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Introduction

Males of many species are more susceptible than females 1o
infections caused by certain parasites, fungi, bacteria, and viruses
17, In the particular case of tuberculosis (1B} and in almost «l but
especially in developing countrics, TB is twice as common in men
than in women (male/female ratio of 104/~ 0.6 for the world case
notification} {21, This difference has been atiributed 0 biological
and cpidemiological characteristics [3,4], aswell as sociocconomic
and cuitural barriers in the b h s
interesting to note that this 'TB gender difference is seen i adubts
of all ages, but not in children or young adolescents {6]. This
observation suggests the  participation of  biological factors,
particutarly the well known regulatory actividies that the steroid
sex hormones have on the immune Mucrophages and
hyanphoceytes have receptors for androgens, estrogens and proges-
terone  [7]. ‘These hormones participate i macrophages and
hmphotytes development and function, as well as in the omteome

access to health care

cetls,

of diverse discases, including infectious diseases [8]. Females have
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higher antibedies levels in sera [9} and exhibited stronger immune
responses after dmmunizaton than mades 10,11, Morcover.
women of all ages show significantly lower rates of infection and
resubtant mortality than men. This difference has been associated
to important differences in the inflammatory response wnd i
apparcntly advantageous against infection, but unfavorabie in the
immune response against sell’ structures provoking in femafes
higher rate of muoimmune diseases [12,13].

Testosterone, the main circulating androgen in men and
progesterone a hormone
preghancy, are  immuposuppressive,  Both
macrophage activation [14} and could play & detrimental role in
TB [13]. In contrast, in physiological concentration estragens are
considered  pro-inflammatory medintors that stmulate the pro-
duction of TNF-2 [16}, and interact with the IFN-y promote
137

The ability ol estrogens to drive pro-infammatory Th-1
assaciated immune responses and that of testosterone s inhilk
them nny help o explivn why females have o lower incidence o

hormones  impan
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assaciated with the maintenance of

CrossMa



intectious diseases such as TB [6], but surprisingly this subject has
not been fully studied in PR experimental models. Early reports
li saprophytic mycobacterial infections showed that female mice
are mare resistant to infection with M, intracellifare and AL, marimem
18,191, The treatment of females or castrated puales with
lestosterone increases their susceptibility to AL arinum, and
vsteadind treatment zholishes the higher susceptibility of ovarice-
1omized mice to M. awton [20], but as far as we know there are no
reports of sindilar experiments with AL firbercdosis.

This work aimed at comparing the course of infection between
males and females, castrated and non-castrated animals using a
madel of progressive pulmonary TB in BALB/¢ mice infected by
intrtracheal route with o high dose ol the [nboratory M tubercudssis
straiy H37Rv, We assessed survival, the pulmonary influnmatory
vesponse, hacillary foads, immune response {analizing cytokine
aene expression determined by RT-PCR) and serum testosterone
levels, In order o investipate the effects of the testosterone
supression chuaring kate progressive disease. we abso analized the
~ame parianeters in the lungs of males BALB/c mice castiated two
maonths alter infection and cuthanized rme month later.

Materials and Methods

Ethics Statements
All the animal work was done according o the guidelines of the

Mexican constitution law NOM 062-200-1999, and approval of |

the Fahical Committee for Experimentation in Animals of the
National Institute of Medical Sciences and Nutrition in Mexico
CINVAY, penmit number: 224, Al surgery was performed under
sevolluorane anacsthest, and all efforts were made 10 minimize
sitlering.

Experimental Model of Progressive Pulmonary TB in
BALB/c Mice

The experimental model of progressive pulmonary TB has been
ceseribed in detadl ekewhere [21,22]0 Briefly, the laboratory
Myeobueterium tibornlosis strain. H37Ry (A'TCC No. 25618} was
wrown in Middlebrook 7HY broth (DIFGO) supplemented with
2% (v/v) glyceral, 0% OADC enrichment (DIFCO), and
(.02% (v/v) Tween-30 at 37°C. Mid log-phase culures were used
lor afl experiments. Mycobacteria were counted and stored a1 —
807 C until nse. Bacterial aliguots were thawed and pulse-sonicated
1o remove clumps.

A group of 43 BALB/¢ male mice, 8-werk-cld and 21-23 gr of
weight, were gonadectomized by removing both testes trough o
surgical incision along the median fine of the serotum under
anestlestesia in gas chamber using 0.2 ml per mouwse of
sevolluorane, (her group with the same number of animals
vorresponded to the sham group; in these mice, a midline ineision
along the serotun was made and through it both testes were pulled
out and then reinserted. The skin was stiched with sterite sitk,

In u similay way, & group of 45 BALB/¢ female mice, 8-week-
old and 21-23 gr of weight, was gonadectomized by removing
Loth oviries through bilaterad incisions over the dosum under
amesthestesia in pgas chamber using 0.2 ml per mouse of
sevottuorane. In the sham operation group, ovaries were identified
el the sargical incision was then stitched with sterile sitk. Adter
two weeks for recovering, all the animals were anesthetized in gas
chumber using 0.1 ml per mouse of sevolluorane, and infected
throngh endo-tracheal instillation with 2.5 % 10" bve hacilli into 2
cabinet level L of bosceuriey. Mice were matniained in vertical
position antil spontancous recovery, Infected mice were main-
aimed in groups of five in cages Hued with micro-isofators
connected o nepative pressure in biosalety level I facilities,
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Animals were kept with lights on from 6.00-18.00 hr and feed
with sterfized chow ad libiten and drinking antockwved water,
Groups of ive animals were cathanized into a cabinet biosccurity
level OT at 1, 3, 7, 14, 24, 28, and 60 days post infeciion by
exsanguinations under anaesthesia with 56 mg/Kg of intraperito-
neal pentobarbital. ‘Fhree lungs, vight or lefl, per time point were
fixed and prepared for histopathological stadics. After eliminating
hilar lymph nodes and thymic tissues, seven lungs more were
frozen and kept to = 70°C for bacilli loads determination and gene
expression stuchies in two separated experiments. Ten animals per
group were left untouched and the mortality was recordetd in order
to vonstruct survival graphs. Animals were monitored every day
and when they showed ~abmornualities such  as - respiratory
insuficiency, accenmated caguexia or total immobilization they
were humanely euthanized under anesthesia induced by inaper-
itoneal pentobarbital, ' ) o

Preparation of Lung Tissue for Histological Analysis and
Morphometry

" Lungs from infected mice were perfused with 10% formalde-
hyde diluted with in PBS via the trachea, fixed for 24 hr and

embedded in piraflin, Sections, 5 pm thick, taken through the

hilus were mounted on ghass slides, deparaflinized, and stained
with hematoxylin and cosin, For quantification of inflammatory
infiltrates, at feast three different mice lungs per time point in two
different experiments were evahmted, Ten random microscapy
ficlds were selected at x20 magnification. The arca cccupied by
the inflanmmatory infiltrate around the venules {100 y of diameter),
bronehi (150-200 it of diameter) and in the “alveolar-capillary
interstitium, as well as the granuloma size and the hing surtace
oteupicd by pneumonia were measured in a Q-win Leica 500
morphometry equipment [23}. o

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

Right or left lungs from four mice at cach time point, in bwo
separate experiments, were used for colony counting, Lungs were
homogenized with a Polyron (Kinematica, Lozern, Switzerland)
in sterile 30 ml wbes containing 3 ml of isotonic saline, Four
dilutions of each homogenate were spread onte duplicate plates
containing Bacto Middlchraok 7HIO agar (Difee Labs, Detroit
MI, USA) enriched with oleic acid, albumin, catalase and
dextrose. Incubation time and eolony counting was 21 days [23].

Real Time PCR Analysis of Cytokines in Lung
Homogenates '

Lelt or right lung lobes from three different mice per group in
two ditferent experiments were nsed to isofate mRNA using the
RNeasy Mini Kit {Qlagen), according to reconmmendations of the
manulacturer. Quality and quantity of RNA were evaluated
through speetrophotometry (26072800 and on agarose  gels,
Reverse transcription of the mRNA was performed using 3 pg
RNA, oligo-dT, and the Ommiscript kit (Qiagen, Ine). Reab-time
POUR was performed using the 7500 real time PCR system
{Applied Biosystems, USA) and Quantitect SYBR Green Mas-
termix kit (Qiagen). Standard curves of quantified and diluted
PCR produet, as well as negative controls, were included in each
PCR run. Specific primers for genes encoding acidic ribosomad
protein (RLPY as house keeping gene (FWD: 5°-CTC TCG CTT
TCET GGA GGG TG-3 RV: 3-ACG CGC 'TEG TAC CCA
TTG AT-37, TNF-g, IFN-y, FL-12, iNOS, IL17, were designed
using the program Primer Express (Applied Biosystems, USA)
[24}.
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Figure 1, Survival and pulmonary bacilli loads comparisons among male and female BALB/¢ mice, 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<<0.005, Log rank test). 8) Lung bacterial burdens, mice were sacrificed at the
indicated days after infection, and lungs (n=4 per time point) were used for determination of colony forming units, At fate disease, male mice
showed significant higher bacilli loads than the other groups. Asterisks represent statistical significance,

doi:10.1371/journal.pone.0093831.g001

Cyeling conditions used wered initial denaturation at 95°C for
{3 min, followoed by 40 cyeles at 95°C for 20 see, 60°C for 20 see,
72°C for 34 sec. Quamities ol the specific mRNA in the sample
were measured according to the corresponding gene  specific
stancard. The mRNA copy number of each cytokine was relased
1o one mitlion copics of MRNA encading the RLPO gene [25].

Kinetics of Testosterone Concentration in Serum and the
Effect of Gonadectomized Male Mice during Late
Progressive Disease

Serum testosterone levels rom male mice were measured using
an especitic testosterone ELISA kit for mouse (EIA 1539, DRG
Instruments, GmbH, Germany), lollowing the recommendations
of the manulactarer and reading at 450 nm in a Tecan Sunrise
microtiter plate reader. Two independent experiment of gonad-
ectomy during Iate progressive discase were carrded oot in 20
males B-week-old BALB/¢ mice infected vin the intratracheat
route as above described. Two monts afer infection, 10 animals
were casirated and other group with the same number of animals
wars sham operated as deseribed above, On day 30 afier castration
{90 chry postinfection), animals were euthaniecd and pulmonary

PLOS ONE | www.plosone.org

morphometry, Dbacili loads and  cytokines  expression were
determined as described above.

Statistical Analysis

Data are presented as the mean 2 standard  deviation.
Ditlerences among groups were evaluated by the Anova ¥ otest.
whereas the Student 7 test was vsed for Turther analysis among-
group differences. Sunvival curves were analyzed with Kaplan
Meir plots and the Log Rank rest. An associated probability lower
than 0,05, was considered signilicant.

Results

Effect of Mice Gender and Gonadectomy on Survival and
Bacterial Numbers after infection with M. Tuberculosis

In order to study the effect of the gender in the course of
experimental TB, groups of non-castrated male (M) and female (1
and castrated (CNE, CF) BALB/c mice were infeeted By the
intratracheal route with the reference strain H37Rv, Forty percem
of M mice survived dicr o months of infection. In contrast.
infected F omice showed 73% sunival mute, a similar survival vae

April 2014 | Volume 9 | lssue 4 | e93831



Influence of Gender in Experimental Tuberculosis

. Perlvascular a
Alveolar-capiilary Peribronchial Inflammation Castrated Males
EMGG inflammation 20000 - Inflammation B Malos
g 18900 1 18060 1 "
G 1200 15000 16060 = DFemales
&% 14000 | {2000
2 800 12000 1 u
- 10000 1 * ) 10000 1
$ oo 8000 i1 | gggg
= 4 Z: i 4
o o0 iggg 1 g 2’ 4060 1
g 20 2006 1 4 i 2000
£ o o 1B o
@ 1 3 7 14 21 28 60

Days after Infection

Figure 2. Kinetics of inflammatory infiltrates in the lungs of infected BALB/c mice and representative pulmonary histopathology. A)
Kinetics of inflammatory infiltrates in the lungs of noncastrated and castrated male and female mice. Three fungs from the same number of different
animals for each time point were prepared for histologicat analysis; the inflammatory area in each indicated compartment was determined by
automated morphometry. Asterisks represent statistical differences. B) Representative histopathology of the lung of mice after 21 days of infection,
laft figure correspond to a male mouse which shows scarce Inflammatory infiltrate in the peri-bronchial and perivascular areas {arrow), while in the
right micrograph is a similar histological area from a female mouse with larger inflammatory infiltrates (arrows) including the alveolar-capiltary

interstitium {asterisk). (hematoxylinfeosin, 100x magnification).
doi:10.137 journal,pone.0093831.g002

was seen in CF mive, while 60% of CM mice were alive after 120
days post-infection (Fig. 1), These survival rates correlisted with the
live bacilli burdens in lang homogenates. Since day 14, M
xhibited bigher number of CFU than CAl, F and CF groups.
Significant differences were observed since duy 21, heing the OM
uroup that showed the lowest bacilli loads at day 60 (g, ).

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

Significantly higher inflammatory infikrate  constined by
hmploeytes and macrophages was seen in all of the lung
compartments  alveolar-capillary  intesstitium,  perivascidar and
peribronchial areas) of G and I than M, from day | up to the 28
imclucded {(Fig. 2). F and CF did not show signilicane diflferences in
ihe inflammatory response, thus this group is not present in the
firure.

Lungs Fom OM and F showed well formed, similar size
eranaiomas at one week after infection, while M exhibited smaller
sratfomas after two weeks of infection and during the rest of the

mfection (Fig. 3). CM and F mice showed small patches of

phcemonia affecting less than 10% of the lung surface alter three
weeky of infection, while i M group pneumonia started one week

PLOS ONE | www.ploscne.org

later and 1 was significant lower than in CM and F mice, but
during late infection at day GO lung consolidation was similar
among the groups (Tig. 3).

Cytokines Gene Expression in the Lungs of infected Mice

The expression of the pro-inflammatory cytokines TNF-n, {1-
12, 'N-y and 1L-17, as well as iNOS was higher in F and CM
than in M mice (Fig. 4), while there were not significant differences
between 1M and CF jo any of the studied eytokines (data not
shown). F and CM showed progressive expression of TNFw,
higher than M in all the time points being significam a day 14 and
21, the MC group showed the highest TNFa expression. FThe
expression of [FN-y, 11-12 and IL-17 was simiar in F and CM
aned higher than in M mice, being significant during  carly
infection, after the first and second weeks: while INOS was also
higher expressed in F oand MO than in M, with significant
differences during the first moenth of infection (g, 4.

