperinflamacion causada
como respuesta a la infeccion por M. tuberculosis, sin embargo, es necesario utilizar dosis
que permitan el correcto control de la infeccidén, asi como el control de la respuesta
inflamatoria. En este sentido, la administracién IN es idonea, ya que permite controlar la

inflamacion con menores dosis.
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Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con IN B/DEX y M/DEX disminuyo la
conducta de enfermedad, disminuyo la conducta similar a la ansiedad, redujo el
comportamiento similar a la depresion, produjo un efecto beneficioso sobre el resultado
neuroldgico y mejord la memoria a corto y largo plazo de los ratones con TB pulmonar.
La TB activa comienza como un proceso inflamatorio exudativo pulmonar. Los linfocitos
Thl median la respuesta inmune adaptativa protectora contra la TB con una alta
produccién de IFN-y y células T citotdxicas CD8* en animales y humanos (Abraham et
al.,2006). Las citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF inducen el trastorno depresivo
al afectar la excitabilidad neuronal, la transmision sindptica, la plasticidad sinaptica y la
supervivencia neuronal. Estos cambios son producidos por la inflamacién cerebral, que
induce depresiéon por diversos procesos fisiopatologicos, como alteraciones en la
neurotransmision monoaminérgica, inducir dafio oxidativo y dafio neuronal hipocampal.
La DEX se ha utilizado para reducir la inflamacion en diversas afecciones
neuroinflamatorias (Espinosa et al., 2020, Meneses et al., 2017). Diferentes estudios han
demostrado que los efectos antiinflamatorios de los GCs como la DEX estdn relacionados
con una disminucion de IL-1B, IL-2, TGF-B y TNF (Ding et al., 2010). Los GCs tienen una
funcién dual a nivel neuronal, ya que regulan tanto la supervivencia como la muerte de
las neuronas tanto en procesos neurodegenerativos como neuroprotectores, este proceso
en el cerebro depende de los niveles de GCs y el tiempo de exposiciéon (Abrahdm et
al.,2006). Esto coincide con nuestros resultados, donde observamos que los efectos B/DEX
y M/DEX sobre los cambios conductuales estan asociados con una marcada disminucion
en la respuesta inflamatoria. Las dosis bajas de GCs tienen un efecto benéfico
preservando el metabolismo fisiolégico de las neuronas y el eje HPA (Abraham et
al.,2006). Se ha demostrado que la administracion de dosis bajas de DEX (1 mg/kg,
inyeccion intraperitoneal) atentia la inflamacion y disminuye las células positivas para
ED1 y tres marcadores de activacion inflamatoria de microglia/macréfagos en modelos
murinos de lesion cerebral traumatica (LCT) (Zhang et al., 2007; Holmin & Mathiesen,
1996). Se encontraron resultados similares con la administracion local de DEX mediada
por hidrogel, la cual disminuy¢ la neuroinflamacién y mejord la recuperacion motora
funcional en el modelo de LCT (Jeong et al., 2021). Otro estudio informé que la DEX sola
(0.025 mg/kg) y la coadministracion de melatonina y DEX 24 h después de la lesion
cerebral en el modelo de LCT mejoraron la funcién locomotora y disminuyeron la lesion
cerebral (Campolo et al., 2013). Por lo tanto, DEX tiene un efecto protector sobre la

neuroinflamacion.
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A pesar de que el uso de GCs en TB es controversial, en el presente trabajo observamos
la administracion IN de bajas dosis de DEX es una terapia novedosa ya que permite tratar
los cambios en el SNC, sin efectos a nivel sistémico en el modelo murino de TB (Figura
57), ademas de que tuvo un efecto disminuyendo la enfermedad a nivel pulmonar sola y

