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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la relacion entre la pérdida de peso, consumo de alimento, dafio histologico y carga

bacilar en la infeccion por Mycobacterium tuberculosis en ratones BALB/c.

Objetivos Particulares

e Determinar el efecto de la infeccién con Mycobacterium tuberculosis en la induccion
de CQX.

o Evaluar el dano tisular inducido por la restriccion de alimento y la infeccion en los
grupos experimentales.

o Establecer la carga bacilar en el grupo infectado y el efecto de ésta en relacion con

la pérdida de peso.



RESUMEN

La caquexia (CQX) es la condicidon que ocasiona la pérdida del 5% o mas del peso corporal en
un afno o menos en presencia de una enfermedad subyacente. La tuberculosis (Tb) es una
enfermedad infecciosa cronica que tipicamente induce CQX. El objetivo del presente trabajo es
estudiar la relacién entre pérdida de peso, carga bacilar, expresion de citocinas y anormalidades
fisiolégicas debidas a esta condicion, en un modelo murino de Tb progresiva. Se crearon 3
grupos de ratones BALB/c; un grupo sano con acceso ad libitum al alimento, un segundo grupo
denominado DIETA, condicionado al alimento ingerido por un tercer grupo de ratones infectados
con Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv por via intratraqueal. Se registré el peso corporal
y cantidad de alimento consumido durante 4 meses. Grupos de 5 ratones se sacrificaron en los
dias 21, 60 y 120, se colectaron los pulmones, higado, tejido muscular, adiposo y cerebro; del
tejido muscular y adiposo se hizo un analisis morfométrico para analizar diferencias histolégicas
en el haz muscular y los adipocitos. Los resultados al dia 120 mostraron 18% menos peso en el

grupo infectado—comparandeloinfectado comparandolo con el grupo alimentado ad libitum,
mientras que el grupo DIETA, disminuyd 14% de peso. El analisis morfométrico mostrd una

pérdida de tejido muscular significativa, entre el grupo infectado y el grupo DIETA, sin
embargeembargo, se encontré una discrepancia entre la pérdida de tejido adiposo entre ambos
grupos, donde el grupo DIETA perdio tejido adiposo desde una etapa temprana, no obstante, al
final del estudio ambos grupos perdieron casi totalmente su tejido adiposo. Se concluye que en
la CQX producida por Tb existen anormalidades similares a las asociadas con cancer y la

enfermedad pulmonar obstructiva cronica.



INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por un bacilo llamado
Mycobacterium tuberculosis (MTb). Esta bacteria afecta cominmente a los pulmones, sin
embargo también puede afectar otros 6rganos, a dicha situacion se le conoce como Th
extrapulmonar. La enfermedad se dispersa a través del aire cuando personas infectadas
expelen la bacteria en microparticulas de saliva expulsadas por hablar o toser. En general solo
el 10% de las personas infectadas por el bacilo desarrollan la enfermedad activa pero es mucho
mas comun en personas infectadas con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (WHO,
2013). La Tb es mas frecuente en hombres que en mujeres, y afecta principalmente a personas
adultas las cuales se encuentran en un grupo de edad econémicamente productiva. Es por eso
que esta enfermedad es un grave problema de salud mundial, ya que por su alta morbi-
mortalidad causa millones de muertes cada afo por lo cual es la segunda causa de muerte por
un agente infeccioso a nivel mundial encontrandose por debajo del VIH. Los ultimos datos
proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reportan que tan solo en el
2012 se detectaron 8.6 millones de nuevos casos y 1.3 millones de muertes (Kotler, 2000;
WHO, 2013).

Cuando un individuo se infecta con MTb, genera una respuesta inmune protectora que
va a consistir en la formacion de lesiones inflamatorias organizadas, lo cual se conoce como
granuloma. EI microambiente que se desarrolla dentro de esta estructura fomenta interacciones
entre las respuestas innata y adaptativa del sistema inmunoldgico; las cuales son criticas para
la contencion de las micobacterias y el mantenimiento de un estado asintomatico del hospedero
(Egeny col., 2008).

Dentro de este microambiente es de crucial importancia la produccién de citocinas las
cuales son proteinas celulares producidas por la respuesta inflamatoria para cumplir una
funcién paracrina como mediadores intercelulares. La inflamacion sistémica mediada a través
del dafio celular o la activacion del sistema inmune desencadena una respuesta inflamatoria
aguda a causa de la produccion excesiva de citocinas de tipo proinflamatorio como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferon-y, interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), éstas son
probablemente la mayor causa de caquexia CQX observada en pacientes con ciertas
enfermedades como cancer, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), Enfermedad renal crénica, y insuficiencia cardiaca
(Kotler, 2000).

10



La CQX es la principal causa de pérdida de peso e incremento de la mortalidad, afecta a
mas de 5 millones de personas en Estados Unidos (Sharma y Anker, 2001). Clinicamente, se
manifiesta con una pérdida de peso excesiva en presencia de una enfermedad subyacente,
generalmente con una pérdida de tejido muscular desproporcionada (Morley y col, 2006).
Existen otra serie de sindromes que causan pérdida de peso, como la deshidratacion, la
sarcopenia y la inanicion, la diferencia es que en éstos se encuentra ausente una enfermedad
de fondo y la recuperacion de peso es muy rapida. Aunque numerosas enfermedades estan
asociadas con la CQX, su fisiopatologia es pobremente conocida (Morley y col., 2006). Se cree
que las citocinas activan el factor nuclear kB (NF-kB) dando como resultado un decremento en
la sintesis de masa muscular (Guttridge y col., 2000). EI TNF-a y el interferén-y actian
sinérgicamente para inhibir la transcripcion de mensajeros del acido ribonucleico (ARN) que
codifican para las cadenas pesadas de miosina, lo cual hace que se estimule la protedlisis del
citoesqueleto en la célula muscular (Acharyya y col, 2004).

En el cancer, la CQX es un sindrome multiorganico caracterizado por una pérdida de
peso mayor al 5% de la masa corporal causada comunmente por una respuesta inflamatoria
con la consecuente pérdida de tejido muscular y tejido adiposo, en los pacientes esta asociada
con la reduccion del rendimiento fisico, la disminucion de la calidad de vida provocada por un
aumento en la toxicidad de las terapias y una disminucién en la efectividad de las mismas
dando como consecuencia la reduccion de la supervivencia (Muliawati y col, 2012), esta
situacion no soélo se presenta en los pacientes oncoldgicos, sino también en los enfermos de
SIDA, falla cardiaca, artritis reumatoide y EPOC (Martignoni y col., 2003).

Por todo lo mencionado anteriormente el presente trabajo tiene como fin sentar las
bases del estado de caquexia de las cuales hay un pobre conocimiento cientifico en pacientes
infectados por MTb, con el fin de buscar nuevas estrategias terapéuticas que mantengan un
buen estado nutricional del hospedero para la correcta proteccion inmunoldgica contra el

patégeno.
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ANTECEDENTES

La mala nutricién, en conjunto con las enfermedades infecciosas son la principal causa de la
elevada morbimortalidad entre la poblacion de los paises denominados en vias de desarrollo. El
estado nutricional-metabdlico puede tener una influencia notable sobre la evolucion de las
enfermedades por agentes bioldgicos. Las infecciones respiratorias tienen poco efecto nocivo
en el individuo bien nutrido, pero se pueden tornar mortales en el hospedero desnutrido, ya que
esto interfiere directamente con la capacidad de respuesta ante los cambios bioquimicos,
hormonales, metabdlicos e inmunes. Sin embargo, la infeccién per se puede empeorar el ya
afectado estado nutricional. Este circulo vicioso casi siempre concluye con la muerte del
individuo (Penié y col., 2000).

La infeccion en sentido general y segun el microorganismo causal, se acompafa de un
grupo de respuestas de tipo bioquimico, hormonal, humoral y metabdlico. El resultado neto, es
un incremento significativo del metabolismo de reposo con aumento del gasto energético,
algunas consecuencia son la fiebre y la anorexia que inducen una diaforesis importante con
pérdida de nutrimentos y la disminucion en la ingesta de alimentos respectivamente (Penié y
col, 2000), esta situacién se hace evidente con una notable pérdida de peso, si esta situacién
persiste puede generar caquexia y afectar directamente las respuestas mencionadas al
principio.

En la inmunidad mediada por células, la desnutricion produce una disminucion
cuantitativa de los linfocitos T tanto CD4+ como CD8+, estudios clinicos y modelos
experimentales han demostrado alteraciones y negativizacion de las pruebas cutaneas
retardadas, cambios en la transformacién blastica, la actividad bactericida, fagocitica y
migratoria en presencia de mitdgenos especificos. Las células fagociticas tienen un papel
protagoénico en la defensa del hospedero, ya que son parte importante del reconocimiento del
patégeno, el procesamiento de sus antigenos y la subsecuente quimiotaxis para su destruccion.
Hasta el momento se ha logrado demostrar mediante ensayos funcionales experimentales, la
alteracion en la adherencia, quimiotaxis, fagocitosis y capacidad microbicida de esas células en
pacientes desnutridos, tanto en presencia como en ausencia de infecciones agudas (Penié y
col., 2000), de esto se puede inferir que los pacientes desnutridos son muy susceptibles de
sufrir infecciones por microorganismos intracelulares oportunistas como los hongos y
micobacterias, infecciones virales y sepsis por gérmenes gram negativos. Por esto, los datos

expuestos en la tabla 1 indican que déficits nutrimentales agudos y crénicos como el
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Kwashiorkor, el marasmo, el escorbuto o el raquitismo entre otras de alguna manera influyen
negativamente sobre los mecanismos de respuesta inmune del individuo incrementando la
susceptibilidad a la accion de agentes patégenos, provocando que sus manifestaciones sean
mas graves Y resistentes a la intervencion terapéutica. Las caracteristicas inmunoldgicas de un
paciente en estado grave de desnutricion adoptan un patron semejante al observado en los
enfermos con VIH, cuando el padecimiento se asocia a infecciones por hongos, micobacterias y

virus (Penié y col, 2000).