Testosterone Serum Concentrations and the Effect of
Male Castration during Advanced Disease

The kineties of serem testosterone concentration along exper-
imental pulmonary TB showed 1-1.5 ng/ml during the first week

April 2014 | Volume 9 | lssue 4 | 93831
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Figure 3. Determination of granuloma size and pneumonia in the lungs after 28 days of Infection. A} Size in square microns of
granuiomas and the percentage of the lung surface affected by pneumonia determined by autorated morphometry in at least 3 mice per time point
and condition, asterisks represent statistical significance, B) Low power histological fields of the infected lung from a non-castrated male 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 male mouse (thematoxylinfeosin, 10x magnification).

doi:1(.137 1/journal pone.0093831.g003

of infeedon; at day 14 a four fold inerease was deermined and it
wits maintained In similar concentrations until day 80, except at
day 21 when the maximal testosterone concentration was detected
{6 ng/mt +/—2) (Fig. 5). High testosterone concentrations
coincided  with progressive  pulmonary  inflanmumation  due to
granulomas and pneumonda formation, snggesting  thar  the
increment of testosterone production could contribute to control
tissue chamzuge by excessive inflammation but this could also permit

baciltary prolileration. I order to investigate this point a group of

infected male mice were castrated at day 60 of infection and one
month kster animals were euthanized to determine pulmonary

bacilli burdens, extension of pnesmoenia and the expression of

some pro-inflammatory eytekines, ln comparison with the sham
control greup, gonadectomized male mice showed significant
decrease of bacilli foads and pneumonia, as well as higher
expression of TN (p=0,001), H1-12 {(p=0,004) and FN-y
(non-signiticant) (Fig. 6).

Discussion

More than 70% of those individials who develop active TB are
males [6], and wide epidemiological studies in endemic arcas from

PLOS ONE | www.plosone.org

developing countries have shown that males suffer more severe
disease, higher rates ol recent trimsmission, more reactivation of
Luent infection and poorer treadment outcomes [26]0 Fhese
differences have been atributed 10 sectocconomic and culturad
factors feading to barriers i accessing health care systems, which
might cause under notification in women [27}. However, broad
epidemiological stuies in Mexico [26} and India |28 have
demonstrated, thae the higher rate of pulmonary 1B driected in
men is not attribatable (o unequal aceess to health services for its
dingnastic and weatment, in fact the proportion of women who
were screened for TH disgnosis was greater than in men [26].
Although men are more likely to report risk factors that have been
associated with exposure to M, fubercnbosts, such as imprisonment
f291, shelter residence [30], wdeohol and wbacco consuming [31].
In faet, comprehensive case contral studies i West ARican
countries [32] and in Bangladesh [33] concluded, that male
gender s aoyisk factor for TB independent of other examined
factors,

The differences in 1B rates hetween females and males have
alse been attributed (o biological factors {6}, In this regard.
polymorphisms or nuntations in genes located in chromosome X
can confer more PR susceptibilisy inomales [34,35], as well as

5 April 2014 | Volume 9 | ksue 4 | e93831
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Figure 4. Kinetics of pro-inflammatory cytokines and INOS gene expression determined by RT-PCR In the infected lungs. Castrated
males and noncastrated male and female BALB/c mice were infected with Mycobacterium tuberculosis strain H37Rv and euthanized at different time-
points, The Jungs 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:10.137 1/journal.pone.0093831.9004

specitic features of metabolism and murition related to gender
|53}, o anatomical and fimetional differences in the respiratory

4 - th == ~ D

Concentration ng/ml
L3

'm0
1 3 7 14 21 28 &0

Days after infeclion

Figure 5, Serum testosterone concentration along pulmonary
tuberculosis. Sera from male non-castrated mice were used to
determine testosterone by ELISA in the indicated time points after
inteatracheal infection with M. fuberculosis strain H37Rv. Data are
expressed as means and standard deviation of six mice per time point.
dok10,1371/journal pone.0093831.g005
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tract between males and females [37]. Nevertheless, perhaps the
most mmportant biological factor wssociated to diflerent 1B
susceptibility between males and females is the immune regulatory
activitics of the sexual hormeones [H. Cur results reinforce this
statement by the demonstration thate male BALB/¢ mice exhibited
higher mortality anet bueilii burdens with lower inflammation thun
female mice and these differences were prevented in castriteed
male mice.

In general, it seems that androgens have suppressive efleets on
the celular and humoral immune responses, so they can he
considered as natural ant-inlhanmatory hormones [38], whercas
estrogens enhance humoral immunity and affect balance of T and
B eells f13]. Regarding to 'I'B this should be important beecause
hest control of mycobacteria infection, in both human and mouse,
has been associated with Thl cells and activated macrophages
[39]. Experimental studies in mice have demonstrated more male
suscopsibiity w Mycobacterium lepramurium |40}, M. avton complex
[209, and M. wmariwn [19). The treatment with testosterone
increases susceptibiliey to M. marinem [19,18], while administration
of estraciof restored the burden of 44, azium bacilli in CF mice [20].
However, it is important 1o consider that sex steroids have
ciferent tanctions, even opposite activities, depending on their
concentrations. This is particularly evident in females  that
exhibited signiticant fluctuations during the menstraal eyele and
i specific physiologica) stites such as in pregaancy or menopause,

6 April 2014 | Volume 9 | lssue 4 | e93831
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Figure 6, Effect of orchidectomy in BALB/c mice after 60 days of infection, Male mice were infected intratracheally with M, tuberculosic
strain H378v 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 burdens, tissue damage and gene expression of TNFx and [L-12. Castrated mice
showed lower bacilli foads and tissue damage with higher expression of TNFx« and 1L-12 than control mice. Asterisks represent statistical significance.

doi:10.137 1/journal pone.0093831.9006

Morcover, high testosterone levels could resnlt in high cortisol
levels and an associated reduction in immune function [$1].
Our results showed that BALB/¢ eherculous M omice died
significantly cardier and have higher pulmonary baeill loads
during lute disease than wberculous T mice. Thas, M mice are
more  susceptible o M twberculosis infection.  Estradiol, the
pratotype of female stevoid hovmone has significant influence on
inflammation [42], favoring inflammatory cell migration by
inducing the expression of mRNA for adhesion meolecules (E-
selectin, ICAM-1, and VCAM-1) mediated by TNF-% in
endothelind cells. This is in agreement with our morphometry
results that showed in ¥ mice carlier gramuloma formation and
higher inflammation in all lung compartments than M mice, T
mive also showed abveolar inflammation (prcumonia formation)
one week betore than M, in coexistence with higher pro-
inflammatory cytokines expression and lower bacilli burdens. In
lute disease, at day 60 post-infection, F mice showed lower bacilli
burdens than M but with similar Jung consolidation, implying dhat
F eould sulfer more tissue damage by excessive inflamration,
Ovaricctomized DBA/2 mice iifected by the intratracheal route
with M. priwm showed signiticandy higher bacilli busdens than
shaun F omice [20]. In contrast, we did not found differences in
terms of mortality and badilli burdens in wbercalous ¥ and CF

PLOS ONE | www.plosone.org

mice. These apparent contradictory results could be explained by
the participation of diverse factors, such as the different mouse
strain and infectious agemt with different virskenee level (Jow
virulence of M. geiwmn and high virulence of M. fubercndndy) and
anligenic constitntion. Indeed, the quality and guantity of antigen
stitnulation: can change the level of sex hormorne receplors
expressed by macrophages and henee modudating their vesponse
[43]. The participation of ather sex hormones, such as gopado-
trophin releasing hormone which is elevated in gonadectomized
andmals, can albso participate in the protection of CF mive.
consicdering that ¢his hormone premotes both T eelf expansion and
survivad [44] 1t is alse important to consider the host geneti
background, previous studies showed more resistance 1o atypical
mycobacteria infeetion in G578l or DBA/2 NI mice than in
BALB/c M mice [19].

Interestingly, CA mice showed better survival rate and lowe
pulmonary baeilli burdens than M mice, Therefore, it seems 1l
the towered TB resistance in M mice is in part mediated Tn
testosterone, Male castration after puberty in mice increased
thymus and spleea size with higher number of peripheral CD4 and
CDE T cells, These cells also showed more vigorous profiterision
alter specilic antigen stimulation and transiemly exhibit exagper-
ated responses to costimulation |38]. "Fhese observations were in

April 2014 | Volume 9 | Issue 4 [ 293831



agreement with our resalts that showed in tuberculous GN mice,
more pulmonary  inflammation with  higher pro-inflammatory
eviokine expression and bigger granulomas than in M mice. OM
mice formed gramifomas one week before with significant Tower
acilli Toads than M. Although, hing aren aflected by pneumonia
at Tate discase was similar in CM than M, suggesting that as in [
aroup, castration could favor excessive inflammation and tissue
clamage. In this sense, the faet that human males with moderate 1o
severe TB had decreased testosterone levels in sera with madest
incrcases of estrackiol concentrations, may e viewed s oan
imsaeeessful attempt o improve cell mediated immune protective
mechanisms 45} In contrast (o these results in humans, our
vesults: showed  that BALB/¢ tuberculous M mice, ncreased
Lestosterone serwn levels in coincidence with progressive inflam-
mation, from day 14 when granulomas start their formation undil
duy 60, when substantial hing aren is alfeeted by pneumenia.
These vesults sugest that testosterone might be involved in the
modulation  of inflammation,  decreasing  tissue  diumage by
exeessive inflammation. However, this modulation of inflamma-
ion might deerease the protective pro-inflammatory cytokines
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Background: The chronic natere of tuberculosis and the protracted immuno-inflammatory reactions are
implied in a series of metabolic and immunre-endocrine changes accompanying the disease. We explored
compenents from the hypothalamous-pituitary-gonadal axis and their relatienship with cytokines
involved in disease immunopathology, in male TB patients.
Methods: Plasma samples from 36 active unireated pulmonary TB male patients were used to determine
TNF-4, IFN-y, TGF-, 1L-6, cortisol, dehydroepiandrosterone, testosterone, progesterone, estradiol, lutei-
nizing hormoene {LH) and follicle-stimulating hormane {FSH) by ELISA. Healthy controls corresponded to
21 volunteers without contact with TB patients and similar age (40 + 6,8 years). Testicular histolugical
samptes from necropsies of patients dying from TB were immune-stained for IE-1B, TNF-a, IL-6 and IFN-
y. The TM3 mouse Leydig cell line was incubated with recombinants TNE-u, IFN-y and TGF-§, super-
natants were collected and used to measure testosterone by ELISA.
Results: Patients showed decreased levels of testosterone in presence of high amounts of LH, together
with augmented IFN-v, 11-6 and TGF-f levels. Testicular histological sections showed abundant presence
of IL-1§, TNF-#, IL-6 and IFN-v in interstitial macrophages, Sertohi cells and some spermatogonia, In vitro
treatment of Leydig cells with these cytokines ted to a remarkable reduction of testosterone production.
© 2015 Efsevier Ltd. Al rights reserved.

1. Introduction

One-third of the

population is infected by

of the host to mount an effective response [2]. In individuals
wherein the immune response fails to clear the pathogen, a sort of
kind of trade-off between the host and microbe takes place, in
many cases resulting in a misdirected response which contributes

M. tuberculosis, the causative agent of tuberculosis (TB}). The
development of clinical TB oceurs in 5%-10% of them at some point
in their lives, for reasons that are not completely understood [ 1], As
yet, the development of TB seems to depend on a refatively inability

* Corresponding  author.  Experimental Pathology Section, Department of
Pathology, Naticnal lastitute of Medical Sciences and Nutrition “Salvador Zubirdn”.
Calle Vasco de Quiroga 15, Tlalpan, CP  E4DOD, México B.F, Mexico.
Tel.: -+ 52 55 54870900.

E-mail address: estelabini@yahoocomar (EL Bini).

htrp:{ids.doi.orgt 101010/ ube 2015.06.002
1472-9792{0 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

to the development of different levels of tissue damage, as is the
case of TB [3.4]. Earlier studies by our group indicate that dysre-
gulated immune responses during human TB translate in an
excessive production of pro-inflammatory cytokines which are
known to stimulate the endocrine system promoting an unfavor-
able environment, either for the development of a protective im-
mune response, or the clinical status of patients {5.6]. This bears
some relationship with the view that chronic stressful conditions
may lead to protracted responses not always beneficial {71 Le.;
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endocrine abnormalities inwolving disturbances of the HP Adrenal
{HPA)Y and Gonadal {HPG) axes, among others.

by this regard, we have shown that patients with newly diag-
nosed pulmonary TB present augmented systemic concentrations
of interferon gamma (IFN-v), interleukin 10 {IL-10), interleukin 6
{H-6}, and Cortisol, in presence of decreased amounts of adrenal
and gonadal androgens {5], as seen in other reports documenting
decreased levels of DHEA in serom [8] or urine §9] from TB patients,

As well as modulating each other production, adrenal and sex
steroids have important effects on immune cell development and
function, mainly because immune cells express diverse hormone
receptors {10} It follows that interactions between the HPG and
HPA axes with the immune systemn are to a 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
addressed to expiore the eventual relationship between compo-
nents mainly from the HPG axis with cytokines invoived in the
inmune and inflammatory response, of male TB patients, One
finding to remark was the detection of decreased levels of testos-
terone in presence of higher amounts of luteinizing hormone (LH),
suggesting that testosterone secretion may be modulated by in situ
influences arisen because of the infectious process, ie., cytokines.
According to this assumption, testicular histological samples from
necropsies of patients dying from TB were immune-stained for
several pro-inflammatory cytokines which revealed an abundant
presence of interleukin 1 beta (IL-18), tumor necrosis factor aipha
{FNF-4), 1L-6 and IFN-y in interstitial macrophages, Sertoli cells 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 refevant in TB immunopathology, those were TNF-, IFN-y
and transforming growth factor beta {TGF-B). It was found that
in vitro treatment with the three cytokines led to a remarkable
reduction of testosterone production.