en conjunto con antibidticos.
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Figura 57. Posibles mecanismos por el cual el tratamiento con dosis B/DEX disminuy0 la carga bacilar y los
cambios conductuales en el modelo murino de TB pulmonar. (1) El tratamiento IN con dosis bajas de DEX
disminuy9 la carga bacilar de los animales con TB. Los glucocorticoides tienen la capacidad de promover
un aumento de la respuesta inmune innata (Ayroldi et al., 2012) y evitan la necrosis en células infectadas
con M. tuberculosis (Grab et al., 2019). Estos procesos podrian estar relacionados con la disminucién de la
carga bacilar. (2) El tratamiento IN con DEX disminuy¢ el area del pulmén afectada por neumonia. El
tratamiento IN permite utilizar bajas dosis que controlan eficientemente la hiperinflamacion y la carga
bacilar. (3) El tratamiento IN con DEX disminuy6 la respuesta inflamatoria en el SNC. Diversos estudios
mencionan que la DEX disminuye el dafio cerebral al disminuir la respuesta inflamatoria y esto se relaciona

con disminucién de diversas alteraciones conductuales.

El surgimiento de cepas de M. tuberculosis resistentes a multiples farmacos (MDR) es un
problema en aumento que requiere nuevas opciones de tratamiento (Marathe et al., 2011).
Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con 16 o 32 pg de CUR disminuy¢ la
carga bacilar pulmonar de ratones infectados con M. tuberculosis H37Rv. La disminucion
de la carga bacilar pulmonar se relacion6 con una reduccion del drea del pulmoén afectada

por neumonia y un aumentd en la supervivencia de los animales. Estos resultados
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coinciden con estudios previos que demuestran que la CUR es un potencial agente anti-
micobacteriano (Marathe et al., 2011). La CUR tiene una CMI de 16 pg/mL contra M.
tuberculosis sensible a farmacos H37Rv, M. tuberculosis H37Rv resistente a isoniazida,
H37Rv resistente a rifampicina, H37Rv resistente a estreptomicina y H37Rv resistente a
etambutol (Singh et al., 2016). El efecto de la CUR contra M. tuberculosis puede ser directo,
ya que los compuestos presentes en la CUR afectan el metabolismo de los lipidos de M.
tuberculosis, los cuales son criticos para la infeccion micobacteriana, patogenicidad y
persistencia en el hospedero (Singh et al., 2016). También se ha observado que la CUR
inhibe el crecimiento intracelular de la micobacteria y promueve la eliminacion de esta,
como se demostré en monocitos THP-1, macréfagos primarios alveolares humanos y
células Raw 264.7 infectadas con M. tuberculosis H37Rv o MDR, al promover apoptosis
dependiente de caspasa 3 y autofagia (Gupta, 2013; Bai et al.,2016).

En células presentadoras de antigeno (APC) infectadas con H37Rv, nanoparticulas de
CUR indujeron autofagia y promovieron la generacion de citocinas inflamatorias y otros
mediadores (Ahmad et al.,, 2019). En ratones infectados con H37Rv, la nanocurcumina
mejora la eficacia de la vacuna BCG al inducir células T de memoria central (MTC) de los
linajes Th1y Th17 (Ahmad et al., 2019). Las propiedades antiinflamatorias de CUR también
se han utilizado para aumentar la eficacia de farmacos antimicrobianos a través de efectos
sinérgicos (Zorofchian Moghadamtousi et al.,2014). En otro estudio se observé que la
CUR disminuy¢ la inflamaciéon pulmonar inducida por Klebsiella pneumonie en ratones
BALB/c (Bansal & Chhibber, 2010)., lo cual coincide con nuestros resultados donde se
observd una disminucion significativa en el area del pulmon afectada por neumonia de
los ratones con TB tratados con CUR. Todo esto indica que la CUR puede danar
directamente a M. tuberculosis, promover la muerte intracelular bacteriana en macroéfagos,
y tiene un efecto inmunomodulador, lo que concuerda con nuestros resultados referentes
a la eliminacion eficiente de la micobacteria en los pulmones de ratones con TB después

del tratamiento con CUR.

