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Abstract 

The relation between mén and women suffering pulmonary tuberculosis is 7/3 in favor to males. Sex hormones could be a 
signíficant factor for thls difference, considering that testosterone impairs macrophage activation and pro·inflammatory 
cytoklnes productlon, while estrogens are proinflam.matory mediator's inducer. The aim of this work was to comparé the 
evolution of tuberculosis in male and female m ice using a model ofprogressive disease. BALB/c mice, male and female were 
randomized into two groups: ¡:astrated or sham·operated, and infected by the intratracheal route with a high dose of 
Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv. Mice were euthanized at different time points and in their lungs were determined 
bacilli loads, inflammation, cytokines expression, survival and testosterone levels in serum. Non-castrated male mlce showed 
significant higher mortality and badlli burdens during late disease than female and castrated maJe- animals. Compared to 
males, females and castrated males exhlbited significant higher inflammation in alllung comparl:ments, earlier formation of 
granulomas and pneumonia, while between castrated and non-castrated females there were not significant differences. 
Females and castrated males expressed significan! higher TNF-a, IFN y, IL12, INOS and IL 17 than non-castrated males during 
the first month of infection. Serum Testosterone of males showed higher concentration during late infection. Orchidectomy 
at day 60 post-infection produced a significant decrease of bacilli burdens in coexistence with higher express.ion of TNF7., IL-
12 and IFNy. Thus, male mice are more susceptible to tuberculosis than females and this was prevented by castration 
suggesting that· testosterone could be a tuberculosis susceptibility factor. 
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lntroduction 

11ales of many spccics are more susceptibk than !(·males to 
iniCctions causrd by ccrtain parasitPs, fungi, bacteria, and \~ru~es 
fll In the particular case oftuben:ulosis (fB) ami in almost all but 
cspecially in devcloping countries, TB is twice as common in mcn 
than in women (male/fr~male ratio of! .9+/-0.G IOr th1: world casf· 
notiíication) f2]. This diHCn.·m·t· has bt"t"ll attributt"d to biologiral 
aiHI cpidcmio!ogical characteri~tirs [3,4], a.swell as socioeconomic 
and cuhural barriers in tlw aiTí'S~ to hcalth can: lSJ. lt is 
interesting to note that this TB geuder diflCrcncc is secn in adults 
of all age~, hut not in l"hi!dn·n or young: adoh-srrnts lfi]. Thi~ 
obsen:ation suggests the participation of hiological l:u:tors, 
panicularly the well known n·g1Jlatm;; acti,·itics that the :;teroid 
st·x hormoJH"S havt" on tlw immmH· cdk ~-lanophag:t"s ami 

lymphocytes have receptor~ fi:Jr androgens, t'strogl'ns ami progn· 
tnone [7J. TIH'~e hormones participate in manophagt·s ami 
lymphocytn; dn't·lo¡mwnt and fimrtion, a~ wrll as in tlw outnmw 
of di\"t"I"Se di~ea\t'S, induding infátious diseases fSj. ft"malt's ha\'t· 

PLOS ONE 1 www.plosone.org 

highrr antihodies ln·ds in sera l9J and Pxhibitrd strongn immmw 

responses aftn immunization than males f!O,!Jl. ~lor,m·t-r. 

womcn of all ages show signifirantly lower rates of inkction aiHI 
resultan! mnrtality than nwn. This dilli.·n·nre h<1s lwcn associatt"d 
to importan! difli.·n·nces in the inflammatory rt'spomt• and ¡, 
apparently advantagrous against inkction, but unlilvorab!t· in tht· 
immune rc~pnnsf' against sdf ~tructurcs provoking in fhna!t·~ ;¡ 

hip;her rate ofautoimmune diw·ast's f12,1:1]. 
Testosterone, the main circulating androp;t"n in men omd 

progcstcronc a hormon(' associatcd \\~th the maintenann· ol 

prt'g:nancy, an· immunosuppressivr. Both hormones impai1 
macrophage artivation P41 ancl could play a detrimen!al ro!t' in 
TB lJ."¡J. In rontrast, in physiological conn~ntration em·ogens are 
considered pro·inflammatory nwdiators that stimulatt· tllt' pro· 
duction of TKF~"'/. PGJ, and intnact wi1h the IFX.y promotl"l 

[17 J. 
The ability of cstrogens to (h-ive pro·inllammatmy Th·l 

associatcd immune n·<;ponscs and that or tt·stostt'ront· tn inhihit 
tht'm may lwlp to explain why fi:-maln; have a lower incidt·nre ol 
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inl~ctious disease~ such a-; TB f6], but surpri~ingly this sul~ject has 
1101 ht·<·n fi1lly studicd in TB t·x¡wrinwntal m()(kk Early rcports 
ti1r saprnphytie mycohactcrial inf(Ttinn.:; shO\n·d that l(~malc mitT 
.1n· mun· rrsist;mt to intection with ,\/, intmrrllulau and j{ mminum 
llll,I!Jl. The treatment of f¡,..malrs or ¡·a~trak<l males with 
¡¡·-;tnsttTom· ÍIIC!Tascs their susccptibility to ,\J. man'num, ami 
¡·-;tradiol trcatmellt abnlishes tlw higlwr susccptihility or ovaricc
lomizt'd micc tn ,\/. auium l20], hutas üu· as wc lmow thcrc are no 
rcport-; or similar rx¡wrimt'nts with A/. /ubmulo.1is. 

This work aimnl at comparing the cour~e of inli.:ction between 
ma!t's ami fi·maks, castrated ami non-castratcd animals using a 
modl'l ni' progrl's~ivc pulmonary TB in BALB/c mire infi·cted hy 
intratracheal route with a high dose ofthe laboratmy Al. tubaculosis 
,¡r;tin H37Rv. \Ve assnstd smYi\'al, the pulmonony inllammlltory 
!'('spomc, hacillary loads, inunmw rnpmlSI' (analizing rytokine 
~~·n¡· rxpressinn (1<-tnmined hy R'I'~PCR) and snum t<·stostermu· 
kwk In ordtr to inn·stigatc thc dkt'ts of tht' testosteronc 
.,uprc~sion during latt' progrtssiw disease, we abo analized tht 
,ame parameters in the lungs ofmalrs llALll/c mice castrated two 
mnnths alkr infertion aml cuthanizcd om· month latt:r. 

Materials and Methods 

Ethics Statements 
Al! tht animal work was dmw at:t:onling lo the g:uiddines of the 

.\lexican constitution law NO~f 062-200~1999, ami approval of 
1he Ethical Committce IOr Experimcntation in Animals of the 
'\ational lnstitut(' of 1Icdical Sciences and NU!rition in ~Icxico 
,(:J:'\VA), pnmit numhcr: 224. Al! surgc1y was periOrmed uudcr 
,cvo!luorane anaesthrsia, and all diOrts wen· nm<k to minimizt: 
'111li·rlng. 

Experimental Model of Progressive Pulmonary TB in 
BALB/c Mice 

The expt'l'inwntal modcl ofprogrcssin· pulmonary TB has been 
dt·s!'rilwd in detail rlscwlwn~ l2 1 ,22j. Brif'fly, the lahoratory 
.\!;wl111doium tulwnt!wi_~ strain H37Rv (ATCC No. 2:>613) was 
t,\I'OWH in ~·Iiddlebrook 7H9 broth (DJFCO) supplementcd with 
o.:zu., (v/v) glyct'rol, lO% Ü.r\DC enridmwnt (DIFCO), ami 
o.o:zÚ·o (dv) Twccn~no at :H°C. Mid log--phasí' (·uhurcs wc1T uscd 
tiJr all t·xpl~riments. ~·lycohactnia wt·rc· í'OUntrd and storcd at -
l:() (: UlltilHSt'.fiacteriaJ aJiquots \\'Cf(' tha\\'t'd amJ¡mlst~smÜcated 
lO IT!IIO\T ciump~. 

:\ ,gronp of4."J BALB/c mall:' micc, H-werk-old and 21-23 gr of 
11 l'Í~ht were gonadedomized by removing hoth tt·slt's troug:h a 
.,urgical incision along the median lim· uf the scrotum under 
,u¡¡·sthestt"sia in gas chamber using 0.2 mi ¡xr mome of 
,rvolluor;uw. Othcr group with the same numb(')' of animals 
cmn·spu!Hkd to the sham group; in these micc, ¡¡ midline incision 
.don.~ tlw -;tTotum \\'<tS madt' and thmug-h it hoth ll'slc.~ \l't'l't" ¡mllcd 
ot\1 and tiH'n reinserted. The skin was stiched with stcrile silk. 

In a similar way, a gmup of ·1.') BALB/c kmak micf", 8-week
o!d and 21--·2:1 gr of weight, wa.~ gonadcctomized by removing 
l !Oih o\'arin through bilateral incision-; owr the dorsum under 
.111nthcstesia in g:as chamber using: 0.2 mi per mouse of' 
.,t·vollunnuw. In the sham operation g:roup, ovaries were identilied 
.md the snrgical incision was thcn stitt:hed with sterik silk. Afkr 
1\\'0 weeb fiJr l't't'o\·ering, all the animals were atH'sthetized in gas 
t-hounber using: 0.1 mi per muuse of sevolluorane, and infeclt'd 
1hro1tgl1 t·ndo-tracheal instillation with 2.:J x 10·, live hacilli into a 
cahint·t len·! 111 of biosccurity. ~-lice \\TH' maintain('d in vertical 
po~ition tuHil spontanrous rt:'cm·t:'ry. Inkcted mice wen: main~ 
1ainnl in g:roup~ ol' li\'e in rages litted with mino-isolators 
.-unmTted to nq.~ative pressure in bimati:ty level JIJ litcilities. 
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Animals were kept with lig:hts on fi'om 6.Uü-l !tOO hr and fet:d 
with sterilized chow ad libitum ami drinking: auturlaved water. 
Uroups of five animals were euthaniz('d into a cabinet biosecurity 
!e\'l'J Ili al 1, 3, ] 1 14, 21 1 23, and 6{) days post inftTIÍon by 
t'Xsanguinations under anaesthesia with 56 mg/Kg of intraperito
neal pentoharhital. Thr{'e lungs, r:iglu or lcft, per time pn.int Wl'IT 

lha·d antl prepared for histopathological studies. t\ftn eliminating 
hilar lymph nodes ami thymic tissues, seven luug:s mort· wcre 
li·ozen and képt to -70''C IOr hacilli loads detennination ami gene 
expn·ssion studies in two separated experiments. Ten animals per 
group \\Trt' left untouchcd and thc mortality was rccordcd in ord{'r 
to nmstrurt survival g:raphs. Animals were moniton:d cVCI)' day 
and wlwn they shnwl'd ahnormalitil's sul'h as rl'spiratory 
insuliciency, accenhmted caquexia or total immobilization thcy 
wcre humantly cuthanizt:d under anrsthcsia indun·d by intrapcr
itoneal pentobarbital. 

Preparation of Lung Tissue for Histological Analysis and 
Morphometry 

Lung:s [i·om infeckd mire were perlüsed with lO% fornmldt'~ 

hydt· dilutcd with in PBS via the trachca, ii.xt·d IOr 24 hr and 
¡·mlwddt·d in paral1in. Sn:tions, ;) ~un thick, taken through tht· 
hilus wne mountrd on g:lass slidl's, deparaffinizni, and stain('{l 
with hematoxylin ancl cosin, For quantiflcation of inllammatory 
inllltratcs, at leas! tlmcc difl{·renl mire lungs per time point in two 
diffen:nt experimcnts Wt're evaluated. Ten random microscopy 
fidds werc sdcctcd at x20 magnilication. Thc area occupicd by 
thc inllanunatmy inliltmtc around thc vemJits (lOO 11 ofdiamctc:r), 
bronchi (150-200 ~t of diametcr) and in the alveolar-eapillary 
intcrstitium, as well as thc g:ranuloma sizc ami thc lung surÜll'c 
m·<·upi('(l hy pneumonia wnc nwasurt'd in a Q-win l.(·ica 500 
morphomctiy cquipment f23]. 

Determination of Colony-Forming Units (CFU) in lnfected 
Lungs 

Right or left lunw; ftom four mire al earh time point, in two 
separate experimcnts, wcre used f01: colony counting:. Lungs wcrc 
homogenizt·<l with a Polytron (Kincmatica, l.uzrrn, Switzerland) 
in sterile 50 mi tubes mntaining 3 mi of isotonic salinc. Four 
dilutions of cach homogenate were sprcad onto duplicate platt·s 
containing Bacto ~liddkhrook 7H10 agar (Difi·o l.abs, l)l'lroit 
111, CSA) enriched with olcic acid, :tlbumin, ratalase and 
dextrose. Incubation time ami colony counting was 21 days f2:1l 

Real Time PCR Analysis of Cytokines in Lung 
Homogenates 

Left or right lung lobts from thret" dillf:.rcnt mict~ per g:roup in 
two dillácnt cxpcriments were US<'d to isolate mRNA using tlw 
RNea~y ~Iini Kit (Qiagen), according to rtTonum·ndations uf the 
manubcturt:'r. Quality and quantity of 1~:\fA were e\·aluated 
through spt·t·trophotonwtl)' (2G0/2BO) ami on agarose gels. 
Revcrsc transrription of the mRNA was prrfornwd using .~ ~tg 

RNA, oligo-dT, aml the Omniscript kit (Qjagm, lnc). Real-time 
PCR was periOnned ming the 7.')00 real time PCR systcm 
(Applied lliosyslems, USA) aml QuantittTI SYBR Green ~<fas

tennix kit (Qjagt"n). Standard curves of quantilied and diluted 
PCR product, as we!l as ncgative t·ontrols, wt·rc indudcd in each 
PCR nm. SptTi!ir prinwrs fc1r g1~nt·s enmding acidic rihosomal 
prottin (RLPO) as house kccping gene (FWD: 5 '-CTC TCG CTT 
TC:T GGA GGG TG-3'; RV: '>'-ACG CGC 'ITG TAC CCA 
TTG AT~::l'), TNF-o:, IF:\f~y, llrl2, i~OS, IL17, wcrc desig:ned 
using the prngnun Primer Express {Applied Biosystems, USA) 
[24]. 
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Figure 1. Survival and pulmonary badlll loads comparisons among male and female BALB/c mlce, castrated and non-castrated. 
Mice were infected by intratracheal route with Mycobacterium tuberculosis H37Rv. A) Survival curve constructed with 20 mice, male mice showed 
significant lower survival difference when compared with female mice (p<O.OOS, lag rank test). B) lung bacteria! burdens, m ice were sacrificed at the 
indicated days after infection, and lungs (n=4 per time point) were used for determination of colony forming units. At late disease, male mice 
showed significant higher baciiH loads than the other groups. Asterisks represent statistical significance. 
doi: 1 0.1371/journal.pone.009383l.g001 

Cyding conditions m('d wcrc: initial dr·naturation al 9!'J"'C !Or 
!S m in, lhllowcd by 40 ryclc~ at !15°C fiw 20 st:<, ()O"C f{)¡· 20 scc, 
72"C fOr 34 st·c. Qnantiti•s o!' tllt' specific mR.1~A in the sample 
wne measurt·d acconling lo tlw corrt'sponding: gene specilic 
standard. Thc mRNA ropy numlwr nf cach cytokinr was rclatcd 
to om· mi Ilion •opics of mR.\'A t·nroding tlu: RLPO gf'ne [2.1!. 

Kinetics of T estosterone Concentration in Serum and the 
Effect of Gonadectomi2ed Male Mice during Late 
Progressive Disease 

Serum testusterone len·ls from maJe min· wne nlt'asur•d using: 
an \Sflt'CÍiic testosterone ELISA kit for mouse (EIA 1559, DRG 
lnstruments, GmbH, Gcrmany), IOI!owing tht: recommendations 
of the manub.cturer and reading al 4.'10 nm in a Tccan Sunrise 
microtikr plate reader. Two indep•ndent experimenl of gonad
tTlOJll)' during lak progressin· disease wt·re carri•d out in 20 
maks 13-week-old Br\LB/ r mire infi:cted via the intratracheal 
route as above dcscribrd. Two mollls alter inlt::ction, 10 animals 
wrrr castrated ami other group \\~th the same munbn or animals 
was sham o¡wrakd as dt'st:ribed aboYe. On day :W after ca~tl'ation 
(90 day po~tinf~rtion), animals were euthanized ami pulmonaty 
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morphometry, bacilli loads ami ~":)'tokines expres"i011 \\Tn· 

clt-tnmincd <l:'.' dcscl"ibed :1.bove. 

Statistical Analysis 
Data an· prt'snltl'd as tlll' mean ± standard ckviation. 

Difkrenres among gnmps werc cvaluated by thc .-\nova F tes!. 
whereas thc Studem f tnt was used for lürtlwr analy~is among
group difll-n·nt.:es. SmYival nnYe~ wne analyzt:d with Kaplan 
i\feir plots ami thc Log Rank test. An associatcd probahility !own 
than 0.0.'), W<IS consitkrt'd si~nificant. 

Results 

Effect of Mice Gender and Gonadectomy on Survival and 
Bacteria! Numbers after lnfection with M. Tuberculosis 

In ordn to stndy the ei!Ctt of the g<mltr in tlw coursc ni 
(·x¡wrimcntal TB, groups ofnon-<aslratcd mak (¡\1) ami kmak ,y. 
ami caqratnl (Ci\1, CV¡ B.-\LB/c mire wnc inkctc·d h) tiH 
intratrarheal route with the rd'i-'rt:'nce stmin H37Rv. Forty pt·¡n·m 
of .\1 mice survin~d alier limr months nf inli:·ction. In contra~!. 

inf•t't•d F mirt: show•d 7.)~;, sun~val rate, a simil;u- smyi\·al la\t 
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Figure 2. Kinetlcs of lnflammatory infiltrates in the lungs of infected BALB/c m lee and representative pulmonary hlstopathology. A) 
Kinetics of inflammatory infiltrates in the lungs of noncastrated and castrated male and female mice. Three lungs from the same number of different 
animals for each time point were prepared for histological analysis; the inflammatory area in each indicated compartment was determined by 
<lUtomated morphometry. Asterisks represent statistical differences. 8) Representative histopathology of the lung of mice after 21 days of infection, 
left figure correspond toa male mouse which shows scarce inflammatory infiltrate in the peri-bronchial and perivascu\ar areas (arrow), while in the 
right micrograph is a similar histological area from a female mouse with larger inflammatory inflltrates (arrows) induding the alveolar-capillary 
interstitium (asterisk). (hematoxylin/eosin, JOOx magnification). 
doi: 10.1371/journal.pone.0093B31.g002 

11a~ sc·c·n in CF mire, while 6W'/r, ofC.\1 mic·¡· wen· a!in· afi.t-r 120 
tlays po~t-inft·ction (Fig:. 1 }. These smvival rates rorrelated with the 
liv!' hacilli burdrns in lung homog(·nates. Since day 14, .\1 
¡·"hihit('(l higlwr numl)('r of CFU than Ci\1, F ami CF ~TOHJK 
'-'i~nilirant ditli.•JTnct·s \\TIT ob,erved sine< day 21. being: the C~·l 
~roup that showed the lowest hacilli !oads al day !\0 (Fig. 1}. 

Effect of Gender and Gonadectomy on the lnflammatory 
Response during Experimental Pulmonary TB 

Sig:nilirantly hig:her inlbmmatory inliltrate wnstitutcd by 
l~1nphncytn ami macrophages was SlTil in a!J nf the hmg 
t"tHnpartments (al\'t~olar-capillary interstitiltm, pnivasrt1lar and 
¡Jt"rihronrhial are as) ofCi\1 and F than i\1, from da y 1 up to tht· 2B 
indudl'(l (Fig. 2). F ami CF did not show si,L,'llilieant difláences in 
lit(' inllammatory response, thus this group i~ not prcsent in the 
lig:url'. 

Lung:s Ji·om ( ;i\[ ami F showed wdl lürmed, similar size 
~rano!oma-; at ont· wcl'k alkr inft·ctinn, whi!t" ,\lt·xhibitcd smalkr 
~ranulom;¡-; aft<r two we.k.s of infl.'ction and during: tlw rest of thc 
mkction (Fig. 3}. C.i\1 and F mice shoWt:d small patches of 
¡mnunonia afli:rtíng ks~ than 10% of tlw lung surlitn· aHt·r tlm·c 
,,·e•k-i of infection, whilt· in :\·1 group pneumonia ~tartt'd one week 
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later and it was signi!icant lower than in C;\l ami F mice, hut 
during late infection at day 60 lung consolidation was similou 
among the groups (Fig. 3}. 

Cytokines Gene Expression in the Lungs of lnfected Mice 
Th, <XJHcssion of the pro-inflammatmy q1okine~ TNF-ct, JI,-

12, lFN-y and IL-17, as wdl as iNOS was highn in F <tll(l C.i\1 
than in .i\1 mi<"c (Fig. 4}, while then· wf'rc nnt signifi.cant dilli-rcnrcs 
bdween F ami CF in any of tlw studied cytokines (data not 
shown). F and C:\1 showed progrcssiw cxpression of TNF-:t., 
higlwr than :v1 in alltlw time points l)('ing signillcant at day 14 and 
21, the i\IC group .showed the highest TNFo-: ex¡m:ssion. The 
exprcssion of IFN-y, IL-12 and IL-17 was similar in F and Ci\I 
and higlwr than in ?vi micc, heing significam during carly 
inf<ction, alter the first and second Wt't'ks: while iXOS was also 
higher cxpressed in F ami MC than in ~1, with signilicant 
diOt-renccs during thc !irst month of inR·rtion (Fig. 4}. 

T estosterone Serum Concentrations and the Effect of 
Male Castration during Advanced Disease 

Tllt' kinetit:s of sL-rum tt·stosteront' concnHration along exper
imental pulmonary TB showed 1-1.5 ng/ml during the tirst week 
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Figure 3, Determination of granuloma slze and pneumonla in the lungs after 28 days of infectlon. A) Size 1n square microns of 
granulomas and the percentage of the lung surface affected by pneumonia determined by automated morphometry in at least 3 mice per time point 
and conditlon, asterisks represent statistical significance. B) low power histological fields of the infected lung from a non-castrated ma!e mouse (left 
figure) and female mouse (right figure) after 28 days of infection. The lung of female mouse shows more extensive area of pneumonia (asterisk) and 
bigger granulomas (arrows) than the maJe mouse (hematoxylin/eosin, lOx magniflcation). 
doi:l 0.1371/journaLpone.009383l.g003 

of infi,ction; at day 1+ a four fold incrcasc was detrnnined ami it 
was maintained in similar cmwt·ntrations until day 60, excepl at 
day 21 when the ma:-,:imal ll'Siostc·rom· conu·ntmtion was dctectcd 
(fl ng/ml +/-2) (Fig . .')). High trstostcrnnc contTntrations 
coincided with progn·ssive pulmonary inflanunation due to 
gTanuloma'> and pnrumonia IOrmation, snggcsting that the 
incrcnwnt of tcstnstcrmw produnion rould contribuk to ('ontrol 
tissut' damage by excessi\'e inflammation but this could also permit 
bacillary prolili:ration. In ordcr to invcstigatc this ¡)Oint a group of 
infhwd maJe mkc wen· rastratc·d at da y fiO nf infection ami mu· 
month later animals wne t-uthanized to determine pulmonary 
bacilli burdcns, extcnsion or pnrumonia ami thr cxprcs~ion or 
sonw pro-inllammatnry cytokinf's. In comparison with the sham 
control g-roup, gonadrctomized male mice showed sig;nilicant 
decrt"ase of bacilli loads ami ¡m<·umonia, as well as highn 
<"xpr('ssion of TNF-:1. (p::: 0,00 !), IL-12 (p = 0,00~) nnd 1 F.\'-y 
(non-signifirant} (Fig. 6). 