‘Faken together, present results point out to a novel and inter-
esting implication of the inflammatory response during tubercu-
losis in the disturbed production of gonadal steroids,

2, Materials and methods
2.1. Sample population

Thirty six newly diagnosed active pulmonary TB patients were
enrolled in this study. All individuals were HIV negative and were
untreated at the time of bleod 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-
ities, n = 12} moderate (unilateral involvement of 2 or more lobes
with cavities, if present, reaching a total diameter no greater than
4 ¢m, 12 cases) and severe (bilateral disease and multiple cavities,
12 cases), Twenlty one volunteers, age-matched [44 (35—55) years]
males with no clinical or serological evidence of an associated
disease and the antecedent of contact with TB patients (healthy
contacts —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 Medical Sciences School,
Liniversity of Rosario, Argentina, Exclusion criteria comprised; pa-
thologies affecting the hypothalamus-pituitary-adrenal axis (i.e.,
tumuor, vascular), direct compromise of the adrenal gland, age under
I8, or any disorder reguiring treatment with corticosteroids,
immunosuppressors or immunomodulators, '

2.2. Plasma measurements

Blood samples were colected from patients and healthy vol-
unteers at 8:00 am. Plasma was obtained from EDTA-treated blood,
Following addition of aprotinin {100 Ufml plasma; Trasylol, Bayer,
Germany), samples were preserved at —20 *C. TNF-z, IFN-y, TGF-B
(Pharmingen, Germany), 1L-6 (Amersham, UK), cortisol, DHEA,
testosterane, progesterone, estradiol, Luteinizing Hormone {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-B: 2 pg/ml,
CV: 1; INF-o: 7.8 pgfmi; IL-6 0.1 pg/ml, cortisol: 2.5 ngfmi, CV:
8.1-5.6; DHEA: 01 ng/ml, CV: 3.52-2.64; progesterone 2 ng/mi,
CV: 5.4—-6.86; testosterone: 0.07 ngfml, CV: 4.16-3.34; estradiol:
46 pgiml, CV; 681—-4.13; LH: 02 ng/ml (range assay:
0.86—100 mil¥{mL}), CV: 7.62—4.57; and FSH: 0.4 pgfdi (range assay:
1.27--200 miUfml), CV: 791-4.18. Results were expressed as the
average of two deferminations (pgfml) in an ELISA microplate
reader at 450 nm. Cytokines were quantified using reference
standard curves generated with human recombinant cytokines,
Recent parallef 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 immunohistochemistry in testicular
samples

In order to determine the local cytokine production by immu-
nohistochemisiry, - paralfin-embedded testicles from three nec-
ropsies of patients dying from TB with extensive cavitary bilateral
disease and three from non-infective iliness as controls (extensive
kidney cortical necrosis and btwo cases of leukemia) were studied,
Samples were obtained from files of the Pathology Department at
the National Institute of Medical Sciences and Nutrition Salvador
Zubirdn, México. Tissue samples were obtained during legally
authorized autopsies with signed permission 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 Medical, USA), tis-
sue sections were incubated with primary antibodies overnight at
4 °C 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-§ (rabbit polyclonal antibody; Santa Cruz
Biotechnology, USA), IL-6 (rat polyclonal kgG: BD, Pharmingen,
LSA), IL-1B {goat polyclonal antibody; Santa Cruz Biotechnelogy,
USA), and Mrtb polyclonal antibody against diverse mycobacterial
antigens {BIOCARE Medical, USA). Mouse-rabbit immunodetector
HRP/DAB (BioSB, USA) detection system and goat on rodent HRP
polymer (BIOCARE Medical, USA) were used to develop the reac-
tion. Tissue sections were counterstained with hematoxylin and
eosin.

24 invitro production of testosterone by Leydig cells incubnted
with cytokines

The TM3 cell line, derived from mouse Leydig cells, was pur-
chased from ATCC (ATCC® CRL1714™), Cells were cultured in 1:1
vol of Ham's F12 medium and Dulbecco's modified Eagle's medium,
with 2.5 mM 1-glutamine, 0.5 mM sodium pyruvate, 1.2 g/L sodium
bicarbonate, and 15 mM HEPES (all from Corning Life Technology,
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USA), 02.5%; Horse serum, 5%; Fetal bovine serum (both from
Therme Scientific, USA) 2.5%; and 1% of Penicillin-Streptomycin
(GYBCO, USA). Cells were maintained at 37 °C in a humidified at-
mosphere (95%) at 5% CO,. For assessing testosterone production,
TM3 cells were plated in 96-well plates. After 48 h, medium was
replaced with medium containing 2.5 Uifml hCG (Sigrma, USA)
kindly provided by Dra Lerenza Diaz, Reproductive Biology
Department, INCMNSZ, and recombinants TNF-o, IFN-y and TGF-§
kindly provided by Dr F Lopez Casillas form the Cellular Physiology
Institute, National University of México; (TNF-o 5 ngfml, IFN-y
4000 pM, and TGF-B at 1 ng/ml). Different conditions were settled
by triplicate, Leydig cell culture media from each treatment were
collected 24 h later and used 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 Lf test or the Kruskall-Wallis followed by post-hoc
tests, if applicable. Correlations between hormone and cytokine
fevels 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 a sta-
tistically insignificant trend of FSH levels to be a little increased in
TB patients (Figure 1, panels a—c). 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-# values (data not shown),
whereas IFN-v, IL-6 and TGF-B levels were found augmented in T8,
significantly different from HCo (Figure 2, panels a—c). Tested
compounds were unrelated to age, Further comparisons within the

a 36

p<.02
204
E
<]
F
3 104
S .
¢} v T
HGCo B
c B

o
1

1

i

‘Testosterone [ng/mi}
i &

o

TB group according to disease severity showed that patients with
more progressive forms of TB had a further increase, statisticaily
insignificant, of IFN-y and 1L.-G levels respect cases with mild dis-
ease {data not shown),

In Hne with former findings TB patients continued to showed
decreased DHEA levels (3,70 + 0.57) and augmented cortisol von-
centrations (186,61 & 32.48) when compared with values from HCo
(DHEA: 651 £ 1.56, p < 0.04; cortisol: 126.03 + 10.36, p < 0.05).

Pair correlation analysis between hormones and cytokines
revealed that levels of TGF-§ correlated inversely with DHEA
(r = —0.47; p < 0.04), as did testosterone with either Cortisol
{r=—-0.58; p < 0.003) or IFN-y {r = ~0.32; p < 0.033).

3.1. Histelogical and immunochistochemistry findings

Tissue sections from all TB autopsy cases showed mild testicular
atrophy, manifested by interstitial fibrosis with focal chronic in-
flammatory infiltrate and detention of spermatogenesis. There was
no evidence of local TB infection such as necrosis or granuioma
formation, Immunchistochemistry detection of 1L-6, 1L-10 and TNF-
« showed strong positive staining in interstitial macrophages,
Sertoli cells and some spermatogonia. Interstitial macrophages
showed very strong TNF-o immunostaining, while spermatogonia
exhibited intense positivity to IL-6 and Sertoli cells to H-14
(Figure 3), Some lymphocytes and occasional macrophages from
the testicular interstitium showed mitd FN-vy positivity (Figur- 3).
Occasional macrophages showed immune staining to mycobacte-
rial antigens and non immunoreactivity was seen to TGF-p. Testicle
sections from control autopsies showed slight detention of sper-
matogenesis without infiltration of inflammatory of leukemic cells:
all cases were completely negative to all cytokines detection by
immunohistochemistry (Figure 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 dilferent

b 20

__{

FSH fng/ml}
2

o
]

p<0.036

T
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B

Figure 1. Circulating levels of hormanes in patients with active pulmonary T8 and healthy controls {HCo). Box plots show 2573 percentiles of data values in cach group with
maximum and minimum values. The line represents the median values. Comparisons between groups (TB vs HCo) were performed by non-paramettic methods (Mann—Whitpey 13

test).
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Figure 2. Circulating levels of cytokines in patients with active palmonary TB and healthy controfs, Box pfots show 25—75 percentiles of data values in each group with maximum
and wunimum vatues. The line represents the median values, Comparisons between groups (TB vs HCo) were performed by non-parametric methods (Mann—Whitney b test).

mouse recombinant cytokines (TNF-#, IFN-y and TGF-B). Assess-
ment on the levels of testosterene in culture media collected 24 h
later revealed that cyrokine-treated cultures produced much lesser
amounts of testosterone when compared with cultures without
cytokines (overall difference, p < 0,015, Tabie 1),

4, biscussion

TB is a disease in which tissue pathclogy 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 level of immune cell activity by modifying the micro-
envirenment in which the immune cells reside and function. As
part of this bi-directional communication, products of the immune
respunse can in furn alter the balance of hormone production and
hence affecting different physiological processes.

An interesting Anding 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 cells is under the control of LH, which is secreted by the
anterior pituitary and reaches the testes via the blood stream. At
the gonadal fevel, LH binds to receptors on the surface of the Leydig
cells ro stimulate testosterone production by activating an intra-
cellular second messenger system |11]. The present LHjtestos-
terone dissociation implies some degree of testicular resistance to
LH and/for suppression of Leydig cells stercidogenesis. Among fac-
tors implied in this regard, cytokines were reported to interfere
with Leydig cell steroidogenesis and testosterone production {12].
‘This phenomenon may be linked to infectious stimuli, since LPS-
induced inflanunation was shown to affect testicular function,
including decreased steroidogenesis and impaired spermatogen-
vsis 13,14,

Ta the best of our knowledge, the present study is the first report
documenting the presence of pro-inflammatory cytokines in testes
from FB patients, The intimate association between Leydig cells and
acressory cells expressing such mediators suggests that they may
he functionally linked.

Our findings are in line with experimental studies in testes
revealing the presence of pro-inflammatory cytokines like H-1§
and 1L-6 from interstitial macrophages {1516}, Leydig cells [17],
Sertoli cells 18] and TNF-« from macrophages and spermatocytes
[19,20]. Importantly, all these mediators were found to inhibit
testosterone production by Leydig cells [21], At the clinical level,
patients with rheumatold arthritis, a chronic disease exhibiting a
protracted inflammatory response are also known for their
impairment in gonodal steroid production [22.23]. In the same
sense, human volunteers challenged with subcutaneous -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 [24]. It is
worth commenting that pro-inflammatory cytokines were found
increased in this series of TB patients, as well as in our former
studies in patients with this disease [5.6,25],

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-
inflammateory cytokines significantly inhibited testosterone pro-
duction by Leydig cells (12,21). In analyzing cytokine effects, we
also wished to ascertain the effect of TGF-B since this cytokine was
also found increased in TB patients [26} being quite relevant in
several aspects of TB imununopathogenesis [27]. Our findings
revealed that Leydig cells exposed to TGF-§ produced lesser
amounts of testosterone. Beyond its pro- and anti-inflammatory
effects {28}, TGF-p was also shown to influence male gonadal
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-81 represses testosterone production in
Leydig cells through decreasing LH/hCG receptor expression and
the expression of steroidogenic genes such as StAR and P450c17
[31]. As well as reducing testosterone production, our former
studies also showed that TGF-p was also able to inhibit DHEA by
adrenal cells [32], which bears relation with the present demon-
stration of the inverse association between TGF-f and DHEA,
Collectively, it implies a broader range of inhibition of androgen
production by this cytokine and the adverse conseguences
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Figure 3, Representative immunohistochemistry for cytokine detection in testicular tissue. Sections from TB autopsy cases {left sow) and control eases from subjects dying lrom
causes other than T8 (right row), were incubated with specific antibodies to detect the indicated cytokines. Sertoli cells showed strong positivity in their cellufar base for 1L-1]3
{arsows), spermatogonia exhibited strong immunostaining to 1-6 (arrows) and mild reactivity in interstitial macrephages {asterisk), while strong TNFx immurostairning was seen i
interstitial macrophages (arrow). Cccasienal macrephages and lymphocytes in the testicular interstitium showed positivity to Ny, Contiol tissues were negative to alk tested

cytokines {TB tissues magnification 200x, control tissue magnification 100x).

resulting from it; mainly because of the anabolic and anti-
inflammatory effects of testosterone {33] Within this context,
diminished amounts of testosterone would not be sufficient to
counteract the synthesis of mediators dealing with accompanying
inflammatory reaction. Since testosterone and Cortisol display anti-
inflammatory effects, the negative correlation between both ste-
roids perhaps may reflect a 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 [FN-y levels may be explained in view of
the inhibitory effects of the gonadal steroid on Thti cell differenti-
ation [34)]. Another reason for the inhibition of testosterone

production may have to do with energy conservation necessary to
sustain the immune response, Alternatively, it may represent an
adaptive mechanism attempting to aveid the reproduction of the
more susceptible people to Hliness 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 multipte metabolic and neuroendocrine
changes develops. This will affect essential biclogical functions, like
the development of protective responses, control of tissue damage
and physiological functions, which in essence are implied in a
poorer disease course, ‘
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Table 1
Testosterone conrcentration in cultire supesnatants fram M3 cells
cultured under different conditions.

Treatments Testosterone levels (ngfml)
TNF-u% 0119 £ 0,012
TGF-§# 0.102 1 0.042
IFN-y 0,130 = D026
Contrel 5.740 + 0.026°

Kecombinant eytokines TNF-u 5 ngfml, or IFN-v 4000 pM, or TGF-f 1 ng/f
m! were added to TM3 ceils after 2 heurs with hCG to stimulate basal
lestosterone production, Control cultures were stimulated with hCG,
lestosterone concentration in the media in which I_eydlg cel!s were
cultured was assessed 24 h later in diplicase,
significantiy different from the remaining groups p < 0.001.