Tabla 1. Afecciones del sistema inmunolégico en pacientes desnutridos

Disminucién en el numero y respuesta in vitro
Respuesta linfocitaria de los linfocitos T e induccién de anergia

cutanea.

Células fagociticas: polimorfonucleares, Disminucion de la quimiotaxis, adhesividad,

macroéfagos, monocitos fagocitosis y capacidad microbicida

. Niveles de anticuerpos normales o elevados;
Inmunidad Humoral o _ .
respuesta antigénica variable. Secrecion

deficiente de IgA.

Actividad total del complemento disminuida.
Sistema de complemento Sérico Niveles variables de componentes

especificos.

(Penié y col., 2000)

Caquexia

El término caquexia (CQX) viene del vocablo griego kachexi'a; kakos: mala e’ xis: condicién y
fue descrito por primera vez por el filésofo griego Hipdcrates (460-370 a.C.) el cual ligaba la
notoria aparicion de las claviculas, los hombros, las costillas y el adelgazamiento de los muslos
con una mayor tasa de mortalidad. A pesar de que este padecimiento juega un papel muy

importante en diferentes enfermedades sus bases moleculares son pobremente conocidas, lo
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que esta claro desde los tiempos de Hipdcrates es el pobre prondstico para el paciente que la
padece (Martignoni y col., 2003).

La CQX es un estado hipermetabdlico caracterizado por anorexia y pérdida de peso,
asociado principalmente con la reducciéon de masa muscular y tejido adiposo. Clinicamente se
presenta por diversas causas que interfieren directamente con el consumo de energia, como la
reduccion del apetito, cambios en los sentidos del gusto y del olfato y saciedad temprana, este
padecimiento induce diversos cambios moleculares que afectan el estado nutricional del
paciente, como el incremento en la velocidad con la que se utiliza la energia disponible, pérdida
de peso, alteraciones hormonales, desgaste de tejido adiposo y tejido graso, disfuncionalidad

fisica y fatiga (Muliawati y col., 2012).

Caquexia en la clinica

Clinicamente las manifestaciones se presentan con una pérdida de peso mayor al 5% del peso
del paciente, generado por distintas vias moleculares asociadas generalmente a una respuesta

del hospedero a la enfermedad, (tabla 2). (Morley y col., 2006).

Tabla 2. Criterios clinicos para el diagnéstico de la caquexia.

Criterio

Pérdida de peso = 5%

IMC

<20 en pacientes menores de 65 afios

<22 en pacientes mayores de 65 anos

Albumina <3.5g/dL

Porcentaje de grasa corporal

(Menor al 10%)

Marcadores inflamatorios elevados (proteina C Reactiva [PCR])
(Morley y col., 2006).
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La diferenciacién de otros sindromes de pérdida de peso es fundamental para el
reconocimiento y la gestién eficaz de la CQX. El sindrome de inanicién se produce como
consecuencia directa de la privacion de calorias, la sarcopenia resulta principalmente de la
atrofia muscular, (activacién de la protedlisis de las cadenas pesadas de miosina) y la pérdida
de fluido (deshidratacion) representan la reduccion en el peso medido (Sharma y Anker, 2001).

En general la mayoria de estas enfermedades tienen como caracteristica comun los
eventos inflamatorios cronicos y la presencia de citocinas proinflamatorias (IL-1, la IL-6 y el
TNF-a), las cuales tienen un efecto multiorganico y conllevan a complicaciones multisistémicas
que llevan a la muerte al paciente (Sharma y Anker, 2001).

Las enfermedades mas comunes que inducen CQX son:

Caquexia cardiaca. La excesiva elaboracion de citocinas proinflamatorias esta
implicada en este padecimiento, algunos estudios realizados en personas de la tercera edad sin
antecedentes de infarto al miocardio o insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) demostraron que
estos pacientes tenian mas riesgo de padecer ICC debido a un aumento en la concentracion de
citocinas (60% para TNF-a y 68% para IL-6 en suero) estableciendo una relacién entre las
concentraciones elevadas de TNF-a con un pobre estado funcional en pacientes con esta
enfermedad. En estos pacientes, la reversién de la pérdida de peso predice mejores resultados
con el tratamiento. Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina reducen las
concentraciones circulantes de IL-1, TNF-a e IL-6 disminuyendo el riesgo de la pérdida de peso,
gracias a que la angiotensina Il ejerce un efecto proinflamatorio en los leucocitos, células

endoteliales y células del musculo liso vascular (Dhindsa y col., 2003).

Insuficiencia renal crénica (IRC). Mas del 25% de los pacientes que estan en
tratamiento con hemodialisis estan malnutridos y pueden padecer de inanicion y CQX. La
primera es causada por un pobre consumo de energia y es caracterizado por concentraciones
normales de albumina y ausencia de un proceso inflamatorio, la segunda esta asociada con
inflamacién sistémica, procesos proteoliticos y un gran estrés oxidativo, afecta a pacientes con
concentraciones séricas elevadas de proteina C reactiva, citocinas e hipoalbuminemia (Morley y
col., 2006).

Las teorias patogénicas de la malnutricion en la IRC implican hipercatabdlismo y

anorexia, la primera se atribuye a citocinas proinflamatorias asociadas con problemas de
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vasodilatacion o vasoconstriccion causados por la aldosterona Il provocando una menor ingesta
de alimentos, mientras que la segunda esta relacionada con citocinas asociadas principalmente
a procesos inflamatorios y que tienen efecto en el sistema nervioso central (SNC) a nivel de

hipotalamo, en el higado en las glandulas suprarrenales y en el musculo (Dhindsa y col., 2003).

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). La pérdida de peso en
pacientes con EPOC esta asociada con debilidad muscular, disfuncion del diafragma, falla
respiratoria, pobre calidad de vida y muerte. Los factores incluyen el hipercatabdlismo,
medicacién y anorexia. Clinicamente los pacientes con EPOC estables y con pérdida de peso
tienen niveles altos de TNF-a, lo que ocasiona la pérdida de apetito y una subsecuente pérdida
de peso (Wang y Whim, 2013). El TNF-a antiguamente llamado caquexina, es producido por
una gran variedad de células del sistema inmune y junto a IL-1 e IL-6 dirigen la induccion de
una respuesta de fase aguda, en la cual se incluye la produccion de proteina C reactiva (PCR).
Es bien conocido que en pacientes con cancer la exposicién prolongada a TNF-a contribuye al
desarrollo de CQX (Eagan y col., 2012). La inactividad, la inflamacion sistémica, el estrés
oxidativo, la hipoxia y el aumento de la apoptosis en el musculo esquelético entre otras son
considerados factores patogénicos. La hipoxia y la inflamacion sistémica son inductores de la
sobrerregulaciéon de la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS) a través del factor nuclear de
transcripcion NF-kB, lo que puede constituir un mecanismo molecular que inicia la caquexia
debido a que la sobrerregulacién de INOS puede causar nitrotirosinacion y favorecer la
degradacién de proteinas a través de la via de la ubiquitin-proteasoma y causar apoptosis en

las células del musculo esquelético (Agusti y col., 2002).

Sindrome de anorexia y caquexia en cancer. La pérdida de peso es un sintoma que
indica un pobre prondstico en el 40% de los pacientes con cancer (Hopkinson y cols., 2008;
Sosa-Sanchez y cols., 2008). La produccién de citocinas en enfermedades malignas incrementa
el factor liberador de corticotrofina, un poderosos agente anoréctico que en conjunto con las
prostaglandinas del tipo E (PGE1) suprimen la produccién del agente orexigénico neuropéptido
Y, el cual produce la sensaciéon de apetito a nivel de SNC, especificamente en el hipotalamo
donde se encuentran sus receptores. Por otra parte, las citocinas como el TNF-q, IL-6 e IL-1
inducen el retraso en el vaciado gastrico, disminuyendo las concentraciones de albumina sérica

y aumentando la lipdlisis a nivel hepatico, mientras que la resistencia a la insulina en las células
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del musculo esquelético, eleva la concentracién de glucosa en sangre. Estas acciones en
conjunto generan un desbalance energético que causa la elevacion de cortisol debido al estrés
metabdlico causado (Morley y col, 2006). El factor movilizador de lipidos Zinc a2 glicoproteina
(ZAG-2) activa la respuesta del AMP ciclico en adipocitos, lo que genera un aumento en los
acidos grasos libres y glicerol (Morley y col, 2006) resultantes del metabolismo de ftriglicéridos
que posteriormente seran degradados por las enzimas de la 3 oxidacién de acidos grasos para

generar energia (Mathews y col, 2002).

SIDA. Entre las causas de pérdida de peso mas comunes en este padecimiento estan la
anorexia, la depresion, la medicacion, infecciones coexistentes y una variedad de
enfermedades gastrointestinales. Los pacientes con concentraciones elevadas del receptor 2
del TNF-a son resistentes a los efectos anabdlicos del tratamiento para aumentar la masa
muscular. Se ha reportado en la literatura una elevacion de citocinas proinflamatorias en las
enfermedades ya expuestas, sin embargo hay otras biomoléculas que al afectarse su
concentracion, reconocimiento, transporte o utilizacion generan CQX (Morley y col., 2006), por
lo que al igual que en el cancer, en pacientes con SIDA la pérdida de peso tiene un origen
multifactorial (Alvarez Hernandez, 1996). Los factores que pueden contribuir a la pérdida de
peso incluyen: mala absorcién, diarrea, descenso del aporte caldrico, infecciones o
enfermedades neoplasicas que afectan el tracto gastrointestinal e incrementos en los
requerimientos caléricos por fiebre, infeccidon y estado hipermetabdlico (Von Roenn y col, 1990).
Esta ampliamente aceptado que la anorexia es la que mas contribuye a la induccion de CQX en
pacientes VIH positivos (Von Roenn y col, 1992).