Discussion 

~Jt,n·than 70~;, oftbt,st· indi\'iduals who ckwlop artin· TB are 
mal<s [Gl, :uul wide epidemiological studi<s in <ndemic areas !i·om 
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dcn·loping countries hav(' shown that males sufliT more st'VI'tT 

disease, higher rates of HTtlll transmi~sion, more reartivatÍ!lll ! ,J 
latl'nt inkction ami poorer treatmtnt outcome~ [2!lJ. Thc~c 

diffcrcnccs IHH"I' lwrn amihutrd to socimTonnmic ami ('Uitural 
f<u:tur~ leading to barrin~ in atn•ssing health can· system-;, \\'hich 
might cause under notitication in women [27]. 1--:lowcvcr, bro;u! 
epidemiological studit·s in ~,lcxico l2GJ and India [2H ha\T 
demonstrat.d, that the higher ratt' of pulmonary TB dl'tertn! in 
mcn is not attrihutablt- ¡o unequal acccss lo health servic('s lór ib 
diagnostic ami lrl'alllll'l1t, in fad tJH' proportion of \\'OlHCJl \\'ht> 
were scrcened fór TB diagnosis was grt'ater than in m<n [21i]. 
Although nwn are more likdy to n-por! risk hlctors that han· llt'cn 
assodatcd with cxposurr to ,\/, (idn·rmf,)_~i.l, surh a~ imp1 isonm!"ll! 
[291, sheltt'r n:sidrll!'\ r:m], alcohol al}(ltobacw ronsuming f:-11]. 
In ÜKI, comprehcnsiw cast" rontrol stndics in \Vest ,\Ji-it"all 
t·ountrics l:{2j ami in Bangladl'sh L:l:)j ('()nduded, that mak 
g<mlrr i-; a ri-;k titctnr ft)r TB indt-p<nd,nt of othcr ex;nni1wd 
tactors. 

The dilll•JTnn·s in TB ratt"s hetwctn f{·malcs and maln han· 
also been ;¡ttrihult'd to biulogical fitctors fG]. In this rq.:anl. 
polynunvhisms or nHJI,11ions in genes located in chrommoml' X 
ran conlá mnrc TB su~rt'ptihility in males [:H,:tij, ¡¡~ Wl'll a~ 
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Figure 4. Klnetics of pro-lnflammatory cytokines andINOS gene expression determlned by RT~PCR In the lnfected lungs. Castrated 
males and noncastrated male and female BALB/c mke were infected with Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv and euthanized at different time
points. The lungs from three different animals at each time-point were used to determine the gene expression of the indicated cytokine. Asterisks 
represent statistical significance between the represented groups. 
doi:l 0.1371/journal.pone.0093831.g004 

'Pt'{'ilic ll·atures or mt'labolism ancl nutrition rdakd to gt>nder 
¡.%J, m· ;matomical and hmction;·tl dill(·n_·m·cs in thc re.,pimtmy 
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Figure S. Serum testosterone concentratlon along pulmonary 
tuberculosis. Sera from mafe non-castrated mke were used to 
determine testosterone by ELISA in the indicated time points after 
intratracheal infection with M. tuberculosis strain H37Rv. Data are 
expressed as means and standard deviation of six m ice per time point. 
doi: 1 0.1371/journal.pone.0093831.g005 
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trae! betwet>n males ami ICmales [37]. Xt>verthelcss, perhaps the 
most imporbnt biologiwl factor a<;soriatt:d to diflt·n·nt TB 
susceptibility bctwt't'll malt"s a!Hl femalcs is the inuntmt' n:gulatury 
activitit:s of the sexual hormones {1). Our results reinforce this 
statem.cnt by the demonstration that maJe BALB/c mice t·xhibitcd 
hight>r mortality and bacilli hurdens with lower inllammation than 
ft·male mic• and these dilren·nres Wert' prt>vented in castratl:'CI 
male mire. 

In gcnt'ral, it set~ms that androgens haw suppn'.~sivt· efi(:('ts on 
the celular and humoral immune responses, so thcy can he 
ronsid,n·d a~ natural anti-inflamnmtory hormones f3l1], whercas 
estrogens enhance humoral immunity and afk-d balance ofT ami 
B ('(·lis l!~iJ. Regarding to TB this should be important hcrau•w 
host control of mycobanerial inll-ction, in both human ami mouse, 
has been assuciated with Thl n·lls and ac.:tivated manophagn; 
[39l Experinwntal studies in mit:e have demonstratt"d more maJe 
sus¡·t·ptihility to ,\{ymhrtdaium !11JJmnurium l..j.OJ, .H. fll'ium l'omplcx 
f20], ami M. marinum fl9]. Tlw tt·eatmcnt with testostnon> 
innt'as•s susceptibility to 1\1. marinum fl !J,lll], whik administration 
uf estradio! restored the burdt"n oLH. arium bacilli in CF mire f20]. 
However, it is important tu t:onsidn that sex stnuids have 
di!láent huwtions, cvcn opposite activities, depending on their 
conccntratiuns. This is partirularly cvident in li:-ma!es that 
t'Xhibited <;ignificant fluctuations during· tlw menstrual cyde ami 
in ~pecillc physiulogical stalt's ~uch as in preh'llitlll'}' or menopau~e. 
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Figure 6. Effect of orchldectomy In BALB/c m lee after 60 days of infection, Ma!e mke were infected intratracheal!y with M. tuberwl05is 
strain H37Rv and after two months one group of six animals were castrated and other group was sham operated. One month after castration animals 
were euthanized and their lungs were used to determine bacilli burdeos, tissue damage and gene expression of TNF'i: and ll-12. Castrated mice 
showed lower bacilfi loads and tissue damage with higher expression of TNh: and IL-12 than control mice. Asterisks represent statistical significance. 
doi:10.1371/journal.pone.0093831.g006 

Xloreow-r, high lrstostnone levds could result in high l·orti~ol 

lc\"t·ls ami an associated rt:"durtion in immune hmction [·ll}. 
Our n:,;ults shmwd that BALll/c tuhcrndous .\1 mire died 

signilicantly carlier ami have higher pulmonary hacilli loads 
durin~ late disease than tuberculous F mict". Thus, 1vl min· are 
more susceptible lo ,\/. !ulmmlv.1Ú inl!::ction. Estradiol, the 
prototypc of fCmaJe Stcroid hnHllOilC h<IS significan! inlluei\CC Oll 
in!l<lnun<~tion [42], bvoring inllamm<ltory rdl migratinn by 
inducing thc cxpn·ssion of mRNA I(Jr adhesion molrcules (E
selectin, ICAM-1, and \'CA:\·1-!) mediatt"d by TNF-:-t in 
endothclial ccl!s. This is in agrccment with nur mmvhnmct1y 
rcsults that showcd in F mice c¡¡rJicr granuloma l(mnation ami 
higlwr inllanunation in all lung compartments than 11 mict". F 
min~ also showed al\'eolar inllammation (pneumunia funnation) 
one wcck betüre than 11, in coexi;;tt"nrc with highcr pro
intlammatory cytokines exprc5sion and lowcr bacilli burd<"m. In 
latt" dist:"ase, at day GO post-inl'eetion, F mice showed lower bat"illi 
burdens than 11 but with similar lung consolidation, implying: tlmt 
F could su{f,r mort" tissue damage by excessi\"l" inflammation. 
Ovariectomizt"d DBA/2 mice in!Cctcd by the intratrarheal route 
with JI. mium showcd signilicantly higher bacil!i burdens than 
sham F mict:" f20]. In contrast, we did nut found diflt·JTIH.Ts in 
terms uf monality all(l harilli burdens in tulwrculous F ant! ( :F 
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mire. Thtst" apparent rontradictmy resuhs rould h< explaint-d 1)\ 
thc participa! ion of diwrst:" brtors, such as the dill"erent mou~c 
;;¡rain and infc·ctious agcnt with dilli:rcnt viruknrc lc\TI (lo11 
\~ruknn~ of" ,\/. mium ami high virulencf' of ,\/. luhmulr"i.,) ancl 
antigenic constitll!ion. Indted, the quality ami quantity of antigt·n 
stimu!ation can changt:" the len·! of sex hormone n·reptor~ 

cxprcsscd by manophagt·s ami hence modulating tlwir rnpml~t· 
{43). The participation f~f othn Sf~x hormones, such as gnnado
trophin rcJe;¡sj¡¡g hormone whirh is ele\·ated in gonadectomizn! 
animals, can also p01rlit·ipate in the protection of CF min·. 
considering that this hormone promotes both T rt:"ll txpansion ;md 
Slll"\'ival [4·1J. lt i;; al~o importan! to mnsidn tlw hnst genl"li1 
background, prC'vinus studin shmwd mon· rcsistanct" to atypical 
mycobaetl"ria inkction in C57BI or DB.\/2 ~~ mit"i:" than in 
B,\LB/c M mice [19]. 

lntercstingly, C.\1 mice showcd betltT survi\·al rate ami lml't'l 
pulmunary bacilli burdens than ;\lmice. Then·lim:;, it seems that 
the lowt"rt:"d TB resistann· in ;\f mice is in part nwdialt:"d h\ 
testosterone. ;\b[e t'astratiun alkr pubeny in mice inneast"d 
thymm ami spk<·n sizc with higher number ol"pniphnal ( :D-t and 
CDB T rdk Tiwsc· rdh also showed more \~gorou" prolikra!Ím1 
;¡fter spet"iflc antigen stimulatiun ami transiently n.:hibit esag~t"t
;¡tcd rnpon~es lo ~·o~timulation ¡:m1. Thcsc ubsctvations 1\Ttc in 
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.tgrt'c·ment with our rtmlts that showed in 1nbercnlous C~1 mirt, 
mor~"' pulmonary inllammation with highn pro-inllammatory 
1 ~ tokim· c·xprcssion and higgcr granulmnas than in ~ 1 m in·. C:Od 
min· 1/mm·d granulomas onc weck hdilrt' with signilinmt lnwn 
hacilli loads than ~-!. Althoug-h, hmg ar~:a alli:rtt'd by pneumunia 
.1t latt• di.,east' wa..; similar in Ci\1 than i\L suggesting that a~ in F 
~roup, !'a~tration could Htvor exressh·c· in!lammation ami tissw· 
damagc. In this scm.c, thc lllct 1hat human maks with modnale to 
'cwrc TB had dl"'rTeast·d tntosttrone le\·els in ~l'l''' with mndtst 
inrn·a~es of rstradiol conrentrations, may be \'itwnl as an 
tmstm·cs.:;ful attrmpt to improw ccll nwdialt·d immune protcclivc 
nwdwnisnH [·l.SJ. In rontrast to tlwsc rcsuhs in humans, our 
rcsult~ showed that BALB/r tub<!n!lous :\1 mice innc:ased 
tC"sto~tnotw serum kwls in coincidt·nre with prugrt'ssiv~ inllam
Jll<llion, lhm1 day 14 when granulomas starl 1hci1· formation until 
day liO, whc:n substantial lung arca i~ alliTtcd hy plwmnonia. 
l'lwst' rrsults sugg:est that ttstostc:rom· might lw involn·d in the 

modulation of inflammation, dt:neasiHR tissu~ damage by 
c·xcJ·~si\'1' inllammation. How1·vn, this modulation of inllamma

tinn might dec..:n·ase the protective pro-inllammatory qtokincs 
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production [wouring: bacilli growth ami disease prog:ression. This 

statemenl W<H supported by our l't'sults lúnn male mire castrated 

al la\(' aftin· disc·as<' (day fiO), that showcd lo\\TI' pulmnnal)' harilli 

load~ ami higher eXJ_m·ssion ofTNFet., IL-12 and U'N-y than non
castratrd micc . 

In conclusion, _:.....¡ mice are mort' susn·ptiblr to Tll than F mirt'. 
This highn susceptibility was pn·\'<'l!trd by castration belürc 

inl(·dion or during !ate di~~·ase, suggcsting that tcstostnmH' i.:; a 
pot~ntial susceptihility factor. These experimental rnults show 

that the endocrine systems, in this c;¡st· thc sexual hormon('s, 

substantially modifies tht' activity of the inunune sylem ami the 

inllammatnry response in!hwncing the coursc of experimental 

puhnonary 'I'B. 
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l. lntroduction 

SUMMARY 

Background: The chronic nature of tuberculosis and the protracted immuno-infiammatory reaction" .trr 
implied in a series of metabolic and immune-endocrine changes accompanying the disease. We explor('d 
components from the hypothalamous-pituitary-gonadal axis and their relationship with cyto~nles 
involved in disease immunopathology, in male TB patients. 
Metlwds: Plasma samples from 36 active untreated pulmonary TB male patients were used to dete1 mi!w 
TNF-a, IFN-y, TGF-~. IL-6, cortisol, dehydroepiandrosterone, testosterone, progesterone, estradiol. lutei

nizing hormone (LH) and follicle-stimulating hormone (FSH) by EUSA. Healthy controls correspondt·d to 
21 volunteers without contact with TB patients and similar age ( 40 ± 16,8 years). Testicular histological 
samples from necropsies of patients dying from TB were immune-stained for IL-1 f3, TNF-'l. IL-6 ami IFN
y. The TM3 mouse Leydig cellline was incubated with recombinants TNF-11, IFN-y and TGF-11. super
natants were collected and used to measure testosterone by ELISA. 
Resu/ts: Patients showed decreased Jevels of testosterone in presence of high amounts of tH. togdhe1 
with augmented IFN~y, IL-6 and TGF~~ levels. Testicular histological sections showed abundant pre~t·nce 
of JL-1 J3, TNF-(l, IL-6 and IFN~y in interstitial macrophages, Sertoli cells and some spermatogonia. In l'itro 
treatment of leydig cells with these cytokines Jed toa remrtrkable reduction of testosterone produoion. 

o 2015 Elsevier Ud. Al! rights rese1ved. 

One-third of the human population is infected by 

of the host to mount an effective response [2]. In individuals 
wherein the immune response fails to dear the pathogen, a sort of 
kind of trade-off between the host and microbe takes plact>. in 
many cases resulting in a misdirected response which contrilmtes 
to the development of different levels of tissue damage, as h the 
case of TB [3.4]. Earlier studies by our group indicate that dy'ire
gulated immune responses during human TB translate in an 
excessive production of pro~inflammatory cytokines which are 
known to slimulate the endocrine system promoting ,m unf,wor
able environment, either for the development of a protective im
mune response, or the clinical status of patients ]5.6]. This bcars 
sorne relationship with the víew that chronic stressful condit ion~ 
may lead to protracted responses not always beneficia! ¡·; '· 1.e.: 

M. tuberculosis, the camative agent of tuberculosis (TB). The 
dcvelopment of clinical TB occurs in 5%-10% ofthem at some point 
in their lives, for reasons that are not complete!y understood [ lJ, As 
yet, the development ofTB seems to depend on a relatively inability 
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endncrine abnormalities involving disturbances of the HP Adre na! 
(HPA) and Gonadal (HPG) axes, among others. 

In this regard, we have shown that patients with newly diag
nosed pulmonary TB present augmented systemic concentrations 
uf interferon gamma (IFN-y), interleukin 10 (IL-10), interleukin 6 
( IL-b }, and Cortisol, in presence of decreased amounts of adre na! 
<lnd gonadal androgens !5], as seen in other reports documenting 
decreased levels ofDHEA in serum ]R] or urine !~)1 from TB patients. 

As well as modulating each other production, adrenal and sex 
<>teroids have important effects on immune cell development and 
fundion, mainly because immune cells express diverse honnone 
receptors ! lO J. lt follows that interactions between the HPG and 
HPA axes with the immune system. are toa great extent involved in 
the ultimate effects of the anti-infectious response. 

In expanding our knowledge into this kind of immune: 
endocrine communication, the present study was initially 
<Htdressed to explore the eventual relationship between compo
nents mainly from the HPG axis with cytokines involved in the 
immune and inflammatory response, of maJe TB patients. One 
finding to ren1ark was the detection of decreased Jevels of testos
terone in presence of higher amounts of Juteinizing hormone (LH), 
suggesting that testosterone secretion may be modulated by in si tu 
influences arisen hecause of the infectious process, i.e., cytokines. 
According to this assumption, testicular histological samples from 
nen opsies of patients dying from TB were immune-stained for 
sewral pro-inflammatory cytokines which revealed an abundant 
presPnce of interleukin 1 beta (IL-1 B). tumor necrosis factor alpha 
{TNF-a), IL-6 and JFN-y in interstitial macrophages, Sertoli ce lis and 
some spermatogonia. 

With this evidence in hand, a mouse-derived Leydig cell line 
was then cultured and exposed to different concentrations of cy
tokines relevant in TB immunopathology, those were TNF-a, IFN-y 
and transforming growth factor beta (TGF-B). lt was found that 
in \'ICro treatment with the three cytokines Jed to a remarkable 
reduction of testosterone production. 

Taken together, present results point out to a novel and inter
esting implication of the inflammatory response during tubercu
tosb in the disturbed production of gonadal steroids. 

2. Materials and methods 

2.1. Sample population 

Tllirty six newly diagnosed active pulmonary TB patients were 
enrolled in this study. All individuals were HIV negative and were 
untreated at the time of blood collection. All patients were males, 
and aged 42 (26-55) years (median, 25-75 percentiles), and their 
sputum was positive for acid-fast bacilli. Disease severity was 
determined through the X-ray pattern and classified into three 
categories: mild (a single lobe involved, and without visible cav
íties. n = 12) moderare (unilateral involvement of2 or more lobes 
with cavities, if present, reaching a total diameter no greater than 
4 cm. 12 cases) and severe (bilateral disease and multiple cavities, 
12 c.1ses). Twenty one volunteers, age-matched (44 (35-55) years} 
males with no clinical or serological evidence of an associated 
dise.1se and the antecedent of contact with TB patients (healthy 
conlacts -HCo-) were also included. All individuals gave informed 
consent for participating in the study and the protocol was 
approved by the ethical committee at the Medica! Sciences School, 
University of Rosario, Argentina. Exclusion criteria comprised: pa
thologies affecting the hypothalamus-pítuitary-adrenal axis (i.e., 
tumor, vascular), direct compromise ofthe adre na! gland, age under 
18, or any disorder requiring treatment with corticosteroids, 
immunosuppressors or immunomodulators. · 

2.2. Plasma measurements 

Blood samples were collected from patients and healthy vol
unteers at 8:00am. Plasma was obtained from EDTA-treated blood. 
Following addition of aprotinin ( 100 U/mi plasma; Trasylol, Bayer, 
Germany), samples were prese1ved at -20 "C. TNF-a, IFN-y, TGF-P 
(Pharmingen, Germany), IL-6 (Amersham, UK), cortisol, DHEA, 
testosterone, progesterone, estradiol, Luteinizing Honnone (LH) 
and Follicle-Stimulating Hormone (FSH) (DRG Systems, Germany, 
in all cases) concentrations were determined using commercially 
available ELISA kits. The detection limits and the Coefficient Vari
ation% (CV) were, respectively: IFN-y: 4.7 pgfml; TGF-~: 2 pg/ml, 
CV: 1; TNF-a: 7.8 pgfml; JL-6 0.1 pgfml, cortisol: 2.5 ng/ml, CV: 
8.1-5.6; DHEA: 0.1 ng/ml, CV: 3.52-2.64; progesterone 2 ngfml, 
CV: 5.4-6.86; testosterone: 0.07 ngfml, CV: 4.16-3.34; estradiol: 
4.6 pgfml, CV: 6.81-4.13; LH: 0.2 ngfml (range assay: 
0.86-100 m!UfmL), CV: 7.62-4.57; and FSH: 0.4 ~g/ di (range assay: 
1.27-200 miUfmL), CV: 7.91-4.18. Results were expressed as the 
average of two determinations (pg/ml) in an ELISA microplate 
reader at 450 nm. Cytokines were quantified using reference 
standard curves generated with human recombinant cytokines. 
Recent parallel studies by measuring cortisol or DHEAS in plasma 
(by ELISA with aprotinin) or serum (by electrochemoluminiscence 
without aprotinin) in the same blood samples, yielded quite similar 
results (the correlation coefficient was nearly to 1 in both cases). 

2.3. Cytokine detection by immunoliistoc/1emistry in testicular 
samples 

In order to determine the local cytokine production by immu
nohistochemistry, paraffin-embedded testicles from three nec
ropsies of patients dying fron't TB with extensive cavitary bilateral 
disease and three from non-infective illness as controls (extensive 
kidney cortical necrosis and two cases of leukemia) were studied. 
Samples were obtained from files of the Pathology Department at 
the National lnstitute of Medical Sciences and Nutrition Salvador 
Zubirán, México. Tissue samples were obtained during legally 
.1uthorized autopsies with signed pennission by a relative, who 
agreed to the donation of tissue samples for the present study. 

Tissue sections were desparaffinized and maintained in PBS 
Tween 20, the endogenous peroxidase activity was blocked with 
peroxidase blocker reagent (BioSB, USA) during 30 min. After 
blocking with the background sniper (BIOCARE Medica!, USA), tis
sue sections were incubated with primary antibodies overnight at 
4 oc at optimal dilutions. The used primary antibodies were to 
detect: TNF-u. (mouse monoclonal antibody; Santa Cruz Biotech
nology, USA), IFN-y (goat polyclonal antibody; Santa Cruz 
Biotechnology, USA), TGF-B (rabbit polyclonal antibody; Santa Cruz 
Biotechnology, USA), IL-6 (rat polyclonal lgG; BD, Pharmingen, 
USA), IL-1~ (goat polyclonal antibody: Santa Cruz Biotechnology, 
USA), and Mtb polyclonal antibody against diverse mycobacterial 
antigens (BIOCARE Medica!, USA). Mouse-rabbit immunodetector 
HRP/DAB (BioSB, USA) detection system and goat on rodent HRP 
polymer (BJOCARE Medica!, USA) were used to develop the reac
tion. Tissue sections were counterstained with hematoxylin and 
eosin. 

2.4. In vitro production of testosterone by Leydig cells incubated 
witli cytokines 

The TM3 cell line, derived from mouse Leydig cells, was pur
chased from ATCC (ATCO:ID CRL1714m). Cells were cultured in 1:1 
vol ofHam's F12 medium and Dulbecco's modified Eagle's medium, 
with 2.5 mM L-glutamine, 0.5 mM sodium pyruvate, 1.2 g/L sodium 
bicarbonate, and 15 mM HEPES (al! from Corning Life Technology, 
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USA), 92.5%; Horse serum, 5%; Fetal bovine serum (both from 
Thermo Scientific, USA) 2.5%; and 1% of Penicillin-Streptomycin 
(GYBCO, USA). Cells were maintained at 37 "'( in a humidified at
mosphere (95%) at S% C02. For assessing testosterone production, 
TM3 cells were plated in 96-well plates. After 48 h, medium was 
replaced with medium containing 2.5 Ul/ml hCG (Sigma, USA) 
kindly provided by Ora lorenza Díaz, Reproductive Biology 
Department, INCMNSZ, and recombinants TNF-tz, IFN-y and TGF-P 
kindly provided by Dr F lopez Casillas form the Cellular Physiology 
Jnstitute, National University of México; (TNF-11. S ng/ml, IFN-y 
4000 pM, and TGF-~ at 1 ng/m1). Different conditions were settled 
by triplicate. leydig cell culture media from each treatment were 
collected 24 h la ter and u sed to assess testosterone by a commercial 
ELISA kit (DRG systems, USA), according to the manufacturer 
indications. 

2.5. Statistical analysis 

Unpaired statistical comparisons were performed by the Man
n-Whitney U test or the Kruskaii-Wal!is followed by post-hoc 
tests, if applicable. Correlations between hormone and cytokine 
levels were analyzed by non parametric methods. Statistical sig
nificance was inferred for p values < 0.05. 

3. Results 

Assessment on hormones from the HPG axis showed that TB 
patients had respectively decreased and increased amounts of 
testosterone and LH respect to healthy controls (HCo); with asta
tistically insignificant trend of FSH levels to be a little increased in 
TB patients (Figure l, panels a-e). levels of estradiol and proges
terone in TB patients practically overlapped with those seen in HCo, 
with progesterone showing the lowest amounts in both subject 
groups (data not shown). In relation to cytokines, there were no 
gross between-group differences in TNF-a values (data not shown), 
whereas IFN-y, IL-6 and TGF-P levels were found augmented in TB, 
significantly different from HCo (Figure 2, panels a-e). Tested 
compounds were unrelated to age. Further comparisons within the 

HCo TB 

TB group according to disease severity showed that patients with 
more progressive forms of TB had a further increase, statistica!ly 
insignificant, of IFN-y and IL-6 levels respect cases with mild dis
ease (data not shown). 

In line with former findings TB patients continued to showed 
decreased DHEA levels (3.70 ± 0.57) and augmented cortisol con
centrations (186.61 ± 32.48) when compared with values from llCo 
(DHEA: 6.51 ± 1.56, p < 0.04; cortisol: 126.03 ± 10.36, p < O.OS). 