' Data represent the mean of triplicate determinations + SEM ofa
representative experiment from two méependent expenmems per—'_ .
termed under similar conditions, LR

5. Conclusions

Present resulis point out to a novel and interesting implication
ol the inflammatory response during tuberculosis in the disturbed
production of gonadal steroids. Patients with severe TB st_;'fféi_'a
significant decrease of testostero_rie production, which is appar-
ently the consequence of testicular production of proinflammatory
cytokines produced by diverse cells in absence of local infection.
Testosterone is a sighificant anabolic hormone and its low: pro-
duction could contribute to affect the patient cundlttun worsenmg
the course of the disease.
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2015 - "ARo del Bicentenario def Congreso de fos Pusblos Libres”

Expediente N° 42705/0384

e ROSARIO, 27 de agosto de 2015

VISTO: las presentes actuaciones por las que se solicita la
integraciéon del Jurado que intervendra en la evaluaciéon del Trabajo de. Tesis
Doctoral presentado por la alumna de la carrera de Doctorado en Ciencias
Biomédicas, Lic. Estela 1. Bini, titulado: “Inmunidad y esteroides sexuales en la
tuberculosis. Estudios clinicos y experimentales”, realizado bajo la Direccién del
Dr. Oscar Bottasso v la Co-Direccion del Dr. Rogelio Hernandez Pando; y

CONSIDERANDO:

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

QUE, al propio tiempo solicita se les permita coordinar la fecha para
ia defensa oral de la Tesis de referencia, una vez obtenidos los dictdmenes
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 Vicedireccidon de Escucla de Graduados acuerda con la
propuesta efectuada por dicha Carrera;

QUE, la Comision de Asuntos Académicos en su Despacho N° 116,
sugiere se apruebe la constitucion del Jurado que evaluara la Tesis de la
Doctorando Bini y se autorice a la Direccién de la citada Carrera a coordinar la

fecha y hora para la Defensa de Tesis, si ésta fuera aceptada;

POR ELLO y teniendo en cuenta lo acordado en sesién del dia de la
fecha; : o

EL CONSEJO DIRECTIVO
RESUELVE:

ARTICULO 1ro.- Designar a los profesionales que mas abajo se mencionan, en el
caracter que se especifica, como integrantes del Jurado que tendra a su cargo la
evaluacion del Trabajo de Tesis Doctoral presentadeo por la Doctorando de la
carrera de Doctorado en Ciencias Biomédicas, Lic, Estela Isabel BINI {Legajo N°
B-27728/6), titulado: “INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA
-.ATUBERGULOSIS ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES", realizado bajo
. la Dlreccxon del Dr. Oscar Bottasso y la Co-Direccion del Dr. Rogelio Hernandez
Pando: |

B /)




2015 - “Afio de! Bicentenario det Congreso de los Pueblos Libres”
Expediente N° 42705/0384

MIEMBROS TITULARES:

- Dra. Maria del Carmen SASIAIN (AN de Medicina)
- Dr. Eduardo CHULUYAN (UBA)

- Dra. Maria José MUNUCE (Hospital Provincial del Centenario}

MIEMBROS SUPLENTES:

- Dra, Natalia SANTUCCI (Fac. Cs. Médicas UNR)
- Dra. Fabiana GARCIA (Fac. Cs. Médicas UNR)
ARTICULO 2do.- Autorizar a la Direccion 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 dictAmenes aceptando dicho trabajo.

ARTICULO 3ro.- Registrese, comuniquese, girese a la Direccion de la carrera de
Doctorado en Ciencias Biomédicas de esta Casa de Estudios para su
conocimiento y prosecucion del respectivo tramite.

RESOLUCION C.D. N° 251/2015

r. Ricardo Nidd
Decano
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2016 - “Afio del Bicentenario de Ta Declaracidn de la Independencia Naclonal”
Expediente N° 42708/0401

ROSARIO, 20 de octubre de 2016

FACULTAD DE
CIENCIAS MEDICAS

Unhvassidad Natisnsl de Rasario

VISTO: las presentes actuaciones por las que la Direccién de la
carrera de Posgrado de Doctorado en Ciencias Biomédicas, eleva para su
aprobacién el Trabajo de Tesis de la doctorando Estela I Bini, titulado:
“Inmunidad y esteroides sexuales en la tuberculosis. Estudios clinicos y
experimentales”; y

CONSIDERANDO:

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

- “El trabajo de tesis aborda wun tema relevante dentro de la
“fisiopatogenia de la tuberculosis, evaluande la influencla de lua
“regulacién bidireccional del sistema inmune con el efe hipotalamo-
“hiposifiario-gonadal. La tesils presenta un enfoque rmultidisciplinario
“del terma, lo cual obligd a la doctorando a formarse en diferentes
“dreas como son la infectologia, la inmunologia y la endocrinologia, La

: “metodologia utilizada es acorde a los obfetivos propuestos. 5i bien este

% “Jurado destaca la calidad de los resultados presentados Yy su

“discusion oral, se reconocen algunos puntos desaprovechados en la
“version escrita. Se resalta la dicotomia entre la versidén expuesta
“oralmente y la escrita.”

-

¥
- “Por lo expuesto, este Jurado considera por unanimidad que la Tesis de
“la Doctorando merece la calificacién de: 9 (nueve)”,

QUE, la Comision 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 I Bini; :

._POR ELLO y teniendo en cuenta lo acordado en sesién del dia de la
fecha, '

EL CONSEJO DIRECTIVO

RESUELVE:

ARTICULO Iro.- Aprobar el Trabajo de Tesis de la carrera de Doctorado en
Ciencias Biomédicas, presentado por la doctorando Licenciadq Estela Isabel BINI
(Legajo N* B-2728/6), titulado: “INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN
LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES”, con una
caltficacién de NUEVE (9).
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FACULTAD DE
CIENCIAS MEDICAS///

Uniseasidad Nevigns! da Rodaris

ARTICULO 2do.- Por Biblioteca procédase a desglosar el soporte informdtico que

obra a fs. 10 que contiene copia digital de la Tesis de referencia para consulta de
los interesados.

ARTICULO 3ro.- Registrese, comuniquese, girese ¢ la Direccion Registro de
Alumnos para su conocimiento y notificacion fehaciente de la interesada, debiendo
agregar copia de la presente resolucién en el legajo personal de la recurrente y,
cumplido, remitase a la Biblioteca de esta Casa de Estudios a fin de que
cumplimente lo dispuesto en el articulo 2do. Diligenciado, archivese,

RESOLUCION C.D. N° 1565/2016

Prof. Dr. Ricardo Nidd
Decano
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INFORME FINAL PARA UNU-BIOLAC DEL PROYECTO DE TESIS
“INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS,
ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES”

Becaria: Estela Isabel Bini

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

Esta capacidad de respuesta esta ligada también a otros factores como nutricionales,
étnicos, etarios y de género. Al respecto, por gjemplo, existen estudios epidemiolégicos que
informan que por cada 10 personas infectadas con Tuberculosis, 7 son hombres y sélo 3 son
mujeres.

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

El dimorfismo sexual -en cuanto a la respuesta inmune- podria estar relacionado con
acciones de los esteroides sexuales sobre la produccion de citocinas. Comparando los
perfiles de citocinas secretadas por células presentadoras de antigenos (en adelante 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 [1.-12. Esto
favoreceria una mayor respuesta de tipo Th2 en machos. Ello ¢sta avalado por diferencias
en cuanto a la presencia de receptores especificos para estas hormonas en distintos tipos de
células inmunocompetentes. Los estudios sobre los efectos de la testosterona en ratones
indican que la castracion awmnenta la susceptibilidad al shock endotéxico acompaiiada de
una mayor expresion de TLR4 sobre la superficie celular de sus macréfagos, por lo que la
testosterona reduciria la expresion de TLR4 en estas células. Los mismos autores
demostraron ademas que estrégenos como el 17-f estradiol aumentan la expresion de TLR4
y de CD14 en macrofagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis experimental. Al privar
del estrogeno enddgeno la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias decrecia, a la par
de una reduccién de TLR4 en dichas células. Se desprende que mientras los androgenos
suprimen la respuesta ante el desafio con una endotoxina bacteriana, los estrégenos
promueven un aumento de tal reactividad.

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



Los andrégenos también tienen efecto en la secrecion de citocinas, pero su influencia sobre
las mismas puede depender no solo de la concentracion 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 ¢l andlisis del efecto de los esteroides sexuales durante el curso de la
Tuberculosis. Esta enfermedad estd ocasionada por un agente de vida intracelular, el
Mycobacterium tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmoén donde puede producir
desde algunas pocas lesiones hasta un cuadro de extensa inflamacion con gran destruccion
de parénquima. Dicho espectro de afectacion orgénica parece estar relacionado con la
respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que puede mediar tanto
proteccién como dafio tisular. Los elementos esenciales que participan de esta respuesta
comprenden a los macrdfagos y a las células T. Los primeros fagocitan a la micobacteria,
promoviendo la produccidn de diferentes citocinas y la presentacion de antigenos a células
CDd+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el IFN-y y la IL-2, capaces de
potenciar la accidn bacteriostatica-bactericida de los macrofagos y promover la
proliferacion de los linfocitos respondedores, respectivamente. Como fuera seflalado mds
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 geografias concuerdan en observar
alteraciones en la produccion de citocinas Thl y Th2 con un predominio de las primeras en
las formas leves, no asi en los casos avanzados donde prevalece la sintesis de citocinas Th2.
Los factores por lo cuales se produce esta alteracion involucran no sélo a mediadores
inmunologicos sino también a componentes del sistema neuroendocrino dado su estrecha
interconexion,

Del Rey ef af también reportaron una disminucion en los niveles de testosterona en

presencia de mayores concentraciones de estradiol lo que en su conjunto podria favorecer la
persistencia de las reacciones inflamatorias como asi 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 participacion de los esteroides sexuales en la
resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modeios~experimentaies. Un par
de trabajos seflalan que los ratones hembras son mds resistentes a la infeccidén con
micobacterias no tuberculosa, y que el tratamiento con testosterona eleva la susceptibilidad
a la infeccion con Mycobacterium marinum.

En funcion de todo lo expuesto consideramos de sumo interés analizar la influencia
de las hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para una aproximacion mas
mecanistica el estudio se centrd en un modelo muy bien caracterizado de tuberculosis
pulmonar en ratones BALB/c infectados por via intratraqueal con M. fuberculosis cepa
H37Rv. Para la realizacion de este proyecto, era clave el uso de un bioterio con las
caracteristicas de bioseguridad imprescindibles para el trabajo con una cepa virulenta de M.
tuberculosis, y las maximas condiciones de higiene para evitar variabilidad causada por
otros factores. Para tal fin nos contactamos con el Dr. Herndndez-Pando, en México, quien
tiene muy bien desarrotlado este modelo y el equipamiento necesario para llevarlo a cabo.
Asi pudimos iniciar el estudio desde el inicio de la infeccion, determinar los niveles
hormonales y de citocinas, modificar el perfil hormonal de los ratones mediante la



castracion, hacer un estudio histologico morfométrico, y determinar el ntimero de colonias
de micobacterias presentes en los pulmones murinos.

Para ser mas especificos, nuestros objetivos eran:

En el modelo experimental (a realizarse en México)

»Establecer las diferencias en el curso de la enfermedad (mortalidad, carga bacilar
pulmonar, extension de dafio histologico, expresion de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) entre
ratones machos y hembras de la cepa Balb/c infectados por via intratraqueal con una dosis
alta de M. tuberculosis vivo y virulento cepa H37Rv.

»Comparar la evolucion de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y no
castrados '

»Cuantificar las concentracion 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 ain no han
iniciado tratamiento antibacilar. '

»Investigar en qué medida las varjaciones en los niveles circulantes de estradiol (I2),
cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (IFN-y, TNF-o. ¢ 1L.-6)
se correlacionan entre si y con la severidad de la enfermedad.

»Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a la presentacion clinica de la
enfermedad. '

El apoyo de UNU-BIOLAC fue fundamental para la concrecion det estudio
experimental en México,

REALIZACION DEL MODELQ EXPERIMENTAL, EN MEXICO:

Se trabajo con ciento diez ratones machos y el mismo niimero de hembras, Balb/c, de 8
semanas de edad, que fueron divididos en cuatro grupos:
- Machos Sham, son los que recibieron una simulacién de castracidén quirdrgica.
- Machos Castrados, a los que se les extrajeron quirtrgicamente los testiculos.
- Hembras Sham, a las que se les practico simulacion de oforectomia.
- Hembras Casiradas, recibieron oforectomia bilateral.

Se coloco a las hembras en jaulas con aserrin con orina de machos, para sincronizar el
ciclo hormonal, y se dejé a todos los ratones recuperarse durante una semana. Enfonces se
realizd la infeccion intratraqueal con dosis de 100ul conteniendo 250.000 bacterias vivas de
cepa H37Rv. Habitualmente se trabaja con esta dosis en el laboratorio para asegurar que fos
ratones desarrollen tuberculosis progresiva, que la enfermedad alcance un estadio avanzado
en un plazo relativamente corto, (1 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 dias, por exsanguinacion, seccionando la arteria braquial derecha, bajo anestesia. La
sangre se colectd para posteriormente separar el suero. En tres ratones por grupo, se
separaron Jos pulmones derechos previamente perfundidos con alcohol etilico para su
posterior inclusion en parafina y estudio morfométrico. Los demas pulmones fueron
extraidos e inmediatamente congelados en nitrogeno liquido, y de alli almacenados a -
70°C, hasta su procesamiento, ya sea para obtencién de cDNA para PCR, o para siembra y
recuento de colonias. Diez animales por grupo se dejaron para determinar mortalidad
espontanea y construir graficas de sobrevida.

DETERMINACION DE CARGA BACILAR:
Se homogeneizaron, diluyeron y sembraron seglin las especificaciones indicadas en el
proyecto, cuatro pulmones congelados por grupo, por dia establecido. Se realizd un
recuento previo a los 14 dias y uno definitivo a los 21 dias. (El recuento previo se realizé
para el caso en que las colonias fueran muy numerosas y se hiciera imposible
individualizarlas para contarlas a los 21 dias).

30
*a,b,c
B Machos *a,b,c
ElMachos castrados
25 Hembras
E Hembras castradas
20
15
10

1 3 7 14 21 28 60
*: diferancia significativa {p<0,005); a: respecto a machos castrados; b: respecto a hembras; ¢: respecto 2 hembras castradas

Los resultados se expresan en millones de UFC (Unidades Formadoras de Colonias).
Saobre el eje X, como indica el modelo, los dias post infeccidon en que se realizan los
sacrificios para la obtencion de Jas muestras, Se utilizo, para establecer las diferencias
significativas, una t de student, comparando de a grupos de dos, con p>0,05.

Desde los primeros dias (3 y 7) comienzan a observarse diferencias significativas en el
numero de UFC de machos comparados con machos castrados y hembras. Sin embargo,
hacia el dia 14 esa tendencia se invierle y los machos registraron mayor nlimero de
Unidades Formadoras de Colonias, que se hace significativo en los dias 21, 28 y 60.