La diarrea aparece en el 50% de los pacientes con VIH y a menudo se acompafia de
peso bajo, malnutricién y malestar, es dificil de tratar y contribuye al deterioro fisico, en algunos
casos la muerte se produce por la deshidratacién que causa (Von Roenn y col, 1992), otra
consecuencia es que disminuye la ingesta de comida, ya sea porque los pacientes quieren
reducir las deposiciones fecales mediante la restriccion de la comida o porque hay supresion
especifica del apetito como respuesta a la presencia de nutrientes inabsorbibles en el intestino
bajo (Summerbell, 1994).

En pacientes con enfermedad aguda sistémica se han encontrado incrementos en los
ritmos metabdlicos de un 20-60% sobre los valores esperados. Los procesos futiles que dan
lugar a un uso inapropiado de los sustratos y a la falta de acoplamiento de los procesos de

formacion de energia (Grunfeld y Feingold, 1992a). El nivel del gasto energético basal esta
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elevado tempranamente en el curso de la infeccién por VIH y se incrementa posteriormente en
la fase de SIDA (Grunfeld y Feingold, 1992a), se eleva incluso en pacientes asintomaticos con
niveles normales de células CD4+ (Grunfeld y Feingold, 1992b), lo cual sugiere que el sistema
inmune esta combatiendo la infeccion por el virus incluso cuando parece estar latente. La
sintesis hepatica de acidos grasos esta incrementada, asi como los niveles circulantes de
acidos grasos libres, sugiriendo que la lipdlisis incrementada puede contribuir a la produccion de
lipoproteinas de muy baja densidad. En los pacientes con SIDA se ha visto que los niveles
elevados del TNF movilizan los acidos grasos libres por estimulacion de la lipdlisis periférica,
estos acidos son reesterificados posteriormente a triglicéridos en el higado y entran a formar

parte de ciclos futiles (Grunfeld y Feingold, 1992a).

Fisiopatologia de la caquexia

En el caso de pacientes oncolégicos en fase avanzada la CQX es categorizada en dos grupos:
primaria y secundaria (Muliawati y col, 2012). La primera esta dada por los cambios metabdlicos
inducidos por el tumor, ya que genera por si mismo productos que descontrolan la reparacion
tisular normal, el catabolismo es acelerado mientras que el anabolismo es lento, provocando
una pérdida de tejido (Brusik y col, 2012). Ademas, el cancer desencadena una respuesta
inflamatoria sistémica, que incluye una tasa metabdlica elevada y liberacion de productos de
naturaleza proteica como leptina y las citocinas proinflamatorias que suprimen el apetito y
provocan saciedad temprana, la consecuencia de estas alteraciones metabdlicas es la anorexia
que conduce a la pérdida de masa muscular y de tejido adiposo (Brusik y col., 2012).;

La caquexia secundaria es causada por factores que comprometen la ingesta dietética
que conducen a la desnutricibn como nauseas, vomitos, estomatitis, dolores localizados,
Ulceras, anomalias del gusto y el olfato, asi como otros problemas inducidos por la
quimioterapia como la diarrea o la constipacion, la fatiga y la obstruccién mecanica en el caso
de tumores que ocluyen el eséfago (Hopkinson y col, 2008).

La CQX en un paciente enfermo es un cuadro muy facil de reconocer a simple vista y
que frecuentemente se acompafia de otros sintomas que agravan el malestar y contribuyen a
deteriorar la calidad de vida (Bindels y Delzenne, 2013). Tal vez la asociacion de sintomas mas
clara es el conjunto de anorexia y caquexia que terminan por formar un verdadero circulo
vicioso, con mayor deterioro nutricional y mayor fatigabilidad, a esto se le conoce como

sindrome de anorexia/caquexia en cancer, sindrome de desgaste en pacientes con SIDA y
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sarcopenia para la pérdida de masa muscular en ancianos. Pese a su origen totalmente distinto,
comparten mecanismos comunes, incluyendo el suceder en un escenario de cambios
inflamatorios (Kotler, 2000).

Alteraciones metabdlicas en el estado de caquexia

Energia. En la CQX los ciclos futiles se incrementan. Uno de los fendmenos constantes
es el aumento del gasto energético basal (en relacién a la grasa magra), es decir hay
hipermetabolismo. Otro factor notable es el aumento de la expresion de las proteinas de
desacoplamiento mitocondrial (UCP1, UCP2, UCP3) que provocan un cambio en la relacién
normal de produccion energética en la mitocondria, con la consiguiente disipacion de energia
como calor. Esto es acentuado por el factor movilizador de lipidos ZAG-2 (Bing y cols., 2004).
Otro ciclo futil que representa una pérdida de energia de al menos 300 kcal/dia es el ciclo de
Cory (Eden y col, 1984), en estos pacientes hay un importante gasto de glucosa que es
convertida en lactato, debido a que la tensién de oxigeno es muy baja como para que el ciclo de
Krebs y la fosforilacion oxidativa operen. El lactato producido circula hacia el higado y es

reconvertido en glucosa en un proceso conocido como el ciclo de Cory (Figura1).

Musculo

Glucosa

2 piruvato 2 piruvato

2 lactato 2 lactato

Figura 1 Ciclo de Cory. Via anaerobia de fermentacion de la glucosa la cual
conlleva un gasto neto de energia de 4 ATP.
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Este ciclo es responsable del 20% de la conversion de glucosa (Lehninger, 1995), sin
embargo, en la CQX se ha demostrado un incremento en su participacion del 50%. La
gluconeogénesis usa 6 moléculas de ATP por cada ciclo lactato glucosa y es muy ineficiente
para el hospedero, contribuyendo de esta manera a la pérdida de peso (Holroyde y col, 1975).

ZAG-2 es una glicoproteina de 43-kDa que esta ligada fuertemente como un mediador
de la CQX en pacientes con cancer. Las funciones biolégicas de esta glicoproteina son
pobremente conocidas, no obstante, se ha comprobado que su actividad inicia gracias a la
lipasa sensible a hormonas que es activada por un incremento de AMP ciclico encontrado
dentro de los adipocitos. Recientemente se han realizado estudios con el antagonista SR59230
que bloquea los adrenorreceptores B3 indicando que la actividad de ZAG-2 esta mediada por
receptores 3 adrenérgicos (Russell y col, 2002).

Otro mecanismo que incrementa el gasto energético es la expresiéon mitocondrial de las
proteinas desacopladas (UCP). Estas son proteinas translocadoras de protones a través de la
membrana mitocondrial en un proceso desacoplado de la fosforilacién de ADP, esa energia es
perdida como calor. La UCP1 es la proteina principal de este grupo, se encuentra en el tejido
adiposo café y la UCP3 se encuentra solo en tejido adiposo y musculo esquelético (Shellock y
col, 1986).

Factores que regulan la masa de tejido adiposo y musculo esquelético. La masa de
tejido adiposo es determinante en la sintesis de triglicéridos para la circulacién de lipoproteinas,
el rango de hidrolisis de acidos grasos y glicerol. La enzima lipoproteinlipasa (LPL) esta
encargada en la extracciéon de acidos grasos de las lipoproteinas plasmaticas y el rango de
sintesis esta determinado por los sustratos provenientes del higado. La grasa tiene el valor
caldérico mas alto de todas las macromoléculas (Lehninger, 1995), por lo que la demanda
energética estd compensada por la hidrdlisis de triglicéridos por la hormona sensible a lipasa
(HSL) que es regulada por los niveles de AMP ciclico (Russell y col, 2002).

El musculo esquelético contiene la mayor parte de las proteinas del cuerpo, éste no
actua como almacén de energia como es el caso del tejido adiposo en condiciones normales.
En todos los casos la atrofia muscular, se presenta como un incremento en la expresiéon y
actividad de la via proteolitica de la ubiquitin proteasoma. En este proceso las proteinas son
marcadas para la degradacién por la poliubiquitina, ésta es reconocida por la subunidad 26S, la
proteina es entonces convertida a pequefios oligopéptidos por pequefas proteinas residentes
de la superficie de la subunidad 20S (Lecker y col, 1999).
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Cambios en el tejido adiposo y el tejido muscular.

Las altas concentraciones de glicerol en el torrente sanguineo son evidencia de un incremento
en la lipdlisis de la vacuola de triglicéridos que se encuentra en los adipocitos. Los acidos
grasos son rapidamente oxidados en el higado después de haber sido transportados unidos a
albumina, lo que aumenta un 20% la oxidacion que se lleva a cabo en sujetos sanos, el
aumento de estos acidos grasos funciona como una busqueda de energia en el tejido adiposo
café para la alimentacion de ciclos metabdlicos futiles para la obtencién de energia (Thompson
y col, 1993).