La neuroinflamacion puede ser causada por un aumento de la respuesta inflamatoria
periférica y estrés oxidativo, activando la microglia que contribuye a la patologia cerebral
(Réus et al., 2015). Por lo tanto, en el presente trabajo evaluamos el efecto de CUR en la
respuesta inflamatoria en el hipocampo, hipotdlamo, cerebelo y corteza frontal. Los
resultados mostraron un efecto significativo de la CUR en los niveles de expresion de

ARNm de las citocinas proinflamatorias TNF, IL-12 e IFN-y, los cuales fueron

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamaciéon En Un Modelo De Tuberculosis
Pulmonar

Pagina 117



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa

considerablemente mas bajos en el grupo tratado que en el grupo control de TB no
tratado. Por lo tanto, la CUR tiene un efecto antiinflamatorio y neuroprotector sustancial
en el cerebro. Estos resultados concuerdan con varios estudios que han demostrado el
efecto antiinflamatorio de la CUR en el SNC, ya sea como tratamiento o como terapia
adyuvante en varias enfermedades (Kaufmann et al., 2016). En crias de ratas expuestas a
etanol se observé que la CUR previene el déficit cognitivo inducido por el etanol a través
de la modulacion del estrés oxidativo-nitrosativo y la disminucion de los niveles de
citocinas proinflamatorias (TNF, IL-1), NFxB y caspasa 3 en diferentes regiones del
cerebro (Tiwari & Chopra, 2012). En un modelo de lesién por isquemia-reperfusion
retiniana la CUR disminuyo los niveles de IL-23 e IL-17 en el SNC (Zhang et al., 2015). En
un modelo de isquemia cerebral el tratamiento con CUR redujo el tamafio del infarto y
los niveles de IL-1, TNF, ciclooxigenasa-2 (COX-2) y PGE-2 mediante la activacion del
receptor gamma activado por el proliferador de peroxisomas (PPARYy) (Liu et al., 2013).
En ratas con isquemia cerebral persistente y localizada, la administracion con CUR
bloquea a los TLR-2/4 y NF-xB disminuyendo la respuesta inflamatoria (Tu et al., 2014).
En enfermedades neurodegenerativas, el tratamiento con CUR disminuy¢ los depodsitos
de péptido (-amiloide (AP) en el cerebro y mejoro la funcién cognitiva y sindptica en
pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) (Venigalla et al., 2015). En otro estudio, el
tratamiento con CUR disminuy6 el nimero de astrocitos hipertréficos en el hipocampo
de los ratones AB(1-40), disminuy¢ la expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP)
y disminuyo los trastornos de la memoria espacial (sintomatico en la EA) (Wang et al.,
2013). En un modelo de rata con EA la demetoxicurcumina, un derivado de CUR, redujo
la expresion en el hipocampo de IL-1 y GFAP (Ahmed & Gilani, 2011). La CUR afecta el
metabolismo de AP y la agregacion de las fibrillas de amiloide 8 (fAB) (Ono et al., 2004) e
inhibe sustancialmente la produccion de IL-1, IL-6 y TNF en la microglia expuesta a A
a través de la via de senalizacion de la proteina quinasa activada por mitdgeno
(MEK1/MEK?2) p38 (Shi et al., 2015). En un modelo de enfermedad de Parkinson (EP)
inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) la administracion de CUR
disminuy¢ las citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-1 y TNF) y protegié las neuronas
dopaminérgicas de la neurodegeneracion (Fu et al., 2015; Ojha et al., 2012). Otro estudio
encontro que la CUR protege especificamente a los axones, pero no a los cuerpos celulares
neuronales, de la degeneracion mediada por NO (Tegenge et al.,2014). Por lo tanto, existe
evidencia considerable de que la CUR tiene efectos antiinflamatorios eficientes que