SOBREVIDA:
Con ¢l fin de evaluar la Mortalidad, que era otro de los objetivos, medimos Ia
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 observé en las hembras castradas (CF), mientras que
el 60% de los machos castrados (CM) permanecian vivos luego de 120 dias post inteccion.

El analisis estadistico se realizé usando Log rank test y arrojé diferencia
significativa entre M y I, con p<0.005.

ESTUDIO MORFOMETRICO:

Se realizaron cortes histologicos de los tres pulmones por grupo, por dia de
sacrificio que habiamos perfundido con alcohol etilico en el momento del sacrificio, y se
determind, por morfometria automatizada, Area de Inflamacién Intersticial o Capilar-
Alveolar, Perivascular, Peribronquial, tamafio de los Granulomas y porcentaje de area
pulmonar afectado por Neumonia.

Se representa en las diferenies areas la cinética del infiltrado inflamatorio durante el
curso de la enfermedad, hasta el dia 60. Las mediciones se realizaron en micrones al
cuadrado. Los asteriscos indican las diferencias significativas, Para establecer las mismas
se empled una t de student, comparando grupos de a dos, con p>0,05.
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En el panel superior, en el Intersticio Capilar-Alveolar de las F en los dias 7y 14
se observo un significativo infiltrado inflamatorio de linfocitos y macréfagos. También este
grupo mostro la mayor inflamacion durante la fase avanzada de la infeccién, en el dia 60,
resultando ser 4 veces mayor que la de los M, el doble de los CM, y 30% mayor que CF

En el Area Perivasculay, los ratones CM mostraron una inflamacién dos veces
mayor que los otros grupos, mientras que ene | dia 60 post infeccion, las F exhibieron el
infiftrado inflamatorio mas alto, tres veces mayor que los M y 30% mayor que los animales
CF.

En ¢l Area Peribronquial, durante el primer mes se observé la inflamacién mas
alta en los CM, mientras que hacia el dia 60, F y CF mostraron la reaccidn inflamatoria mas
alta en esta area, mas del doble de lo medido en ratones M.

De este modo, y en general, los ratones F mostraron mas inflamacion en los diferentes
compartimentos histologicos pulmonares.

En el panel inferior, las fotografias muestran lesiones histopatologicas
representativas de dreas no neumonicas, luego de 60 dias de infeccion. La tigura de la
izquierda corresponde a un pulmon de ratén macho que exhibe granulomas pequeiios
(marcado con asterisco), y menor infiltrado inflamatorio en torno a vasos sanguineos y
bronquios (indicados con flechas), que en el pulmon del raton hembra, en la figura de la
derecha. (Hematoxilina/eosina, aumento 400x)

En las gréficas a continuacién indicamos, en el panel superior, determinacion de
Area ocupada por Granulomas y porcentaje de Area pulmonar ocupada por Neumonia en
los pulmones de los ratones Balb/c machos y hembras, castrados y no castrados, luego de la



infeccion por micobacterias. 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 determinacién de Area ocupada por Granulomas fue sorprendente que los
pulmones de las hembras (F) mostraron granulomas bien formados desde las dos semanas
post infeccion, mientras que los ratones M recién exhiben esa forma y organizacion una
semana mas tarde, resultando ser 4 veces mas pequefios que los alcanzados por el grupo de
CM, que fue el de mayor tamafio de granulomas en promedio. Hacia el dia 21 post
infeccion los ratones CM mostraron los granulomas mas grandes, arrojando un promedio
tres veces mayor que el de los otros grupos. Por el contrario, hacia el dia 60, en la fase
avanzada de la enfermedad, se midieron los granulomas de mayor tamaiio en F y CF, con
valores que resultaron 3 veces mayores que M y 25% mayores que CM.

Si analizamos el grafico de Area ocupada por Neumonia, podemos apreciar que
luego de 3 semanas post infeccion, menos de un 10% de la superficie pulmonar estaba
afectada por neumonia y esto sucede en todos los grupos. Una semana mas tarde, se
observo un incremento muy flamativo en fa inflamacion 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 neumonia. Al dia 60 post infeccion, los ratones F
presentaron la mayor superficic atectada por neumonia, un 80%; en los otros grupos se
observd una consolidacidn similar que afectaba el 60% +/- 5 de la superficie pulmonar,

En el panel inferior se muestran campos histologicos a bajo aumento, de un pulmén
infectado de raton hembra sham (figura a la izquierda), y macho (figura a la derecha), a los

28 dias post infeccion.
El pulmon de 1a hembra presenta areas mas extensas de consolidacion inflamacion

(asterisco) que el ratén macho (Hematoxilina/eosina, aumento 25x).
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CINETICA DE LA EXPRESION GENETICA DE CITOCINAS
DETERMINADA POR RT-PCR EN LOS PULMONES INFECTADOS
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La expresion genética de las citocinas 1L-4, IL-12, IFN v y TNF a corresponde a los
pulmones de los grupos de ratones Balb-c machos y hembras, castrados y no castrados,
infectados con Mycobacterium ruberculosis, cepa H37 Ry, 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 expresion de TNF a, en las hembras en el dia 28, y de IL-4 en el
grupo de los machos en los dias 14, 21 y 60.

DISCUSION



[as 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 bioldgicos.
Polimorfismos, mutaciones en genes localizados en el cromosoma X pueden conferir mayor
susceptibilidad a TB en los machos, asi como caracteristicas especiales del metabolismo y
la nutricion relacionadas con el género, o diferencias anatomicas y funcionales en el tracto
respiratorio de machos y hembras. Pero tal vez el factor bioldgico mas importante asociado
a la diferente susceptibilidad entre machos y hembras esta dado por las acciones
regulatorias de las hormonas sexuales sobre el sistema inmune.,

Al parecer los androgenos poseen efectos supresivos sobre la respuesta celular y
humoral, por lo que son considerados como hormonas anti inflamatorias naturales, mientras
que los estrogenos aumentan la inmunidad huimoral y afectan el balance de células T y B,
disminuyendo la actividad de la inmunidad mediada por células e induciendo una alta
produccion 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 importante en el caso de la TB, ya que el modo de controt del
huésped de la infeccion por micobacteria esta sido asociado a células T y a macréfagos
activados, en ambos modelos, humano y murino.

Los esteroides poseen diferentes funciones y ain efectos opuestos dependiendo de
sus concentraciones. Esto se hace més evidente en las hembras que exhiben fluctuaciones
importantes durante el ciclo menstrual y en estados fisioldgicos especificos, como -
embarazo y menopausia, '

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

Los andrégenos poseen un efecto similar, induciendo preferencialmente respuesta
Th-2, pero en ellos la variabilidad no depende solo de la concentracion, 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
disminucion de la respuesta del sistema inmune, lo que favorece la progresion y
reactivacion de la TB,

A este respecto, ¢l 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 Balb/c mostraron que los machos
murieron mds tempranamente y el recuento de unidades formadoras de colonias fue
significativamente menor que las de las hembras en los primeros dias, como si inicialmente
controlaran mejor Ia infeccion, pero esa tendencia se revierte hacia el dia 14, para ser
significativa durante toda la fase avanzada, con niveles muy altos de UFC, a diferencia de
las hembras que mantienen niveles mas parejos y mucho maés bajos durante esta fase. Estos
resultados concuerdan con los de la morfometria que muestran formacion de granulomas
mds tempranamente, y mayor inflamacion en todos los compartimentos celulares, como si



la inflamacion, mayor en las hembras, estuviera controlando la infeccién, 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 inflamacién
alveolar y la maxima expresion de TNF o, lo que coincide con la baja carga bacilar
observada en la fase avanzada de la enfermedad en este grupo F hacia el dia 60. Este bajo
recuento de colonias, sumado a una mayor consolidacion de la inflamacion pulmonar,
implica que las hembras pueden sufrir mayor dafio tisular por excesiva inflamacion, que los
machos.

Interesantemente, el grupo de CM mostré 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 estaria mediada en gran medida por la testosterona.

Se ha observado que la castracion de los ratones machos luego de la pubertad
increment6 el tamaiio del timo y del bazo, con alto niimero de células CD4 periféricas y
CD8. Estas células mostraron ademads una importante proliferacién y una respuesta
exagerada transiente luego de ser estimuladas por la exposicion a un antigeno .

Istas observaciones concuerdan con los resultados expuestos durante los dias 14,21 y
durante la fase avanzada luego de dos meses de infeccion, el area ocupada por granulomas
de fos CM es tres veces mas grande que la ocupada por los granulomas de los ratones M, el
porcentaje de drea ocupada por neumonia e similar en ambos, pero el recuento de colonias
de CM es significativamente mas bajo que en M. De este modo, la castracién estaria
protegiendo a los ratones machos, confiriéndoles mayor supervivencia y un control mds
eficiente del crecimiento bacilar pulmonar.

En relacion con la expresion de 1L-4, los ratones CM mostraron dos veces menos
expresion que los M hacia el dia 60. En los M, en los dias 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 modificacion coincide con
la alta expresion, con diferencias significativas, de 11.-4. Es decir, que el descontrol de los
niveles de la carga bacilar en los M podria deberse en parte a la presencia de [L-4, que es
inductora de Th2, e inhibe Thl, que es quien mejor controla esta infeccion. Se ha observado
que cuando se infecta con altas dosis de M. fuberculosis, ya sea por via intratraqueal, como
en nuesiro modelo, o por via endovenosa; los niveles de IL-4 se incrementan durante la fase
avanzada de la enfermedad y ese incremento tendia un efecto negativo para el huésped, ya
que cuando hacen delecion del gen de 11L.-4, o la neutralizan por anticuerpos in vivo, se
atenua la enfermedad.

Algo semejante se ha informado también en pacientes con TB, en paises en vias de
desarrollo, en general en miembros de familias que viven en condiciones de hacinamiento.
En estos casos se observo mayor frecuencia de la enfermedad en hombres, y mayor
frecuencia de altos niveles de 1L-4 en los pacientes.

Existen otras hormonas sexuales que pueden participar en la alta resistencia a TB
que exhiben los CM. La supresion farmacoldgica de la testosterona induce la presencia de
altos niveles circulantes de Hormona Liberadora de Gonadotrotina (GnRH), prolactina y
estrogenos. La Gonadotrofina puede estimular la proliferacion de linfocitos T y B, y la
prolactina promueve la expansion y supervivencia de células T. De este modo, ¢l efecto
protectivo contra TB en CM puede ser mediado en parte por la accion de estas hormonas.



En un modelo realizado en ratones DBA/2 infectados por via intratraqueal con una
baja dosis de M. 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 colomas entre F y CF infectados con M. tuberculosis. Mas
adn, las CF presentaron mayor expresion de [FN-y, 11.-12 and TNF-u en la fase avanzada
de la enfermedad (dia 60), que las F. Estos resultados aparentemente contradictorios pueden
ser explicados por la aparicion de diversos factores, como el uso de otra linea de animales,
y de otro agente infeccioso, con otro nivel de virulencia (la de M. avium es menor que la de
M. tuberculosis), distinta dosis de infeccion, y diferente constitucion antigénica, ya que la

cantidad y calidad del estimulo antigénico puede modificar en los macréfagos el nimero de
receptores que expresan, modificando asi la xespuesta inmune. Ademas pueden participar
otras hormonas sexuales, como la GnRH antes mencionada, que se encuentra elevada en
animales gonadectomizados y puede participar en la proteccion de ratones CF.

CONCLUSIONES:

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

2) [Los machos presentan un incremento progresivo en la carga

bacilar a lo largo del curso de la infeccion, mientras que las
hembras presentan muy poca fluctuacion, solo una leve variacion
hacia el dia 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 infeccion en esta etapa. Esta
tendencia se revierte a partir del dfa 14, alcanzando una carga
bacilar muy alta durante la fase progresiva.

4) Las hembras controlan mejor la infeccion y desarrollan
inflamacion mucho mds importante que los machos.
5) Los experimentos de castracion en machos sugieren que las

gonadas son un factor importanie debido a que cuando son
extirpadas existe similitud en la cantidad de bacterias presentes en
pulmén y en la sobrevida, que las hembras castradas. Esta
susceptibilidad prevenida por castracién nos hace pensar en que la
testosterona es un factor significativo de susceptibilidad,
probablemente debido a sus efectos anti- inflamatorios. Estos
resultados experimentales explicarian porqué hay mayor nimero
de tuberculosos hombres, y podrian tener implicaciones en el
aumento de la respuesta a la inmunoterapia, particularmente en el
tratamiento de TB multidrogo resistente, sugiriendo que la
manipulacién del sistema enddcrino puede ser un potencial
adyuvante en el tratamiento de esta importante enfermedad
infecciosa.
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Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

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 protocolo; “ 7
INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y—

EXPERIMENTALES " con registro CINVA: 712

debido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

~Svas, \a,

Nombre y Firma del (a) Investigador (a)

Dr. Rogelio Hernandez Pando
Seccion de Patologia Experimental
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Yy NUTRICION México, D.F. a 23 de Junio del 2015.
SALVADOR ZUBIRAN

Dr. Rogelio Hernandez Pando
Depto. de Patologia Experimental
Presente

Estimado Dr. Hernandez.:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del Protocolo: “INMUNIDAD Y ESTEROIDES
SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES”, con clave: PAT-712-
1214-1, debido a que el periodo de realizacion y la prorroga correspondiente autorizado por la
CINVA ha concluido. Favor de llenar el formato de cierre del protocolo que se anexa a la presente.

- e CIENCIAS
Sin otro particular por el momento, quedo de usted. AL EE'\‘?%TRF&W
'SALV,

' OR. ZUBIRAN"

i) o, E
i 7 8 JUN y v"””&f{ﬁ

Atentamente - = -
. DEPAR [TAMENTO DE
ANATOMIA PATOLOGICA |

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA

e qQz0 .
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DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO

“2014, Afio de Octavio Paz”

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

t@% l6/12/ 21

Depto. de Patologia Experimental

Presente.

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

Estimado Dr. Hernandez Pando:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y

 EXPERIMENTALES.”

Este comité ha dictaminado aprobar la prérroga solicitada por seis meses a partir del 12. de Enero
del 2015, pero sera necesario comunicarse con el DIEB para informarse sobre el incremento en la
produccion y posible calendarizacion de entregas.

Sin méds por el momento quedo de usted.