Pair correlation analysis between hormones aJl(J cytok1nes 
revealed that levels of TGF-P correlated inversely with DI-lEA 
(r = -0.47; p < 0.04), as did testosterone with either Cor!isol 
(r ~ -0.58; p < 0.003) or 1FN-y (r ~ 0.32; p < 0.035). 

3.1. Histological and immunoliistoc/wmistry findings 

Tissue sections from all TB autopsy cases showed mild testin1lar 
atrophy, manifested by interstitial fibrosis with focal chronir in
nammatory infiltrate and detention of spermatogenesis. There was 
no evidence of local TB infection such as necrosis or granu!oma 
formation.lmmunohistochemistry detection ofll-6, IL-1 P and TNF~ 
tz showed strong positive staining in interstitial macrophages, 
Sertoli cells and some spennatogonia. lnterstitial macroph,lges 
showed very strong TNF-1)'. immunostaining, while spermatogonia 
exhibited intense positivity to IL-6 and Sertoli cells to 11.-lj~ 

(Figure 3). Some lymphocytes and occasional macrophages from 
the testicular interstitium showed mild IFN-y positivity {Figu1 -; ). 
Occasional macrophages showed immune staining to mycobane
rial antigens and non immunoreactivity was seen to TGF-lt Test icle 
sections from control autopsies showed slight detention of -;per
matogenesis without infiltration ofinflammalory ofleukemic ct>lls: 
all cases were completely negative to all cytokines detection by 
immunohistochemist¡y (rigure 3). 

3.2. Testosterone production by Leydig cells exposed to different 
cytokines 

In a further experiment, the TM3 cell line, derived from mouse 
Leydig cells, was cultured in triplicate and exposed to difff'n'nt 

b 20 

6 

o 
HCo TB 

e 8 p<0.036 

~ 

¡; • 

Q 
~ 

=. 
• e 4 
$ • 
~ 2 
f. 

o 
HCo TB 

Figure 1. Circulating levels of hormones in patients with active putmonary TB and hea!thy contro!s (HCo). Box p!ots show 25-75 percentifes of data values in each group with 
maximum and mínimum v.1lues. The line represents the median v.1lues. Comparisons between groups (TB vs HCo) were perfom1ed by non-parametric methods (~.fann-\VhHI~~·v tJ 
test). 



104 EJ. Bini et al./ Tuberculosis 95 (2015) 701-706 

a 40 v~QQ:>~~ b "' p<-OoY.l2 

-r- 40 

"' i'" 
1;20 

T 
10 

o 

"' 10 

o 
g _L 

lk-o TO 

Hgure 2. Circulating levels of cytokines in patients with active pulmonaryTB and he.:~!thy controfs. Box pfots show 25-75 percentiles of data V.llues in cach group with maximum 
Jnd u11nimum values. The line represents the median values. Comparisons between groups (m vs HCo) werc perfom1ed by non-parametric methods (Mann-Whitney U test). 

mol!Se recombinant cytokines (TNF-a, IFN-y and TGF-p). Assess
ment on the levels of testosterone in culture media collected 24 h 
la ter revealed that cytokine-treated cultures produced much lesser 
amounts of testosterone when compared with cultures without 
cytokines ( overall difference, p < 0.015, T,1b!e 1 ). 

4. Discussion 

TB is a disease in which tissue pathology has an immune
mediated component encompassing an excessive andfor pro
tracted cytokine production liable to affect the immune-endocrine 
communication. In this sense, a variety of factors exogenous to the 
immune system itself, are likely to play a functional role in regu
lating the leve! of immune cell activity by modifying the micro
envlronment in which the immune cells reside and function. As 
part of this bi-directional communication, products of the ilnmune 
response can in turn alter the balance of hormone production and 
heJKe affecting different physiological processes. 

An interesting finding of present study was the demonstration 
that active TB patients have decreased levels of testosterone in 
presence of increased amounts of LH. Production of testosterone by 
leydig ceUs is under the control of LH, which is secreted by the 
<lntt'rior pituitary and reaches the testes via the blood stream. At 
the .~onadallevel, LH binds to receptors on the surface of the Leydig 
ce!ls ro stimulate testosterone production by activating an intra
cellular second messenger system 111 J. The present LHftestos
terone dissociation implies some degree of testicular resistan ce to 
U-1 and/or suppression of leydig ce lis steroidogenesis. Among fac
tors implied in this regard, cytokines were reported to interfere 
wi!h leydig cell steroidogenesis and testosterone production ¡ 121. 
This phenomenon may be linked to infectious stimuli, since LPS
induced infiammation was shown to affect testicular function, 
inch1ding decreased steroidogenesis and impaired spermatogen
esis I-J,14j. 

To the best of our knowledge, the present study is the first report 
documenting the presence of pro-inflammatory cytokines in testes 
from TB patients. The intima te association between leydig ce lis and 
<Kre->sory ce lis expressing such mediators suggests that they n1ay 
bl' fl1nctionally linked. 

Our findings are in line with experiment<11 studies in testes 
revealing the presence of pro-infiammatory cytokines like ll-1 f3c 

and ll-6 from interstitial macrophages !15.16}, leydig cells 1'17], 
Sertoli cells 118] and TNF-(1. from macrophages and spermatocytes 
ll9,20j. Jmportantly, al! these mediators were found to inhibit 
testosterone production by leydig cells (21J. At the clinical leve!, 
patients with rheumatoid arthritis, a chronic disease exhibiting a 
protracted inflamnlatory response are also known for their 
impairment in gonodal steroid production {22.23]. In the same 
sense, human volunteers challenged with subcutaneous ll-6 in
jections (leading to acute elevations in circulating IL-6 levels as 
seen in severe inflammation), showed decreased testosterone 
levels without apparent changes in gonadotropin levels 1241. lt is 
worth commenting that pro-inflammatory cytokines were found 
increased in this series of TB patients, as well as in our former 
studíes in patients with this disease /5.6,251. 

Since testes from TB patients contained increased amounts of 
pro-inflammatory cytokines, an attempt at experimentally repro
ducing the influence of such situation on testosterone production 
was carried out. Confirming reports from other laboratories, pro
inflammatmy cytokines significantly inhibited testosterone pro
duction by leydig cells (12,21). In analyzing cytokine effects, we 
also wished to ascertain the effect ofTGF-~ since this cytokine was 
also found increased in TB patients !261 beíng quite relevant in 
severa! aspects of TB immunopathogenesis 127]. Our findings 
revealed that Leydig cells exposed to TGF-~ produced lesser 
amounts of testosterone. Beyond its pro- and anti-infiammatory 
effects ¡2g¡, TGF-f3 was also shown to influence male ganada! 
function. In the testis, TGF-~ regulates the secretor function of 
Leydig and Sertoli cells, as well as testis development and sper
matogenesis [29,30!. TGF-fH represses testosterone production in 
leydig cells through decreasing LH/hCG receptor expression and 
the expression of steroidogenic genes such as StAR and P450c17 
/31 J. As well as reducing testosterone production, our former 
studies also showed that TGF-P was also able to inhibit DHEA by 
adrenal cells (32j, which bears relation with the present demon
stration of the inverse association between TGF-f3 and DHEA. 
Collectively, it implies a broader range of inhibition of androgen 
production by this cytokine and the adverse consequences 



El. Bini et al./ ruberwlosis 95 (2015) 701-706 70) 

Figure 3, Representative immunohi~tochemistry for cytokine detection in testicul,u ti~Sllt'. Sections from TB ,,utopsy cases (left row) and control case~ from subject~ dyin.c: l10m 
causes other than TB (right row), were incubated with specific antibodies to detect the indic,J:ted cytokines. Sertoli cells showed strong positivity in their ce!tular b.Jse fo1 11.-111 
(arrows), spemt.Jtogoni.J exhibited strong immunost.Jining to 1L-6(arrows).Jnd mild re.Jctivity in interstiti.Jl macroph.Jges{asterisk), while strongTNF'l immunost.Jining was q·,·n in 
interstiti.Jl m.Jcroph.Jges (arrow). Occ.Jsion.Jl m.Jcroph.Jges .Jnd lymphocytes in the testicular interstitium showed positivity to IFNy. Control tissues were neg.Jtive to .¡JI fl'>ted 
cytokines (TB tissues magnification 200x, control tissue magnification lOOx). 

resulting from it; mainly because of the anabolic and anti
inflammatory effects of testosterone f33!. Within this context, 
diminished amounts of testosterone would not be sufficient to 
counteract the synthesis of mediators dealing with accompanying 
inOammatory reaction. Sin ce testosterone and Cortisol display anti
inflammatory effects, the negative correlation between both ste
roids perhaps may reflecta compensatory interaction between the 
HPG and HPA axes, to assure some form of a counterbalancing effect 
for the accompanying inflammation. Also, the inverse correlation 
between testosterone and IFN-y levels may be explained in view of 
the inhibitmy effects of the gonadal steroid on Th 1 cell differenti
ation { 34 ]. Another reason for the inhibition of testosterone 

produdion may have todo with energy conservation necessarv to 
sustain the immune response. Alternatively, it may represent an 
adaptive mechanism atten1pting to avoid the reproduction ol the 
more susceptible people to illness and hence preventing the 
propagation of this defect. 

Whatever the case, it is clear that when the pathogen cannot be 
contained by defensive mechanisms. as occurs in TB, a systemic 
response characterized by multiple metabolic and neuroendorrine 
changes develops. This will affect essential biologica! functions. like 
the development of protective responses, control of tissue dam.1ge 
and physiological functions, which in essence are implied 111 a 
poorer di sea se course. 
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Table 1 
l<·~to~terone conrentration in culture supernatants from TM3 cells 
~.uttured under different conditions. 

rreatments 

rNf~C( 

rcF-!l 
IFN-y 
Control 

Testosterone levels (ng/ml) 

0.119 ± 0.012 
0.102 ± 0.042 
0.130 ± 0.026 
5.740 ± 0.026' 

1\t'combinant cytokines TNF-r.t S ngfml, or IFN-y 4000 pM, or TGF-~ 1 ng/ 
m! were added to TM3 ce!ls after 2 hours with hCG to stimu!<Jte basal 
lestosterone production. Control cultures were stimulated with hCG, 
l"t·stosterone concentration in the media in which leydig cells were 
, ultured was assessed 24 h later in dúplic<Jte. 
Significantly different from the remaining groups p < 0.001. 

Data represen! the mean of triplic;¡te detenninations ± SEM of a 
tt·presentative experiment from two independent experiments per
tormed under similar conditions. 

5, Conclusions 

l'resent results point out toa novel and interesting implication 
of tlw inflammatory response during tuberculosis in the distu"rbed 
production of gonadal steroids. Patients with severe TB suffer a 
signiticant decrease of testosterone production, which is appar
en!ly the consequence of testicular production of proinflammatory 
cytokines produced by diverse cells in absence of loc~11 infection. 
Testosterone is a significant anabolic hormone and its low pro
duct ion tould con tribute to affect the patient condition worsening 
the rourse of the disease. 
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2015- "Año del Bicentenario del Congreso de los Pueblos libres" 

Expediente N" 42705/0384 

ROSARIO, 27 de agosto de 2015 

VISTO: las presentes actuaciones por las que se solicita la 
integración del Jurado que intervendrá en la evaluación del Trabajo de. Tesis 
Doctoral presentado por la alumna ele la carrera de Doctorado en Ciencias 
Biomédicas, Lic. Estela l. Bini, titulado: "Inmunidad y estetoides sexuales en la 
tuberculosis, Estudios clínicos y experimentales", realizado bajo la Dirección del 
Dr. Osear Bottasso y la Co-Dirección del Dr. Rogelio Hernández Panda; y 

CONSIDERANDO: 

QUE, la Dirección de la carrera de Doctorado informa que el Trabajo 
de Tesis presentado satisface los requisitos formales reglamentarios y eleva 
propuesta de designación de los profesionales que integrarán el Jurado 
encargado de evaluar dicho trabajo, adjuntando las respectivas notas de 
aceptación de cada uno de los miembros; 

QUE, al propio tiempo solicita se les permita coordinar la fecha para 
la defensa oral de la Tesis de referencia, una vez obtenidos los dictámenes 
correspondientes; 

QUE, la Doctorando Bini ha cumplimentado la totalidad de las 
exigencias académicas establecidas en el plan de estudios de la citada Carrera; 

QUE, la Vicedirección de Escuela de Graduados acuerda con la 
propuesta efectuada por dicha Carrera; 

,, 
QUE, la Comisión de Asuntos Académicos en su Despacho N" 116, 

sugiere se apruebe la constitución del Jurado que evaluará la Tesis de la 
Doctorando Bini y se autorice a la Dirección de la citada Carrera a coordinar la 
fecha y hora para la Defensa de Tesis, si ésta fuera aceptada; 

fecha; 
POR ELLO y teniendo en cuenta lo acordado en sesión del día de la 

EL CONSEJO DIRECTIVO 
RESUELVE: 

ARTICULO lro:- Designar a los pl"Ofesionales que más abajo se mencionan, en el 
carácter que se especifica, como integrantes del ,Jurado que tendrá a su cargo la 
evaluación del Trabajo de Tesis Doctoral presentado por la Doctorando de la 
carrera de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Lic. Estela Isabel BINI (Legajo N" 
B-2728/6), titulado: "INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA 

1:VBERCt¡LOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES", realizado bajo 
Ía:Qiréc>ción del Dr. Osear Bottasso y la Co-Dü·ección del Dr. Rogelío Hemández 
Par¡<f<?: 

.,.,. , .. 

.·,. 1 1 1 



/JI 

MIEMBROS TITULARES: 

2015- "Año del Bicentenario del Congreso de los Pueblos Ubres" 
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Dra. María del Carmen SASIAÍN (AN de Medicina) 

Dr. Eduardo CHULUYAN (UBA) 

Dra. María José MUNUCE (Hospital Provincial del Centenario) 

MIEMBROS SUPLENTES: 

Dra. Natalia SANTUCCI (Fac. Cs. Médicas UNR) 

Dra. Fabiana GARCÍA (Fac. Cs. Médicas UNR) 

ARTICULO 2do.- Autorizar a la Dirección de la carrera de Doctorado en Ciencias 
Biomédicas, a coordinar la fecha para la Defensa Oral de la Tesis de referencia, 
una vez obtenidos los dictámenes aceptando dicho trabajo. 

ARTICULO 3ro.- Regístrese, comuníquese, gírese a la Dirección de la carrera de 
Doctorado en Ciencias Biomédicas de esta Casa de Estudios para su 
conocimiento y prosecución del respectivo trámite. 

RESOLUCION C.D. N" 251/2015 

• 
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FACULTAD OE 
CIENCIAS MÉDICAS 

ROSARIO, 20 de octubre de 2016 

Unheuidad tladwlde flua1i<l 

Sa a Fe 3100 

VISTO: las presentes actuaciones por las que la Dirección de la 
carrera de Posgrado de Doctorado en Ciencias Biomédicas, eleva para su 
aprobación el Trabajo de Tesis de la doctorando Estela I · Bini, titulado: 
"Inmunidad y esferoides sexuales en la tuberculosis. Estudios clínicos y 
experimentales"; y 

CONSIDERANDO: 

QUE, el Jurado encargado de dictaminar sobre la Tesis de referencia, 
integrado por las Dras. Maria del Carmen Sasiaín y Maria ,José Munuce y el Dr. 
Eduardo Chuluyan, luego de efectuada la defensa oral, expresa: 

"El trabajo de tesis aborda un tema relevante dentro de la 
"fisiopatogenia de la tuberculosis, evaluando la influencia de la 
"regulación bidireccional del sistema inmune con el eje hipotálamo
"hiposifiario·gonadal. La tesis presenta un enfoque multidisciplinario 
"del tema, lo cual obligó a la doctorando a formarse en diferentes 
"áreas como son la infectología, la inmunología y la endocrinología • .4a 
"metodología utilizada es acorde a los objetivos propuestos. Si bien este 
"Jurado destaca la calidad de los resultados presentados y su 
"discusión oral, se reconocen algunos puntos desaprovechados en la 
"versión escrita. Se resalta la dicotomia entre la versión expuesta 
"oralmente y la escrita." 

' "Por lo expuesto, este Jurado considera por unanimidad que la Tesis de 
"la Doctorando merece la calificación de: 9 (nueve)". 

QUE, la Comisión de Asuntos Académicos en su Despacho N" 389 
sugiere, en base a lo dictaminado por los miembros del referido Jurado, aprobar el 
trabajo de Tesis Doctoral presentado por la doctorando Estela l. Bini; 

POR ELLO y teniendo en cuenta lo acordado en sesión del dia de la 
fecha; 

EL CONSEJO DIRECTIVO 
• 

RESUELVE: 

ARTICULO lro.· Aprobar el Trabajo de Tesis de la carrera de Doctorado en 
Ciencias Biomédicas, presentado por la doctorando Licenciada Estela Isabel BINI 
{Legajo N" B-2728/6), titulado: "INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN 
LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES", con una 
calificación de NUEVE (9). 

1 1 1 
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11¡¡ fa 3100 
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341 480•1558/63 
1A 1 Aon,u:cn 

ARTICUW 2do.· Por Biblioteca procédase a desglosar el soporte informático que 
obra a fs. 1 O que contiene copia digital de la Tesis de referencia para consulta de 
los interesados. 

ARTICULO 3ro.· Regístrese, comunfquese, gírese a la Dirección Registro de 
Alumnos para su conocimiento y notificación fehaciente de la interesada, debiendo 
agregar copia de la presente resolución en el legajo personal de la recurrente y, 
cumplido, remítase a la Biblioteca de esta Casa de Estudios a fin de que 
cumplimente lo dispuesto en el artículo 2do. Diligenciado, archívese. 

RESOLUCIONC.D. N' 156512016 

• 

evb.-

·~ 
Prof. Dr. Ricar Nidd 

Decano 

1 
1 
1 

J 



INFORME FINAL PARA UNU-BIOLAC DEL PROYECTO DE TESIS 
"INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. 

ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES" 
Becaria: Estela Isabel Bini 

Día a dia, durante siglos, el sistema inmune de los mamíferos se fue adaptando en 
respuesta a los agentes con quienes ha ido interactuando: virus, bacterias y patógenos y ha 
desarrollado la capacidad para reconocerlos, reaccionar ante ellos y superar un cuadro 
infeccioso lo que depende de una respuesta eticaz. 

Esta capacidad de respuesta está ligada también a otros factores como nutricionales, 
étnicos, etarios y de género. Al respecto, por ejemplo, existen estudios epidemiológicos que 
informan que por cada 1 O personas infectadas con Tuberculosis, 7 son hombres y sólo 3 son 
muJeres. 

Las hembras poseen un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta 
respecto de los machos. Los niveles séricos de anticuerpos son más altos y sus respuestas 
tras la inmunización son más robustas, con una mejor respuesta humoral. Además, rechazan 
los aloinjertos de piel más rápidamente, lo que es indicador de una mayor inmunidad 
celular. Estas diferencias de género, verificadas tanto en humanos como en modelos 
animales, serían las responsables de la mayor susceptibilidad de las hembras al desarrollo 
de enümnedades autoinmunes tales como Esclerosis Múltiple, Artritis Reumatoidea (AR), 
LES (Lupus Eritematoso Sistémico) y Encefalomielitis Autoinmune Experimental. En los 
machos la testosterona parece ejercer un efecto protectivo que disminuiría su 
susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes. 

El dimortismo sexual -en cuanto a la respuesta inmune- podría estar relacionado con 
acciones de los esteroides sexuales sobre la producción de eitocinas. Comparando los 
pertiles de citocinas secretadas por células presentadoras de antígenos (en adelante CP A) de 
machos y hembras se observa que las CP A de machos secretan mayores niveles de IL-1 O 
mientras que las CP A de las hembras producen niveles superiores de IL-12. Esto 
favorecería una mayor respuesta de tipo Th2 en machos. Ello está avalado por diferencias 
en cuanto a la presencia de receptores especíticos para estas hormonas en distintos tipos de 
células inmunocompetentes. Los estudios sobre los efectos de la testosterona en ratones 
indican que la castración aumenta la susceptibilidad al shock endotóxico acompañada de 
una mayor expresión de TLR4 sobre la superficie celular de sus macrófagos, por lo que la 
testosterona reduciría la expresión de TLR4 en estas células. Los mismos autores 
demostraron además que estrógenos como el 17-~ estradiol aumentan la expresión de TLR4 
y de CD14 en macrófagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis experimental. Al privar 
del estrógeno endógeno la producción de citocinas pro y antiintlamatorias decrecía, a la par 
de una reducción de TLR4 en dichas células. Se desprende que mientras los andrógenos 
suprimen la respuesta ante el desafío con una endotoxina bacteriana, los estrógenos 
promueven un aumento de tal reactividad. 

Tomados en su conjunto, los andrógenos parecen ejercer efectos supresores en la 
respuesta inmune celular y humoral, y se comportan como hormonas anti-intlamatorias 
naturales. Por su parte, los estrógenos producen un incremento en los mediadores de la 
respuesta humoral y afectan el balance entre células T y B, ya que descienden la actividad 
de las primeras mientras que favorecen una hiperactividad de las segundas. 



Los andrógenos también tienen efecto en la secreción de citocinas, pero su influencia sobre 
las mismas puede depender no sólo de la concentración del esteroide, sino también del 
estatus hormonal del individuo, del rango social, o del momento estacional. 

Existen antecedentes de que los esteroides sexuales también influyen sobre la 
respuesta inmune anti-infecciosa. En nuestro proyecto, nos hemos concentrado en la 
respuesta inmune y el análisis del efecto de los esteroides sexuales durante el curso de la 
Tuberculosis. Ésta enfermedad está ocasionada por un agente de vida intracelular, el 
Mycobacterium tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmón donde puede producir 
desde algunas pocas lesiones hasta un cuadro de extensa inflamación con gran destrucción 
de parénquima. Dicho espectro de afectación orgánica parece estar relacionado con la 
respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que puede mediar tanto 
protección como daño tisular. Los elementos esenciales que participan de esta respuesta 
comprenden a los macrófagos y a las células T. Los primeros fagocitan a la mico bacteria, 
promoviendo la producción de diferentes citocinas y la presentación de antígenos a células 
CD4+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el IFN-y y la IL-2, capaces de 
potenciar la acción bacteriostática-bactericida de los macrófagos y promover la 
proliferación de los linfocitos respondedores, respectivamente. Como fuera señalado más 
arriba las células T también pueden diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar citocinas 
estimuladoras de la inmunidad humoral como la IL-4, IL-5, IL-6, e IL-1 O. Estudios en 
pacientes con Tuberculosis pulmonar (TB) de distintas geografías concuerdan en observar 
alteraciones en la producción de citocinas Th 1 y Th2 con un predominio de las primeras en 
las formas leves, no así en los casos avanzados donde prevalece la síntesis de citocinas Th2. 
Los factores por lo cuales se produce esta alteración involucran no sólo a mediadores 
inmunológicos sino también a componentes del sistema neuroendócrino dado su estrecha 
interconexión. 

Del Rey el al también reportaron una disminución en los niveles de testosterona en 
presencia de mayores concentraciones de estradiollo que en su conjunto podría favorecer la 
persistencia de las reacciones inflamatorias como así también el corrimiento hacia el perfil 
Th2 en la enfermedad progresiva, habida cuenta de las acciones de ambas hormonas sobre 
estas respuestas. 
Muy pocos estudios han tenido en cuenta la patiicipación de los esteroides sexuales en la 
resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modelos experimentaÍes. Un par 
de trabajos señalan que los ratones hembras son más resistentes a la infección con 
micobacterias no tuberculosa, y que el tratamiento con testosterona eleva la susceptibilidad 
a la infección con Mycobac/erium marinumc 

En función de todo lo expuesto consideramos de sumo interés analizar la influencia 
de las hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para una aproximación más 
mecanística el estudio se centró en un modelo muy bien caracterizado de tuberculosis 
pulmonar en ratones BALB/c infectados por vía intratraqueal con M. tuberculosis cepa 
H37Rv. Para la realización de este proyecto, era clave el uso de un bioterio con las 
características de bioseguridad imprescindibles para el trabajo con una cepa virulenta de 1\I. 
tuberculosis, y las máximas condiciones de higiene para evitar variabilidad causada por 
otros factores. Para tal iin nos contactamos con el Dr. Hernández-Pando, en México, quien 
tiene muy bien desarrollado este modelo y el equipamiento necesario para llevarlo a cabo. 
Así pudimos iniciar el estudio desde el inicio de la infección, determinar los niveles 
hormonales y de citocinas, modilicar el perfil hormonal de los ratones mediante la 



castración, hacer un estudio histológico morfométrico, y determinar el número de colonias 
de micobacterias presentes en los pulmones murinos. 