Estudios realizados en pacientes con cancer muestran evidencia de un decremento en la
sintesis de proteinas del musculo esquelético (Emery y col, 1984) y un incremento en la
degradacién de las mismas (Lundholm y col, 1976), el proceso de la sintesis de proteinas
requiere de un balance correcto de aminoacidos, sin embargo, la sintesis de proteinas de fase
aguda como la PCR y la proteina amiloide sérica generan un desbalance en su sintesis en
higado debido a que requieren una gran cantidad de aminoacidos sulfatados (Reeds y col,
1994), esto disminuye las concentraciones de las cadenas de aminoacidos en el plasma,
reduciendo los estimulos para la sintesis de proteinas en musculo, no obstante, la
suplementacion nutricional o la administracion de estimulantes del apetito como el acetato de
megestrol no presentan efectos favorables para la recuperacién de la masa corporal perdida en
pacientes en estado de CQX (Loprinzi y col, 1993), esto sugiere que un estimulo catabdlico es
mayor o supera a la disminucién en el anabolismo, sin defectos especificos en la maquinaria de

sintesis de proteinas.

Factores implicitos en el catabolismo del tejido en pacientes con caquexia.

Algunas moléculas expresadas por el hospedero, juegan un papel critico en la pérdida de tejido,
estas moléculas incluyen citocinas como el TNF-a, el INF-y y las interleucinas 1y 6, el Factor
lipolitico ZAG-2 y el factor inductor de protedlisis lo cual trae como consecuencia la pérdida de

peso y todas las complicaciones clinicas antes mencionadas (Morley y col., 2006).
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Citocinas. Las citocinas son proteinas asociadas a las células con funcién de
mediadores intercelulares. La inflamacion sistémica mediada a través del dano celular o la
activacion del sistema inmune desencadena una respuesta inflamatoria aguda que causa una
elaboracion excesiva de estas proteinas. Las citocinas juegan un papel importante en la
inmunomodulacion y estan implicadas en la etiologia de la anorexia, la pérdida de peso, la
disfuncion cognitiva, anemia y debilidad. La produccion excesiva de IL-1 e IL-6, INF-y y el TNF-
a son la causa mas comun de CQX observada en pacientes enfermos (figura 2). Una de las
similitudes entre la pérdida de peso en el cancer, la inflamacién, la infeccion y el dafo tisular es
el desarrollo de una respuesta de fase aguda en la que el higado cambia la sintesis de
albumina por la producciéon de PCR, fibrindgeno y antitripsina, los pacientes con cancer
pulmonar presentan un incremento de PCR asociada a la pérdida de masa corporal (McMillan y
col, 1998). Los mecanismos implicitos en el desgaste de tejidos inducidos por citocinas son los

siguientes.
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Figura 2. El papel fisiopatoldgico de las citocinas en la produccion de caquexia. TNF-a, factor de
necrosis tumoral; IL-1, interleucina 1; IL-6, interleucina 6; PCR, proteina C reactiva; LPL, lipdlisis
(Morley y col., 2006).
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Tejido adiposo. Todas las citocinas inhiben la enzima LPL, con diferente intensidad.
Esto originalmente sugeria que la pérdida de tejido adiposo en pacientes con CQX se debia a
la nueva sintesis de triglicéridos, sin embargo, la inhibicion de la enzima LPL no tiene un efecto
considerable en las reservas de lipidos, ya que la hiperlipidemia tipo 1 es causada por la
deficiencia hereditaria de esta enzima, por lo que el tejido adiposo es normal y no presenta la
atrofia caracteristica de la CQX. (Thompson y col., 1993). Se ha reportado que el TNF-a suele
estimular la termogénesis en ratas, lo que incrementa la expresion del mensajero de UCP2 y
UCP3 en el musculo esquelético (Moore y col., 2005), proporcionando una ruta de oxidacion y

movilidad de acidos grasos.

Musculo esquelético. El tratamiento a base de pentoxifilina (inhibidor de la sintesis de
TNF-a) o suramin (bloqueador del efecto periférico de citocinas como el TNF-a e IL-6) a ratas
con hepatomas, ha demostrado que previenen la pérdida de masa muscular y reduce
significativamente la actividad del proteasoma (Costelli y col., 2002), sin embargo, en la
literatura existen reportes de que el uso de pentoxifilina suprime la sintesis de TNF-a en
humanos pero carece de efectividad en el tratamiento de la anorexia y la CQX (Goldberg y col.,
1995).

Se ha demostrado que el TNF-a induce un incremento en la expresion del gen de la
ubiquitina en exposiciones prolongadas in vitro (Llovera y col.,, 1997), mientras que la
transcripcion de NF-kB induce la pérdida de proteinas (Li y Reid, 2000), estos reportes
muestran sinergismo entre estas citocinas en la expresion del gen (figura 3), no obstante, en
ocasiones el TNF-a o INF-y por si solos tienen un efecto minimo en la expresion de las cadenas
pesadas de miosina en los miotubulos murinos, pero en conjunto reducen la transcripcion de

ARN mensajero para la sintesis de esta proteina (Acharyya y col., 2004).
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Figura 3. Via de senalizacion del proteasoma. Cascada de activacién inducida por el

TNF-a y otras citocinas y el factor inductor de protedlisis.

El comportamiento de la enfermedad es atribuido a los efectos periféricos y centrales
mediados por citocinas en el sistema nervioso central los cuales generan apatia, malestar y
anhedonia, comprometiendo seriamente el consumo de energia (Morley y col., 2006). La CQX
es una caracteristica representativa de los pacientes con Tb ya que aproximadamente dos
tercios de ellos, presentan una dramatica perdida de peso con las consecuencias ya conocidas,
un pronostico pobre y la elevaciéon del riesgo de mortalidad en pacientes que no reciben
tratamiento o éste es inadecuado (Chang y col., 2013), por otra parte, la mayoria de los
pacientes presentan una mejoria clinica y una ganancia de peso después de algunas semanas

de iniciado el tratamiento (Evans y col., 2008).
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Tuberculosis

A pesar que la Tb es considerada desde 1993 un problema de salud publica a nivel mundial, en
el 2012 se reportaron 8.6 millones de nuevos casos y 1.3 millones de muertes por la
enfermedad (WHO, 2013); se estima que dos terceras partes de los pacientes con enfermedad
activa también padecen CQX (Chang y col., 2013). La marcada malnutricién que sufren los
infectados por MTb estd considerada como un factor de riesgo similar a los trastornos
metabdlicos ocasionados por la diabetes y la obesidad, que predisponen al desarrollo de la
enfermedad activa o a la reactivacion en el caso de la Tb latente (Barrios-Payan y col., 2012)
por las deficiencias que causan en el sistema inmunolédgico. El problema mundial de salud
publica que representa Tb aunado al padecimiento de CQX, ponen de manifiesto la necesidad
de desarrollar estudios que favorezcan el asentamiento de las bases moleculares de esta
enfermedad.

La Tb es una enfermedad infectocontagiosa cuyo agente causal es el bacilo
Mycobacterium tuberculosis un bacilo aerobio obligado, sin movilidad, de crecimiento muy lento,
y que no produce capsula de polisacaridos. Su envoltura celular es poco usual, presenta una
membrana citoplasmatica cubierta por una extensa capa de péptidoglicano unidos a
polisacaridos, los cuales se encuentran esterificados con acidos micolicos. Lo cual, le brinda
una apariencia cerosa, le confiere una alta hidrofobicidad, resistencia a un buen nimero de
antibioticos y tinciones habituales. Sin embargo, ésta es una de las propiedades que le da
afinidad por la tincion de Ziehl Neelsen. La Tb se transmite de persona a persona cuando un
enfermo tose, estornuda o escupe, éste expulsa bacilos al aire en forma de aerosoles
conformados por pequefias gotas de saliva de entre 1 y 2 mm de diametro en las que viajan las
bacterias (Kaufmann, 2001). Basta con que una persona inhale unos bacilos para quedar
infectada. Tradicionalmente su érgano blanco son los pulmones y la enfermedad se conoce
como Tb pulmonar, sin embargo, puede afectar otros érganos lo cual se conoce como Tb
extrapulmonar (Barrios-Payan y col., 2012).

Se estima que una tercera parte de la poblacion mundial tiene Tb latente; es decir, estan
infectadas por el bacilo pero no han enfermado ni pueden transmitir la infeccion. Estas personas
tienen un riesgo de vida de desarrollar la enfermedad activa de un 10% (WHO, 2013). Sin
embargo, este riesgo es mucho mayor para las personas cuyo sistema inmunolégico esta
dafiado, como ocurre en casos de infeccion por el VIH, malnutricion o diabetes, en quienes

consumen tabaco e hipertensos (figura 4).
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Cuando la forma activa de la enfermedad se presenta, los sintomas son: tos, fiebre,
sudores nocturnos, pérdida de peso, etc., pueden ser leves durante muchos meses, esta
situacion favorece que los pacientes tarden en buscar atencién médica y durante ese
periodo son baciliferos y diseminan la bacteria a otras personas. A lo largo de un ano, un
enfermo tuberculoso puede infectar entre 10 y 15 personas por contacto estrecho (figura 4).
Si las personas infectadas no reciben el tratamiento adecuado, hasta dos terceras partes
de los enfermos tuberculosos mueren (WHO, 2013).
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Figura 4. Principales caracteristicas de la infeccién por Mycobacterium tuberculosis. De la
infeccion a la defensa del huésped. Estas son las 3 posibles vias de la infeccién de MTb
A) la frecuencia de la cura espontanea a la infeccion es desconocida, pero se asume que

es en un minuto. B) En el hospedero inmunocomprometido, la enfermedad puede
desarrollarse directamente después de la infeccién. C) En la mayor parte de los casos, la
micobacteria es contenida en un granuloma y la enfermedad puede desarrollarse
después en una reactivacion. El granuloma es el sitio de la infeccion, persistencia
patologia y proteccién (Kaufmann, 2001).