~ Atentamente,

ROAMOA -

Dra. Mgrma'A. Bobadilla Sahdoval
Coordinadora de la Comisidn de Investigdcion en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
Dra. Ma. Elena Flores, Encargada del Bioterio

Vasco de Quirega No. 15
Colonia Secciéon XVI
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRIC1ION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

En relacién a su oficio con fecha 28 de octubre del afio 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 prérroga; le solicito de la manera mas atenta sea concedida por 6 meses a partir del 1 de enero de 2015,
dicha solicitud obedece a nuestra necesidad de continuar con nuestra investigacién debido a que los resultados arrojados por

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

este protocolo son publicables y de un alto interés para la comunidad cientifica.

En diversas reuniones cientificas en las que se han presentado resultados previos se ha sugerido que se evaltie la importancia de
los esteroides sexuales en la infeccion por otras bacterias con elevada virulencia, motiveo por el cual necesitamos mas animales

para infectarlos con otros candidatos de micabacterias. Por la importancia del estudio se utilizaran 13 ratones por tiempo de

sacrificio para cada bacteria y asi asegurar la cantidad de muestras necesarias para las metodologias que se pretenden realizar

obteniendo aun una significancia estadistica.

Los ensayos a repetirse son en hembras y machos de la cepa BALB/c, a continuacidn se enlistan las metodologias a realizar:

»  ELISA para deteccién de hormonas
»  PCR en tiempo real para transcritos de citocinas
>  Carga Bacilar por UFC
»  Andlisis Morfométrico
Sexo | Cinética de sacrificios Wy Andlisis ot
bacterias animales
Carga Bacilar,
Hembras 1,3,7,14,21,28, 60 H37Rv,5186,583 PCR en tiempo real, Histologia, ELISA HGnRH 273
FSH, LH
Machos | 1,3,7,14,21,28,60 | H37Rv,5186,583 Gareaiaeliar, ROR ey tiombo teal, 273

Histologia, ELISA Testosterona

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

Sin mds por el momento me despido con cordiales saludos.

Atentamente,

YIS A VN

Dr. Rogelio Herndandez Pando

| :5/}2

Investigador en Ciencia Médicas F s
Departamento de Patologia
Seccién de Patologia Experimental

Vasco de Quiroga No. 15

Colonia Seccion XVI . .

Delegacion Tlalpan C.C.p: Dr. Gerardo Gamba Ayala — Director de Investigacion

México, D.F. 14000 Dra. Ma. Elena Flores Carrasco — Encargada del Depto. de Invest. Exp. Y Bioterio

Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS

¥ NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN México, D.F. a 28 de Octubre del 2014

CIONAL DE CIENCIAS
lNBTlTUTg NA N RIGION
"Sa LVAF‘}‘:‘& .?UB!RAN"

Dr. Rogelio Hernandez Pando ‘ P L E
Depto. de Patologia Experimental = “}
pto. ogia Experimen les
Presente OERRRTRMER %:)
ANATOMIA PATOLOGICA

Estimado Dr. Herndndez:

.Por este conducto le informo que su proyecto: “INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA
TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES.", con registro CINVA 712 finaliz6 en el
mes de agosto del afio en curso. Por lo que le solicito de la manera més atenta me haga saber si el
proyecto requerird una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar a la CINVA el periodo de
extension que solicita y de requerir un mayor numero de animales especificar y justificar como se
utilizaran y los procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En caso de
no requerir una prorroga 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,

Dra. Mdrma A. Bobadilla Sandoyal
Coordinadora de la CINVA

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion.
c.c.p. Dra. Maria Elena Flores Carrasco, Encargada del Departamento de Investigacion

Experimental y Bioterio.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
México, D. F. 14000 RIVES EIG.00 L8 TP rl e
Tel. (52)54870900 PRSI 4 . L L
www.incmnsz.mx .
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Dr. Rogelio Hernandez Pando
Investigador Responsable del Proyecto
Departamento de Patologia
Presente,

Con referencia al proyecto de investigacion: “Inmunidad y Esteroides Sexuales en la
Tuberculosis. Estudios Clinicos y Experimentales’

Registro CINVA: 712
Clave: PAT-712-12/14-1

La Comisiéon de Investigacién en Animales (CINVA), decidi6 APROBARLO para su
desarrollo.

I il L LR

A M. RafaelHerndndez Gonzélez

ccp. Dr. Rubén Lisker Y.- Director de Investigacién ' DIRECION DE
MVZ., M.en C. Octavio Villanueva Sdnchez .Secretario de la Comisién de ;\ INVESTIGACION

B R T

Investigacion en Animales
Dra. Nimbe Torres y Torres.- Comisién de Investigacién en Animales
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Folio del registro: PAT-712-12/14-1

Notice: Undefined index: 2006_conmtites_idComite in C:\Program Files (x86)\Apache Software

Foundation\A pache2. 2\htdocs\atis\includeMatis\utiles.php on line 2776 Notice: Undefined index: 2006 _comites_idComite in
C:\Program Files (x86)\Apache Software FoundationhA pache2.2\htdocs\latis\include\latis\utiles.php on line 2776 Notice:
Undefined index: 2006_comites_idComite in C:\Program Files (x86)\Apache Software
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Formato Unico de Registro
{0) Comentarios

Titelo del proyecto:
Tipo de proyecto:

Anteecdentes:

INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES
Investigacion Experimental

Interretaciones inmuno-enddcrinas La demesteacion que las céfulas integrantes de fos sistemas inmune, endoceing y nei sose
comparten receplores para citocinas, hormonras y seuropéptides, proveyd una base molecular para entender las influencing de
tos mediadores producidos por respuestas generadas en alguno de estos sistemas sobre Ja actividad de los restantes 1| Ft
Hipotilamo es ¢l responsable de coerdinar el sistema endocrino, puesto que recibe informacién de la corteza cercbral v del
sisteina nervioso zuionomoe a fa vez que interpreta estimules ambientales como temperatura e ilumisacion. y peemucie
importanies acciones regulatorias en periferia. En respuesia a variados estimutos y mediante [a hiberacion de hormenas
peptidicas, la dupla hipatalamo-hipéfisis regﬁla la actividad de componentes claves del sistera enddcrino como Iz firoides.
suprarrenales ¥ gonadas. Nuestro andlisis se concentrard en dos sistemas ¢l eje Hipotalamo-Hipéfisis-Adrenal (HHA) v of eze
Hipotalamo-Hipafisis-Genadal (HHG) Eje Hipetilamo-Hipdfisis-Gonadallas hormonas liberadoras de gonadotrofimas {1inRH
& EHRH), secretadas por el hipotilamo, estimufan la produccidn y liberacidn Fas goradotrofinas Foliculoestimulante {15113 4
Luteoestimulante {LH) a nivel hipofisario. Tales faclores liberadores modulan la respuesta inmune [2, 3] Estd demostrada I
presencia de sitios de union especificos para GaRH en células T periféricas humanas {CD4+, CD8+) {4, 5], v de transcrilos de
mRNA de GnRh y su receptor {OGnRH-R) en linfocitos peritéricos [6]. La expresion del reeeptor de GnRH parece ¢star
regulada por la GnRH nativa, lo que sugiere una funecién auvtocrina de esta hormona en las célufas inmunes. Tambien s¢
constald un efecto de GeRH sobre el desareolle del sistema inmune. a teavés de una accidn directa sobre la maduracksn del
timo y el desarrolio de #a respuesta inmune bumoral y eelutar. {7)] La GnRH tendria un rol exacerbador de desirdencs
autoinmunes. Los csiudies de Jacobson y col {8} en ratenes de ambos sexos prociives al Lupus Sistémico Eritematoso 1 ES),
castrados o no, indican que la administracion de antagonistas de GnRH produce una reduccion de los anicuerpos anti-DNA_
niveles séricos de [gG, y ura disminucion en ia severidad de Jz enfermedad renal y aumento de la supervivencia. Fn cuanto o
las hormonas FSH y LH las mismas son glucoproteinas producidas en respuesia a la accién de la GnRH hipotaklimica para
actuar sobre las panadas como reguladoras de los cielos sexuales. La LE acla sebre el folicelo ya maduro generando uaa
serie de eventos que desembocan en 1a ovulacion, Es la responsable de la ovulacidn, 1a maduracion del oovite v la
tuteinizacién del folicule. Bioquimicamente, la LH produce en primer fugar aumento de pregnenolona y secundariamente do
testosterona y estradiol, via de fa progesterona. La LH estimufa fa produccion de esteroides gonadales como ¢l esiradiol.
progesterona y testosterena, a partir dek colesterol. Los andrégenos y estrogenos rigen las diferencias entre sexos. Todus [os
estedgenos se sintetizan a partir de andrégenes, comenzando por colesterol o acetato. Los andrégenos como cb androsteacdio)

y lestosterona se sintetizan en ovarios y testiculos. y son parcialmente convertidos a esteépenos de fipo estrona v estradiol



Ambos sexos producen las mismas hormonas esteroides y las diferencias fisiologicas entre los mismos son cuantitativas, ¢n
funcide de la cantidad de andrégeno producido v del porcentaje que fermsing convirtiéndese en estedgeno {9]. La respuesta
celular a una hormona requiere la interaccion con un feceptor presente en lz membrana o biea en su interior [10]. Leos
receptores de hormonas sexuales son mayorifariamente nucleares, aungue fambién se encuentran en citoplasma, donde son
diffciles de visualizar. Se supone gue 1odos ellos se hatlan en equilibrio dindmico entre ambos compartimentos, factlitado por
s escasa avidez a unirse a estructuras celulares en ausencia de hormona. Los receplores cstrapénices poscen un dominio de
unién a [a hormona con distintas funciones: una parte de la moléculn fe confiere funcién de factor activader de la
tramscripeidn: ofra regidn participa er la dimerizacién del receptor, indispensable para el reconocimiento de genes
dependicntes de fa hormona, y una regi6én de interaccion con otras proteinas, como fa hsp90 y p39. Cuando la hormona se
une al dominio correspondiente del recepter, ef teceplor cambia su conformacion pierde su afinidad por la hsp90, se¢ hbera de
ella, y puede asi dimerizar para favoreeer fa transcripeion génica {11]. Los estrdgenos senalizan a través de dos receptores,
ERu y ERB {12] Es muy impertante considerar que fa preponderancia de ure de los subtipos de receptores sobre el otro
puede producir cambios ¢n los efectos estrogénicos {13} Tanto el ERe como el ERP se expresan en drganos linfoides y en
progenileres hematopoyéticos en fa médule dsea [§4-16]. Ademas el ERg, y en afgunos casos ef BERP se expresan en fa
superficie de células presentadoras de antigenes profesionates (CPA) y monocitos [17-22). Para la progesterona se han deserito
receptores cilosolicos (PRs), pertenecientes a fa superfamiliz de los receplores hormenales nucleares [22], v receplores
asociados a membrana {mPRs) [23]. Se conocen ires isoformas de PRs: PR-A, PC-B y PR-C [24-26] con patrones de expresién
especificos del iejido, que pueden ser modificados tras la exposicidn hormonal [27-291 En ratones predominan las forntas PR-
Ay PR-B [30.211.En ¢l hombre, los receplores para androgenos pertenecen a una superfamibia de receptores esteroides,
vitamina D, rhodopsina y otros ligandes. Poseen la capacidad de unirse a regiones especificas del DNA y favorecer la
transeripeion de los genes codificados en elfas aciuando tomo factores de ranseripeidn toda vez que se unen a su Hgande
[31} Ademés de esta actividad gendmica ¢l complejo hormona receptor tiene una actividad ne geadmica reflefada en la
capacidad de inducir la activacién de cascadas enzimaticas {como las MAPK, PKA y PKC}) en e citoplasma [32-34]. El AR
estd codificado por un Gnico gen y presenta dos soformas (A v B), que podrian desempefiar diferentes roles en fa regulacién
de la transcripeion génica [35] Efectos de los esterofdes sexuales sobre componentes del sistema inmuneLas hembras poseen
un sistemma inmune con diferente capacidad de respuesta respecto de los machos. Los niveles séricos de anticuerpoes son mas
altos [36] y sus respuestas tras [a inmunizacion [37-39] son mds robustas, con una mejor respuesta humoral. Las hembras
también rechazan los aleinjertos de piel mas répidamente, indicador de una mayer inmunidad celular [40, 41). Estas
diferencias de género, verificadas tanto en humanos como en modelos animales, serfan [as responsables de la mayer
susceptibilidad de [as hembras al desarrolle de enfermedades astoinmunes tales como Esclerosis Multiple, Artritis Reumatoidea
(AR), LES v Ercefalomislitis Autoinmune Experimental. En los machos ia testosterona parece gjercer un ¢fecto protective que
disminuiria su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes [42I. El dimorfismo sexual en cuanto a % respuesta inmune
podeia estar relacionado con acciones de los esteroides sexuales sobre Ia produccion de citocinas. Comparande los perfiles de
citocinas secretadas por CPA de machos y hembras se¢ observa que las CPA de machos secretan mayores miveles de 1L-10
mientras que fas CPA de las hembras producen niveles superiores de HL-12 {43} Esto favoreceria una mayor respuesia de tipo
Th2 en machos [44-46}. Elle estd avalado per diferencias ¢n cuanto a la presencia de receplores especificos para gstas
hormenas en distintos tipos de células immunocempeientes. Los estudios sobre los cfectos de ta testosterona en satones indican
que la castracion aumenta la susceptibitidad al shock endotoxico acompafiada de una mayor expresion de TLR4 sobre la
superficie celuiar de sus macrdfagos, por lo que la westosterona reducivia la expresion de TLR4 en estas céluias [47]. Los
mismos autores demostearon ademds que estrégenos como ef | 7-f estradiol aumentan la expresion de TLR4 y de CD14 en
macrofapos y regulan la susceptibilidad a Ja sepsis experimental. Al privar dei estrdgeno eadogeno la preduccion de citocinas
pro y antiinflamatorias decrecia, a la par de una reduccion de TLR4 en dichas células. Se desprende que mientras los
andrdgenos suprimen fa respuesta ante ¢l desafio con una endotoxina bacteriana, fos estrdgenes promueven un aumento de tal
reactividad [481. Tomados en su conjunto, los andrégenos parccen ejercer efectos supreseres en la respuesta inmune celular y
hamoral, ¥ se comporian come hosmoras anti-inflamatorias naturales. [49] Por se parte, fos estrégenos producen un
in¢eemento en los mediadores de Ja respuesta humoral y afectan ¢l balance entre células T y B3, ya que descienden Ja actividad
de las primeras mientras que favorecen una hiperactividad de las sepundas {50}, Por su paste, Ia pregesterona, hormona ¢lave
pata ¢l mantenimiendo del embarazo, interviene en [a supresidn de ta inmunidad materna comtra e feto debido a su imporiante
accion antiisflamatoria, come asi también al inhibir ¢l desarrolio de respuestas Thi v favorecer la actividad Th2 [51, 52].
Durante la fase Wiea del ciclo menstroal de las mujeres, en que fas concentraciones de progesterona v estragiol se encug¢ntran

elevadas se produce un aumento en la sintesis de 1L+4 ln cual influye para que predomine [a respuesta Th2 [53)Los