Para ser más específicos, nuestros objetivos eran: 

En el modelo experimental (a realizarse en México) 

:»Establecer las diferencias en el curso de la enfermedad (mortalidad, carga bacilar 
pulmonar, extensión de daño histológico, expresión de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) entre 
ratones machos y hembras de la cepa Balb/c infectados por vía intratraqueal con una dosis 
alta de M. tuberculosis vivo y virulento cepa H37Rv. 
:»Comparar la evolución de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y no 
castrados 
:»Cuantificar las concentración de testosterona en el suero de ratones machos infectados a 
lo largo de la enfermedad 

En pacientes (a realizarse en Argentina) 

:»En pacientes con TB pulmonar de distinta severidad, HIV negativos y que aún no han 
iniciado tratamiento antibacilar. 
:»Investigar en qué medida las variaciones en los niveles circulantes de estradiol (E2), 
cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-6) 
se correlacionan entre sí y con la severidad de la enfermedad. 
:»Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a la presentación clínica de la 
enfermedad. 

El apoyo de UNU-BIOLAC fue fundamental para la concreción del estudio 
experimental en México. 

REALIZACIÓN DEL MODELO EXPERIMENTAL, EN MÉXICO: 

Se trabajó con ciento diez ratones machos y el mismo número de hembras, Balb/c, de 8 
semanas de edad, que fueron divididos en cuatro grupos: 

Machos Sham, son los que recibieron una simulación de castración quirúrgica. 
Machos Castrados, a los que se les extrajeron quirúrgicamente los testículos. 
Hembras Sham, a las que se les practicó simulación de oforectomía. 
Hembras Castradas, recibieron oforectomía bilateral. 

Se colocó a las hembras en jaulas con aserrín con orina de machos, para sincronizar el 
ciclo hormonal, y se dejó a todos los ratones recuperarse durante una semana. Entonces se 
realizó la infección intratraqueal con dosis de l OOul conteniendo 250.000 bacterias vivas de 
cepa H37Rv. Habitualmente se trabaja con esta dosis en el laboratorio para asegurar que los 
ratones desarrollen tuberculosis progresiva, que la enfermedad alcance un estadio avanzado 
en un plazo relativamente corto, (!mes) y poder evaluar sobrevida en un plazo de 
aproximadamente 4 meses. 



Una vez infectados, se sacrificaron grupos de 6 ratones en los dias 1, 3, 7, 14, 21,28 y 
60 días, por exsanguinación, seccionando la arteria braquial derecha, bajo anestesia. La 
sangre se colectó para posteriormente separar el suero. En tres ratones por grupo, se 
separaron los pulmones derechos previamente perfundidos con alcohol etílico para su 
posterior inclusión en parafina y estudio morfométrico. Los demás pulmones fueron 
extraídos e inmediatamente congelados en nitrógeno líquido, y de allí almacenados a -
70°C, hasta su procesamiento, ya sea para obtención de cDNA para PCR, o para siembra y 
recuento de colonias. Diez animales por grupo se dejaron para determinar mortalidad 
espontánea y construir gráficas de sobrevida. 

DETERMINACIÓN DE CARGA BACILAR: 
Se homogeneizaron, diluyeron y sembraron según las especificaciones indicadas en el 

proyecto, cuatro pulmones congelados por grupo, por día establecido. Se realizó un 
recuento previo a los 14 días y uno definitivo a los 21 días. (El recuento previo se realizó 
para el caso en que las colonias fueran muy numerosas y se hiciera imposible 
individualizarlas para contarlas a los 21 días). 
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Los resultados se expresan en millones de UFC (Unidades Formadoras de Colonias). 
Sobre el eje X, como indica el modelo, los días post infección en que se realizan los 
sacrificios para la obtención de las muestras. Se utilizó, para establecer las diferencias 
significativas, una t de student, comparando de a grupos de dos, con p>O,OS. 
Desde los primeros días (3 y 7) comienzan a observarse diferencias significativas en el 
número de UFC de machos comparados con machos castrados y hembras. Sin embargo, 
hacia el día 14 esa tendencia se invierte y los machos registraron mayor número de 
Unidades Formadoras de Colonias, que se hace significativo en los días 21, 28 y 60. 



SOBREVIDA: 
Con el fin de evaluar la Mortalidad, que era otro de los objetivos, medimos la 

Sobrevida, que consiste en calcular el porcentaje de ratones que mueren como consecuencia 
de la enfermedad. 
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sobrevida del 75%, similar a lo que se observó en las hembras castradas (CF), mientras que 
el 60% de los machos castrados (CM) permanecían vivos luego de 120 días post infección. 

El análisis estadístico se realizó usando Log rank test y arrojó diferencia 
significativa entre M y F, con p<0.005. 

ESTUDIO MORFOMÉTRICO: 
Se realizaron cortes histológicos de los tres pulmones por grupo, por día de 

sacrificio que habíamos perfundido con alcohol etílico en el momento del sacrificio, y se 
determinó, por morfometría automatizada, Área de Inflamación Intersticial o Capilar
Alveolar, Perivascular, Peribronquial, tamaüo de los Granulomas y porcentaje de área 
pulmonar afectado por Neumonía. 

Se representa en las diferentes áreas la cinética del infiltrado inflamatorio durante el 
curso de la enfermedad, hasta el día 60. Las mediciones se realizaron en micrones al 
cuadrado. Los asteriscos indican las diferencias significativas. Para establecer las mismas 
se empleó una t de student, comparando grupos de a dos, con p>O,OS. 
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En el panel superior, en el Intersticio Capilar-Alveolar de las F en los días 7 y 14 
se observó un significativo infiltrado inflamatorio de linfocitos y macrófagos. También este 
grupo mostró la mayor inflamación durante la fase avanzada de la infección, en el día 60, 
resultando ser 4 veces mayor que la de los M, el doble de los CM, y 30% mayor que CF 

En el Área Perivascular, los ratones CM mostraron una inflamación dos veces 
mayor que los otros grupos, mientras que ene 1 día 60 post infección, las F exhibieron el 
infiltrado inflamatorio más alto, tres veces mayor que los M y 30% mayor que los animales 
CF. 

En el Área Peribronquial, durante el primer mes se observó la inflamación más 
alta en los CM, mientras que hacia el día 60, F y CF mostraron la reacción inflamatoria más 
alta en esta área, más del doble de lo medido en ratones M. 
De este modo, y en general, los ratones F mostraron más inflamación en los diferentes 
compartimentos histológicos pulmonares. 

En el panel inferior, las fotogratlas muestran lesiones histopatologicas 
representativas de áreas no neumónicas, luego de 60 días de infección. La figura de la 
izquierda corresponde a un pulmón de ratón macho que exhibe granulomas pequeños 
(marcado con asterisco), y menor infiltrado inflamatorio en torno a vasos sanguíneos y 
bronquios (indicados con flechas), que en el pulmón del ratón hembra, en la figura de la 
derecha. (Hematoxilina/eosina, aumento 400x) 

En las gráficas a continuación indicamos, en el panel superior, determinación de 
Área ocupada por Granulomas y porcentaje de Área pulmonar octipada por Neumonía en 
los pulmones de los ratones Balb/c machos y hembras, castrados y no castrados, luego de la 



infección por mico bacterias. Las mediciones se indican en micrones al cuadrado. Se 
realizaron en tres pulmones por grupo de ratones, por tiempo, los asteriscos indican las 
diferencias significativas. 

En la determinación de Área ocupada por Granulomas fue sorprendente que los 
pulmones de las hembras (F) mostraron granulomas bien formados desde las dos semanas 
post infección, mientras que los ratones M recién exhiben esa forma y organización una 
semana más tarde, resultando ser 4 veces más pequeños que los alcanzados por el grupo de 
CM, que fue el de mayor tamaño de granulomas en promedio. Hacia el día 21 post 
infección los ratones CM mostraron los granulomas más grandes, arrojando un promedio 
tres veces mayor que el de los otros grupos. Por el contrario, hacia el día 60, en la fase 
avanzada de la enfermedad, se midieron los gran u lomas de mayor tamaño en F y CF, con 
valores que resultaron 3 veces mayores que M y 25% mayores que CM. 

Si analizamos el gráfico de Área ocupada por Neumonía, podemos apreciar que 
luego de 3 semanas post infección, menos de un 10% de la superficie pulmonar estaba 
afectada por neumonía y esto sucede en todos los grupos. Una semana más tarde, se 
observó un incremento muy llamativo en la inflamación intra alveolar en los grupos F y 
CF, que afectaba el 50% de la superficie pulmonar, mientras que los pulmones de los 
ratones M presentaban un 10% de neumonía. Al día 60 post infección, los ratones F 
presentaron la mayor superficie afectada por neumonía, un 80%; en los otros grupos se 
observó una consolidación similar que afectaba el 60% +/- 5 de la superficie pulmonar. 

En el panel inferior se muestran campos histológicos a bajo aumento, de un pulmón 
infectado de ratón hembra sham (figura a la izquierda), y macho (tigura a la derecha), a los 
28 días post infección. 

El pulmón de la hembra presenta áreas más extensas de consolidación inflamación 
(asterisco) que el ratón macho (Hematoxilina/eosina, aumento 25x). 
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CINÉTICA DE LA EXPRESIÓN GENÉTICA DE CITOCINAS 
DETERMINADA POR RT-PCR EN LOS PULMONES INFECTADOS 
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La expresión genética de las citocinas IL-4, IL-12, IFN y y TNF a corresponde a los 
pulmones de los grupos de ratones Balb-c machos y hembras, castrados y no castrados, 
infectados con Mycobacterium tuberculosis, cepa H37 Rv, sacrificados en los diferentes 
tiempos. Se utilizaron los pulmones de tres animales diferentes para cada tiempo, los 
asteriscos representan las diferencias significativas entre los grupos. 

Se destacan la expresión de TNF a, en las hembras en el día 28, y de IL-4 en el 
grupo de los machos en los días 14, 21 y 60. 

DISCUSIÓN 



Las diferencias a las que se hace referencia en la literatura acerca de la tasa de 
hombres y mujeres infectados con TB ha sido atribuida a factores biológicos. 
Polimorfismos, mutaciones en genes localizados en el cromosoma X pueden conferir mayor 
susceptibilidad a TB en los machos, así como características especiales del metabolismo y 
la nutrición relacionadas con el género, o diferencias anatómicas y funcionales en el tracto 
respiratorio de machos y hembras. Pero tal vez el factor biológico más importante asociado 
a la diferente susceptibilidad entre machos y hembras está dado por las acciones 
regulatorias de las hormonas sexuales sobre el sistema inmune. 

Al parecer los andrógenos poseen efectos supresivos sobre la respuesta celular y 
humoral, por lo que son considerados como hormonas anti inflamatorias naturales, mientras 
que los estrógenos aumentan la inmunidad humoral y afectan el balance de células T y B, 
disminuyendo la actividad de la inmunidad mediada por células e induciendo una alta 
producción de anticuerpos. Estos efectos de los esteroides gonadales pueden influenciar en 
las diferencias entre géneros favoreciendo la susceptibilidad o resistencia a enfermedades 
infecciosas. Esto es muy impm1ante en el caso de la TB, ya que el modo de control del 
huésped de la infección por mico bacteria está sido asociado a células T y a macrófagos 
activados, en ambos modelos, humano y murino. 

Los esteroides poseen diferentes funciones y aún efectos opuestos dependiendo de 
sus concentraciones. Esto se hace más evidente en las hembras que exhiben fluctuaciones 
importantes durante el ciclo menstrual y en estados fisiológicos específicos, como 
embarazo y menopausia. 

En general los estrógenos estimulan la respuesta inmune, en particular la actividad 
Th-1, pero en situaciones específicas como el embarazo en que el estradiol se encuentra a 
niveles muy altos, las citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1 p e IL-6) y la actividad de 
células NK se encuentra disminuida; mientras que la producción de mediadores anti
inflamatorios (IL-4, IL-10 y TGF-P) está incrementada. En las mujeres que no se 
encuentran embarazadas, durante la fase lútea, la concentración de estrógenos y 
progesterona es elevada, lo que induce un predominio de respuesta Th-2 y alta producción 
de IL-4. 

Los andrógenos poseen un efecto similar, induciendo preferencia1mente respuesta 
Th-2, pero en ellos la variabilidad no depende solo de la concentración, también del estatus 
hormonal personal, status social y momento estacional. Por otra parte, elevados niveles de 
testosterona pueden resultar en niveles elevados de cortisol, con la consecuente 
disminución de la respuesta del sistema inmune, lo que favorece la progresión y 
reactivación de la TB. 

A este respecto, el hecho que los machos con TB moderada o severa presenten 
niveles disminuidos de testosterona con modesto incremento en las concentraciones de 
estradiol puede verse como un intento fallido por estimular mecanismos protectivos de 
inmunidad mediada por células. 

Nuestros experimentos realizados en ratones Ba1b/c mostraron que los machos 
murieron más tempranamente y el recuento de unidades formadoras de colonias fue 
significativamente menor que las de las hembras en los primeros días, como si inicialmente 
controlaran mejor la infección, pero esa tendencia se revierte hacia el día 14, para ser 
signitícativa durante toda la fase avanzada, con niveles muy altos de UFC, a diferencia de 
las hembras que mantienen niveles más parejos y mucho más bajos durante esta fase. Estos 
resultados concuerdan con los de la morfometría que muestran formación de granulomas 
más tempranamente, y mayor inflamación en todos los compmtimentos celulares, como si 



la inflamación, mayor en las hembras, estuviera controlando la infección, menor en los 
estadios avanzados, lo que sea hace evidente en el bajo recuento de las unidades 
formadoras de colonias en esta etapa. 

Particularmente en el dia 28, las hembras mostraron una extensa inflamación 
alveolar y la máxima expresión de TNF a, lo que coincide con la baja carga bacilar 
observada en la fase avanzada de la enfermedad en este grupo F hacia el día 60. Este bajo 
recuento de colonias, sumado a una mayor consolidación de la inflamación pulmonar, 
implica que las hembras pueden suti-ir mayor daño tisular por excesiva inflamación, que los 
machos. 

Interesantemente, el grupo de CM mostró una tasa de supervivencia y recuento de 
unidades formadoras de colonias semejante a los del grupo de las F. Esto sugiere que la 
baja resistencia a la TB en ratones M estaría mediada en gran medida por la testosterona. 

Se ha observado que la castración de los ratones machos luego de la pubertad 
incrementó el tamaño del timo y del bazo, con alto número de células CD4 periféricas y 
CD8. Estas células mostraron además una importante proliferación y una respuesta 
exagerada transiente luego de ser estimuladas por la exposición a un antígeno . 
Estas observaciones concuerdan con los resultados expuestos durante los días 14, 21 y 
durante la fase avanzada luego de dos meses de infección, el área ocupada por granulomas 
de los CM es tres veces más grande que la ocupada por los granulomas de los ratones M, el 
porcentaje de área ocupada por neumonía e similar en ambos, pero el recuento de colonias 
de CM es significativamente más bajo que en M. De este modo, la castración estaría 
protegiendo a los ratones machos, confiriéndoles mayor supervivencia y un control más 
eficiente del crecimiento bacilar pulmonar. 

En relación con la expresión de IL-4, los ratones CM mostraron dos veces menos 
expresión que los M hacia el día 60. En los M, en los días 14 y 21 en que la tendencia de 
una baja carga bacilar se modifica, y pasan a tener alta carga bacilar, con diferencias 
significativas con respecto a los otros grupos, se observa que esa modificación coincide con 
la alta expresión, con diferencias significativas, de IL-4. Es decir, que el descontrol de los 
niveles de la carga bacilar en los M podría deberse en parte a la presencia de IL-4, que es 
inductora de Th2, e inhibe Thl, que es quien mejor controla esta infección. Se ha observado 
que cuando se infecta con altas dosis de M. lubercu/osis, ya sea por vía intratraqueal, como 
en nuestro modelo, o por vía endovenosa; los niveles de IL-4 se incrementan durante la fase 
avanzada de la enfermedad y ese incremento tendía un efecto negativo para el huésped, ya 
que cuando hacen deleción del gen de IL-4, o la neutralizan por anticuerpos in vivo, se 
atenúa la enfermedad. 

Algo semejante se ha informado también en pacientes con TB, en países en vías de 
desarrollo, en general en miembros de familias que viven en condiciones de hacinamiento. 
En estos casos se observó mayor frecuencia de la enfermedad en hombres, y mayor 
frecuencia de altos niveles de IL-4 en los pacientes. 

Existen otras hormonas sexuales que pueden participar en la alta resistencia a TB 
que exhiben los CM. La supresión farmacológica de la testosterona induce la presencia de 
altos niveles circulantes de Hormona Liberadora de Gonadotrotina (GnRH), pro lactina y 
estrógenos. La Gonadotrolina puede estimular la proliferación de linfocitos T y B, y la 
pro lactina promueve la expansión y supervivencia de células T. De este modo, el electo 
protectivo contra TB en CM puede ser mediado en parte por la acción de estas hormonas. 



En un modelo realizado en ratones DBA/2 infectados por vía íntratraqueal con una 
baja dosis de i.1.. avium, observaron diferencias significativas en la carga bacilar entre 
hembras sham y castradas. Nosotros no encontramos esas diferencias en términos de 
mortalidad ni de recuento de colonias entre F y CF infectados con M. tuberculosis. Más 
aún, las CF presentaron mayor expresión de IFN-y, IL-12 and TNF-a en la fase avanzada 
de la enfermedad (día 60), que las F. Estos resultados aparentemente contradictorios pueden 
ser explicados por la aparición de diversos factores, como el uso de otra línea de animales, 
y de otro agente infeccioso, con otro nivel de vimlencia (la de A/. aviwn es menor que la de 
M. tuberculosis), distinta dosis de infección, y diferente constitución antigénica, ya que la 
cantidad y calidad del estímulo antigénico puede modificar en los macrófagos el número de 
receptores que expresan, modificando así la respuesta inmune. Además pueden participar 
otras hormonas sexuales, como la GnRH antes mencionada, que se encuentra elevada en 
animales gonadectomizados y puede participar en la protección de ratones CF. 

CONCLUSIONES: 

1) Los datos de la sobrevida nos sugieren que los ratones machos son 
más susceptibles a la TB que las hembras y que los machos 
castrados. 

2) Los machos presentan un incremento progresivo en la carga 
bacilar a lo largo del curso de la infección, mientras que las 
hembras presentan muy poca fluctuación, solo una leve variación 
hacia el día 14 y luego alcanza una meseta dentro de la cual se 
mantienen. 

3) Los machos presentan menor carga bacilar durante la fase inicial 
lo que indica mayor control de la infección en esta etapa. Esta 
tendencia se revierte a partir del día 14, alcanzando una carga 
bacilar muy alta durante la fase progresiva. 

4) Las hembras controlan mejor la infección y desarrollan 
inflamación mucho más importante que los machos. 

5) Los experimentos de castración en machos sugieren que las 
gónadas son un factor importante debido a que cuando son 
extirpadas existe similitud en la cantidad de bacterias presentes en 
pulmón y en la sobrevida, que las hembras castradas. Esta 
susceptibilidad prevenida por castración nos hace pensar en que la 
testosterona es un factor significativo de susceptibilidad, 
probablemente debido a sus efectos anti- inflamatorios. Estos 
resultados experimentales explicarían porqué hay mayor número 
de tuberculosos hombres, y podrían tener implicaciones en el 
aumento de la respuesta a la inmunoterapia, particularmente en el 
tratamiento de TB multidrogo resistente, sugiriendo que la 
manipulación del sistema endócrino puede ser un potencial 
adyuvante en el tratamiento de esta importante enfermedad 
infecciosa. 
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SALVADOR ZUB IRAN 

México, D.F. a 23 de Junio del 2015 

Dra. Norma Bobadilla Sandoval 
Coordinadora de la CINVA 
Presente 

Estimada Dra. Bobadilla: 

Por este conducto me permito solicitar el cierre del ¡:>rotocolo: " .. 
INMUNIDAD Y ESTEROIDES'SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESI ODIOS CtfNICOS 1 
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debido a que el protocolo ha concluido. 

Sin otro particular por el momento, quedo de usted. 

Atentamente, 

Nombre y Firmadel (a) Investigador (a) 

Dr. Rogelio Hernández Panda 
Sección de Patología Experimental 
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" 2015, Año del Generalísimo José María More los y Pavón" 

INSTITUTO NACIONAL DE 
C I EN CI AS MÉDI C AS 
Y NUTRICIÓN 
SA LVADO R ZUBIRÁN 

México, D.F. a 23 de Junio de l 2015. 

Dr. Rogelio Hernández Pando 

Depto. de Patología Experimental 

Presente 

Estimado Dr. Hernández.: 

Por este conducto me permito solicitar el cierre del Protocolo: " INMUNIDAD Y ESTEROIDES 

SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES", con clave: PAT-712-

1214-1, debido a que el period o de rea lización y la prórroga co rrespondiente autorizado por la 

CINVA ha concluido. Favor de llenar e l formato de cierre de l protocolo que se anexa a la presente . 

Sin otro particular por el momento, quedo de usted . 

P 1 ~) ,JUN ~ ~f:IÍ~ )? 
{pf< / { •JI 

Atentamente, DEPARTAMENTO DE 

·').· }~./- , . l CL ~~\ - ANATOMIA PATOLOGICA 
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Dra. NÓrr~a A. Bobadi lla Sandova l 
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CIENCIAS MÉDI C AS 
Y NUTRICIÓN 
SA LVADOR ZUBIRAN 

"2014, Año de Octavio Paz" 

DR. ROGELIO HERNÁNDEZ PANDO 

Depto. de Patología Experimental 

Presente. 

Estimado Dr. Hernández Pando: 

México, D. F., a 10 de Diciembre del 2014. 

~ tofl z/ zoR 

REF.: CINVA 712, Clave: PAT-712-12/14-1 

Hab iendo ana lizado detalladamente el Protocolo de Investigación Experim ental t itulado: 

"INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y 

EXPERIMENTALES." 

Este comité ha dictaminado aprobar la prórroga solicitada por seis meses a partir del1º. de Enero 

del 2015, pero será necesario comunicarse con el DIEB para informarse sobre el incremento en la 

producción y posible calendarización de entregas. 

Sin más por el momento quedo de usted. 

Atentamente, 

til_~(,{();vd -
Dra. ~:. Bobad illa Sa 1 oval 

Coordinadora de la Comisión de lnvesti · ción en Animales 

c.c. p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigación 

Dra. Ma. Elena Flores, Enca rgada del Bioterio 

VJsco de Quiroga No. 15 
Co lonia Sección XVI 
D e l e g ac ión Tl a l pan 
M éx ico, D. F. 1400 0 
Tel. ( 52) 548 7 0 9 0 0 
www. in c mn sz. m x 
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INSTITUTO NACIONAL DE 
CIENCIAS MÉDICAS 
Y NUTRICIÓN 
SALVADOR ZUBI RAN 

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval 
Coordinadora de la CINVA 

Presente 

México D. F., a 24 de noviembre del 2014. 

En relación a su oficio con fecha 28 de octubre del año en curso, en el que nos solicita le notifiquemos si el proyecto titulado: 
"INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES", con registro CINVA 
712, requiere de una prórroga; le solicito de la manera más atenta sea concedida por 6 meses a partir del1 de enero de 2015, 

dicha solicitud obedece a nuestra necesidad de continuar con nuestra investigación debido a que los resultados arrojados por 

este protocolo son publica bies y de un alto interés para la comunidad científica. 

En diversas reuniones científicas en las que se han presentado resultados previos se ha sugerido que se evalúe la importancia de 

los esteroides sexuales en la infección por otras bacterias con elevada virulencia, motivo por el cual necesitamos más animales 
para infectarlos con otros candidatos de micobacterias. Por la importancia del estudio se utilizaran 13 ratones por tiempo de 

sacrificio para cada bacteria y así asegurar la cantidad de muestras necesarias para las metodologías que se pretenden realizar 
obteniendo aun una significancia estadística. 