median la neuroproteccion.
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Diversas citocinas y factores inflamatorios que producen neuroinflamacion también
participan en la fisiopatologia de trastornos neuropsiquiatricos como la depresion al
generar estrés oxidativo, afectar la produccion de neurotransmisores e incluso generar
muerte neuronal (Felger & Lotrich, 2013). Por lo tanto, también examinamos el efecto del
tratamiento con CUR en algunos aspectos conductuales de los animales con TB. Nuestros
resultados mostraron que el tratamiento con CUR redujo la conducta de enfermedad, la
conducta similar a la ansiedad, la conducta similar a la depresion, también mejoro el
resultado neuroldgico y mejoro la memoria a corto y largo plazo en ratones con TB. Este
resultado coincide con un estudio en pacientes con obesidad, donde la suplementacion
de 1 g/dia de CUR tuvo un efecto ansiolitico relacionado con las propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias de la CUR (Esmaily et al., 2015). Otro estudio realizado
en ratas sometidas a estrés por inmovilizacion y pretratadas con CUR (200 mg/kg/dia)
durante siete dias mostrd una disminucion en el comportamiento similar a la ansiedad,
el comportamiento similar a la depresién y una mejor funcién de la memoria, que se
relaciono con la actividad de las enzimas antioxidantes (Haider et al., 2015). Se han
observado resultados similares en ratones Swiss-Webster expuestos a cadmio (Cd) que
recibieron CUR (300 mg/kg). En este trabajo, el tratamiento aumentd el peso corporal y la
actividad locomotora, disminuy6 la ansiedad en el laberinto en cruz y aumento la
capacidad de aprendizaje (Abu-Taweel et al., 2013). Ademas, el tratamiento con CUR tuvo
un efecto supresor importante sobre el estrés oxidativo inducido por cadmio y aumento
los niveles de serotonina (5-HT) y dopamina (DA) en el area del cerebro anterior (Abu-
Taweel et al., 2013).

La CUR tiene un efecto benéfico en humanos que sufren depresion y ansiedad (Fusar-
Poli et al., 2020; Wang et al., 2021), debido a los efectos antiinflamatorios de CUR, la
liberaciéon de dopamina, la actividad antioxidante y la regulacién del factor neurotrofico
(Wang et al., 2021). En un modelo de EA el tratamiento crénico con CUR mejora la
cognicidn a través del aumento de BDNF en el hipocampo (Zhang et al., 2015). En un
modelo de depresion la administracién crénica de CUR aumentd de forma dosis
dependiente los niveles de BDNF en el hipocampo (Hurley et al., 2013). Estos datos
coinciden con nuestros resultados, donde observamos un aumento significativo de los
niveles de BDNF en el hipocampo de animales con TB tratados con CUR. E1 BDNF juega
un papel crucial en la regulacion del desarrollo, el mantenimiento y la supervivencia
neuronal, la cognicion, formacién y almacenamiento de recuerdos (Miranda et al., 2019).

Por lo tanto, el aumento de BDNF en el hipocampo de los animales con TB podria estar
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relacionado con el efecto benéfico de CUR sobre la memoria y la disminucion del
comportamiento similar a la depresion en este modelo. Otro factor importante que
protege al cerebro de lesiones es Nrf2, ya que el dafio oxidativo juega un papel
fundamental en muchas enfermedades del sistema nervioso central (Davies et al., 2021).
En un modelo de isquemia cerebral, la administracion de CUR disminuy® las lesiones a
través de la via Akt/Nrf2 (Wu ef al., 2013). En un modelo de lesién cerebral traumatica
(TBI) el tratamiento con CUR presentd un efecto neuroprotector asociado con la
activacion de la via Nrf2 (Dong et al., 2018). Estos datos coinciden con nuestros resultados,
ya que observamos un ligero aumento en los niveles de Nrf2 en los animales con TB
tratados con CUR. Estos datos sugieren que el tratamiento con CUR tiene un efecto
benéfico en el modelo murino de TB pulmonar y podria tenerlo sobre diversas
enfermedades neuroinflamatorias y neurodegenerativas a través del aumento de BDNF

y Nrf2, incluidas las relacionadas con la TB pulmonar.