27



Inmunologia de la tuberculosis

En la primoinfeccién los bacilos se multiplican lentamente en los pulmones, donde sélo
producen una leve inflamacioén y los macréfagos alveolares contienen la infeccién, las personas
con infeccion latente son asintomaticos, las bacterias sobreviven en los pulmones y otros
organos por un largo periodo de tiempo disminuyendo su metabolismo y tasa de replicacion. El
10% de esos pacientes pueden cursar por un proceso de reactivacion en un lapso de tiempo

que comprende dos afos posteriores al contacto (figura 5).
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Figura 5. Vias de diseminacion y patogenia de la infeccién por Mycobacterium tuberculosis. Del
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90-95% de los infectados no enferman de esos del 90-95% llevan a cabo la formacion de un
granuloma y de ellos el 30% desarrollan estado de latencia de estos en un proceso de
inmunosupresion aproximadamente el 10% reactivan la infeccion la cual se disemina a otros

érganos o se transmite a la poblacion.
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MTb usa preferente macroéfagos como su habitat, esto tiene dos implicaciones
importantes para su supervivencia, primeramente, los macrofagos son células fagociticas
profesionales que estan dotadas de varios receptores de superficie que facilitan la captacion de
antigenos como receptores de manosa, receptores para lipopolisacarido, CD38, etc., de este
modo, se lleva a cabo el primer paso para la invasion del hospedero, en segundo lugar: estan
sus sofisticados mecanismos de replicacion, el bacilo sobrevive dentro del fagosoma, evitando
su maduracion en una fase temprana previniendo la formacién del fagolisosoma por medio de la
proteina llamada TACO (proteina de membrana triptéfano aspartato) (Kaufmann, 2001).

Dentro del fagosoma MTb asegura un acceso a la maquinaria presentadora de antigeno
MHC de clase Il la cual utiliza para iniciar el reclutamiento celular para la formacién del
granuloma. Los linfocitos T CD4+ cooperadores son especificos en contra del bacilo, son
potentes productores de INF-y, el cual es un factor de activacion central de células con actividad
antimicobacteriana a través de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno en macréfagos y
es considerado crucial para la proteccion contra la Tb (Abbas, 2010).

Unos seis a ocho dias después, la infeccion alcanza los ganglios linfaticos regionales,
con la consiguiente activacién de los linfocitos T CD4+ y T CD8+. (Abbas, 2010). Estos linfocitos
T producen TNF-a que es un promotor de la inflamacion, activa a los macréfagos y potencia su
capacidad para destruir a los bacilos fagocitados, también participa en la activacion local de los
macrofagos. Se ha demostrado de forma experimental en trabajos con ratones sin el receptor
para TNF se vuelven muy susceptibles a las infecciones micobacterianas, la reaccion de los
linfocitos T es adecuada para controlar la propagacion del microorganismo, sin embargo, el
bacilo sobrevive dentro de los macréfagos. (Abbas, 2010). La importancia del TNF-a en
humanos, radica en su participaciéon durante la formacion y mantenimiento del granuloma, los
pacientes que padecen alguna enfermedad que requiere tratamiento anti-TNF-a tienen un
incremento en el riesgo de reactivacion (Kaufmann, 2001).

Por otra parte, se ha comprobado que el TNF-a tiene un papel ambiguo ya que varios
sintomas de la Tb como la fiebre, la pérdida de peso y el dafo tisular, recaen dentro de los
efectos patolégicos de esta citocina. Los pacientes con Tb que reciben un tratamiento con
Talidomida mostraron una menor sintomatologia y una rapida recuperacién de peso, lo que
siguiere una participacion paraddjica de esta citocina en la inmunopatologia de la Tb. Esta
actividad ambigua podria definirse por el patron de citocinas predominantes Th1 o Th2.
(Hernandez-Pando y col., 1997). Por lo tanto, una posible explicacion a la paradoja de TNF-a se
puede proponer que: se libera en un sitio inflamatorio mediado casi por completo por Th1,

donde puede actuar simplemente como activador de los macréfagos, pero, cuando se libera en
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un sitio donde la respuesta es mixta Th1/Th2 con alta concentracién de IL-4 causa dafio
(Hernandez-Pando y col., 2004).

Formaciéon del granuloma. La Tb es un ejemplo de infeccion por una bacteria
intracelular en la que coexisten inmunidad protectora e hipersensibilidad patolégica y en la que
las lesiones se deben fundamentalmente a la respuesta inmunolégica del huésped. La
activacioén continua de los linfocitos T conduce a la formacion de granulomas, cuya funcion es la
de contener y/o eliminar al bacilo (Abbas, 2010).

Un granuloma es en su expresion mas basica, un agregado de linfocitos, neutrofilos y
macrofagos maduros que responden a un estimulo persistente, estas ultimas se caracterizan
por un incremento en su espacio citoplasmatico y un aumento en el nimero de organelos y
ondulaciones en sus membranas, que las hace mas fagociticas y microbicidas (Kumar, 2010).

Los macréfagos del granuloma pueden convertirse en células gigantes multinucleadas o
diferenciarse a células espumosas, las cuales estan caracterizadas por una acumulacion de
lipidos. Particularmente en el granuloma, los macréfagos maduros pueden experimentar una
transformacioén a células epiteloides las cuales, tienen membranas celulares interdigitadas como
cremalleras para unirse a las células adyacentes, estas células rodean el granuloma de manera
que también participan en su formacién (figura 6). Dentro del granuloma pueden existir areas de
necrosis caseosa principalmente compuesta por detritos celulares. El término “caseoso” es
derivado de la apariencia blanca que toma esa area de necrosis parecida al queso (Kumar,
2010). Oftro tipo de células que se encuentran en el granuloma son: neutréfilos, células
dendriticas, linfocitos B y T, células NK, fibroblastos y células secretoras de componentes de la
matriz extracelular. Las células epiteloides pueden fagocitar pero en algunos casos no
contienen ninguna bacteria en ellas. Los macréfagos también pueden fusionarse entre ellos
para dar lugar a las células gigantes multinucleadas o diferenciarse a células espumosas que se
han observado con mas frecuencia en el borde del centro necrético de un tuberculoma maduro
(Ramakrishnan, 2012).
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Figura 6. Estructura de un granuloma. Este es conformado por un cimulo de varias estirpes
celulares perfectamente organizadas para la contencion y eliminacion del bacilo.(Ramakrishnan,
2012).

Los macrofagos alveolares (MA) son la primera linea de defensa contra MTb poseen
diferentes mecanismos efectores por medio de los cuales controlan el crecimiento de las
micobacterias, entre ellos se encuentran la fusién fagolisosomal, la generacion de
intermediarios reactivos de oxigeno y nitrdgeno. Los MA también secretan citocinas
inflamatorias que inducen la produccién de oxido nitrico (ON), uno de los principales
mecanismos contra MTb, por otra parte, también producen TNF que esta involucrado con el
control de la infeccion, participa en la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa inducible
(iNOS), interviene en la migracion celular, asi como en la localizacién de MTb en los tejidos y
promueve la formacién, organizacion y mantenimiento del granuloma. La produccién de ON por
los MA es considerado un eficiente mecanismo de defensa contra patdgenos intracelulares, sin
embargo, en la literatura hay reportes que indican que la presencia de INOS/TNF en la infeccién

puede inducir caquexia en pacientes con EPOC (Agusti y col., 2004).
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MATERIALES Y METODOS

Preparacién del inéculo de micobacterias

La cepa Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue cultivada en agar liquido Middlebrook 7H9
(DIFCO™ USA) enriquecido con glicerol (JT BAKER™, USA) y albumina, dextrosa catalasa
(BECTON DICKINSON™ = USA), en agitacion a 100 rpm, durante 21 dias a 37°C con una
atmosfera al 5% de COa.. El inéculo para infectar a los ratones fue de 250,000 UFC suspendidas
en 100 uL de solucion salina isotonica estéril (Barrios-Payan y col., 2012) (FRESENIUS
KABI™, México) .

Modelo murino

Se utilizaron 60 ratones machos BALB/c de 8 semanas de edad con un peso inicial aproximado

de 22 gramos, se mantuvieron con ciclo circadiano de 12 horas a 25 °C aproximadamente.

Estrategia experimental.

Se hicieron dos grupos de 10 ratones por microaislador para cada grupo de estudio y se
alojaron dentro de un sistema de ventilacion individual de presion positiva (ALLENTOWN™,
USA) las cajas se etiquetaron con el nombre de los grupos (infectados ad libitum, sanos a dieta
y sanos ad libitum). Cada raton fue identificado con un cédigo de perforaciones en el pabellén
auricular, cada perforacion fue correspondiente a un nimero del 1 al 20. Se realizaron 3
sacrificios en los dias 21, 60, 120 postinfeccion, sacrificando 5 ratones por grupo/dia.

Para el sacrificio, los animales fueron anestesiados con éter anhidro (JT BAKER™,
USA) y se hizo un corte en el plexo braquial para cortar la vena subclavia e inducir la muerte por
exanguinacion, la sangre fue recolectada en un tubo coénico de 1.5 mL (EPPENDORF™, USA).

Se hizo una pequenfa incisién a la altura del pubis, seguida de un corte longitudinal por la linea
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media hasta la garganta del raton, se separaron los planos de piel y se corté la capa muscular
desde el pubis hasta el apodfisis xifoides para exponer la cavidad peritoneal y toracica,
posteriormente se recolectd el bazo, higado, tejido adiposo peritesticular, pulmones y el
musculo cuadriceps, todas las muestras se colocaron en criotubos estériles de 2 mL
(CORNING™ USA) y se congelaron por inmersion en nitrégeno liquido, también se colectaron
las cabezas de los ratones haciendo un corte en la base del cuello, se colocaron en hielo para
su conservacion y poder ftrasladarlas al final del sacrificio al departamento de
neuroinmunoendocrinologia del Instituto Nacional de Psiquiatria “Juan Ramén de la Fuente” con
la Dra. Maria Eugenia Hernandez, experta en la diseccion para la extraccion del hipotalamo e
hipocampo. Una parte del tejido adiposo, fue fijada con paraformaldehido (JT BAKER, USA)
para realizar cortes semifinos y tefirlos con azul de toluidina. El pulmén izquierdo de los ratones
y el musculo cuadriceps se fijaron con etanol absoluto (JT BAKER, USA) para realizar cortes

histolégicos (Barrios-Payan y col., 2012).