Los ensayos a repetirse son en hembras y machos de la cepa BALB/c, a continuación se en listan las metodologías a realizar: 

? E LISA para detección de hormonas 
? PCR en tiempo real para transcritos de citocinas 

~ Carga Bacilar por UFC 
~ Análisis Morfométrico 

Sexo Cinética de sacrificios 
Reto con 

Análisis 
No. de 

bacterias animales 

Carga Bacilar, 

Hembras 1,3,7,14,21,28, 60 H37Rv,5186,583 PCR en tiempo real, Histología, ELISA HGnRH 273 

FSH, LH 

Machos 1,3,7,14,21,28, 60 H37Rv,5186,583 
Carga Bacilar, PCR en tiempo real, 

273 
Histología, ELISA Testosterona 

Solicitamos que se nos otorgue un 10% más a la cantidad solicitada para cubrir perdidas durante el proceso de infección. 

Sin más por el momento me despido con cordia les saludos. 

Atentamente, 

Dr. Rogelio Hernández Pando 

Investigador en Ciencia Médicas F 
Departamento de Patología 

Sección de Patología Experimental 

Vasco de Quiroga No. 15 
Co lon ia Secc ión XVI 
De l egac i ón T l a l pa n C.c.p: Dr. Gerardo Gamba Ayala- Director de Investigación 
Méx i co, D. F. 14000 Dra. M a. Elena Flores Carrasco- Encargada del Depto. de lnvest. Exp. Y Bioterio 
Te l . (52)54870900 
www . i ncm n sz . mx 



Dr. Rogelio Hernández Pando 
Depto. de Patología Experimental 

Presente 

Estimado Dr. Hernández: · 

"2014, Año de Octavio Paz" 

México, D.F. a 28 de Octubre del 2014 

¡ INSTIT_UTO NACIONAL DE CIENCIAS 
Ml~OICAS Y NUTRICION 

. "SALVÁ)•r)r~.:t.QBUtA~' ' 

p fl - () ~) 1 • 1 J.l~. 
& ;r?~krz? / //"22, ¿"'~ 

DEPARIAIVl~I'-J(O Dt:. 

E 

ANATOMIA PATOLOGICA 

. Por este conducto le informo que su proyecto: "INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA 
TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLfNICOS Y EXPERIMENTALES.", con registro CINVA 712 finalizó en el 

mes de agosto del año en curso. Por lo que le solicito de la manera más atenta me haga saber si el 

proyecto requerirá una prórroga. En caso afirmativo, favor de envia r a la CINVA el periodo de 

ext ensión que solicita y de requerir un mayor número de anima les especif icar y justificar como se 

utilizarán y los proced imientos experimentales que se llevarán a cabo con los mismos. En caso de 
no requerir una prórroga favor de llenar el formato de cierre del protocolo que se anexa a la 

presente. 

Sin otro particular por el momento, quedo de usted. 

Atentamente, 

l<(rlJvVlew\-
Dra. rma r. Bobadilla Sand~l 

Coordinadora de la CINVA 
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c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Aya la, Director de Investigación. 
c. c.p. Dra. María Elena Flores Carrasco, Encargada del Departamento de Investigación 

Experimental y Bioterio. 
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Tradición 

AsisJencia 

1 

Agosto 20, 2012 

Dr. Rogelio Hernández Pando 
Investigador Responsable del Proyecto 
Departamento de Patología 

Presente. 

Con referencia al proyecto de investigación: '1nmunidad y Esteroides Sexuales en la 
Tuberculosis. Estudios Clfnicos y Exper.lmentales~ 

Registro CINVA: 712 

Clave: PAT-712-12/14-1 

La Comisión de Investigación en Animales {CINVA), decidió APROBARLO para su 

desarrollo. 

MV , . Se, er. 
Co élinador de la Comisión de Investigación en Animales 

ccp. Dr. Rubén Lisker Y.- Director de Investigación 
MVZ., M.en C. Octavio Villa nueva Sánchez .Secretario de la Comisión de 

Investigación en Animales 
Dra. Nimbe Torres y Torres.- Comisión de Invest igación en Animales 

1 nvestigación 
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Fot·mato Ílnico de Registro 

(O) Comentarios 

Título tlel proyecto: 

Tipo de proyecto: 

Antecedentes: 

INt\,tUN!DAD Y ESTERO! DES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERII\-1ENTALES 

Investigación Experimental 

Interrelaciones inmuno-endócrinas La demostración que las células integrantes de los sistemas inmune, endócrino y lll'l\ ln\1> 

comparten receptores para citocinas, hormonas y neuropéptídos, proveyó una base molecuhn para entender las inllueJ\l'lil~ dr 

Jos mediadores producidos por respuestas generadas en alguno de estos sistemas sobre la actividad de tos restantes ! t ! Fl 

Hipotálamo es d responsable de coordinar el sistema endocrino, puesto que recibe información de la corteza cerebral \ del 

sistema nervioso autónomo a la vez que interpreta estímulos ambientales como temperatura e iluminación, y prnmu~'\ l' 

importantes acciones regulatorias en periferia_ En respuesta a variados estímulos y mediante la liberación de hormona' 

pcptídicas, la dupla hipota!amo-hipófisis regula la actividad de componentes claves del sistema endOcrino como la llrl>ltk' 

suprarrenales y gónadas. Nuestro análisis se concentrará en dos sistemas el eje !lipotálamo-Hipófisis-Adrenal (HHAJ \ d e_¡t· 

Hipotálamo-Hipófisis-(ionadal (llllG).Eje !Iipotálamo-Hipófisis-GonadaiLas hormonas !ibemdoras de gonadntrofma' 1 t inHII 

ó LI!Ril), secretadas por el hipotálamo, estimulan la producción y liberación las gonadotrofinas Folieulo~·stimu!ante {1-\H ~ ~ 

Luteoestimulante (LH) a nivel hipoflsario_ Tales factores liberadores modulan la respuesta inmune (2, 3). Está derno>trada la 

presencia de sitios de unión espedlkos para GnRH en células T perifáicas humanas (CO-l+, CDS+~ {4, 5}. y de tran,crllo~ tk 

mRNA de GnRh y su receptor (GnRJI-R) en linfocitos perifericos [6j. La expresión del receptor de GnRII paree~· ~·<;Jar 

regulada por la GnRH nativa, lo que sugiere una función autócrina de esta hormona en las células inmunes Tamb1cn se 

constató un efecto de GnRII sobre el desarrollo del sistema inmune. a través de una acción directa sobre la madurar1on del 

timo y el desarrollo de !a respuesta inmune humoral y celular. f7J. La GnRH tendria un rol exacerbador de desórdenr\ 

autoinmunes. Los estudios de Jacobson y col [8} en ratones de amhos sc"Xos procli\'eS al Lupus Sistémico Eritematoso d FSl. 

ca~trados o no, indican que la administración de antagonistas de GnRl-1 produce una reducción de los anticuerpos ant1·l>NA. ~ 

niveles séricos de lgG, y una disminución en la severidad de la enfermedad renal y aumento de la supervtvencia. En cuantn a 

las hormonas FSH y LH las mismas son glueoprotdnas producidas en respuesta a la acción de la GnRH h1potalám1ca par;1 

actuar sobre las gónadas como reguladoras de los ciclos sexuales. La Lll actlla sobre el folículo ya maduro generando lHlil 

serie de eventos que desembocan en la ovulación. Es la responsable de la ovulación, la maduración del oo~ito \ 1~1 

luteinización del folículo. Rioquimicamentc, la Ll-1 produce en primer lugar aumento de pregnenolona y secundariamo:ntc dt· 

testosterona y estradiol, via de !a progesterona La Lll estimula la producción de esteroides gonadalcs como d e>li.Hitol 

progesterona y tcstosterona, a partir del colesterol_ Los andrógenos y estrógenos rigen las diferencias entre sexos Tnlh'" lt" 

estrógenos se sintetizan a partir de andrógenos. comenzando por colesterol o acetato. Los andrógenos como el andrn\lrnnJu,J 

y testosterona se sintetizan en ovarios y testículos. y son parcialmente convertidos a estrógenos de tipo estrona y C\ll.td!OI 



Ambos sexos producen las mismas hormonas e~teroidcs y las diferencias fisiológicas entre los mismos son cuantitativas, ~n 

función de la \'antiúad de andrógeno producido y del porcentaje que termina convirtiéndose en estrógeno [9]_ La respuesta 

celular a una hormona requiere la interacción con un receptor presente en la membrana o bien en su interior {lO]. Los 

receptores de hormonas se:wales son mayoritariamente nucleares, aunque también se encuentran en citoplasma, donde son 

dificiles de \'Ísualizar. Se supone que todos ellos se hallan en equilibrio dinámico entre ambos compartimentos, facilitado por 

su escasa avidez a unirse a estructuras celulares en ausencia de hormona_ Los receptores c~trogénicos poseen un dominio de 

unión a la hormona con distintas funciones: una parte de la molécula le confiere función de factor activador de la 

transcripción: otra región participa en la dimerización del receptor, indispensable para el reconocimiento de genes 

dependientes de la hormona; y una región de interacción con otras proteínas, como la hsp90 y p59. Cuando la hormona se 

une al dominio correspondiente del receptor, el receptor cambia su conformación pierde su afinidad por la hsp90, se !ibera de 

ella, y puede así dimerizar para favorecer la transcripción géniea [11 J. Los estrógenos señalizan a través de dos receptores, 

ERu y ERP {121- Es muy importante comiderar que la preponderancia de uno de los subtipos de receptores sobre el otro 

puede producir cambios en los efectos estrogénicos [13). Tanto el ERu como el ERji se expresan en órganos linfoides y en 

progenitores hematopoyéticos en la médula ósea 114-16]. Además el ERa, y en algunos casos el ERP se expresan en la 

superficie de células presentadoras de antígenos profesionales (CPA) y monocitos ( 17-22]. Para la progesterona se han descrito 

receptores citosólicos (PRs), pertenecientes a la superfanlilia de los receptores hormonales nucleares [22], y receptores 

asociados a membrana (mPRs.) (23J. Se conocen tres isoformas de PRs: PR-A, PC-B y PR·C [24-26] con patrones de expresión 

específicos del tejido, que pueden ser modificados tras la exposición hormonal [27-29]. En ratones predominan las formas PR

A y PR-R {30.31].En el hombre, los receptores para andrógenos pertenecen a una superfamilia de receptores esteroides, 

vitamina D, rhodopsina y otros ligandos. Poseen la capacidad de unirse a regiones específicas del DNA y favorecer la 

transcripción de los genes codificados en ellas actuando como factores de transcripción toda vez que se unen a su ligando 

[31 }. Además de esta actividad genómica el complejo hormona receptor tiene una actividad no genómica reflejada en la 

capacidad de inducir la activación de cascadas enzimilticas (como las MAPK, PKA y PKC) en el citoplasma (32-34]. El AR 

está codificado por un único gen y presenta dos isoformas (A y J3), que podrían desempeñar diferentes roles en la regulación 

de la transcripción génica [35].Efectos de los esteroides sexuales sobre componentes del sistema inmuneLas hembras poseen 

un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta respecto de los machos. Los niveles !".éricos de anticuerpos son más 

altos [36] y sus respuestas tras la inmunización [37-39} son más robustas, con una mejor respuesta humoraL Las hembras 

también rechazan los aloinjertos de piel mas r<lpidamente, indicador de una mayor inmunidad celular (40, 41 ]. Estas 

diferencias de género, verificadas tanto en humanos como en modelos animales, serían las responsables de la mayor 

susceptibilidad de las hembras al desarrollo de enfermedades autoinmunes tales como Esclerosis Múltiple, Artritis Reumatoidea 

(AR), LES y Encefa!omielitis Autoinmune Experimental. En los machos la testosterona parece ejercer un efecto proteetivo que 

disminuiría su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes (42!. El dimorfismo sexual en cuanto a la respuesta inmune 

podría estar relacionado con acciones de los esteroides sexuales sobre la producción de citocinas. Comparando los perfiles de 

citocinas secretadas por CPA de machos y hembras se observa que las CPA de machos secretan mayores niveles de IL-10 

mientras que las CPA de las hembras producen niveles superiores de IL-12 (43 ]. Esto t:woreceria una mayor respuesta de tipo 

Th2 en machos {44-46]. Ello estó. avalado por diferencias en cuanto a la presencia de receptores específicos para estas 

hormonas en distintos tipos de células inmunocompetcntcs_ Los estudios sobre Jos efectos de la testosterona en ratones indican 

que la castración aumenta la susceptibilidad al shock t'ndotóxico acompañada de una mayor expresión de TLR4 sobre !a 

superficie celular de sus macrófagos, por lo que la k'stosterona reduciría la expr~·sión de TLR4 en estas células [47]. Los 

mismos autores demostraron ademils que estrógenos como el 17·P estradiol aumentan la expresión de TLR4 y de CDI4 en 

macrófagos y regulan la susceptibilidad a la scpsis experimental. Al privar del estrógeno endógeno la producción de citocinas 

pro y antiinllamatorias decrecía, a la par de una reducción de TLR4 en dichas células_ Se desprende que mientras los 

andrógenos suprimen la respuesta ante el desafío con una endotoxina bacteriana, los estrógenos promueven un aumento de tal 

reacti,,idad [48}. Tomados en su conjunto, los andrógenos parecen ejercer efectos supresores en la respuesta inmune celular y 

humoral, y se comportan como hormonas anti-inflamatorias naturales. [49]. Por su parte, los estrógenos producen un 

incremento en los mediadores de la respuesta humoral y afectan el balance entre células T y l3, ya que descienden la actividad 

de las primeras mientras que favorecen una hiperactividad de las segundas {50]. Por su parte, la progesterona, hormona cla,·e 

para el mantenimiento del embarazo, interviene en la supresión de la inmunidad materna contra el feto debido a su importante 

acción antiinllamatoria, como así también al inhibir el desarrollo de respuestas Th 1 y favorecer la actÍ\'Ídad Th2 {51, 52] 

Durante la fase lútea del ciclo menstrual de las mujeres. en que las concentraciones de progesterona y estradiol se encuentran 

elevadas se produce un aumento en la síntesis de IL-4 la cual influye para que predomine la respuesta Th2 {53J_Los 



fldinici6n del problema: 

andrógenos también tienen efecto en la secreción de citocinas, pero su influencia sobre las mismas puede depender no ~nlo dL· 

la concentración de! esteroide, sino también del estatus hormonal del indi\•iduo, del rango social, o del momento e~tannna! 

[53]. Los esteroides sexuales también inlluyen sobre la respuesta inmune anti·infecciosa. La primera demostración qtn: h'~ 

esteroidcs ~ex u a les inlluian directamente sobre la respuesta inmune surgió dd trabajo de Henry y Bever!y t]Uienes ob~L'f\ ;non 

diferencias en dicha respuesta en machos y hembras infectados con Toxoplasma gondii !54}. Esto fue corroborado por otro>< 

estudios dontk se constató que la exacerbación de la enfermedad por parte de los estrógenos, resultaba contrarestada pnr 1:1 

gonadectomia Jo cual implicaba un buen grado de re~istencia [55, 56]. En estudios más recientes y en consonancia t:tlll In~ 

hallazgos señalados, pudo comprobarse que la mayor resistencia de los machos al protozoario coincide con una produ.:cirin 

más rápida y elevada de IL-12 e IFNy respecto de las hembras {57). Entre !as explicaciones sobre la mayor susceptibilid;td tk 

las hembras a la infección por T. gondii se sugiere una inhibición de los estrógenos sobre el promotor de IFN-·r [58), conHl a~1 

también los efectos inhibitorios de estrógenos y progesterona sobre los macrófagos y la producción de óxido nitricn !59! 

Tuberculosis La Tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha vcmdo afligiendo a la humanidad desde tiempos n'lllllto.., 

Aproximadamente se presentan 8.8 millones de nuevos casos por año mientras que 1.6 millones de personas fallecen a cau~a 

de la misma durante el mismo periodo. La enfermedad esta ocasionada por un agente de vida intracelular, el M~cobactnium 

tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmón donde puede producir desde algunas pocas lesiones místicas ha,ta un 

cuadro de intensa inOamación con gran destrucción de parénquima. Dicho espectro de afectación orgánica paree.; o.'5tar 

relacionado con la respuesta inmune celular hacia la micobacteria. habida cuenta que puede mediar tanto protección tíHlW 

patología. Los elementos esenciales que participan de esta respuesta comprenden a los macrófagos y a las célula~ -¡ Ln~ 

primeros fagocitan a la rnicohactcria, promoviendo la producción de diferentes citocinas y la pr..-:sentación de antíg~·tHls ;¡ 

células CD-1+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el IFN·- y la IL-2, capaces de potenciar la aL'ÓÓll 

bacteriostática-bactericida de los macrúfagos y promover la prolikración de los linfocitos respondedores, respecti\·am.:nte 

Como fuera señalado más arriba las células T también pueden diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar cl!ncma~ 

estimuladoras de la inmunidad humoral como la IL-4, IL-5, IL-6, e IL-!0. Estudios en pacientes con Tubereulo~is pulnmnar 

(TB) de distintas geografías concuerdan en observar alteraciones en la producción de citocinas Th 1 y Th2 con un prednminin 

de las primeras en la~ formas leves, no así en los casos a\•anzados donde prevalece la síntesis de citocinas Th2. Los tilclor<·~ por 

lo cuales se produce esta alteración involucran no sólo a mediadMes inmunológicos sino también a componentes del ~!'·k mil 

neuroendócrino dado su estrecha interconexión_ Es s.1bido que las citocinas inflamatorias estimulan el eje !lilA cun la 

consecuente secreción de cortisol y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar. a su vez el desarrollo de la respuesta imllltlle 

Así, !os glucocorticoides facilitan !a actividad Th2 en parte a tra\·és de una inhibición de las células Th l. mientras que la 

DHEA y la DI lEAs contrarrestan los efectos de los GC favoreciendo respuestas Th 1. Un trabajo reciente sobre la relaciún entn· 

los niveles de cortisol y DIIEA en pacientes tuberculosos varones con distinto grado de lesión pulmonar puso de mantllesto 

que todos ellos presentaban un aumento en Jos \'aJores de cortisol, no así la DHEA cuyas concentraciones se ubicaron m u\ pot 

debajo de los controles, correspondiéndole a las formas avanzadas los valores m:is descendidos 160]. Estudios simull.tneo~ 

apuntan asimismo que este desequilibrio entre ambos esteroides pueden favorecer un desbalance Th 11Th2 lo cual tendrt,t una 

repercusión desfavorable para la TB puesto que el control de la replicación del patógeno depende fundamentalmenk' de' un~t 

respuesta Thl apropiada Dd Rey et al también reportaron una disminución en los niveles de testosterona en presethta de 

mayores concentraciones de estradiol !o que en su conjunto podría t:worecer la persistencia de las reacciones inflamatnna" 

como asi también el corrimiento hacta el perm Th2 en la enfermedad progresiva, habida cuenta de las acciones de •unba~ 

hormonas sobre estas respuestas Muy pocos estudios han tenido en cuenta la participación de los estcroides sexuale' en la 

resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modelos experimentales Un par de trabajos señalan que los r<tttlne" 

hembras son mas resistentes a la infección con mico bacterias no tuberculos.1, y que el tratamiento con testosterona de'\ a la 

susceptibilidad a la infección con tvtycobacterium marinum {61, 62]. En función de todo lo expuesto resulta de sumo tntere" 

analizar la influencia de las hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para una aproximación más mecani<.!!C<l d 

estudio de centrará inicialmente en un modelo muy bien caracteri7ado de tuberculosis pulmonar en ratones BAL81e ink.:tadu'

por vía intratraquea! con 1\l tuberculosis cepa 1137Rv. En un paso posterior se abordará el estudio de los perft!.:' para 

hormonas sexuales en pacientes con TB pulmonar 

Estudios epidemiológicos diveroos han mostrado una mayor frecut:ncia de TB en hombres que en mujeres, lo cual ininalmen!L' 

fue atribuido a situaciones sociales, laborales o de asistencia a consulta medica, sin embargo en estudios recientes con pa.:tL'Ilte-. 

la contribueión de estos factores se ha descartado y actualmente se consttlera que ser de género masculino es un t:1t'lllr d~· 

riesgo para padecer TB. Es interesante que esto no se haya constatado en modelos experimentales 
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Debido a su importancia físiopatofogica, es importante confirmar en modelos experimentales murinos que !a TB es influiéa 

por hormonas sexuales y que esta es la base de fas diferencias en frecuencia y capacidad de control entre mujeres y hombres 

La TB es mas grave en !Crminos de su evolución (más r;lpida y mortal), carga bacteriana pulmonar y extensión de daño tisular 

en el género masculino que en el femenino y esto se debe a la acción promotora de la respuesta inmunológica que tienen los 

estrógenos y a la actividad anti-inflamatoria de la tcstosterona 
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Otra ¡10blal'ión:: 

()bjeli\'OS 

(01 ComentaJ"ios 

Objí'th·o: 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPER!t\·IENTACIÓN 

Objetivos c-spc-cifícos: En el modelo experimental (ESTA PARTE SE REALIZARÁ EN EL INSTITUTO NACIONAL DE 

CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICJON) l.-Establecer las diferencias en el curso de la enfermedad (mortalidad, carga bacilar 

pulmonar, extensión de daño histológico, expresión de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) entre ratones machos y hembras de la 

cepa Balb/c infectados por vía intratraqueal con una dosis afta de M. tuberculosis vivo y virulento cepa 1137Rv. 2.-Comparar 

la evolución de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y no castrados_ J.-Cuantificar las concentración de 

testosterona en el suero de ratones machos infectados a lo largo de la enfermedad. Estudios en pacientes {ESTA PARTE SE 



Tipo de objcth·o: 

~lctodolugia: Diseño general 

(Ol Comentarios 

~letotlologla gral: 

REALIZARÁ EN LA UNIVERSIDAD DE !{OSARIO ARGENTINA) 1.- En pacientes con TB pulmonar de distinta ~c\trrdnd_ 

HIV ncgati\'OS y que aún no han iniciado tratamiento antibacilar. 2_- lnwstigar en quC medida las variaciones en lo~ nrvcJc.;; 

circulantes de estradiol (E2), cortisol, DIIEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (IFN-GAMMA, TNF-AI FA t 

JL-6) se correlacionan entre si y con la severidad de la enfermedad J.-Determinar si existen diferencias por sexo en cu;rntn ¡r 

la presentación clínica de la enfermedad 

General 

Estudios experimentales en ratones: Ciento diez ratones machos y el mismo numero de ratones hembras de la cepa Balb·r ~·on X 

semanas de edad serán divididos en 4 grupos. Al primer grupo de ratones machos simulados, se les practicará una rnu~rún 

quirúrgica abdominal simulando la resección de Jos testículos, el segundo grupo corresponde al de machos castradn' a In~ 

cuales se le extrerán quirúrgicamente Jos testículos, el tercer grupo será el de hembras simuladas y el cuarto grupo corre,¡HHHh: 

al de hembras con oforectomia bilateral. A todas !as jaulas de hembras se les colocará aserrín con orina de macho por ¡,..,, dia' 

para sincronizar su ciclo hormonaL Despues de una semana de recuperación de la cirugía, a todos los :mnnaks 'l' k\ 

anestesiará con vapores de ~voflurano y en una campana de seguridad biológica nivel 3 se les infectará a travCs de una r.rnul:r 

intratraqucal de acero inoxidable, depositando 250,000 bacterias vivas de la cepa H37Rv suspendidas en 100 microlltw~ do: 

PBS. Los animales infectados se confínarán en grupos de JO por caja en un sistema de microaisladores conectados a un 'hkma 

de presión negativa y aire filtrado constante {98). Las bacterias se crecen en medio liquido 7H9 hasta llegar a !.1 1:1, ... 

logarítmica en las que se colectan y preparan para ser contadas y confirmada su viabilidad por citometría de flujo. Orurn' Jc (, 

ratones en cada uno de Jos grupos se sacrif1carán en los días 1, 3, 7, 1--1, 21, 28 y 60 dias. el sacrifrcio se realiza bajo an~,·,tnra 

por exsanguinación, la sangre se colecta para posteriormente separar el suero, el tórax se abre inmediatamente para expono:r Jo, 

pulmones, el pulmón derecho o izquierdo de 4 animales se perfunde con alcohol etílico absoluto para posteriormente mrluir!n 

en parafma y (lblener cortes histológicos, los demás pulmones se extraen y congelan inmediatamente en nitrógcnn hquidn 

Diez animales por grupo se dejan para determinar mortalidad espontánea y construir gráficas de sobrevida_ Se r~::almuan d<" 

experimentos completos independientes. Estudio morfométrico: En los cortes histológicos de cada pulmón y ratón sacnlh.:ado 

se determinará por morfometría automatizada utilizando el equipo Leica Q:Win 500, el área de inOamación int<.•r,ucml. 

perivascular y peribronquial, asi como el tamaño de los gran u lomas y el porcentaje de área pulmonar afectado por neumnnia 

Determinación de carga bacilar: En 4 pulmones congelados por grupo se determinará la carga bacilar de5pllo:\ Jl· 

homogcnizarlos con un politrón en tubos falcon estCrilcs que contienen lml de PBS/ TweenSO al 0.05%, cinco dihrcton,'\ (k 

cada homogenizado se siembran por duplicado en cajas de petri que tienen el medio BactoMidd!ebrok 7H JO agar cnriqu,Tido 

con ácido olcico, al_búmina, catalasa y dextrosa_ Las cajas se incuban a 37'"C con 5% de Co2. El número de un1dadc" 

formadoras de colonias se cuenta después de 21 días_ Medición de la expresión genética de citocinas por RT-PCR en u~mpn 

real: De los 4 pulmones restantes por cada tiempo de sacrificio y de cada grupo experimental se purifícani. el RNA totalu•;mdo 

el mini-kit RNeasy de Qiagen. Cada pulmón se sumerge en 2m! de medio RPMJ-1640 con 0.5mg/ml de colagcn:lsa tipo.'~ ~L' 

incuba por 1 hr a 37"C. Posteriormente el tejido se pasa a través de una malla de 70 micras, empujando el tejido con un p1,tr!o ~ 

lavando con el medio. Las células asi obtenidas se centrifugan, el sobrenadan te se elimina y los glóbulos rojos se elimm:m con 

un buffer de lisis. DcspuCs de contar las célula.~. se adicionan 350 micro litros del buffer de lisis tisular por cada 50 milhlnc·~ dr 

á lulas y el RNA se purifica usando el mini-kit RNeasy de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La calidad y ~·;m1!daJ 

del RNA ~ evalúa por espectro fotometría (2601289nm) y en geles de agarosa La transcripción re\"ersa del RNA ~e lb ar;i a 

cabo con 5microgramos de RNA, oligo-dT y el kit Ornniscript de Qiagen_ El PCR en tiempo real se realinrá utilinmJn d 

equipo 7500 real-time PCR de Applied Riosystems y el kit SYRR·Green. Se construirán curvas estándar del producto Jc· PCR 

cuantiftcado y en diferentes diluciones, así como del eontrol negativo. Los iniciadores (primers) especiftcos para t·aJa c'lhll"llla 

se diseñan con el prograrn:l Primer-Express, las secuencias son las siguientes gliceraldehido-3-fOsfato dcshidro~cna'a 

(GJPDH): 5'-CATTGTGGAAGUGCI"CATGA·3', 5'-GGAAGGCCAT<lCCAGTGAGC-3'; óxido nítrico sintc!as.a induc1bk 'i'-

AGCGAGAGCAGGTGGAAG-3'. 5'-CATTTCGCTGTCTCCCCAA-3'; factor de necros1s tisular alfa ::;·. 