El presente estudio amplia la informacion sobre el beneficio terapéutico de la CUR
demostrando la prevencion de la neuroinflamacion en la TB pulmonar experimental, asi
como su posible efecto antimicobacteriano. A pesar de que existe evidencia cientifica del
efecto beneficioso de la CUR en el SNC, al igual que su efecto antimicrobiano, este trabajo

tuvo como novedad el evaluar las dos entidades en conjunto (Figura 58).
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Figura 58. Posibles mecanismos por el cual el tratamiento con dosis CUR disminuy0 la carga bacilar y los
cambios conductuales en el modelo murino de TB pulmonar. (1) La CUR tiene un efecto antimicrobiano
importante. Existen reportes donde se reporta su efecto contra M. tuberculosis danandola directamente o
promoviendo un efecto inmunomodulador. (2) Es amplia la evidencia que demuestra el efecto
antiinflamatorio de la CUR en diversas enfermedades. A nivel pulmonar se ha reportado que la CUR
disminuye la neumonia inducida por diversas bacterias y a nivel central disminuye la neuroinflamacion y
diversos trastornos psiquiatricos. (3) La CUR tiene actividad antioxidante importante, la cual también se
ha relacionado con neuroprotecciéon con incremento de Nrf2 y BDNF y disminucion de trastornos

psiquiatricos.

Los resultados obtenidos en este estudio experimental demostraron la efectividad de la
administracion de dosis bajas de DEX por via IN y de CUR viai.p como una nueva terapia
para controlar la neuroinflamacion en enfermedades infecciosas crénicas, como la TB
pulmonar. La administracion de farmacos IN es deseable porque no es invasiva y puede
dirigirse terapéuticamente al cerebro, lo que reduce los efectos secundarios sistémicos. Es
importante destacar que ni el tratamiento con IN B/DEX y M/DEX ni la CUR agravaron
la enfermedad pulmonar. Ademas, vale la pena sefialar que tanto la B/DEX como la CUR
mostraron un efecto terapéutico en la enfermedad pulmonar, lo que indica que ambos

esquemas terapéuticos podrian usarse como tratamiento coadyuvante en la
quimioterapia de la TB.
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XII. CONCLUSION

De los resultados obtenidos de la presente investigacion podemos concluir que, en las
dosis utilizadas, el CpdA agravé la enfermedad pulmonar, quizd debido a la supresiéon
de la respuesta celular protectora, por lo que no fue utilizado para el tratamiento de la
neuroinflamacion en el modelo murino de TB pulmonar. Los tratamientos con CUR via
intraperitoneal y con DEX via intranasal fueron efectivos para disminuir la
neuroinflamacion y las alteraciones conductuales presentes en el modelo murino, sin

agravar la enfermedad pulmonar.

XIII. PERSPECTIVAS

1. Probar dosis mas bajas de CpdA para establecer una dosis que disminuya la
neuroinflamacion sin agravar la enfermedad pulmonar.

2. Determinar el mecanismo por el cual la DEX en dosis bajas disminuyo la carga
bacilar pulmonar.

3. Determinar si otras vias de administracion de la CUR, como la via intranasal,
tienen un efecto similar o mayor para disminuir la neuroinflamacién en el
modelo murino de TB pulmonar.

4. Evaluar el nivel de proteinas inflamatorias en el SNC de los animales con TB

pulmonar que recibieron DEX via intranasal y CUR via intraperitoneal.

XIV. LIMITANTES DEL ESTUDIO

En el presente estudio observamos que la administracién IN de dexametasona y el
tratamiento con curcumina via intraperitoneal disminuyen la neuroinflamacion y
evitan cambios conductuales en un modelo murino de TB pulmonar sin infeccion
cerebral. Sin embargo, a pesar de que el modelo de estudio en relacién con la TB
pulmonar estd muy bien caracterizado y desarrolla la mayoria de las caracteristicas
clinicas de la enfermedad en humanos, una limitante importante es el estudio de
enfermedades psiquidtricas como la depresién y la ansiedad en modelos animales, ya
que no desarrollan todas las caracteristicas clinicas presentes en los humanos. Esto
conlleva que el estudio de nuevos farmacos o farmacos ya existentes con propiedades
ansioliticas o antidepresivas en mamiferos como los ratones o las ratas no represente
un beneficio terapéutico real cuando se traslada a los humanos. La utilizacion de
controles a medicamentos con actividad antidepresiva y ansiolitica ya aprobados

como tratamiento en humanos disminuye esta limitante, sin embargo, en el presente
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trabajo no contamos con estos controles, por lo que en futuros estudios seria
conveniente contar con estos grupos experimentales. Otra limitante importante del
estudio es que solo se evalué como indicativo de la respuesta neuroinflamatoria la

expresion de citocinas a nivel del mensajero, por lo que es necesario evaluar otros
marcadores inflamatorios y los niveles de proteinas.
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Abstract