Grupo ad libitum infectado

Cada raton fue anestesiado con 125uL de sevofluorano (ABBOTT™ USA) e inoculado via
intratraqueal con 250,000 unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis de
la cepa H37rv suspendidas en 100uL de solucién salina utilizando una canula de 22Gx1”
(CADENCE SCIENCE INC. REF7901 CATALOG NUMBER 1207765, USA), se registré el peso
inicial de los animales y se les dio acceso ad libitum a 250 gramos de alimento y agua por

microaislador (Barrios-Payan y col., 2012).

Sanos ad libitum

En este grupo que fue utilizado como grupo control se registré el peso inicial de los ratones en
el dia de la infeccion del grupo ad libitum infectado y se colocaron en microaisladores, dandoles

acceso ad libitum a 250 gramos de alimento y agua.

33



Sanos a dieta

Este grupo tuvo las mismas condiciones con respecto al anterior, con la diferencia en el acceso
al alimento, ya que sélo se les proporcionaba la cantidad de alimento que ingerian los ratones
infectados, fungiendo de esta manera como grupo control, esta condicion provocé que la dieta

de estos animales comenzara 2 dias después de iniciado el experimento.

Registro de pesos y consumo de alimento.

A cada raton se le tomo el peso corporal utilizando una balanza analitica (LIBROR™, JAPON)
los dias lunes, miércoles y viernes durante los 120 dias de experimentacion y antes de cada
sacrificio, los datos fueron graficados en una hoja de calculo de Excel (Microsoft 2007™, USA).
Todo el proceso se realizd en un cuarto de contencion de bioseguridad nivel 3 y dentro de una
campana de flujo laminar nivel 3 (LABCONCO, USA) iniciando con los grupos sanos y después
los ratones infectados. Se registro el alimento consumido cada tres dias haciendo un célculo de
la diferencia entre el alimento inicial y la cantidad del alimento encontrado, los datos fueron

graficados en una hoja de célculo de Excel (Microsoft 2007™, USA).

Preparacion de tejido pulmonar y muscular de origen murino para histologia

El pulmén izquierdo del ratén se perfundié inyectando 1mL de alcohol etilico absoluto
(JT BAKER™, USA) a través de la traquea utilizando una jeringa desechable (BD Plastipak ™,
México) con aguja de 21Gx32mm, una vez retirado el tejido de la cavidad se deposité en un
tubo conico de 50 cc (FALCON™, USA) junto con el tejido muscular y 25 mL del mismo alcohol,
para su fijacion.

Para el analisis histologico de los tejidos recolectados, se hicieron cortes de 4uM de
grosor en un microtomo semiautomatizado modelo RM2145 (LEICA™, USA) y se tifieron con
hematoxilina y eosina (HE) para su andlisis morfométrico, brevemente: los tejidos se

desparafinaron en estufa a 65°C por 10min y se les dieron dos bafios de xilol (JT BAKER™,
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USA), posteriormente se sometieron a un proceso de deshidratacion con xilol/alcohol, alcohol
absoluto, etanol al 95 % y etanol al 75% para finalizar con agua destilada. A los tejidos se les
dio un bafio con hematoxilina por 2 minutos, se enjuagaron con agua corriente, se eliminé el
exceso de colorante con alcohol/acido, se enjuagaron con agua corriente, un bafo en solucién
de carbonato de litio saturado para virar la hematoxilina y agua corriente para posteriormente
contrastarse con eosina después se deshidrataron con dos cambios de alcohol al 95% y alcohol
absoluto. Los remanentes de alcohol se retiraron utilizando xilol y se monté con resina
(MACRON™  USA) para su analisis (Barrios-Payan y col., 2012).

Conteo de unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

El pulmén derecho de cada raton en el grupo infectado se utilizé para determinar la
carga bacilar por el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC). Los tejidos se
homogeneizaron con un Polytron (BIOSPEC™ ,USA) En 1 mL de PBS-tween 0.05% y se
realizaron diluciones seriadas hasta 1x10. Se sembraron 10 uL de cada diluciéon por duplicado
en cajas de Petri con medio de cultivo Middlebrok 7H10 (DIFCO™, USA) enriquecido con
OADC (acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa) (BECTON DICKINSON™  USA) y glicerol
(MACRON, USA), posteriormente las cajas se incubaron a 37°C con una atmosfera al 5% de
CO2 por 21 dias, se realizé un conteo preliminar el dia 14 y un definitivo el dia 21 (Barrios-
Payan y col., 2012) . Para obtener el nimero de bacterias por pulmén, se multiplicé el nimero

de UFC encontradas por el factor de dilucidon correspondiente mostrado a continuacion (tabla 3).

Tabla 3. Factores de dilucion para el conteo de unidades formadoras de colonias de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Dilucién Factor de dilucion
Concentrado 0.0001
-1 0.001
-2 0.01
-3 0.1
-4 1
-5 10
-6 100
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Analisis Morfométrico

El analisis morfolégico de las muestras de musculo cuadriceps tomados en el dia 120, se
realizé utilizando microscopia 6ptica convencional acoplada al software application suite version
4, 2013 (LEICA™,SUIZA). Se midieron las areas de un corte transversal de 20 fibras
musculares por muestra y se obtuvo un promedio de area por grupo, el analisis estadistico y los
graficos se realizaron en una hoja de calculo de Excel (Microsoft 2007™, USA).

Se realizaron cortes semifinos de tejido adiposo peritesticular de 3 micras de grosor en
un ultramicrotomo modelo EMUC7 (LEICA™ SUIZA). Los cuales se tifieron con azul de
toluidina por su naturaleza hidrofobica la cual ayuda a contrastar los limites de cada adipocito

facilitando las mediciones del diametro (Kumar y col., 2010).

Analisis Estadistico

Se realizd un analisis estadistico de varianza de una via (ANOVA) para comparar la posible
diferencia entre las mediciones utilizada utilizando un intervalo de confianza del 95% y un
analisis de T de Test y de Bonnferroni para comparar la posible diferencia pareada entre los

grupos estudiados. Se considero p< 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Registro de pesos corporales y alimento consumido

Los ratones de los grupos sanos e infectados con alimentacion ad libitum tuvieron un
comportamiento similar desde el comienzo del seguimiento o monitorizacion hasta la cuarta
semana postinfeccion, a partir de este punto la tendencia del peso entre ambos grupos cambio,
los ratones sanos ad libitum aumentaron un 27% su peso corporal, hasta llegar a un peso
promedio de 28.7g y a partir de la semana 9 y hasta el final del experimento hubo una baja
oscilacién de esta cifra. Mientras que los ratones del grupo infectado a partir de la semana 4
empezaron a perder peso de manera progresiva hasta perder el 18% del peso al final del
experimento.

Los ratones del grupo sanos a dieta perdieron peso de manera abrupta desde una etapa
temprana (22 semana), y para la etapa final del experimento (semana 14) donde ya todos los
animales habian perdido un 31% de peso corporal. Esta situacion podia estar favorecida porque
los ratones no tienen un proceso infeccioso por lo tanto no hay presencia de citocinas
proinflamatorias que generararian un decremento en la utilizacion voluntaria de energia a nivel
de SNC (figura 7).
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Figura 7. Cinética del peso promedio de cada grupo. Muestra el comportamiento de los 3
grupos: grupo 1 sanos ad libitum: al final del experimento incrementaron su masa corporal un
28.7%, grupo 2 sano a dieta: su masa corporal disminuyé un 18%, finalmente el grupo 3
infectados ad libitum: perdié un 18%. Resultados que muestran una diferencia estadisticamente

significativa p<0.01** segun el analisis estadistico de ANOVA.

Segun los criterios clinicos establecidos en el consenso internacional de CQX y lo
encontrado por Evans y colaboradores (Evans y col.,, 2008), el grupo infectado puede
considerarse caquéxico debido a que los ratones perdieron el 27% de su peso corporal en
presencia de una enfermedad subyacente en este caso Tb. Se ha observado que la pérdida de
peso a partir del dia 28 (42 semana) se debe a que durante los primeros dias postinfeccion se
monta una respuesta principalmente inflamatoria de tipo Th1 en la cual la presencia de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IL-12 e INF-y causan en el pulmén la patologia clasica de la Tb
en la fase primaria o aguda que esta caracterizada por inflamacion alveolar-intersticial,
perivascular y peribronquial con abundantes macréfagos en el lumen alveolar (Hernandez-
Pando y cols., 1996). Los niveles de estas citocinas en especial TNF-a han demostrado un
incremento en la expresion del gen de la ubiquitina en exposiciones prolongadas in vitro
(Llovera y cols., 1997). La transcripcion de NF-kB induce por medio de TNF-a la pérdida de
proteinas (Li y Reid, 2000). Estas evidencias muestran claramente que las citocinas causan un
sinergismo en la expresién del gen encargado de sintetizar el proteasoma. Aunado a esto,

Acharyya y colaboradores (2004) encontraron que ambas citocinas reducen el ARN mensajero
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para la sintesis de las cadenas pesadas de miosina. Esos resultados sugieren que las citocinas
tengan un potencial de sinergismo que induce el catabolismo del musculo esquelético. Lo cual
en conclusion conlleva a una pérdida de peso por afectacién al tejido muscular. La pérdida de
peso encontrada en nuestro trabajo fue al comienzo de una respuesta tipo Th2 segun lo
reportado por Hernandez y colaboradores (1996). A pesar que no lo evaluamos en el presente
trabajo se infiere esto debido a que el modelo experimental es exactamente el mismo que el de
Hernandez y colaboradores publicado en 1996 en el cual se utilizaron los mismos ratones, el
mismo indculo y las mismas condiciones de trabajo al ser ratones singénicos su genoma
practicamente es el mismo. Esto se debe a que los ratones infectados durante la etapa aguda
consumen sus reservas energéticas (tejido adiposo) y proteicas para conservar una respuesta
inmune optima, pero cuando la enfermedad se torna cronica estas reservas ya no pueden
regenerarse, lo que provoca que las proteinas y la energia se tomen de la masa muscular y
almacenes de glucdgeno muscular y hepatico respectivamente. Un animal que esta siendo
consumido por la enfermedad y ha desgastado sus reservas para la sintesis de macromoléculas
utilizadas para la contencion de la infeccidn, tiene un efecto contraproducente, ya que inhibe la
ingesta de alimento a nivel del SNC debido a las concentraciones de TNF-a, IL-6 e IL-1B
secretadas en la respuesta inmunoldgica (figura 8).