TGTGGCT I'CGACCTCTACCTC-3', 

GOTGACATGAAAATCCI:GCAG-3', 

5'-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3'; intcrl'cron gama 

5'-CCfCAAACTTOGCAATACTCATGA-3'; interleucina 4: 

s;-
5'-

CGTCCTCACAGCAACGGAOA-3', 5'-GCAGCTTATCGATGAATCCAG0-3'. Las condiciones del PCR son· desnaturalización 

inicial a 9 S"C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 95"C por 20 segundos. 60"C por 20 segundos, 72"C por 34 segundos_ Las 

cantidades cspcdlkas del RNA mensajero en cada mue5tra se determinarán de acuerdo a la curva cstándar del gen especifico 

correspondiente. El nUmero de copias de RNAm de cada citocina se expresa en relación a un millón de copias del gen 

constitutivo G3PDHTodo el trabajo experimental es realizado en conformidad con el comité local de ética en cxperiment¡¡eión 

con animales, el cual se l'undamenta en el artículo de la constitución mexicana N0!>.-1062-Z00-1999 sobre reglas de 

producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. El proyecto ha sido reyisado y aprobado por el comité de in\'estigación 

de animales de experimentación del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición ''Salvador Zubirim" con la clave PAT-

19-Iú-12-1. Lugar de Trabajo del Modelo Experimentai:Jnstituto Nacional de Ciencias 1\·lédicas y Nutrición "Salvador 

Zubiró.n", DF, México.Estudios en pacientes (esta parte se realizara en la Universidad de Rosario Argentina)Grupos de 

estudioEnfermos. La muestra de pacientes sera seleccionada entre enfermos adultos ( 18 a 60 años). Todos seró.n pacientes con 

serología negativa para Hl V, y el diagnóstico de TB se realizará sobre la base de criterios clínicos y radiológicos sumado a la 

identificación de bacilos ácido-alcohol resistentes en los fluidos biológicos_ Todas las muestras se obtendrán antes de la 

iniciación del tratamiento especifíco. En todos los pacientes con TB se tendrá en cuenta el grado de compromiso, el cual será 

clasificado segUn la extensión y tipo de lesión radiológica en: leve, pacientes con un único lóbulo involucrado sin cavidades 

visibles~ moderado, pacientes con compromiso unilateral de 2 o más lóbulos y las cavidades, de hallarse presentes. que no 

excedan un diámetro total de 4 cm~ avanzada o severa, enfermedad bilateral con afectación masiva y cavidades múltiples_ Con 

el propósito de analizar potenciales factores de conl'usión sobre las variables de impacto se tomarán en cuenta datos en relación 

a edad y sexo romo así también a los valores sanguíneos de glucosa, uremia, proteínas totales, antecedentes de alcoholismo o 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica vinculada al tabaquismo. Todos lo5 pacientes deberán hallarse libres de compromiso 

directo de la glftndula suprarrenal por el bacilo tuberculoso (la Enfermedad de Addison es muy poco frecuente en nuestro 

medio). La f¡cha clínica también recogera información acerca de otras variables vinculadas a la TB como eritrosedimentación, 

sindrome de impregnación bacilar, frecuencia cardíaca y respiratoria_ También se conformara un cuestionario para conocer el 

estado menstrual de las pacientes (o presencia de menopausia), ingesta de anti-conceptivos_ Controles. Este grupo se 

compondrá de voluntarios sanos similares en sexo y edad, que no registren contactos con pacientes TB, enfermedades 

inmunolúgicas o trastornos endocrinológicos. En buena parte de los casos las muestras de sangre se obtienen de personal de 

laboratorio. La incorporación de las personas se efectuara una v.:.·z que hayan otorgado su libre consentimiento a participar. 

Todos dios serán prcviament<: inform,1dos de los objetivos del estudio, el cual se ajustará a fas normas éticas nacionales e 

internacionales que regulan la investigación en seres humanos. La identidad de !os participantes no será 

revelada.Cuantil'tcación de citocinas·Los niveles de JFN-_1, TNF-1 1, IL·6 se determinanln en el plasma por 

enzimoinmunoensayos comerciales (EL! SI\, R&D o Pharmingen)_Cuantificación de hormonas: Las concentraciones en plasma 

de estradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona se determinarán por enzimoinmunoens.1yos de 

competición comerciales (E LISA, DRG Systems. Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Análisis e~tadísticos 

El análisis cstadistico se efectuará por medio del programa Stata Statistics Package_ Se utilizara el método de Kolmogorov

Smirnov para analizar si las variables se distribuyen normalmente, en caso de no hacerlo se aplicarán las transformaciones 

necesarias. Las \'ariablcs categóricas se analizaran por las pruebas de z2 o probabilidad exacta de Fisher, mientras que se 

aplicara el análisis de la variancia o la t de Studcnt para las mediciones cuantitativas. Asimismo se empleMá el modelo lineal 

generalizado a efectos de determinar si tos factores concurrentes ligados a la condición clínica de los enfermos inl1uycn sobre 

los diversos parámetros de interés Dado las variaciones de las hormonas sexuales (LII, FSH, estradiol y progesterona) en 

!'unción de !a presencia o ausencia de menopausia, se pondrá un especial énfasis al aná.lisis por separado de la población 

femenina en función de este !Uctor. Los estudios de asociación entre los niveles circulantes de hormonas, citocinas y variables 

clínicas se efectuarán por medio de análisis multivariado. Se utilizará el método de Kaplan y Meier para comparar !as curvas de 

sobrevida en los diferentes grupos de ratones y la prueba de Jos rangos logarítmicos_ Se calctJ!arán tos coeficientes de 

correlación parciales. El significado estadístico será P <0.05. 



.\ll'todologfa: Criterios dl' selección 

(0\ Comentarios 

Criterio~ dc seiCl'ción del protocolo: 

lll'ncfieio (s) del estudio 

(Ol Comentados 

Beneficio: 

Tipo de bcneficio: 

.\1ctodología: l>esenlal'e y variables 

(O) Comentados 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERH\'fENTAC!ÓN 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

,\letodologfa de deseen lace Y \'ariablcs: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

.\la nejo d<' confidcndalidad 

(O} Comentarios 

Acciones, estrategias Y prccaucioncs que NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANir..·fALES DE EXPERIMENTACIÓ.LA PARTE CLJNICA (ESTUDIO" FN 
serán tomadas para proteger la 
confidencialidad de la información de PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 
los pacientes.: 

PondentciÍJn general de riesgos contra beneficios dl'l estudio propuesto 

10) Comentados 

Ponderaeión grnrral dnirsgoscontra NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES OE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CJ.INICA (ESTUDIO" FN 
beneficios del estudio pro¡mesto: 

Riesgu (s) dl'l c~tutlio 

CO) Comentarios 

PACIENTES) SE REAJ.JZARA EN LA UNIVERSJl)AD DE ROSARIO ARGENTINA. 



\loll'\lias gl•n('radas por d estudio: 

("omplira{'ionr.~ dd JlfOcetlimiento: 

Efecto~ ;ul\·{'rsos reportados de 
ml'tlil'amentos o sustancias utilizadas: 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERHviENTAC!ÓN LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERir-.·1ENTACIÓN. LA PARTE CUNICA (ESTUDrOS EN 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA 

NO APLICA. EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CLIN!CA (ESTUDIOS EN 

PACIENTES} SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA 
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Estela Bini 
Presente.-

Estimada Becaria Bini, 

Reciba saludos cordiales de nuestra parte. 

1 ~.-- ':"" 
1 .) 

Caracas, 17 de enero de 2012. 

' 

Hemos revisado y evaluado su postulación en el sistema de becas de UNU-BIOlAC. 

La comisión de evaluadores ha dado el veredicto, su postulación para el proyecto de 
'1 investigación sobre: Estudio sobre las diferencias entre el género femenino y masculino 

para desarrollar tuberculosis, a realizarse del 1 de marzo al 1 de julio de 2012, ha sido 
aprobada. 

El financiamiento para su beca contempla los siguientes rubros: 
v" Boleto aéreo por la ruta más corta y económica. 
v" Seguro de vida y accidentes. 
v" Estipendio mensual de USO 1.000 para: 

Alojamiento y alimcntat!ón 
Transporte local y gastos incidentales. 

v" Estipendio mensual de USO 500 para gastos de materiales y laboratorio en caso de que 
el mentor lo solicite (también llamado Bench Fee). 

Una vez culminada su estadía en el instituto anfitrión, usted deberá presentar un informe final 
que contenga: 

v" Proyecto de investigación desarrollado 
v" Objetivos alcanzados 
v" Conclusiones 
v" Cualquier otra información que considere pertinente incluir 

( 

Dicho informe deberá estar avalado y firmado por su mentor o instructor en el instituto anfitrión 
y por su supervisor directo en su país de origen. Cada firma deberá estar acompañada de sello o 
cuño de cada institución. 

Sin más a que hacer referencia quedamos a sus órdenes. 

Atentamente, 1'; 
·'} _,ú--1_ --~--

~~o:é Luis Ramírez 
Coordinador 

Carretera Nacional Hoyo de La Puerta, Instituto de Estudios Avanzados- IDEA, 
Edificio Bolívar, Piso 3. Baruta 1080 - Estado Miranda. Caracas -VENEZUELA 

T elefax: (58212) 962.16.44 /16.05/11.20 1 02.23 
E~Mail: info@biolac.unu.edu 
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México D. F., a 17 de septiembre del 2012. 

C. P. Martha Arredondo Urzua 
Jefe del Depto. de C.F.E.l. 
Presente. 

Por medio de la presente informo a UD. que fue depositado a la cuenta 
No. 0129031085 la cantidad de ----------------------------------------------

$14,364.60---- (CATORCE MIL TRESCIENTOS SESENTA Y CUATRO PESOS 64/100 

M. N), -------- por La Universidad de Naciones Unidas, por el concepto de Beca 

para la Dra. Estela Isabel Bini de nacionalidad Argentina, por lo que solicito sea 
transferido al proyecto. PAT-712-12/14-1 y se elabore el recibo correspondiente. 

Sin más por el momento me despido enviándole un cordial saludo. 

Atenta mente 

Dr. Rogelio Hernández Panda 
Investigador Responsable de Proyecto. 
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México D. F. a 26 de septiembre de 2012 

Dr. David Kersenobich Stalnikowitz 
Director General 
Presente 

Estima do Dr. K ersenobich: 

Por medio de la presente me permito solicitarle de la manera más atenta su aceptación para 
exentar del pago de gastos administrativos de estipendio personal y apoyo para compra de 
reactivos, de la beca recientemente otorgada por la Universidad de las Naciones Unidas a la 
Lic. en Biología Estela Isabel Bíni., los cuales fueron depositados al proyecto titulado: Inmunidad 
y Estero/des Sexuales en la Tuberculosis. Estudios Clínicos y Experimentales, con número: PAT-
712·12/14.1 

La Uc. Bini es de nacionalidad Argentina y actualmente está realizando sus tesis Doctoral en la 
Univers1dad de Rosario de su país natal, el tema de su tesis es sobre la influencia del género 
en la inmunopatología de la tuberculosis, la parte del estudio en pacientes lo está realizando en 
su país y los estudios experimentales los está realizando bajo mi supervisión, de hecho yo 
fungo como ca-tutor de su tesis. La Lic. Bini no tiene apoyo económico por parte de su país, 
fue por esto que se tramitó una beca por parte de la Universidad de la Naciones Unidas, la 
cual lúe recientemente aprobada para visitar periódicamente nuestro laboratorio apoyándola con 
un estipendio mensual de 1000 USO y de reactivos por 500 USD por 4 meses. Por el corto 
apoyo otorgado y debido a que no es mexicana me permito solicitar su aprobación para que 
quede exenta del pago de gastos administrativos. Cabe mencionar que el Dr. Rubén Lisker ha 
revisado el caso y dio su aprobación. 

Como usted sabe, nuestro grupo de trabajo tiene una importante actividad colaborativa con 
diversos grupos extranjeros y este tipo de interacción nos permite ser más productivos y 
proyectar a nuestro grupo de trabajo internacionalmente, el intercambio de estudiantes ha sido 
en realidad una actividad constante y muy importante en esta interacción internacional. 

( 
Agradezco de antemano la atención a la presente y aprovecho la ocasión para enviarte 
afectuosos saludos. J 

Atentamente, ' l"í' ' r 
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México D. F. a 26 de septiembre de 2012 

Dr. David Kersenobich StalnikowitJ 
Director General 
Presente 

Estimado Dr. Kersenobich: 

Por medio de la presente me permito solicitarle de la manera más atenta su aceptación para 
exentar del pago de gastos administrativos de estipendio personal y apoyo para compra de 
reactivos, de la beca recientemente otorgada por la Universidad de las Naciones Unidas a la 
Lic. en Biología Estela Isabel Bini., los cuales fueron depositados al proyecto titulado: Inmunidad 
y Esferoides Sexuales en la Tuberculosis. Estudios Clínicos y Experimentales, con número: PAT-
712-12/14.1 

La Lic. Bini es de nacionalidad Argentina y actualmente está realizando sus tesis Doctoral en la 
Universidad de Rosario de su país nata~ el tema de su tesis es sobre la influencia del género 
en la inmunopatología de la tuberculosis, la parte del estudio en pacientes lo está realizando en 
su país y los estudios experimentales los está realizando ba¡O mi supervisión, de hecho yo 
fungo como ca-tutor de su tesis. La Lic. Bini no tiene apoyo económico por parte de su país, 
fue por esto que se tramitó una beca por parte de la Universidad de la Naciones Unidas, la 
cual fue recientemente aprobada para visitar periódicamente nuestro laboratorio apoyándola con 
un estipendio mensual de 1000 USD y de reactivos por 500 USO por 4 meses. Por el corto 
apoyo otorgado y debido a que no es mexicana me permito solicitar su aprobación para que 
quede exenta del pago de gastos administrativos. Cabe mencionar que e/ Dr. Rubén Lisker ha 
revisado el caso y d10 su aprobación 

Como usted sabe, nuestro grupo de trabajo tiene una importante actividad colaborativa con 
diversos grupos extrary(Hos y este tipo de interacción nos permite ser más productivos y 
proyectar a nuestro grupo de trabajO internacionalmente, el intercambio de estudiantes ha sido 
en realidad una actívidad constante y muy importante en esta interacción internacional 

Agradezco de antemano la atención a la presente y aprovecho la ocasión para 
afectuosos saludos. 

Atentamente, 
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INMUNIDAD Y ESTERO ID ES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. 
ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPERIMENTALES 

Antecedentes 

lntcnclacioncs inmuno-endócrinas 
La demostración que las células integrantes de los sistemas ümmne, endócrino y 
nervioso comparten receptores para citocinas, hormonas y neuropéptidos, proveyó una 
base molecular para entender las int1uencias de los mediadores producidos por 
respuestas generadas en alguno de estos sistemas sobre la actividad de los restantes [1]. 
El Hipotálamo es el responsable de coordinar el sistema endocrino, puesto que recibe 
información de la corteza cerebral y del sistema nervioso autónomo a la vez que 
interpreta estímulos ambientales como temperatura e iluminación, y promueve 
importantes acciones regulatorias en periferia. En respuesta a variados estímulos y 
mediante la liberación de hormonas peptídicas, la dupla hipotálamo-hipófisis regula la 
actividad de componentes claves del sistema endócrino como la tiroides, suprarrenales y 
gónadas. Nuestro análisis se concentrará en dos sistemas el eje Hipotálamo-Hipófisis
Adrenal (I-II-JA) y el eje Hipotálamo-Hipótisis-Gonadal (HHG). 

Eje Hipotálamo-Hipófisis-Gonadal 

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH ó LHRH), secretadas por el 
hipotálamo, estimulan la producción y liberación las gonadotrofinas Foliculoestimulante 
(FSI-1) y Luteoestimulante (LH) a nivel hipotisario. Tales factores liberadores modulan 
la respuesta inmune [2, 3]. Está demostrada la presencia de sitios de unión específicos 
para GnRH en células T periféricas humanas (CD4+, CD8+) [4, 5], y de transcritos de 
mRNA de GnRh y su receptor (GnRH-R) en linfocitos periféricos [6]. La expresión del 
receptor de GnRH parece estar regulada por la GnRH nativa, lo que sugiere una función 
autócrina de esta hormona en las células inmunes. También se constató un efecto de 
GnRH sobre el desarrollo del sistema inmune, a través de una acción directa sobre la 
maduración del timo y el desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular. [7]. La 
GnRI-1 tendría un rol exacerbador de desórdenes auto inmunes. Los estudios de Jacobson 
y col [8] en ratones de ambos sexos proclives al Lupus Sistémico Eritematoso (LES), 
castrados o no, indican que la administración de antagonistas de GnRH produce una 
reducción de los anticuerpos anti-DNA, y niveles séricos de lgG, y una disminución en 
la severidad de la enfermedad renal y aumento de la supervivencia. 
En cuanto a las hormonas FSH y LH las mismas son glucoproteínas producidas en 
respuesta a la acción de la GnRH hipotalámica, para actuar sobre las gónadas como 
reguladoras de los ciclos sexuales. La LH actúa sobre el folículo ya maduro generando 
una serie de eventos que desembocan en la ovulación. Es la responsable de la ovulación, 
la maduración del oocito y la luteinización del folículo. Bioquímicamente, la LH 
produce en primer lugar aumento de pregnenolona y secundariamente de testosterona y 
estradiol, vía de la progesterona. La LH estimula la producción de esteroides gonadales 
como el estradiol, progesterona y testosterona, a partir del colesterol. 
Los andrógenos y estrógenos rigen las diferencias entre sexos. Todos los estrógenos se 
sintetizan a partir de andrógenos, comenzando por colesterol o acetato. Los andrógenos 
como el androstenediol y testosterona se sintetizan en ovarios y testículos, y son 
parcialmente convertidos a estrógenos de tipo estrona y estradiol. Ambos sexos 
producen las mismas hormonas esteroides y las diferencias lisiológicas entre los 



mismos son cuantitativas, en función de la cantidad de andrógeno producido y del 
porcentaje que termina convirtiéndose en estrógeno [9]. 
La respuesta celular a una hormona requiere la interacción con un receptor presente en 
la membrana o bien en su interior [l 0]. Los receptores de hormonas sexuales son 
mayoritariamente nucleares, aunque también se encuentran en citoplasma, donde son 
difíciles de visualizar. Se supone que todos ellos se hallan en equilibrio dinámico entre 
ambos compmiimentos, facilitado por su escasa avidez a unirse a estructuras celulares 
en ausencia de hormona. Los receptores estrogénicos poseen un dominio de unión a la 
hormona con distintas funciones: una parte de la molécula le confiere función de factor 
activador de la transcripción; otra región participa en la dimerización del receptor, 
indispensable para el reconocimiento de genes dependientes de la hormona; y una 
región de interacción con otras proteínas, como la hsp90 y p59. Cuando la hormona se 
une al dominio correspondiente del receptor, el receptor cambia su conformación pierde 
su afinidad por la hsp90, se libera de ella, y puede así dimerizar para favorecer la 
transcripción génica [11]. 
Los estrógenos señalizan a través de dos receptores, ERu y ER~ [12]. Es muy 
importante considerar que la preponderancia de uno de los subtipos de receptores sobre 
el otro puede producir cambios en los efectos estrogénicos [13]. Tanto el ERu como el 
ER~ se expresan en órganos linfoides y en progenitores hematopoyéticos en la médula 
ósea [ 14-16]. Además el ERu, y en algunos casos el ER~ se expresan en la superficie de 
células presentadoras de antígenos profesionales (CPA) y monocitos [17-22]. 
Para la progesterona se han descrito receptores citosólicos (PRs), pertenecientes a la 

superfamilia de los receptores hormonales nucleares [22], y receptores asociados a 
membrana (mPRs) [23]. Se conocen tres isoformas de PRs: PR-A, PC-B y PR-C [24- · 
26] con patrones de expresión específicos del tejido, que pueden ser modificados tras la 
exposición hormonal [27-29]. En ratones predominan las formas PR-A y PR-B [30.31]. 
En el hombre, los receptores para andrógenos pertenecen a una superfamilia de 
receptores esteroides, vitamina D, rhodopsina y otros ligandos. Poseen la capacidad de 
unirse a regiones específicas del DNA y favorecer la transcripción de los genes 
codificados en ellas actuando como factores de transcripción toda vez que se unen a su 
ligando [31]. Además de esta actividad genómica el complejo hormona receptor tiene 
una actividad no genómica reflejada en la capacidad de inducir la activación de 
cascadas enzimáticas (como las MAPK, PKA y PKC) en el citoplasma [32-34]. El AR 
está codificado por un único gen y presenta dos isoformas (A y B), que podrían 
desempeñar diferentes roles en la regulación de la transcripción génica [35]. 