Definicidn del problema:

androgenos fambiéa tienen efecto en la secrecidn de citotinas, pero su influencia sebre las mismas pucde depender no solo dve
la eoncentracién dei esteroide, sino también del estatus ormonal det individuo, del rango social, o det momento estacianal
{53]. Los esteroides sexuales también influyen sobre la tespuesta inmune anti-infecciosa. La primera demostracion gue los
esteraides sexuales influian directamente sobre la respuests inmune surgid del trabajo de Henry y Beverly quienes observaron
difereneias en dicha respuesta en machos v hembras infectados con ‘Foxoplasina gendit [541 Esto fue corroborado por otrox
estudios donde se constatd que la exacerbacion de la enfermedad per parte de los estrogenos, resultaba contearestada por Ia
goaadectomia Jo cual implicaba un buen grado de resistencia [S5, 56]. En estudios mds rccientes y en consonrancia con Jox
hallazgos senalados, pudo comprobarse que la mayor resistencéa de los maches al protozoario coincide con ana produccion
mis rapida y elevada de H.-12 e 1FNy respecto de las hembras {37}, Entre las explicaciones sobre 1o mayor susceptibilidad e
fas hembras a Ia infeccién por T. gondii se sugiere una inhibicion de los estrégenos sobre el pramotor de 1FN-y [S8]. comu as
también los efcctos inhibitories de estrogenos v progesterona sobre los macréfagos y Ia producciém de éxido nitrico §59]
Tuberculosis La Tuberculosis {FB) ¢s una enfermedad que ha venido afligiendo a la humanidad desde ticmpos remotos
Aproximadamente se presentan 8.8 millones de nuevos casos por aito mientras que 1.6 millores de personas faliceen a causa
de la misma durante el mismoe periodo. La enfernsedad esta acasionada por un agente de vida intracelular, el Mycobactersum
tuberculosis, el cual alects esencialmente al pulmén donde puede producir desde algunas pocas lesiones misticas hasta un
cuadro de intensa inflamacion con gran destruccion de pasénquima. Dicho espectro de afectacidn orginica pasece estar
relacionado con la respuestz inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que puede mediar fanto profeccion como
patologia. Los elementes esenciales que participan de esfa respucsta comprenden a los macréfagos v a las células 1 Los
primeros fagocitan a la micobacteria, promoviendo In produccion de diferentes citocinas v la presentacion de antigenos o
células CD4+, las que a su vez sintetizan medindores tipe Thi, como el [FN-7 ¥ la IL-2, capaces de potenciar la wecion
bacteriostitica-bactericida de los macrdfagos y promover la prolifeeacion de los linfocitos respondedores, sespectivamente
Como fuera sedalado mas arriba las célalas T también pucden diferenciarse hacia ¢ tipo Th2 para sintetizar cilscinas
estimuladoras de [a inmunidad humorat como la IL-4, H.-5, 1.6, ¢ IL-10. Estudios en pacientes con Tuberculosis pulmuonar
(TB) de distintas geografias eoncuerdan en observar alteraciones en fa preduccion de citocinas Thl vy Th2 con un predominio
de Tas primeras en las formas Jeves, no asi en los casos avanzades donde prevaiece la sintesis de citecinas Th2. Los factores por
lo cuales se produce esta alieracida involucran ne s¢lo a mediadores irmunoldgicos sino también a cemponentes del sistenyi
neuroendocrino dado su estrecha interconexién. Es sabido que las cilocinas inflamatorias estimulan et eje HHA con a
consecuente secrecion de corlisel ¥y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar, a su vez el desarrollo de fa respuesta inmune
Asi, Ios ghucacorticoides Facilitan fa actividad Th2 en pagte a través de una inhibicion de fas céfulas Thi, micntras que la
DHEA y la DHEAs cantratrestan los cfectos de los GC favoreciendo respuestas Th, Un rabaje reciente sobre la relacion entre
los niveles de cortisol y DHEA en pacientes fuberculosos varones con distinto grado de lesién pulmonar puse de manifiesto
que todos ellos presentaban un aumenta en os valores de certised, no asi la DHEA cuyas concentraciones se ubicaren mun por
debajo de los centroles, correspondiéndole a las formas avanzadas los valores mas descendidos {60]. Estudios simullaneos
apungan asimismo que este desequilibrio ente ambos esteroides pueden favareeer un desbatance Thi/Th2 lo cual tendria una
repercusion desfaverable para fa TB pucsto que 2l control de la replicacidn del patogene depende fundamentalmente dv una
respuesia Thi apropiada. Det Rey et al también reporfaren una disminucion en los niveles de testosterona en presenvi de
mayores concentraciones de estradiol o que en su conjunto podria faverecer la persistencia de las reacciones inflamatorias
como asi también el corrmicnto hacia el perfil Th2 en la enfermedad progresiva, habida cuenta de las acciones de ambas
hormonas sobre estas respuestas. Muy pocos estudios han fenide en cuenta la pasticipacion- de tos esteroides sexuales en In
resistencia/susceptibilidad a Ia TB 1anto en hunvanos como modelos experimentales. Un par de trabajos seftalan que fos rlones
hembras son mids resistentes a fa infeccion cen micebacterias no tuberculosa, v que ¢f tralamiento con festosterona chova I
susceptibilidad a la infeccion con Mycobacterinm marinum (61, 62]. En funcion de ledo le expuesto reselta de sbmo mierds
analizar la influencis de las hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para unn aproximacién mds mecanistica vl
estudio de centrara inicialmente en un modelo muy bien caracterizado de tubercufosis piimonar en ratones BALB/e infeclados
por via infratraqueal con M. tuberculosis cepa H37Rv. En un paso posterior se abordari el estudio de los perfiles para

hormonas sexuales en pacientes con TB pulmonar

Estudios epidemioldgicos diversos han mostrado una mayor frecuencia de TB en hombres que en mujeres, lo cual inicizlmense
fue atribuido a situaciones sociales, laborales o de asistencia a consulta médica, sin embargo en estudios recientes con pacientes
la conteibucion de estos faclores se ha descartade y actualmente se considera que ser de género masculine es un factor de

riesgo para prdecer TB. Es interesante que esto no se haya constatado en modelos experimentales



Justali idu: N . . . . . - . N - .
Justificacién Debido a su importancia fisiopatologica, es importante confirmar en modelos experimentales murinos que lx TB es influida

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

Iipdtesis: La TB ¢s mds grave en (érminos de su evolucion (mas rdpida y mortal), carga bacleriana pulmonar y extensién de dadto tisutar
en ¢l género masculino que e el femenino ¥ este se debe a la accién promotora de 1a respuesta inmunolégica que ticsen los
estrdgenos y a la actividad anti-inflamateria de Ia testosterana
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Objetivos

{0) Comentarios

Objetive: Objetivos especificos: En el modelo experimental (FSTA PARTE SE REALIZARA N EL INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION) 1.-Establecer las diferencias en el curso de la ¢nfermedad (mortalidad, carga bacilar
pulmonar, extension de dafio histoldgice, expresin de citocinas de tipo Th-1 y Th-2} entre zatones maches y hembras de [a
cepa Balb/e infectados per via intratragueal con una dosis alta de M. tuberculosis wive y virulento cepa H37Rv. 2.-Comparar
la evolucidn de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrades v no castrados.  3.-Cuantificar Ias concentracion de

testosterona en ¢l suero de ratones machos infectados a fo largo de la enfermedad. Estudios en pacientes (ESTA PARTE SE



Tipo de objetiva:

REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA}Y 1.- En pacieates can TB pufmonar de distinta sevenidad.
HIV negatives v que ain no han iniciado tratamiento antibacitar, 2.« Investigar en qué medida las variaciones en fos niveles
circulantes de estradiol (E2), cortisel, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (IFN-GAMMA, TNF-AI TA ¢
F.-6) se correfacionan entre si v can la severidad de a enfermedad, 3. -Determinar si existen diferencias por sexo en csanio @

la presentacién clinica de ta enfermedad.

General

Metodologia: Disefio general

{0) Comentarios

Metodologia gral:

Estudios experimentales en ratones.Ciento diez ratones maches y el mismo numero de ratones hembras de 1a cepa Balbic con 8
semanas de edad serdn divididos en 4 grupos. Al primer prupo de ratones machos simulados, se les practicara una incisuin
quirisrgica abdominal simulando Ja reseccién de los testiculos, ¢l segundo grupoe corresponde al de machos castrados a los
cuales se le extreran quirdrgicamente fos testiculos, el tereer grupo seri ef de hembras simutadas y el cuarto grupo corresponde
al de hembras con oforectomia bilateral. A todas Ias jaulas de hembras se les colocard aseerin con orina de macho por tres dias
para sinceonizar sy ciclo hormonal. Después de una semana de recuperacion de la cirugia, a todos los ammales o les
angstesiard con vapores de sevoflurane y ¢n uea campana de seguridad bioldpgica nivel 3 se les infectara a través de una canela
intratraqueal de acero inoxidable, depositande 250,000 bacterias vivas de la cepa H37Rv suspendidas en 160 micralitros de
PBS. Los animales infectados se confinaran en grupos de 10 por caja en un sistenia de microaisladores conectados a un sitema
de presién negativa y aire Hlirado constante {98]. Las bacterias se crecen en medio liquide 7H9 hasta llegar a Ja laswe
logaritmica en las que se colecian y preparan para ser contadas y coafirmada su viabilidad por citometria de Sujo. Grupos de 6
ratones en cada uno de los grupos se sacrificaran en fos dias 1, 3, 7, 14, 21, 28 y 60 dias, el sacrificio se realiza bajo anyslesia
por exsanguinacion, la sangre se colecta para pesteriormente separar ¢l suero, ¢l torax sc abre mmediatamente para exponcr tos
pulmones, el pulmén derecho o izquierdo de 4 animales se perfunde con alcohol etifico absoluto para posteriormente inclusrlo
en parafina y obtener cortes histologicos, fos demds pulmones se exdraen v congelan inmediatamente en nitrogeno hyuido
Diez antmales por grapo se dejan para determinar mortalidad espontanea y construie grificas de sobrevida. Se realizacan dos
experimentos completos independientes Estudio morfométrice: En los cortes histoldgicos de cada pulmén y ratén sacrihwvado
s¢ determinard por motfometria automatizada utilizando el equipo Leica Q/Win 500, ¢l drea de inflamacidn intersoci.
perivascular y peribronguial, asi como el tamadio de los granvlomas y ¢l porcentaje de drea pulmonar afectado por neumonia
Determinacion de cargz bactlar: En 4 pulmones coagelados por grupo se determinard la carga bacilar despucs de
hemegenizarlos con un politrén en tubas falconr estériles que contignen 1ml de PBS/ Tween80 al 0.05%, cince diluciones de
cada homogenizado se siembran por duplicado en cajas de petri que tienen el medio BactoMiddlebrok 7H10 agar enziguccido
con dcide oleico, albimina, catalasa y dextrosa. Las eajas se incuban a 37°C con 5% de Co2. El nimero de uandades
formadoras de colonias se cuenta despuds de 21 dias. Medicion de la expresida gendtica de citocinas por RT-PCR en siempo
real: De Jos 4 pulmones restantes por cada tiempo de sacrificio v de cada grupo experimental se¢ purificard ¢l RNA total usmde
¢f mini-kit RNeasy de Qiagen. Cada pulmon se sumerge en 2mb de medio RPMI-1640 con &.5mp/mi de colagenasa tipo v s
incuba por 1hr a 37°C. Posteriormente ¢l tejido se pasa a través de una malla de 70 micras, empujando e tgjido con up prstido v
lavando con el medio. 1.as células asi obtenidas se centrifugan, el sobrenadante se elimina y [os glébulos rojos se eliminui con
nn buffer de lisis. Después de contar [as células, se adicionar 350 microlitres del buffer de lisis tisufar por cada 50 nallones de
células y ef RNA s¢ purifica usando el mini-kit RNeasy de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. La calidad v cantrdad
del RNA se evalia por gspectrofotomedria (260/289nm) v en geles de agarosa. La transcripeion eeversa del RNA se llevard a
cabe con Smicrogramos de RNA, oligo-dT y ¢l kit Ommniscript de Qiagen. EF PCR en tiempo real se reatizaed ulitizando ¢l
equipe 7500 real-time PCR de Applied Biosystems y el kit SYBR-Green. Se constrairan curvas estindar del producte de PCR
cuantificado y cn diferentes diluciones, asi come del control negativo. Los iniciadores (primers) especificos para cada cilocing
se disefan con cb programa Primee-Express, las secuencias sen las siguientes: : gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenrusa
(GIPDH): 5-CATTGTGGAAGGGCTCATGALY, SVGGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3 dxido aitrico sintetasa inducible 3%
AGCGAGAGCAGGTGGAAG-Y, SCATTTCGCTGTCTCCCCAA-S",  factor de neceosis  tisular  alfa R