Depression, anxiety and tuberculosis are common conditions with significant
public health implications. The connection among these conditions is syn-
demic: the incidence of one increases the chance of developing the other, with
clusters of biological, social and psychological interaction. Therefore, it has
become crucial to understand better the mechanisms liable for the physiolog-
ical process related to these three conditions. The present review focuses spe-
cifically on shared social events (perception of illness severity, social stigma,
poverty and social isolation) and biological pathways (central response of the
immune system within the CNS, the activation of the HPA axis and the SNS)
that may mechanistically elucidate the depression-anxiety-tuberculosis asso-
ciation and discuss interventions prospects and significant issues to be ar-
ranged by future clinical and research implications.

Keywords

Tuberculosis, Anxiety, Depression

1. Introduction

Tuberculosis (TB), the oldest human pandemic, remains the leading cause of
death among infectious diseases, regardless of the worldwide use of a live atte-
nuated vaccine and several other efficient antibiotics [1]. The disease is caused
by infection via the lung with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), identified as a
pathogen by Robert Koch in 1882. TB is predominantly a lung disease, with
pulmonary TB responsible for 70% of cases, although Mtb can spread to other
organs, including lymph nodes, bone, and meninges, causing extrapulmonary
disease [2].

DOI: 10.4236/jtr.2021.91003  Mar. 31, 2021 31

Journal of Tuberculosis Research

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis

Pulmonar

Paginal



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

International Journal of

_
Molecular Sciences ml\l.')\l’y

Article
Experimental Pulmonary Tuberculosis in the Absence
of Detectable Brain Infection Induces

Neuroinflammation and Behavioural Abnormalities
in Male BALB/c Mice

Jacqueline V. Lara-Espinosa 1, Ricardo A. Santana-Martinez 2, Perla D. Maldonado 3,
Mario Zetter 1, Enrique Becerril-Villanueva 47, Gilberto Pérez-Sanchez #, Lenin Pavén 405,
Dulce Mata-Espinosa !, Jorge Barrios-Payan !, Manuel O. Lépez-Torres !,

Brenda Marquina-Castillo I'* and Rogelio Hernandez-Pando -*

1 Seccién de Patologia Experimental, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran,

CDMX 14080, Mexico; jvle_29031991@comunidad.unam.mx (J.V.L.-E.); zetter.salmon@gmail.com (M.Z.);
dulmat@yahoo.com.mx (D.M.-E.); qcjbp77@yahoo.com.mx (J.B.-P.);

lopeztorresmanuel88@gmail.com (M.O.L.-T.)

Laboratorio de Neuropatologia Molecular, Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Autonoma
de México, CDMX 04510, Mexico; rsantana@ifc.unam.mx

Laboratorio de Patologia Vascular Cerebral, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel
Velasco Sudrez, CDMX 14269, Mexico; maldonado.perla@gmail.com

Departamento de Psicoinmunologia, Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente,

CDMX 14370, Mexico; lusenbeve@yahoo.com (E.B.-V)); gipersanchez@hotmail.com (G.P-S.);
lkuriaki@imp.edu.mx (L.P)

*  Correspondence: brenda.marquinac@incmnsz.mx (B.M.-C.); rhdezpando@hotmail.com (R.H.-P.)

check for
Received: 16 October 2020; Accepted: 11 December 2020; Published: 13 December 2020 updates