Efectos de los cstcroides sexuales sobre componentes del sistema inmune 
Las hembras poseen un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta respecto 
de los machos. Los niveles séricos de anticuerpos son más altos [36] y sus respuestas 
tras la inmunización [37-39] son más robustas, con una mejor respuesta humoral. Las 
hembras también rechazan los aloinjertos de piel más rápidamente, indicador de una 
mayor inmunidad celular [40, 41]. Estas diferencias de género, verificadas tanto en 
humanos como en modelos animales, serían las responsables de la mayor 
susceptibilidad de las hembras al desarrollo de enfermedades autoinmunes tales como 
Esclerosis Múltiple, Artritis Reumatoidea (AR), LES y Encefalomielitis Autoinmune 
Experimental. En los machos la testosterona parece ejercer un efecto protectivo que 
disminuiría su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes [42]. 
El dimorfismo sexual en cuanto a la respuesta inmune podría estar relacionado con 
acciones de los esteroides sexuales sobre la producción de citocinas. Comparando los 
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perfiles de citocinas secretadas por CPA de machos y hembras se observa que las CPA 
de machos secretan mayores niveles de IL-1 O mientras que las CPA de las hembras 
producen niveles superiores de IL-12 [43]. Esto favorecería una mayor respuesta de tipo 
Th2 en machos [ 44-46]. Ello está avalado por diferencias en cuanto a la presencia de 
receptores específicos para estas hormonas en distintos tipos de células 
inmunocompetentes. Los estudios sobre los efectos de la testosterona en ratones i,ndican 
que la castración aumenta la susceptibilidad al shock endotóxico acompañada de una 
mayor expresión de TLR4 sobre la superficie celular de sus macrófagos, por lo que la 
testosterona reduciría la expre'sión de TLR4 en estas células [47]. Los mismos autores 
demostraron además que estrógenos como el 17-~ estradiol aumentan la expresión de 
TLR4 y de CD 14 en macrófagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis experimental. 
Al privar del estrógeno endógeno la producción de citocinas pro y antiinflamatorias 
decrecía, a la par de una reducción de TLR4 en dichas células. Se desprende que 
mientras los andrógenos suprimen la respuesta ante el desafio con una endotoxina 
bacteriana, los estrógenos promueven un aumento de tal reactividad (48]. 
Tomados en su conjunto, los andrógenos parecen ejercer efectos supresores en la 
respuesta inmune celular y humoral, y se comportan como hormonas anti-inflamatorias 
naturales. [49]. Por su parte, los estrógenos producen un incremento en los mediadores 
de la respuesta humoral y afectan el balance entre células T y B, ya que descienden la 
actividad de las primeras mientras que favorecen una hiperactividad de las segundas 
[50]. 
Por su parte, la progesterona, hormona clave para el mantenimiento del embarazo, 
interviene en la supresión de la inmunidad materna contra el feto debido a su importante 
acción antiinflamatoria, como así también al inhibir el desarrollo de respuestas Thl y 
favorecer la actividad Th2 (51, 52]. Durante la fase lútea del ciclo menstrual de las 
mujeres, en que las concentraciones de progesterona y estradiol se encuentran elevadas 
se produce un aumento en la síntesis de IL-4 la cual int1uye para que predomine la 
respuesta Th2 [53]. 
Los andrógenos también tienen efecto en la secreción de citocinas, pero su influencia 
sobre las mismas puede depender no sólo de la concentración del esteroide, sino 
también del estatus hormonal del individuo, del rango social, o del momento estacional 
[53]. 
Los esteroides sexuales también influyen sobre la respuesta inmune anti-inlecciosa. La 
primera demostración que los esteroides sexuales influían directamente sobre la 
respuesta inmune surgió del trabajo de Henry y Beverly quienes observaron diferencias 
en dicha respuesta en machos y hembras infectados con Toxoplasma gondii [54]. Esto 
fue corroborado por otros estudios donde se constató que la exacerbación de la 
enfermedad por parte de los estrógenos, resultaba contrarestada por la gonadectomía lo 
cual implicaba un buen grado de resistencia [55, 56]. 
En estudios más recientes y en consonancia con los hallazgos señalados, pudo 
comprobarse que la mayor resistencia de los machos al protozoario coincide con una 
producción más rápida y elevada de IL-12 e IFNy respecto de las hembras [57]. Entre 
las explicaciones sobre la mayor susceptibilidad de las hembras a la infección por T 
gondii se sugiere una inhibición de los estrógenos sobre el promotor de IFN-y [58], 
como así también los electos inhibitorios de estrógenos y progesterona sobre los 
macrófagos y la producción de óxido nítrico [59]. 

Tubet'culosis 
La Tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha venido at1igiendo a la humanidad 
desde tiempos remotos. Aproximadamente se presentan 8.8 millones de nuevos casos 



por año mientras que 1.6 millones de personas fallecen a causa de la misma durante el 
mismo período. La enfermedad esta ocasionada por un agente de vida intracelular, el 
lvfycobacteriwn tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmón donde puede 
producir desde algunas pocas lesiones místicas hasta un cuadro de intensa inflamación 
con gran destrucción de parénquima. Dicho espectro de afectación orgánica parece estar 
relacionado con la respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que 
puede mediar tanto protección como patología. Los elementos esenciales que pmiicipan 
de esta respuesta comprenden a los macrófagos y a las células T. Los primeros fagocitan 
a la micobacteria, promoviendo la producción de diferentes citocinas y la presentación 
de antígenos a células CD4+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el 
IFN-y y la IL-2, capaces de potenciar la acción bacteriostática-bactericida de los 
macrófagos y promover la proliferación de los linfocitos respondedores, 
respectivamente. Como fuera sei1alado más arriba las células T también pueden 
diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar citocinas estimuladoras de la irununidad 
humoral como la IL-4, IL-5, IL-6, e IL-1 O. Estudios en pacientes con Tuberculosis 
pulmonar (TB) de distintas geografías concuerdan en observar alteraciones en la 
producción de citocinas Thl y Th2 con un predominio de las primeras en las formas 
leves, no así en los casos avanzados donde prevalece la síntesis de citocinas Th2. Los 
factores por lo cuales se produce esta alteración involucran no sólo a mediadores 
inmunológicos sino también a componentes del sistema neuroendócrino dado su 
estrecha interconexión. Es sabido que las citocinas inflamatorias estimulan el eje HHA 
con la consecuente secreción de cortisol y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar, a 
su vez el desarrollo de la respuesta inmune. Así, los glucocorticoides facilitan la 
actividad Th2 en parte a través de una inhibición de las células Thl, mientras que la 
DHEA y la DHEAs contrarrestan los efectos de los GC favoreciendo respuestas Thl. 
Un trabajo reciente sobre la relación entre los niveles de cortisol y DHEA en pacientes 
tuberculosos varones con distinto grado de lesión pulmonar puso de manifiesto que 
todos ellos presentaban un aumento en los valores de cortisol, no así la DHEA cuyas 
concentraciones se ubicaron muy por debajo de los controles, correspondiéndole a las 
formas avanzadas los valores más descendidos [60]. Estudios simultáneos apuntan 
asimismo que este desequilibrio entre ambos esteroides pueden favorecer un desbalance 
Th 1 /Th2 lo cual tendría una repercusión desfavorable para la TB puesto que el control 
de la replicación del patógeno depende fundamentalmente de una respuesta Thl 
apropiada. 
Del Rey el al también reportaron una disminución en los niveles de testosterona en 
presencia de mayores concentraciones de estradiol lo que en su conjunto podría 
favorecer la persistencia de las reacciones inflamatorias como así también el 
corrimiento hacia el perfil Th2 en la enfermedad progresiva, habida cuenta de las 
acciones de ambas hormonas sobre estas respuestas. 
Muy pocos estudios han tenido en cuenta la participación de los esteroides sexuales en 
la resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modelos experimentales. 
Un par de trabajos sei1alan que los ratones hembras son más resistentes a la infección 
con micobacterias no tuberculosa, y que el tratamiento con testosterona eleva la 
susceptibilidad a la infección con Mycobacterium marinum [61, 62]. 
En función de todo lo expuesto resulta de sumo interés analizar la influencia de las 
hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para una aproximación más 
mecanística el estudio de centrará inicialmente en un modelo muy bien caracterizado de 
tuberculosis pulmonar en ratones BALB/c infectados por vía intratraqueal con k! 
tuberculosis cepa H37Rv. En un paso posterior se abordará el estudio de los perfiles 
para hormonas sexuales en pacientes con TB pulmonar. 
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DEFINICION DEL PROBLEMA 

Estudios epidemiológicos diversos han mostrado una mayor frecuencia de TB en 
hombres que en mujeres, lo cual inicialmente fue atribuido a situaciones sociales, 
laborales o de asistencia a consulta médica, sin embargo en estudios recientes con 
pacientes la contribución de estos factores se ha descartado y actualmente se considera 
que ser de género masculino es un factor de riesgo para padecer TB. Es interesante que 
esto no se haya constatado en modelos experimentales 

JUSTIFICACION 

Debido a su importancia fisiopatologica, es importante confirmar en modelos 
experimentales murinos que la TB es influida por hormonas sexuales y que esta es la 
base de las diferencias en fi·ecuencia y capacidad de control entre mujeres y hombres 

HIPÓTESIS 

La TB es más grave en términos de su evolución (más rápida y motial), carga bacteriana 
pulmonar y extensión de daño tisular en el género masculino que en el femenino y esto 
se debe a la acción promotora de la respuesta inmunológica que tienen los estrógenos y 
a la actividad anti-inflamatoria de la testosterona 

OBJETIVOS 

Objetivos específicos 

En el modelo experimental 

>-Establecer las diferencias en el curso de la enfermedad (mortalidad, carga bacilar 
pulmonar, extensión de daño histológico, expresión de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) 
entre ratones machos y hembras de la cepa Balb/c infectados por vía intratraqueal con 
una dosis alta de M. tuberculosis vivo y virulento cepa H3 7Rv. 
>-Comparar la evolución de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y 
no castrados 
>-Cuantificar las concentración de testosterona en el suero de ratones machos infectados 
a lo largo de la enfermedad 

En pacientes 

>-En pacientes con TB pulmonar de distinta severidad, HIV negativos y que aún no han 
iniciado tratamiento antibacilar. 
>-Investigar en qué medida las variaciones en los niveles circulantes de estradiol (E2), 
cm1isol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-
6) se correlacionan entre sí y con la severidad de la enfermedad. 
>-Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a la presentación clínica de la 
enfennedad. 



MATERIAL Y METO DOS 

Estudios experimentales en ratones: 

Ciento diez ratones machos y el mismo numero de ratones hembras de la cepa Balb/c 
con 8 semanas de edad serán divididos en 4 grupos. Al primer grupo de ratones machos 
simulados, se les practicará una incisión quirúrgica abdominal simulando la resección 
de los testículos, el segundo grupo corresponde al de machos castrados a los cuales se le 
extrerán quirúrgicamente los testículos, el tercer grupo será el de hembras simuladas y 
el cuarto grupo corresponde al de hembras con oforectomía bilateral. A todas las jaulas 
de hembras se les colocará aserrín con orina de macho por tres días para sincronizar su 
ciclo hormonal. Después de una semana de recuperación de la cirugía, a todos los 
animales se les anestesiará con vapores de sevoflurano y en una campana de seguridad 
biológica nivel 3 se les infectará a través de una cánula intratraqueal de acero 
inoxidable, depositando 250,000 bacterias vivas de la cepa H37Rv suspendidas en 100 
microlitros de PBS. Los animales infectados se confinarán en grupos de 1 O por caja en 
un sistema de microaisladores conectados a un sistema de presión negativa y aire 
filtrado constante [98]. Las bacterias se crecen en medio líquido 7H9 hasta llegar a la 
fase logarítmica en las que se colectan y preparan para ser contadas y confirmada su 
viabilidad por citometría de flujo. Grupos de 6 ratones en cada uno de los grupos se 
sacrificarán en los días 1, 3, 7, 14, 21,28 y 60 días, el sacrificio se realiza bajo anestesia 
por exsanguinación, la sangre se colecta para posteriormente separar el suero, el tórax se 
abre inmediatamente para exponer los pulmones, el pulmón derecho o izquierdo de 4 
animales se perfunde con alcohol etílico absoluto para posteriormente incluirlo en 
parafina y obtener cortes histológicos, los demás pulmones se extraen y congelan 
inmediatamente en nitrógeno liquido. Diez animales por grupo se dejan para determinar 
mortalidad espontánea y construir gráticas de sobrevida. 

Se realizarán dos experimentos completos independientes. 

Estudio mol"fométrico: 
En los cortes histológicos de cada pulmón y ratón sacrificado se determinará por 

morfometría automatizada utilizando el equipo Leica Q/Win 500, el área de inflamación 
intersticial, perivascular y peribronquial, así como el tamaño de los granulomas y el 
porcentaje de área pulmonar afectado por neumonía. 

Determinación de carga bacilar: 
En 4 pulmones congelados por grupo se determinará la carga bacilar después de 

homogenizarlos con un politrón en tubos falcón estériles que contienen 1 ml de PBS/ 
Tween80 al 0.05%, cinco diluciones de cada homogenizado se siembran por duplicado 
en cajas de petri que tienen el medio BactoMiddlebrok 7Hl0 agar enriquecido con ácido 
oleico, albúmina, catalasa y dextrosa. Las cajas se incuban a 370C con 5% de Co2. El 
número de unidades formadoras de colonias se cuenta después de 21 días. 

Medición de la expresión genética de citocinas por RT-PCR en tiempo real: 
De los 4 pulmones restantes por cada tiempo de sacrificio y de cada grupo experimental 

se purificará el RNA total usando el mini-kit RNeasy de Qiagen. Cada pulmón se 
sumerge en 2ml de medio RPMI-1640 con 0.5mg/ml de colagenasa tipo 2 y se incuba 
por lhr a 37°C. Posteriormente el tejido se pasa a través de una malla de 70 micras, 
empujando el tejido con un pistilo y lavando con el medio. Las células así obtenidas se 
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centrifugan, el sobrenadante se elimina y los glóbulos rojos se eliminan con un buffer de 
lisis. Después de contar las células, se adicionan 350 microlitros del buffer de lisis 
tisular por cada 50 millones de células y el RNA se purifica usando el mini-kit RNeasy 
de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La calidad y cantidad del RNA se 
evalúa por espectrofotometría (260/289nm) y en geles de agarosa. La transcripción 
reversa del RNA se llevará a cabo con Smicrogramos de RNA, oligo-dT y el kit 
Omniscript de Qiagen. El PCR en tiempo real se realizará utilizando el equipo 7500 
real-time PCR de Applied Biosystems y el kit SYBR-Green. Se construirán curvas 
estándar del producto de PCR cuantificado y en diferentes diluciones, así como del 
control negativo. Los iniciadores (primers) específicos para cada citocina se diseñan con 
el programa Primer-Express, las secuencias son las siguientes: : gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa (G3PDH): 5'-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-3', 5'
GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3'; óxido nítrico sintetasa induciblc: 5'
AGCGAGAGCAGGTGGAAG-3', 5'-CATTTCGCTGTCTCCCCAA-3'; factor de 
necrosis tisular alfa: 5'-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3', 5'-
GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3'; interferon gama: 5'-
GGTGACA TGAAAA TCCTGCAG-3 ', 5'-CCTCAAACTTGGCAAT ACTCATGA-3'; 
interleucina 4: 5'-CGTCCTCACAGCAACGGAGA-3', 5'-
GCAGCTTATCGATGAATCCAGG-3'. Las condiciones del PCR son: 
desnaturalización inicial a 95°C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 20 
segundos, 60°C por 20 segundos, n•c por 34 segundos. Las cantidades específicas del 
RN A mensajero en cada muestra se determinarán de acuerdo a la curva estándar del gen 
especítico correspondiente. El número de copias de RNAm de cada citocina se expresa 
en relación a un millón de copias del gen constitutivo G3PDH 

Todo el trabajo experimental es realizado en conformidad con el comité local de ética 
en experimentación con animales, el cual se fundamenta en el artículo de la constitución 
mexicana NOM062-Z00-1999 sobre reglas de producción, cuidado y uso de animales 
de laboratorio. El proyecto ha sido revisado y aprobado por el comité de investigación 
de animales de experimentación del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición 
"Salvador Zubirán" con la clave PAT-19-l 0-12-1. 

Lugar de Trabajo del Modelo Experimental: 
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubirán", DF, México. 

Estudios en pacientes (esta parte se realizara en la Universidad de Rosario 
Argentina) 

Grupos de estudio 

Enfermos. La muestra de pacientes será seleccionada entre enfermos adultos ( 18 a 60 
años). Todos serán pacientes con serología negativa para I-IIV, y el diagnóstico de TB se 
realizará sobre la base de criterios clínicos y radiológicos sumado a la identificación de 
bacilos ácido-alcohol resistentes en los Jluidos biológicos. Todas las muestras se 
obtendrán antes de la iniciación del tratamiento específico. En todos los pacientes con 
TB se tendrá en cuenta el grado de compromiso, el cual será clasificado según la 
extensión y tipo de lesión radiológica en: leve, pacientes con un único lóbulo 
involucrado sin cavidades visibles; moderado, pacientes con compromiso unilateral de 2 
o más lóbulos y las cavidades, de hallarse presentes, que no excedan un diámetro total 



de 4 cm; avanzada o severa, enfermedad bilateral con afectación masiva y cavidades 
múltiples. 
Con el propósito de analizar potenciales factores de confusión sobre las variables de 
impacto se tomarán en cuenta datos en relación a edad y sexo como así también a los 
valores sanguíneos de glucosa, uremia, proteínas totales, antecedentes de alcoholismo o 
enfermedad pulmonar obstructiva crónica vinculada al tabaquismo. Todos los pacientes 
deberán hallarse libres de compromiso directo de la glándula suprarrenal por el bacilo 
tuberculoso (la Enfermedad de Addison es muy poco frecuente en nuestro medio). La 
ficha clínica también recogerá información acerca de otras variables vinculadas a la TB 
como eritrosedimentación, síndrome de impregnación bacilar, frecuencia cardíaca y 
respiratoria. También se conformará un cuestionario para conocer el estado menstrual 
de las pacientes (o presencia de menopausia), ingesta de anti-conceptivos. 

Controles. Este grupo se compondrá de voluntarios sanos similares en sexo y edad, que 
no registren contactos con pacientes TB, enfermedades inmunológicas o trastornos 
endocrinológicos. En buena parte de los casos las muestras de sangre se obtienen de 
personal ·de laboratorio. La incorporación de las personas se efectuará una vez que 
hayan otorgado su libre consentimiento a participar. Todos ellos serán previamente 
informados de los objetivos del estudio, el cual se ajustará a las normas éticas 
nacionales e internacionales que regulan la investigación en seres humanos. La 
identidad de los participantes no será revelada. 

Cuantificación de citocinas: 
Los niveles de IFN-y, TNF-a, IL-6 se determinarán en el plasma por 
enzimoimnunoensayos comerciales (ELISA, R&D o Pharmingen). 

Cuantificación de hormonas: 
Las concentraciones en plasma de estradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, FSH, 
progesterona y testosterona se determinarán por enzimoimnunoensayos de competición 
comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. 

Análisis estadísticos: 
El análisis estadístico se efectuará por medio del programa Stata Statistics Package. Se 
utilizara el método de Kolmogorov-Smirnov para analizar si las variables se distribuyen 
normalmente, en caso de no hacerlo se aplicarán las transformaciones necesarias. Las 
variables categóricas se analizarán por las pruebas de x2 o probabilidad exacta de Fisher, 
mientras que se aplicara el análisis de la variancia o la t de Student para las mediciones 
cuantitativas. Asimismo se empleará el modelo lineal generalizado a efectos de 
determinar si los factores concurrentes ligados a la condición clínica de los enfermos 
influyen sobre los diversos parámetros de interés. Dado las variaciones de las hormonas 
sexuales (LH, FSH, estradiol y progesterona) en función de la presencia o ausencia de 
menopausia, se pondrá un especial énfasis al análisis por separado de la población 
femenina en función de este factor. Los estudios de asociación entre los niveles 
circulantes de hormonas,· citocinas y variables clínicas se efectuarán por medio de 
análisis multivariado. Se utilizará el método de Kaplan y Meier para comparar las 
curvas de sobrevida en los diferentes grupos de ratones y la prueba de los rangos 
logarítmicos. Se calcularán los coeficientes de correlación parciales. El significado 
estadístico será P <0.05. 
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Antecedentes: 

INMUNIDAD Y ESTEROrDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLÍNICOS Y EXPER11IENT ALES 

Investigación Experimental 

Interrelaciones inmuno-endócrinas La demostración que las células integrantes de los sistemas inmune, endócrino y nervioso 

comparten receptores para citocinas, hormonas y neuropéptidos, proveyó una base molecular para entender las influencias de 

tos mediadores producidos por respuestas generadas en alguno de estos sistemas sobre la actividad de los restantes [ 1]. El 

Hipotálamo es el responsable de coordinar el sistema endocrino, puesto que recibe información de la corteza cerebral y del 

sistema nervioso autónomo a la vez que interpreta estímulos ambientales como temperatura e iluminación, y promueve 

importantes acciones regulatorias en periferia. En respuesta a variados estimulas y mediante la liberación de hormonas 

peptídicas, la dupla hipotálamo-hipófisis regula la actividad de componentes claves del sistema endócrino como la tiroides, 

suprarrenales y gónadas. Nuestro análisis se concentrará en dos sistemas el eje Hipotálamo-Hipófisis-Adrenal (HHA) y el eje 

Hipotá!amo~Hipótisis-Gonada! (HHG).Eje Hipotá!amo~Hipófisis-Gonada!Las hormonas liberadoras de gonadotrotinas (GnRH 

ó LHRH), secretadas por el hipotálamo, estimulan la producción y liberación las gonadotrotinas Folicu!oestimulante (FSH) y 

Luteocstimulantc (LH) a nivel hipofisario. Tales factores liberadores modulan la respuesta inmune [2, 3]. Está demostrada la 

presencia de sitios de unión específicos para GnRH en célul<~s T periféricas humanas (CD.f.+, CD8+) [4, 5), y de transcritos de 

mRl'J"A de GnR11 y su receptor (GnRH·R) en linfocitos periféricos [6]. !.a expresión del receptor de GnRH parece estar 

regulada por la GnRH nativa, lo que sugiere una función autócrina de esta hormona en las células inmunes. También se 

constató un efecto de GnRH sobre el desarrollo del sistema inmune, a través de una acción directa sobre la maduración del 

timo y el desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular. {7]. La GnRH tendría un rol cxacerbador de desórdenes 

auto inmunes. Los estudios de Jacobson y col [S} en ratones de ambos sexos procli\•es al Lupus Sistémico Eritematoso (LES}, 

castrados o no, indican que la administración de antagonistas de GnRH produce una reducción de los anticuerpos anti~DNA, y 

niveles séricos de lgG, y una disminución en la severidad de la enfermedad renal y aumento de la supervivencia. En cuanto a 

!as hormonas FSH y LH las mismas son glucoproteinas producidas en rcspue5ta a la acción de la GnRH hipotatámica, para 

ach1ar sobre las gónadas como reguladoras de los ciclos sexuales. La LH actúa sobre el folículo ya maduro generando una 

serie de eventos que desembocan en la ovulación. Es la responsable de la ovulación, la maduración del oocito y la 

tuteinización del folículo. Aioquimicamente, la LH produce en primer lugar aumento de prcgnenolona y secundariamente de 

testosterona y estradiol, vía de la progesterona. La LH estimula la producción de I.'Steroides gonadales como el estradiol, 

progesterona y testosterona, a partir del colesterol. Los andrógenos y estrógcnos rigen las diferencias entre sexos. Todos Jos 

e~trógenos se sintetizan a partir de andrógenos, comenzando por colesterol o acetato. Los andrógenos como el androstcnediol 

y tótosterona se sintetizan en ovarios y testículos, y son parcialmente convertidos a estrógenos de tipo estrona y estradio!. 