La pérdida de peso ademas de deberse a la pérdida de tejido muscular debida a
procesos proteoliticos y a la disminucion de proteinas estructurales, también puede ser
ocasionada por el desbalance energético negativo ocasionado por el uso de ciclos metabdlicos
futiles encontrados por Liao y Florén (1994), el cual consiste en una induccion de la lipdlisis y la
B-oxidacién por TNF-a causando un decremento en la actividad de LPL en higado y tejido
adiposo y a un incremento en la actividad del receptor de LDL en el adipocito, seguido de un
subsecuente aumento en la sintesis de VLDL lo cual resulta en una hipertrigliceridemia (Liao y
Floren, 1994).
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Figura 8. Grafica del consumo de alimento individual promedio. En la grafica se muestra el
comportamiento en cada semana de la cinética experimental en el cual el consumo de alimento
promedio de los ratones del grupo infectados ad libitum tuvo una disminucién de un 28.5 %**

con respecto al consumo en el dia de la infeccion.

Analisis Morfomeétrico

Las mediciones entre los dias 21, 60 y 120 mostraron una pérdida paulatina en el area de los
adipocitos del grupo ad libitum infectado. Sin embargo, los ratones del grupo sanos a dieta que
sufrieron de inanicion perdieron su tejido adiposo dramaticamente en los primeros 60 dias del
experimento. La morfometria del tejido muscular se realizé sélo en muestras del dia 120 para
realizar la comparacién entre los tres grupos de estudio. Esto se debe a que los cambios
morfométricos en el desgaste muscular se presentan cuando la enfermedad se encuentra en

una fase mas avanzada.
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Morfometria de tejido adiposo

Los adipocitos de los ratones de cada grupo se estudiaron de dos maneras: primero para
comparar las alteraciones encontradas entre los individuos de un mismo grupo y segundo para
detectar las discrepancias entre el area celular de los tres grupos. En el primer caso, las
mediciones del area de cada grupo se compararon con el dia 21. Los ratones sanos ad libitum
no tuvieron diferencias estadisticamente significativas en el area celular de los adipocitos en
toda la cinética (figura 9), ya que al ser el grupo control las condiciones de mantenimiento eran

idéneas para un desarrollo normal de los individuos.
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Figura 9. Area promedio de los adipocitos del grupo
sanos ad libitum. En este grupo no hubo diferencias
significativas. (p=0.05) entre las 3 mediciones

correspondientes a los dias de sacrificio.

Los ratones del grupo ad libitum infectado tuvieron una diferencia estadisticamente
significativa entre la pérdida del area de los adipocitos entre los dias 60 y 120 (figura 10). Esto
demuestra una pérdida de tejido adiposo paulatina en los primeros 60 dias con una pérdida
abrupta en la etapa crénica de la infeccién. Este hallazgo coincide con lo reportado en la
literatura, en la CQX la pérdida mas importante de peso se debe en gran medida a la pérdida de

musculo ya sea dependiente o independiente de la pérdida de tejido adiposo (Muliawati y cols.,
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2012). Sin embargo hay muchas causas de esta pérdida, una de las mas aceptadas por la
comunidad cientifica es que ésta se debe a la concentracion de citocinas proinflamatorias
liberadas como respuesta a la enfermedad subyacente en este caso la Tb.

Rydén y colaboradores (2004) encontraron en tejido adiposo una importante lipolisis
inducida por la resistencia a la insulina causada por TNF-a en el estado de CQX. Este podria ser
uno de los mecanismos implicitos en nuestro trabajo y que podrian demostrar la pérdida de
area de los adipocitos en el tejido adiposo. Por otra parte, Bing y colaboradores (2004)
encontraron que la proteina ZAG-2 expresada en adipocitos de ratén es activada también por
TNF-q, lo cual causa una disminucion en el volumen celular por la metabolizacion de la vacuola
de triglicéridos por dicha enzima. Estos resultados causan un desbalance energético sobre todo
a nivel hepatico y que aunado a la resistencia a la insulina en musculo generada por TNF-a y
reportada por Hotamisligil (2013) se causa la pérdida de peso corporal en los ratones infectados

con la pérdida de tejido adiposo.
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Figura 10. Area promedio de los adipocitos del grupo ad
libitum infectado. En este grupo no hubo diferencias
significativas entre el dia 21 y 60. Sin embargo, la pérdida
de area entre el dia 21 y el 120 fue estadisticamente
significativa (<0.001)*** al igual que entre el dia 60 y el dia
120
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Histologicamente se encontraron alteraciones que muestran en el dia 120 algunos
indicadores importantes de atrofia en el tejido adiposo como la presencia de células
inflamatorias y fibroblastos, ambos indicadores de un proceso fibrético, ademas de una
disminucion estadisticamente significativa (p<0.005) del area promedio de los adipocitos que
fue 23612 en el dia 21 (figura 11) a 26u? en el dia 120 (figura 12).

Figura 11. Adipocitos de un ratén del grupo ad libitum
infectados sacrificado el dia 21. No muestra alteraciones
generales en la integridad del tejido adiposo. Imagen

tincién con azul de toluidina a 20x.
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Figura 12. Adipocitos de un ratén del grupo ad libitum
infectado sacrificado el dia 120. Muestra alteraciones en la
integridad del tejido adiposo como reemplazo de los
adipocitos por tejido conjuntivo denso cicatricial, infiltrado de
polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos caracteristicas
de un proceso fibrético. A) Adipocitos, B) células
inflamatorias, C) fibroblastos D) vasos sanguineos Imagen

tincidon con azul de toluidina a 20x.

En el caso de los ratones sanos a dieta también se presenté una pérdida de peso y una
alteracion en el tamafo de los adipocitos perdiendo por completo su tejido adiposo en el dia
120 y mostrando el inicio de un proceso fibrético en el dia 60 (figura 13), situacion que fue mas
abrupta en comparacion con el grupo ad libitum infectados. A esta condicidn se le conoce como
inanicién que se diferencia segun lo encontrado por Evans y colaboradores como estado pre-
caquéxico debido a que no cumple con otros dos criterios ademas de la pérdida de peso (Evans
y col., 2008). Esta situacién se origin6é en este grupo de dieta debido a que fue sometido a un
consumo de alimento condicionado por los ratones enfermos los cuales, al tener un estado de
CQX inducido por la infeccion sufrieron una disminucion voluntaria de la utilizacion de energia
como ha sido descrito por Morley y cols., 2006; el grupo sometido a dieta no padece esa
disminuciéon porque no tiene el proceso de afeccion neuronal causada por las citocinas

proinflamatorias generadas en respuesta al proceso infeccioso en cuestion.
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Figura 13. Adipocitos de un ratén del grupo sanos a
dieta sacrificado el dia 60. Muestra alteraciones en la
integridad del tejido adiposo como disminucion del
tamanio celular y reemplazo de los adipocitos por
tejido conjuntivo denso cicatricial, infiltrado de
polimorfonucleares, linfocitos y macréfagos
caracteristicas de un proceso fibrotico. Imagen

tincidn con azul de toluidina a 20x.

En el dia 21 postinfeccion hay un pico en la respuesta inmunolégica del ratén segun el
modelo de Hernandez-Pando y cols., (Hernandez-Pando y col., 1996) en este experimento se
muestran diferencias significativas entre los grupos de estudio, los adipocitos de los ratones
sanos ad libitum no mostraron alteraciones en su morfologia, y al ser el grupo control sirvieron
como punto de comparacion con el sano a dieta.

Los adipocitos en este tiempo del experimento tuvieron una diferencia estadisticamente
significativa segun el analisis hecho por ANOVA con un valor de p<0.05. Ademas, en este dia
se muestra como los ratones del grupo sano a dieta tuvieron una pérdida de area
estadisticamente significativa en el analisis de Bonferroni, comparado con el grupo sano ad

libitum como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Tejido adiposo al dia 21. Entre el grupo
sano ad libitum y el grupo sano a dieta *(p<0.05) se
observa una pérdida mas temprana de tejido adiposo
en los ratones del grupo de dieta que en los ratones

del grupo infectado.

Este es un resultado esperado ya que los ratones que sufren de una disminucion en la
cantidad de alimento consumido estando sanos no sufren un decremento voluntario en la
utilizacién de energia (Morley y cols., 2006), en estos animales se observo una conducta fuera
de lo normal, se observaban ansiosos y agresivos entre ellos, consecuencias del estrés por la
escasez de alimento. Histoldgicamente el tejido adiposo del grupo sanos a dieta e infectados ad
libitum a pesar de la disminucién del area celular no mostraron desorden alguno comparados
con el grupo control.