Abstract: Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease in which prolonged, non-resolutive
inflammation of the lung may lead to metabolic and neuroendocrine dysfunction. Previous studies
have reported that individuals coursing pulmonary TB experience cognitive or behavioural changes;
however, the pathogenic substrate of such manifestations have remained unknown. Here, using a
mouse model of progressive pulmonary TB, we report that, even in the absence of brain infection,
TB is associated with marked increased synthesis of both inflammatory and anti-inflammatory
cytokines in discrete brain areas such as the hypothalamus, the hippocampal formation and cerebellum
accompanied by substantial changes in the synthesis of neurotransmitters. Moreover, histopathological
findings of neurodegeneration and neuronal death were found as infection progressed with activation
of p38, JNK and reduction in the BDNF levels. Finally, we perform behavioural analysis in infected
mice throughout the infection, and our data show that the cytokine and neurochemical changes
were associated with a marked onset of cognitive impairment as well as depressive- and anxiety-like
behaviour. Altogether, our results suggest that besides pulmonary damage, TB is accompanied by an
extensive neuroinflammatory and neurodegenerative state which explains some of the behavioural
abnormalities found in TB patients.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; neuroinflammation; behaviour abnormalities

1. Introduction

Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (M. tb) [1] and
is considered a global priority due to the high number of new diagnoses and its 1.2 million deaths
annually [2]. TB is associated with an increased risk of medical comorbidities contributing to a

Int. |. Mol. Sci. 2020, 21, 9483; doi:10.3390/ijms21249483 www.mdpi.com/journal/ijms

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis

Pulmonar

Paginall



Jacqueline Viridiana Lara Espinosa
Doctorado en Ciencias Bioquimicas

Molecular Sciences

International Journal of K\
MDPY

Article

The Therapeutic Effect of Intranasal Administration of
Dexamethasone in Neuroinflammation Induced by
Experimental Pulmonary Tuberculosis

Jacqueline V. Lara-Espinosa

, Maria Fernanda Arce-Aceves, Dulce Mata-Espinosa, Jorge Barrios-Payan,

Brenda Marquina-Castillo * and Rogelio Hernandez-Pando *

check for

updates
Citation: Lara-Espinosa, J.V.;
Arce-Aceves, MF,; Mata-Espinosa, D.;
Barrios-Payan, ].; Marquina-Castillo,
B.; Hernandez-Pando, R. The
Therapeutic Effect of Intranasal
Administration of Dexamethasone in
Neuroinflammation Induced by
Experimental Pulmonary
Tuberculosis. Int. |. Mol. Sci. 2021, 22,
5997. https://doi.org/10.3390/
ijms22115997

Academic Editor: Marta Llansola

Received: 8 May 2021
Accepted: 28 May 2021
Published: 1 June 2021

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

(GO

Copyright: © 2021 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/ licenses /by /
4.0/).

Seccion de Patologia Experimental, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
Mexico City 14080, Mexico; jvle_29031991@comunidad.unam.mx (J.V.L.-E.);
mariferarce@ciencias.unam.mx (M.EA.-A.); dulmat@yahoo.com.mx (D.M.-E.);

q¢jbp77@yahoo.com.mx (J.B.-P.)

* Correspondence: brenda.marquinac@incmnsz.mx (B.M.-C.); rhdezpando@hotmail.com (R.H.-P.)

Abstract: Tuberculosis (TB) is an important infectious disease and a public health problem. The
organs most frequently affected by TB are the lungs; despite this, it has been reported that TB patients
suffer from depression and anxiety, which have been attributed to social factors. In previous experi-
mental work, we observed that the extensive pulmonary inflammation characteristic of TB with high
cytokine production induces neuroinflammation, neuronal death and behavioral abnormalities in the
absence of brain infection. The objective of the present work was to reduce this neuroinflammation
and avoid the psycho-affective disorders showed during pulmonary TB. Glucocorticoids (GCs) are
the first-line treatment for neuroinflammation; however, their systemic administration generates vari-
ous side effects, mostly aggravating pulmonary TB due to immunosuppression of cellular immunity.
Intranasal administration is a route that allows drugs to be released directly in the brain through the
olfactory nerve, reducing their doses and side effects. In the present work, dexamethasone’s (DEX)
intranasal administration was evaluated in TB BALB /c mice comparing three different doses (0.05,
0.25 and 2.5 mg/kg BW) on lung disease evolution, neuroinflammation and behavioral alterations.
Low doses of dexamethasone significantly decreased neuroinflammation, improving behavioral
status without aggravating lung disease.