Ambos sexos producen !as mismas hormonas csteroides y !as diferencias fisiológicas entre los mismos son cuantitativas, en 

funóón·de la cantidad d.: utH.lrógeno producido y del porcentaje que termina convirtitndose en estrógeno (9J. La respuesta 

celular a una hormona requiere la interacción con un receptor presente en !a membrana o bien en su interior [10]. Los 

receptores de hormonas sexuales son mayoritariamente nucleares, aunque tambitn se encuentran en citoplasma, donde son 

difíciles de visualizar. Se supone que todos ellos se hallan en equilibrio dinámico entre ambos compartimentos, facilitado por 

su escasa avidez a unirse a estmcturas celulares en ausencia de hormona. Los receptores estrogénicos poseen un dominio de 

unión a la hormona con distintas funcione:>: una parte de la moU.;:ula le confiere función de factor activador de la 

transcripción; otra región participa en la dimcrización del receptor, indispensable para el reconocimiento de genes 

dependiente~ de la ·hormona;· y una región de interacción con otras proteínas, como la hsp90 y p59. Cuando la hormona se 

une al dominio correspondiente del receptor, el receptor cambia su conformación pierde su afinidad por la hsp90, se libera de 

ella, y puede así dimcrizar para favorecer la transcripción génica {11}. Los estrógenos señalizan a través de dos receptores, 

ERa y ERjl [ 12]. Es muy importante considerar que la preponderancia de uno de Jos subtipos de receptores sobre el otro 

puede producir cambios en los efectos estrogénicos (13]. Tanto el ERa como el ERP se expresan en órganos linfoides y en 

progenitores hcmatopoyéticos en la médula ósea [14-16]. Además el ERa, y en algunos casos el ERjl se expresan en la 

superficie de células presentadoras de antígenos profesionales (CPA) y monocitos [17-22]. Para la progestcrona se han descrito 

receptores citosólicos (PRs), pertenecientes a la superfamitia de los receptores hormonales nucleares (22J, y receptores 

asociados a membrana (mPRs) [23]. Se conocen tres isotOrmas de PRs: PR-A, PC-B y PR-C [24-26) con patrones de expresión 

específicos de( tejido, que pueden ser modificados tras la exposición hormonal [27-29}. En ratones predominan las formas PR

A y PR-B [30.31 ].En el hombre, Jos receptores para andrógenos pertenecen a una superfamilia de receptores esteroides, 

vitamina D, rhodopsina y otros liga11dos. Poseen la capacidad de unirse a regiones específicas del DNA y favorecer la 

transcripción de los genes codificados en ellas actuando como factores de transcripción toda vez que se unen a su ligando 

[31}. Además de esta actividad genómica e! complejo hormona receptor tiene una actividad no genómica reflejada en la 

capacidad de inducir la activación de cascadas enzimt'uicas (como las MAPK, PKA y PKC) en el citoplasma [32~34]. El AR 

está codificado por un único gen y prcs..:nta dos isoformas (A y B), que podrían desempeñar diferentes roles en la regulación 

de la transcripción génica [35J.Efectos de los esteroidcs sexuales sobre componentes del sistema inmunelas hembras poseen 

un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta respecto de los machos. Los niveles séricos de anticuerpos son más 

altos [36] y sus respuestas tras la inmunización [37-39} son más robustas, con una mejor respuesta humoral. Las hembras 

también rechazan los aloinjertos de piel más rápidamente, indicador de una mayor inmunidad celular [40, 4lj. Estas 

diferencias de género, verificadas tanto en humanos como en modelos animales, serian las responsables de la mayor 

susceptibilidad de las hembras al desarrollo de cnfcmtcdadcs autoinmuncs tales como Esclerosis Múltiple, Artritis Rcumatoidea 

(AR), LES y Enccfa!omiclitis Autoinmunc Experimental. En los machos la testosterona parece ejercer un efecto protc<::tivo que 

disminuiría su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes [42]. El dimorfismo sexual en cuanto a la respuesta inmune 

podría estar relacionado con acciones de los csteroides sexuales sobre la producción de citocinas. Comparando tos pertlles de 

citocinas secretadas por CPA de machos y hembras se observa que las CPA de machos secretan mayores niveles de IL~IO 

mientras que las CPA de !as hembras producen niveles superiores de IL-12 [43]. Esto favorecería una mayor respuesta de tipo 

Th2 en machos (44-46). Ello está avalado por diferencias en cuanto a la presencia de receptores específicos para estas 

hormonas en distintos tipos de células inmunocompetentes. Los estudios sobre los efectos de la tcstosterona en ratones indican 

que la castración aumenta la susceptibilidad al shock endotóxico acompañada de una mayor expresión de TLR4 sobre la 

superficie celular de sus macrófagos, por lo que !a testosterona reduciría la expresión de TLR4 en estas células [47}. Los 

mismos autores demostraron además que estrógenos como el 17-¡l estradiol aumentan la expresión de TUt4 y de CDI4 en 

macrófagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis experimental. Al privar del estrógeno endógeno la producción de citocinas 

pro y antiintlamatorias decrecia, a la par de una reducción de TLR4 en dichas células. Se desprende que mientras los 

andrógenos suprimen la respuesta ante el desafío con una endotoxina bacteriana, los cstrógenos promueven un aumento de tal 

reactividad (48}. Tomados e-n su·eonjunto, los andrógenos parecen ejercer efl!ctos supresores en la respuesta inmune celular y 

humoral, y se comportan como hormonas anti-intlamatorias naturales. [49}. Por su parte, !os estrógenos producen un 

incremento en los mediadores de la respuesta humoral y afectan el balance entre células T y B, ya que descienden la actividad 

de las primeras mientras que favorecen una hiperactividad de las segundas [50]. Por su parte, la progcstcrona, hormona clave 

para el mantenimiento del embarazo, interviene en la supresión de la inmunidad materna contra el feto debido a su importante 

acción antiintlamatoria, corno así también al inhibir el desarrollo de respuestas Thl y favorecer la actividad Th2 (51, 52]. 

Durante la fase !U tea del ciclo menstrual de las mujeres, en que las concentraciones de pro gestero na y estradiol se encuentran 

elevadas se pro,}uce un aumento en la !>Íntesis de 1Lc4 la cu,¡\ intluye para que prcdomirle la respuesta Th2 [53].1.os 



Definición del problema: 

andrógenos tambiCn tienen efecto en la secreción de citocinas, pero su influencia sobre las mismas puede depender no sólo de 

la COIKentrackin del csteroidc, ·sino tambiCn del estatus hormonal del individuo, del rango .social, o del momento estacional 

[53}. Los cstcroides sexuales tnmbiCn in !luyen sobre la respuesta inmune anti-infeeciosa. La primera demostración que los 

e.steroidcs sexuales in !luían directamente sobre la respuesta inmune surgió del trabajo de Henry y Hever!y quienes observaron 

diferencias en dicha respuesta en machos y hembras infectados con Toxoplasma gondii [54 J. Esto fue corroborado por otros 

estudios donde se constató que la exacerbación de la enfermedad por parte de los estrógenos, resultaba contrarestada por la 

gonadectomía lo cual implicaba un buen grado de resistencia [55, 56]. En estudios más recientes y en consonancia con los 

hallazgos seiialados, pudo comprobarse que la mayor resistencia de los machos al protozoario coincide con una producción 

· más r.ípida y elevada de IL-12· e IFNy respecto de las hembras [57). Entre las explicaciones sobre la mayor susceptibilidad de 

las hembras a la infección por T. gondii se sugiere una inhibición de los estrógenos sobre e! promotor de IFN-y [58], corno así 

también los efectos inhibitorios de estrógenos y progesterona sobre !os macrófagos y la producción de óxido nítrico [59). 

Tuberculosis La Tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha venido atligiendo a la humanidad desde tiempos remotos. 

Aproximadamente se presentan 8.8 millones de nuevos casos por año mientras que 1.6 millones de pcrwnas fallecen a causa 

de la misma durante el mismo período. La enfermedad esta ocasionada por un agente de vida intracelular, el i\lycobacterium 

tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmón donde puede producir desde algunas pocas lesiones místicas hasta un 

cuadro de intensa inflamación con gran destrucción de parénquima. Dicho espectro de afectación orgánica parece estar 

relacionado con la respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que puede mediar tanto protección como 

patología. Los elementos esenciales que participan de esta respuesta comprenden a los macrófagos y a las células T. Los 

primeros fagocitan a la micobacteria, promoviendo la producción de diferentes citocinas y la presentación de antígenos a 

células CD4+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el IFN-CJ y la IL-2, capaces de potenciar la acción 

bacteriost<ltica-bactericida de Jos nulcrótilgos y promover la proliferación de Jos linfocitos respondedores, respectivamente. 

Como fuera señalado más arriba las células T también pueden diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar citocinas 

estimuladoras de la inmunidad humoral como la IL-4, IL-5, IL-6, e IL-10. Estudios en pacientes con Tuberculosis pulmonar 

(TB) de distintas geogratlas concuerdan en observar alteraciones en 1? producción de citocinas Th 1 y Th2 con un predominio 

de las primeras en las formas leves, no asi en los casos avanzados donde prevalece la sin tesis de citocinas Tb2. Los factores por 

lo cuales se produce esta alteración involucran no sólo a mediadores inmunológicos sino también a componentes del sistema 

neuroendOcrino dado su estrecha interconexión. Es sabido que las citocinas inflamatorias estimulan el eje HHA con la 

consecuente secreción de cortisol y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar, a su vez el desarrollo de la respuesta inmune. 

Así, los glucocorticoides tilcilitan la actividad Th2 en parte a través de una inhibición de las células Thl, mientras que la 

DHEA y la DHEAs contrarrestan los efectos de los GC favoreciendo respuestas Th l. Un trabajo reciente sobre la relación entre 

los niveles de cortisol y DHEA en pacientes tuberculosos varones con distinto grado de lesión pulmonar puso de manifiesto 

que todos ellos presentaban un aumento en los valores de cortisol, no así la DHEA cuyas concentraciones se ubicaron muy por 

debajo de Jos controles, correspondiéndole a las formas avanzadas los valores más descendidos {60]. Estudios simultáneos 

apuntan asimismo que este desequilibrio entre ambos csteroides pueden favorecer un desbalance Th 1 fTh2 lo cual tendría una 

repercusión desfavorable para la TB puesto que el control de la replicación del patógeno depende fundamentalmente de una 

respuesta Thl apropiada. Del Rey et al también reportaron una disminución en los niveles de testosterona en presencia de 

mayores concentraciones de estradiol lo que en su conjunto podría favorecer la persistencia de las reacciones inflamatorias 

como así también el corrimiento hacia el perfil Th2 en la enfenuedad progresiva, habida cuenta de las acciones de ambas 

hormonas sobre estas respuestas. Muy pocos estudios han tenido en cuenta la participación de los esteroides sexuales en la 

resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modelos experimentales. Un par de trabajos señalan que los ratones 

hembras son más resistentes a la infección con micobacterias no tuberculosa, y que el tratamiento con testosterona ele\'a la 

susceptibilidad a la infección con ~Iycohacterium marinum [61, 62}. En función de todo lo expuesto resulta de sumo interCs 

analizar la influencia de las hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Par.1 una aproximación más mccanística el 

· ·estu,iio de -eentrará inicialmente en un moddo muy bien caracterizado de tuberculosis pulmonar en ratones·BALB!c infectados 

por vía intratraquea\ con M. tuberculosis cepa H37Rv. En un paso posterior se abordará el estudio de los perfiles para 

hormonas sexuales en pacientes con TB pulmonar 

Estudios epidemiológicos diversos han mostrado una mayor frecuencia de TB en hombres que en mujeres, lo cual inicialmente 

fue atribuido a situaciones sociales, laborales o de asistencia a consulta médica, sin embargo en estudios recientes con pacientes 

la contribución de estos 1:1ctores se ha descartado y actualmente se considerJ que ser de género masculino es un factor de 

riesgo par•qM<iecer TB. Es interesante que esto 110 se haya constatado en modelos experimentales 
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Objetivo: 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

Objetivos específicos: En el modelo experimental (ESTA PARTE SE REALIZARA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE 

CIENCIAS 1\..fEDICAS Y NUTRICION) l.-Establecer las diferencias en e! cur~o de !a enfermedad (mortalidad, carga bacilar 

pulmonar, extensión de daño histológico, expresión de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) entre ratones machos y hembras de la 

cepa Balb/c infectados por vía intratraqueal con una dosis alta de M. tt1berculosis vivo y virulento cepa II37Rv. 2.-Comparar 

la evolución de !a enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y no castrados. J.-Cuantificar las concc:ntración de 

testosterona en el suero de ratones machos infectados a lo largo de: la c:nfc:rmedad. Estudios en pacientes (ESTA PARTE SE 
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Metodología gral: 

REALIZAR), EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA) 1.- En P•lcientcs con TB pulmonar de distinta severidad, 

HIV negativos y que aún no !um iniciado tratamiento antibacilar. 2.- hl\'estigar en quC mcdid3 las variaciones en los nivdes 

cireubntes de estradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, fSII, progcsterona y testostcrona y citocinas (IFN-GAMl\·lA, TNF-ALFA e 

JL-6) se correlacionan entre si y con !a scvcrid3d de la enfermedad. ).-Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a 

la presentación clínica de la enfermedad. 

General 

Estudios experimentales en ratones:Ciento diez ratones machos y el mismo numero de ratones hembms de la cepa Balb/c con S 

semanas de edad serán divididos en 4 grupos. Al primer grupo de ratones machos simulados, se les practicani una incisión 

quirúrgica abdominal simulando la resección de los testículos, el segundo grupo corresponde al de machos castrados a los 

cuales se le extrerán quinirgicamente los testículos, el tercer grupo será el de hembras simuladas y el cuarto grupo corresponde 

al de hembras con oforectomía bilateral. A todas las jaulas de hembras se les colocará aserrín con orina de macho por tres días 

para sincronizar su ciclo hormonal. Después de una semana de recuperación de la cirugía, a todos los animales se les 

anestesiará con vapores de sevotlurano y en una campana de seguridad biológica nivel 3 se les infectará a través de una cánula 

intratraqueal de acero inoxidable, depositando 250,000 bacterias vivas de la cepa H37Rv suspendidas en 100 microlitros de 

PBS. Los animales infectados se confinarán en gmpos de 10 por caja en un sistema de microaisladores conectados a un sistema 

de presión negativa y aire filtrado constante [98J. Las bacterias se crecen en medio líquido 7H9 hasta llegar a la fase 

logarítmica en las que se colectan y preparan para ser contadas y confirmada su viabilidad por citometría de flujo. Grupos de 6 

ratones en cada uno de los grupos se sacrificarán en los días 1, 3, 7, 14, 21, 28 y 60 días, el sacrificio se realiza bajo anestesia 

por exsanguinación, la sangre se colecta para posteriormente separar el suero, el tórax se abre inmediatamente para exponer los 

pulmones, el pulmón derecho o izquierdo de 4 animales se perfunde con alcohol etílico absoluto para posteriormente incluirlo 

en parafina y obtener cortes histológicos, los demás pulmones se extraen y congelan inmediatamente en nitrógeno liquido. 

Diez animales por grupo se dejan para determinar mortalidad espontánea y construir gráficas de sobrevida. Se realizarán dos 

experimentos completos independientes.Estudio morfométrico: En los cortes histológicos de cada puh11ón y ratón sacrificado 

se determinará por morfometría automatizada utilizando el equipo Leica Q!\Vin 500, el área de intlamación intersticial, 

perivascu!ar y peribrortquial, así como el tamaño de los granulomas y el porcentaje de área pulmonar afectado por neumonía. 

Determinación de carga bacilar: En 4 pulmones congelados por gmpo se determinará la carga bacilar después de 

homogenizarlos con un politrón en tubos fa\con estériles que contienen 1 mi de PBSI TweenSO al 0.05%, cinco diluciones de 

cada homogenizado se siembran por duplicado en cajas de petri que tienen el medio BactoMiddlebrok 7HIO agar enriquecido 

con ácido oleico, albúmina, catal<t'>a y dextrosa. Las cajas se incuban a 37"C con 5% de Co2. El número de unidades 

formadoras de colonias se cuenta después de 21 días. Medición de la expresión genética de citocinas por RT -PCR en tiempo 

real: De los 4 pulmones restantes por cada tiempo de sacrificio y de cada grupo experimental se purificará el R.!'IA total usando 

el mini-kit R.!'leasy de Qiagen. Cada pulmón se sumerge en 2m! de medio RP~H-1640 con 0.5mg/ml de colagenasa tipo 2 y se 

incuba por lhr a 37''C. Posteriormente el tejido se pasa a través de una malla de 70 micras, empujando el tejido con un pistilo y 

lavando con el medio. Las células así obtenidas se centrifugan, el sobrenadan te se elimina y los glóbulos. rojos se eliminan con 

un buffer de lisis. Después de contar las células, se adicionan 350 micro litros del buffer de lisis tisular por cada 50 millones de 

células y el RNA se purifica usando'el mini-kit RNeasy de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La calidad y cantidad 

del RNA se evalúa por espectrofotometría {260/2S9nm) y en geles de 3garosa. La transcripción reversa del R.!'IA se llevará a 

cabo con 5microgramos de R.!"JA, oligo-dT y el kit Omniscript de Qiagen. El PCR en tiempo real se realizará utilizando el 

equipo 7500 real-time PCR de Applied Biosystcms y el kit SYBR-Grecn. Se construirán curvas estándar del producto de PCR 

cuantificado y en diferentes diluciones, así como del control negativo. Los iniciador.::s (primers) específicos para cada citocina 

se discilan con el programa Primer-Express, las secuencias son !as siguientes: : gliccraldchído-3-fosfato dc~hidrogcnasa 

(G3PDH): 5'-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-3', 5'-GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3'; óxido nitrico sintctasa inducib!c: 5'-

. AllLGA:VAGCAGGTGGAA'ú-3', 5'-C.ATTTLGCTGTCTCCCCAA-3'; factor de necrosis tisular alfa: 5'-



TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3', 

GGTGACA TGAAAA TCCTGCAG-3 ', 

5'-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3'; interferon ganlil: 

5'-CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3'; interleucina 4: 

5'-

5'-

CGTCCTCACAGCAACGGAGA-3', 5'-GCAGCTTATCGATGAATCCAGG-3'. Las condiciones del PCR son: Jesnaturaliz<lciún 

inicial a 95''C por 15 minutos, seguido de 40 ciclos ;1 95"C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72"C por 34 segundos. Las 

cantidades específicas del RNA mensajero en cada muestra se determinar:ín de acuerdo a la curva estándar del gen especifico 

com:spondicnte. El número de copias de RNAm de cada citocina se expresa en relación a un mil!ón de copias del gen 

constitutivo G3PDHTodo el trabajo experimental es realizado en confOrmidad con el comité local de ética en experimentación 

con animales, el cual se fundamenta en el articulo de la constitución mexicana NOM062-ZOQ.J999 sobre reglas de 

producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. El proyecto ha sido revis.'tdo y aprobado por d comité de investigación 

de animale-s de experimentación del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador Zubidn" con la clave PAT-

19-10-12-1. Lugar de Trabajo del Modelo Expcrimcntal:Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición "Salvador 

Zubinín", DF, México.Estudios en pacientes (esta parte se realizara en la Universidad de Rosario Argentina)Grupos de 

estudio Enfermos. La muestra de pacientes scrJ. seleccionada entre enfermos adultos ( 18 a 60 años). Todos serán pacientes con 

serología negativa para HIV, y el diagnóstico de TB se realizará sobre la base de criterios clínicos y radiológicos sumado a la 

identificación de bacilos ácido-alcohol resistentes en los Huidos biológicos. Todas las muestras se obtendrán antes de la 

iniciación del tratamiento especifico. En todos los pacientes con TB se tendrá en cuenta e! gmdo de compromiso, e! cual será 

clasificado seglm la extensión y tipo de lesión radiológica en: leve, pacientes con un Unico lóbulo involucrado sin cavidades 

visibles; moderado, pacientes con compromiso unilateral de 2 o más lóbulos y las cavidades, de hallarse presentes, que no 

excedan un diámetro total de 4 cm; avanzada o severa, enfermedad bilateral con afectación masiva y cavidades múltiples. Con 

el propósito de analizar potenciales factores de confusión sobre las variables de impacto se tomarán en cuenta datos en relación 

a edad y sexo como así también a los valores sanguíneos de glucosa, uremia, proteínas totales, antecedentes de alcoholismo o 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica vinculada al tabaquismo. Todos los pacientes deberán hallarse libres de compromiso 

directo de la glándula supr¡¡rrenal por el bacilo tuberculoso (la Enfermedad de Addison es muy poco frecuente en nuestro 

medio). La ficha clínica también recogerá información <~cerca de otras variables vinculadas a la TB como eritrosedimentación, 

síndrome de impregnación bacilar, frecuencia cardiaca y respiratoria. También se conformará un cuestionario para conocer el 

estado menstrual de !as· pacientes (o presencia de menopausia), ingesta de anti-conceptivos. Controles. Este grupo se 

compondrá de voluntarios sanos similares en sexo y edad, que no registren contactos con pacientes TB, enfermedades 

inmunológicas o trastornos endocrino lógicos. En buena parte de los casos las muestras de sangre se obtienen de personal de 

laboratorio. La incorporación de las personas se efectuará una vez que hayan otorgado su libre consentimiento a participar. 

Todos el!os serán previamente informados de los objetivos del estudio, el cual se ajustará a las normas éticas nacionales e 

internacionales que regulan la investigación en seres humanos. La identidad de los participantes no será 

reve!ada.Cuantificación de eitocinas:Los niveles de IFN-C, TNF-2, IL-6 se determinarán en el plasma por 

enzimoinmunoensayos comerciales {E LISA, R&D o Pharmingen).Cuantificación de hormonas: Las concentraciones en plasma 

de estradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona se determinarán por enzimoinmunoensayos de 

competición comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Análisis estadísticos: 

El análisis estadístico se efectuará por medio del programa Stata Statistics Package. Se utilizara el método de Kolmogorov

Smirnov para analizar si las variables se distribuyen normalmente, en caso de no hacerlo se aplicadn las transformaciones 

necesarias. Las variables categóricas se analizarán por las pruebas de z2 o probabilidad exacta de Fisher, mientras que se 

aplicara el análisis de la variancia o la t de Student para las mediciones cuantitativas. Asimismo se empleará el modelo lineal 

generalizado a efectos de determinar si los factores concurrentes ligados a la condición ctínica de los enti:rmos influyen sobre 

los diversos parámetros de interés. Dado las variaciones de las hormonas sexlmles (LH, FSH, estradiol y progesterona) en 

función de la presencia o ausencia de menopausia, se pondrá un especial énfasis al análisis por separado de la población 

tCmenina en función de este factor. Los estudios de asociación entre Jos niveles circulantes de hormonas, citocinas y variables 

·Clínicas se etCctuarán por medio de análisis multivariado. Se utilizará el método de Kaplan y t\·leier para comparar las curvas de 

sobrevida en los ditCrentes grupos de ratones y la prueba de los nmgos logaritmicos. Se calcularán los coeficientes de 

correlación parciales. El significado estadístico será P <0.05. 



i\felodología: Critedos de selección 

(O) Comentarios 

Criterios de selección del protocolo: 

Beneficio (s) del estudio 

(0) Comentarios 

Beneficio: 

Tipo de beneficio: 

i\lctodología: Desenlace y variables 

(0) Comentarios 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERI/\.fENTACIÓN. 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

Mctodologfa de dcseenlaee y variables: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENT AC!ÓN. 

Manejo de cont1dcncialidad 

(O) Comentarios 

Acciones,estrategiasyprecaucionesque NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACfÓ.LA PARTE CLlNfCA (ESTUDIOS EN 
serán tomadas para proteger la 
confidencialidad de la Información de PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 
los pacientes.: 

Ponderación general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto 

(0) Comentarios 

Ponderación general de riesgos contra NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTAGÓN. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN 
beneficios del estudio propuesto: 

Riesgo (s) del estudio 

(0) Comentarios 

.\lole.stias generadas por el estudio: 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 



Complicaciones del procedimiento: 

Efectos adversos reportados de 
medicamentos o sustancias utilizadas: 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANI:\IALES DE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN 

PACIENTES) SE REAUZARAEN LA UNIVERSID¡\D-DE ROSARIO ARGENTINA. 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANI?\IALES DE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CLINICA {ESTUDIOS EN 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 

Métodos de seguridad para el NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANI?\IALES DE EXPERIMENTAC!ÓN. LA PARTE CLJNICA (ESTUDIOS EN 
diagnóstico oportuno y prevención de 
los riesgos: PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 

Procedimientos a seguir para resoh·cr NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN 
los riesgos en caso de que se presenten: 

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. 

Otro tipo de riesgo: 

Consentimiento infonnado 

(O) Comentarios 

Hoja de informe al paciente: 

Carta de consentimiento informado: 

Declaración de los investigadores 

(O) Comentarios 

Archivo CEI 04 Declaración de 
in\'estigadores:: 

CONSENTIMIENTO INFORMADO.ndf 

CONSENTIMIENTO INFORMADO.ndf 

DECLARACION DE LOS INVESTIGADQRES.pdf 
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