En el dia 60 el grupo sano a dieta mostré una pérdida del tejido adiposo periférico a los
testiculos equivalente al 8.76% de su masa corporal y su ansiedad fue mas notable.
Histologicamente se mostrd una atrofia en el tejido adiposo peritesticular con caracteristicas de
un proceso fibrético en los que se encuentran fibroblastos tomando el lugar de los adipocitos,
células inflamatorias y adipocitos extremadamente disminuidos en su area total (figura 15). En
este tiempo del experimento los ratones infectados empezaron a mostrar una disminucion
prominente en el area celular donde hubo una disminucion cercana al 25% comparada con el

dia 21, sin embargo, esta no fue estadisticamente significativa (p<0.05), (figura 16).

46



2
Area en uM

Figura 15. Tejido adiposo de un raton del grupo
sano a dieta. Donde se muestran indicios de un
proceso fibrético como la presencia de células
inflamatorias, y reemplazo de los adipocitos por
tejido conjuntivo denso cicatricial. Tefidos con

azul de toluidina y observada a 20x.
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Figura 16. Tejido adiposo del grupo ad libitum infectado. Se

observa una pérdida progresiva de tejido adiposo en la cual

hay una disminucion estadisticamente significativa (=0.001)
entre el dia 21 v el dia 120.
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En el dia 120 se sacrificaron los ratones de todos los grupos. En el grupo sano a dieta
hubo un evento importante que ocasioné la pérdida de ratones a causa de la falta de alimento,
razon por la cual al final del experimento sélo se contd con un animal. La necropsia demostré
que el tejido adiposo habia desaparecido por completo se tomaron muestras del area donde
anatdmicamente deberia encontrarse y se realizaron distintos cortes histologicos, a pesar de la
busqueda minuciosa, no fue posible encontrar tejido adiposo para hacer el analisis estadistico,

por eso se tomo el area celular como cero (figura 17).
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Figura 17 Tejido adiposo presente en los tres grupos en el
dia 120. El analisis de Bonferroni mostré diferencia
significativa en el area celular total de los adipocitos tanto
en los grupos infectado y dieta (p<0.01), comparados con el

grupo sano ad libitum.
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En los animales ad libitum infectado no hubo bajas considerables en la poblacién lo cual
quiere decir que el sistema inmunoldgico del raton estaba conteniendo la infeccién y por
consecuencia se le asocia con la pérdida de peso. Histolégicamente se mostré una pérdida de
la integridad en el tejido adiposo encontrado, con sefiales de un proceso fibrotico y un area
celular extremadamente disminuida al final del experimento, con una pérdida del 98.8% del
tejido, resultado que fue estadisticamente significativo (p<0.001)*** en el analisis de Bonferroni
(figura 17).

Morfometria de tejido muscular

La CQX se caracteriza por una excesiva disminucion en la masa muscular. Una de las ventajas
de trabajar con modelos experimentales in vivo es poder obtener la muestra en el momento en
que se presenta el evento de interés. Gracias a lo anterior se pudo realizar la recoleccién del
musculo cuadriceps, en el que se realizé un corte transversal de 4 ym para apreciar el diametro
de las fibras musculares en los 3 grupos con los ratones que llegaron al final del experimento,
de esta manera se compararon las areas promedio para medir la pérdida o ganancia de masa
muscular entre cada uno de los grupos. En el caso del grupo sano ad libitum la morfologia de
las células musculares fue totalmente normal. Se aprecian sus multiples nucleos en la periferia

y su abundante citoplasma (figura 18).
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Figura 18. Micrografia transversal del musculo

cuadriceps de un ratdon sano ad libitum. En este
grupo no se encontré anormalidad histolégica
alguna. Tincidon de hematoxilina y eosina.

Microfotografia 20x.

En este caso al realizar el analisis morfométrico para medir el area en micrémetros al
cuadrado se observé una media promedio de 1969 um? por célula, en el grupo sanos a dieta se
aprecié una disminucion del area promedio el cual fue de 645 um? por célula equivalente a una
tercera parte del area promedio del grupo sanos ad libitum. En el analisis histolégico ademas de
la reduccion del area celular no se mostré ninguna alteracion en la integridad (figura 19). En el
grupo ad libitum infectado se observé una disminucion en el promedio del area celular la cual
fue de aproximadamente 528um, lo que se aproxima a casi la cuarta parte del area de una
célula muscular de un ratén sano, sin embargo en el analisis histoldgico no se detectd pérdida
de la integridad celular (figura 20).
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Figura 19. Micrografia transversal del cuadriceps

de un ratdn del grupo sano a dieta. En este grupo

no se encontré anormalidad histoldgica alguna a
pesar de la disminucién de area celular. Tefida

con hematoxilina y eosina y observada a 20x.

Figura 20. Micrografia de un corte transversal del

cuadriceps de un ratdn infectado. El area de estos
animales es casi 4 veces menos que el de uno

sano ad libitum. Tincién hematoxilina y eosina (HE) 20x.
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En el analisis morfométrico, tanto el grupo de dieta como el grupo infectado perdieron musculo
en altos porcentajes (figura 21). En el caso de los ratones infectados la pérdida de tejido
muscular fue mayor a la de los ratones del grupo de dieta. Lo cual comprueba que los ratones
cursaban por un estado de CQX debido a que su pérdida mayoritaria fue de tejido muscular
equivalente al 22.5%, siendo esto una caracteristica clasica de los pacientes con Tb ya que se
aumenta la protedlisis debido a que por la privacion caldrica se necesitan esas reservas para la
sintesis de proteinas claves en la respuesta inmunolégica (Morley et al.,, 2006). El analisis
estadistico a estos resultados arrojo una diferencia estadisticamente significativa ** (p<0.01)

entre el grupo sanos ad libitum 'y el grupo ad libitum infectado.
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Figura 21. Analisis de la morfometria del musculo al dia 120. Se encontré una diferencia
significativa ** (p< 0.01) entre los grupos ad libitum infectado y sanos ad libitum. Entre el grupo
sanos ad libitum y sanos a dieta hubo una diferencia estadisticamente significativa * (p<0.05).

Sin embargo, no hubo una diferencia significativa entre los grupos sanos a dieta e ad libitum

infectado.

La protedlisis intracelular cumple una importante funcién, ya que muchos aspectos
fisiologicos y del desarrollo celular son controlados por la degradacion de proteinas especificas.

La regulacion de la protedlisis muscular juega un papel importante en la homeostasis
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energética, el control de la masa muscular y el crecimiento corporal, asi como diferentes
situaciones fisiolégicas y patolégicas (Guttridge y col., 2000). En este estudio, los ratones del
grupo infectado mostraron indicios de un aumento del catabolismo proteico por un balance
energetico negativo, los cuales en conjunto con la pérdida de peso, la disminucién de los
adipocitos y la anorexia sugieren que se puedan considerar animales caqueéxicos, sin embargo
para confirmar estas sospechas es necesario hacer pruebas de biologia molecular para la
busqueda especifica de la expresion de ciertos genes implicados tanto en la movilidad de

lipidos como en la protedlisis muscular.

Conteo de unidades formadoras de colonias de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Como comprobacién de que la pérdida de peso en el caso de los ratones del grupo ad
libitum infectado fue debido a la infeccién, se hizo un conteo de UFC en el que se observo la
cantidad de bacterias viables en pulmén y se relacioné su aumento con una baja del sistema

inmunoldgico al cual asociamos el estado de CQX (figura 22).
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Figura 22. Conteo de unidades formadoras de
colonias de la cepa H37Rv aisladas de pulmén. Se
muestra como la poblacion de bacterias se mantuvo
en los primeros dos dias de sacrifico. Habiendo una

exacerbacion hacia el dia120.
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La figura 22 muestra una contencién de la infeccion hasta el dia 60, sin embargo para el
dia 120 el numero de bacterias viables en el pulmdn aumento casi al triple. Este aumento en la
carga bacilar coincide con los analisis de la pérdida de tejido adiposo y de musculo lo cual
sugiere que se puede deber a una deficiencia del sistema inmunolégico ocasionada por la
disminucion en la sintesis de macromoléculas necesarias para la respuesta causada por un

balance energético negativo.
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CONCLUSIONES

La pérdida de peso de los ratones infectados fue mayor al 5% del peso premorbido lo cual es un
indicador de CQX, los ratones sanos a dieta perdieron mas del 5% de su peso corporal sin estar
sometidos a un proceso infeccioso, lo cual indica un estado de profunda desnutricién debido al
proceso de inanicion al que fueron sometidos.

Los ratones del grupo sometido a dieta perdieron peso mas rapidamente que el grupo infectado,
debido al proceso de inanicion que sufrieron.

El conteo de UFC’s del grupo infectado mostré un déficit en la contencién de la infeccién entre
el dia 60 y el dia 120. Mismos dias en los que se presentd la mayor pérdida tisular. Por lo tanto
se encontré una relacién directamente proporcional entre la pérdida tisular y la carga
bacteriana.

Se concluye que en la CQX causada por Tuberculosis en un modelo experimental murino hay
anormalidades similares a las causadas por EPOC como la presencia de un proceso

inflamatorio que termina causando neumonia y disfuncionalidad pulmonar.
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PERSPECTIVAS

Para comprobar las diferentes rutas por las que los ratones infectados sufren CQX y como ésta
afecta la respuesta inmunolégica y el balance energético, es imprescindible continuar el trabajo
con la busqueda de genes que estan implicados en los distintos procesos metabdlicos y

examenes bioquimicos en el suero sanguineo.
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