Keywords: tuberculosis; glucocorticoids; intranasal; dexamethasone; neuroinflammation

1. Introduction

Inflammation is a response of vascular living tissues to injury [1]. The inflammatory
response is the coordinated activation of signaling pathways in resident tissue cells and
inflammatory cells recruited from the blood that control inflammatory mediators” levels. [2].
There are two types of inflammatory responses, acute and chronic. Acute inflammation
refers to the instantaneous or early response to an injurious agent and is a defensive re-
sponse that paves the way for repairing the damaged site and consists on the leukocytic
infiltration of predominantly polymorphonuclear cells (neutrophils) [1]. Chronic inflamma-
tion results from a persistent injurious agent and is characterized by a leukocyte infiltrate
constituted by mononuclear cells (macrophages, lymphocytes, plasma cells) [1] that can
lead to tissue damage [3].

For a long time, the central nervous system (CNS) was considered as an immune-
privileged tissue, isolated from peripheral immune cells unable to cross the blood-brain
barrier (BBB) under normal conditions [4]. However, recent data indicate that the CNS is
immune-competent and actively cooperative with the peripheral immune system [4].

Immune activation in the CNS always involves microglia and astrocytes, which
contribute to the homeostatic regulation of the brain tissue [5]. Microglia and astrocytes

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 5997. https:/ /doi.org/10.3390/ijms22115997
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Abstract: Tuberculosis (TB) is one of the ten leading causes of death worldwide. Patients with TB have
been observed to suffer from depression and anxiety linked to social variables. Previous experiments
found that the substantial pulmonary inflammation associated with TB causes neuroinflammation,
neuronal death, and behavioral impairments in the absence of brain infection. Curcumin (CUR) is a
natural product with antioxidant, anti-inflammatory and antibacterial activities. In this work, we
evaluated the CUR effect on the growth control of mycobacteria in the lungs and the anti-inflammatory
effect in the brain using a model of progressive pulmonary TB in BALB/c mice infected with drug-
sensitive mycobacteria (strain H37Rv). The results have shown that CUR decreased lung bacilli
load and pneumonia of infected animals. Finally, CUR significantly decreased neuroinflammation
(expression of TNF«, IFNy and IL12) and slightly increased the levels of nuclear factor erythroid
2-related to factor 2 (Nrf2) and the brain-derived neurotrophic factor (BDNF) levels, improving
behavioral status. These results suggest that CUR has a bactericidal effect and can control pulmonary
mycobacterial infection and reduce neuroinflammation. It seems that CUR has a promising potential
as adjuvant therapy in TB treatment.

Keywords: tuberculosis; curcumin; neuroinflammation; antibacterial

1. Introduction

Tuberculosis (TB), the oldest human pandemic, generally caused by infection via the
lung with Mycobacterium tuberculosis (Mtb), remains the foremost cause of death among
bacterial infectious diseases [1,2]. Bacillus Calmette-Guérin (BCG), a live attenuated strain
of Mycobacterium bovis [3], the primary cause of bovine TB [4], is the only approved vaccine
against TB and is the most widely used vaccine in history [4,5]. Unfortunately, though
billions of individuals were vaccinated in the past century, TB remains a severe threat to
global health [5]. In 2019, 10 million persons developed TB, and approximately 1.4 million
people died of this infection (208,000 were HIV-infected). Due to the COVID-19 pandemic,
the number of deaths attributable to TB is expected to increase to similar levels presented
in 2012, increasing to between 200,000 and 400,000 deaths (1.6-1.8 million deaths) [6]. The
COVID-19 pandemic and related lockdown restrictions significantly impacted providing
and monitoring TB surveillance strategies globally [7].

The typical treatment for pulmonary TB comprises two months of fourfold therapy
with isoniazid (INH), rifampicin (RMP), ethambutol (EMB), and pyrazinamide (PZA)

Int. . Mol. Sci. 2022, 23,1964. https: / /doi.org/10.3390 /ijms23041964

https://www.mdpi.com/journal/ijms

Estrategias Terapéuticas Para Disminuir La Neuroinflamacién En Un Modelo De Tuberculosis

Pulmonar

PaginalV