L
-

TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3, S-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3, interferan gama:
GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3, SYCCTCAAACTTGGCAATACTCATGA Y, interfeucing 4 5%
CGTCCTCACAGCAACGGAGA-3', 3 GCAGCTTATCGATGAATCCAGG-3" Las condiciones del PCR son: desnaturalizacién
iniciat 2 95°C por 15 minutos, seguide de 40 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72%C por 34 segundes. Las
cantidades especificas del RNA mensajero en cada muestra se determinardn de acuerdo a la curva estindar deb gen especifico
corregspondiente. El nimero de copias de RNAm de cada citocina se expresa ¢a refacion a un millon de copias del gen
constitutive GIPDHTedo ¢l trabajo experimental es realizado en conformidad con el comité local de ética en experimentacion
con animafes, el cual s¢ fundamenta ¢n el articulo de fa constitucién mexicana NOMO62-Z00-1999 sobre reglas de
produccién, cuidado y uso de animales de lzboratorio. El proyecte ha sido revisade y aprabade por ¢l comité de investigacitn
de animates d¢ experimentacion del Institute Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubiran" cen la clave PAT-
19-10-12-1. Lugar de Trabajo del Modelo Experimental:nstituto Nacional de Cigncias Médicas y Nutricién "Salvador
Zubiran", DF, México Estudios en pacicntes {esta parle se realizara en la Universidad de Rosarie ArgenlinajGeupos de
estadioEnfermes. La muestra de pacientes sera seleccionada entre enfermos adultos (18 a 60 afos). Todos serdn pacientes con
serologia negativa para H1V, y el diagnéstivo de TB se realizara sobre la base de criterios clinicos y radiologicos sumadoe o ta
identificacion de bacilos acido-alcohol resistentes en los fluidos bioldgicos. Todas las muestras se obterdran antes de la
iniciacion del tratamiento especifice. En todos les pacientes con TR se tendrd en cuenta ef grado de compromiso, ef cual serd
clasificado segon ta extensién y tipe de lesion radiologica en: leve, pacientes con un dnico labulo involucrado sin cavidades
visibles; moderado, pacicntes con compromise unilateral de 2 o mas lébulos y Ias cavidades, de hallarse presentes, que no
excedan un didmetro tolal de 4 cm; avanzada o severa, enfermedad bifateral con afectacién masiva y cavidades mitltiples. Con
el proposito de analizar potenciales factores de confusion sobre las variables de impacto s lomaran en cuentx datos en relacion
a edad v sexo como asi también a los valores sanguinces de glucosa, uremia, peoteinas totales, antecedentes de alcoholisme o
enfermedad pulmaonar obstructiva crénica vinculada al tabaquismo. Todos los pacientes deberdn hallarsz libres de compromiso
directo de la glandula suprarrenal por el bacilo tuberculoso {la Enfermedad de Addison es muy poce frecuente ¢n nuestro
medio}. La ficha clinica también recopera informacion acerca de oteas variables vinculadas a 1a TB como eritrosedimentacion,
sindrome de impregaacion bacilar, Frecuencia cardiaca y respiratoria. También se conformard un cuestionario para conecer el
estado menstrual de las pacientes (o presencia de meneopausia), ingesta de anti-conceptivos. Controles. Este grupo se
compondrd de volentarios sanos simifares en sexo ¥ cdad, que no registren confacios con pacientes TB, enfermedades
immuneldgicas o trastorros endocrivologicos. En buena parte de los casos las muesteas de sangre se obtienen de personal de
laboratario. La incorporacion de fas personas se efectuard una vez que hayan otorgado su libre consentimicnto a participar,
Todos ¢llos serdn previameate informados de los objetivos del estudio, ¢] cual se ajustard a fas normas éticas nacionales e
mterpacionales que rtepulan la  investigacidn  en  seres humanos. La  identidad de los parficipantes no  sera
revelada Cuandificacion  de  citocinas:Les niveles de IFN-L2, TNF-1l, IL-6 se determinardn cn el plasma por
enzimoinmunaensayos comerciales {ELISA, R&D o Pharmingen ). Cuantificacion de hormonas: Eas concentraciones en plasma
de esiradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosicrona se determinaran por enzimoinmunoensayos de
competicion comerciates (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo Jas recomendaciones del fabricante. Andlisis estadisticos:
El anitisis estadistico se efectuard por medio del programa Stata Statistics Package. Se utilizara 2] método de Kolmogorov-
Smirnov para analizar st Jas variables se distribuyen sormalmente, en caso de no hacerlo se aplicaran las transformaciones
necesarias. i.as variables categdricas se analizardn per fas pruebas de 32 o probabilidad exacta de Fisher, mienieas que se
aplicara el andlisis de lz varianciz o ka t de Student para las mediciones coanfitativas. Asimismo s¢ empleara el modelo lineat
gengratizado a efectos de deferminar si los factores concurrentes ligados a ka condicién clinica de los enfermos influyen sobee
los diversos pardmetros de interés. Dado las variaciones de las hormoenas sexuales (LH, FSH, esteadiol v progesterona) en
funciéa de Ja presenciz o ausencia de menopausia, se pondrd un especial énfasis al andlisis por separado de la poblacidn
fememina en funcior de este factor. Los estudios de asociacidn entre tos niveles circuiantes de hermonas, citocinas y variables
clinicas se efectuardn per medio de andlisis multivariado. Se utilizard et método de Kaplan y Meier para comparar fas curvas de
sobrevida en los diferentes grupos de ratones y Iz prueba de los rangos logaritmices. Se calculardn los coeficientes de

correlacian parciales. El significado estadistico serd P <0.05,




Metodoiogia: Criterios de selecciton

() Comentarios

Criterios de seleceibn ded profocolo: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Beneficio (s) del estudio

() Comentarios

Beneficlo: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION,

Tipo de beneficio:

Metodologia: Desenlace y variables

{0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variabless  yg appicA, BL PROTOCOLO FS EN ANEMALES DE EXPERIMENTACION.

Manejo de confidencinlidad

{0) Comentarios

Acciones, esirategins y precauciones Que no ApLICA, EE PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIO.LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
scran tomadas para proleger Ia

confideacialidad de tn infermacibn de  PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.
los pacientes.:

Ponderacion genceral de riesgos contra beneficios del estudio propuesto

(0) Comenfarios

Ponderacion general de riesgos contra  \(y ApyICA, Bl PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
beneficios del estudio propuesto:

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

Riesgo (s) det estudio
(1) Comentarios




Mlestias generadas por el estudio:

Comphcaciones del procedimiento:

Lfectos adversos reportados de
nedicamentos o sustancias utilizadas:

Métudos de seguridad para et
dizgndstico oportune y prevencion de
lus ricspos:

Procedimientos a segair para resolver
fus riesgos en easo de que se presenten:

Otro tipo de riesgo:

&

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXE’ER?.’\-iENTACfON LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

NO APLICA. EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARTE CLENICA (ESTUDIOS EN
PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD Dii ROSARIO ARGENTINA.

NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
PACIENTERS) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA. '

NGO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARFE CLINICA (ESTUDIOS EN
PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

Consentimiento informado

() Comentarios

IEeja de informe al paciente:

Carta de consentiniento informaido:

CONSENTIMIENTO ENFORMADO pdf

CONSENTIMIENTO INFORMA DO pdt

Dectaravion de fos investipadores

() Comentarios
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I United Nations
7 i University
" UNU-BIOLAG

Biplesnoicgla para América Latina v ¢! Caribe
Blolachnology for Latin Amerkca and the Cadbbean

Caracas, 17 de enero de 2012,

Estela Bini
Presente.-

Estimada Becaria Bini,
Reciba saludos cordiaies de nuesira parte.
Hemos revisado y evaluado su postulacion en el sistema de becas de UNU-BIOLAC,

La comisidn de evaluadores ha dado el veredicto, su postuiacidon para el proyecto de

investigacion sobre: Estudio sobre las diferencias entre el género femenino y masculino -

para desarroftar tuberculosis, a realizarse del 1 de marzo al 1 de julioc de 2012, ha sido
aprobada. o

El financiamiento para su beca contempla los siguientes rubros:
¥" Boleto aéreo por fa ruta mds corta y econdmica.
v" Seguro de vida y accidentes,
v" Estipendio mensual de USD 1.000 para:
Alojamiento y alimentacién
Transporte local y gastos incidentales.
v" Estipendio mensual de USD 500 para gastos de materiales y laboratorio en caso de que
el mentor lo solicite {también llamado Bench Fee).

Una vez culminada su estadia en el instituto anfitridn, usted deberd presentar un informe final
que contenga:
Proyecto de investigacion desarrollado
Objetivos alcanzados
Conclusiones
Cualquier otra informacion que considere pertinente incluir
{
Diche informe deberd estar avalado y firmado por su mentor o instructor en el instituto anfitrion
y por su supervisor directo en su pafs de origen. Cada firma deber3 estar acompafiada de selio o

cufio de cada institucion,

TSNS

Sin mds a que hacer referencia quedamos a sus Grdenes.

Atentamente,
;2" /{.//(_ i
D

~'José Luis Ramirez
Coordinador

Carretera Nacional Hoyo de La Pueria, Instituto de Estudios Avanzados — IDEA,
Edificic Bolivar, Piso 3. Baruta 1080 - Estado Miranda. Caracas - VENEZUELA
Telefax: {58212) 962.16.44 1 16.05/ 11.20/02.23
E-Mail: info@biclac.unu.edu
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INSTITUTO NAGIONAL B2 CIENCIAS MEDIGAS V NUTRIGION

SALYADOR ZUEBIERAN

México D. F, a 17 de septiembre del 2012,

C. P. Martha Arredondo Urzua
Jete del Depto. de CFEL
Presenia,

MNo,

- Por medio de ta presente informo a UD. que fue depositado a la cuenta

129031085 la cantidad de

$14,364.60---- (CATORCE MIL TRESCIENTOS SESENTA'Y CUATRO PESOS 64/100
M. N), ---mm- 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 ai proyecto. PAT-712-12/14-1y se elabore el recibo correspondiente.
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Sin mas por el momento me despido envidndole un cordial saludo.

Atentamente

YA AN

Dr. Rogelio Hernandez Pando
Investigador Responsabie de Proyecto.

SIARCY

s 4,_.:/ f"‘:} (:,,

e Vasco de Quiroga 15,
e Delegacién Tialpan
o C.P. 14000 México, D, F.
e Tel. 54-87-09-00
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Asistencia

Invesligacion

INSTITUTE NACIGNAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION

Mexico D £ a 26 de septiembre de 2012,
Dr. David Kersenobich Stalnikowitz {
Director General

Presente

Estimado Dr. Kersenobich:

Por medio de la presente me permito solicitarle de la manera mds atenta su aceptacion para
exertar del pago de gastos administrativos de estipendio personal y apoyo para compra de
reactivos, de la beca recieniemente olorgada por la Universidad de las Naciones Unidas a fa
Lic. en Biologia Fstela lsabel Bini, los cuales fueron depositados al proyecto litilade: Inmunidad

"y Fsteroides Sexuales en la Tuberculosis. Fstudios Clinicos y Experimentales, con nimero: PAT-

Fle-12/14.1

La Lic. Bini es de nacionalidad Argentina y actualmente estd realizando sus lesis Doctoral en [a
Universidad de Rosario de su pals natal, el tema de su tesis es sobre la influencia del género
en la inmunopatologia de la tuberculosis, la parte del estudio en pacientes lo estd realizandc en
su pais y los estudios experimentales los estd realizando bajo mi supervision, de hecho yo
fungo como co-tulor de su tesis. La Lic. Bini no tizne apoyo econdmico por parte de su pas,
fue por esto que se framité una beca por parte de la Universidad de la Naciones Unidas, la
cual fue recienternente aprobada para wvisitar periddicamente nuestro laboratorio apoydndola con
un estipendio mensual de 1000 USD 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 aprobacion para que
guede exenta del page de gastos administrativos. Cabe mencionar que el Dr. Rubén Lisker ha
revisado el caso y dio su aprobacion,

Como usted sabe, nuestro grupo de trabajo tene una importante actividad colaborativa con
diversos grupos extranjeros y este tipo de interaccidn nos permite ser mds productivos y
proyectar a nuestro grupo de trabafo iniernacionalmente, ef intercambio de estudianies ha sido
en realidad una actividad constante y muy importanie en esta interaccion internacional

{
Agradezco de anmtemano la atencion a la presenie y aprovecho la ocasidn para enviarle
afectuosos saludos. '

Atentamente,

e

r. Rogelio Herndndez Pando
Investigador en Ciencias Médicas £
Seccion de Patologia Experimental

Servicio

Docencia

20007760

e Vasco de Quiroga 185,
e Delegacion Tialpan
o . P. 14000 México, . F.
o  Tel. 54-87-09-00



. INSTITUTO NAGIGNAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRIGIOHN
INNS7Z - SALVADOR ZUBIRAN

México D, F. a 26 de septiembre de 2012

Dr. David Kersenobich Stalnikowith
Director General
Preserite

Estimado Dr. Kersenobich:

FPor medic de la presente me permito solicitarle de fa manera mis atenta su aceptacion para
exentar defl 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 [z
Lic. en Biologia Estela lsabel Bini, los cuales fueron depositados al provecto titulado: Inmunidad
y Esteroides Sexuales en fa Tuberculosis. Estudios Clinicos y Experimentales, con nomero: PAT-

712-12/14.1

ta Lic. Bini es de nacionalidad Argentina y actualmente estd realizando sus tesis Doctoral en la
Universidad de Rosario de su pais natal el tema de su tesis es sobre la influencia del género
en fa inmunopatologia de la tuberculosis, fa parte del estudio en pacientes o estd realizando en
su pafs y los estudios experimentales los estd realizando bajo mi supervisicn, de hecho yo
fungo como co-tutor de su tesis. La Lic. Bini no tiene apoyo econdmico por parfe de su pafs,
fue por esto que se tramitic una beca por parie de la Universidad de la Naciones Unidas, la
cual fue recientemente aprobada para visitar periddicamente nuesiro laboratorio apoydndola con
un estipendio mensual de 1000 USD y de reactivos por 500 USD por 4 meses. Por el corto
apoyo olorgado y debido a que no es mexicana me permilo soficitar su aprobacidn para que
quede exenta del pago de gastos administrativos. Cabe mencionar que el Dr. Rubén Lisker ha
revisado el caso y dio su aprobacion

£y

Comeo usted sabe, nuestro grupo de trabajo tene una importante actividad colaborativa con

diversos grupos extranjeros y este tipo de interaccidn nos permite ser mds productivos y
provectar a nuestro grupo de trabajo internacionalmente, el intercambio de estudiantes ha sido

en realidad una actividad constante y muy importarite en esta inferaccidn internacional.

‘ . / ]
Agradezco de antemano la atencion a la presente y aprovecho la ocasion para enviarle
afectuosos saludos. ’ ) ;‘J 9

Atenitamente,

RRANNEE

Dr. Rogelio Herndnidez Fando
Investigador en Ciencias Médicas F

. ‘o 5 Te) d ~P [ i & — mt i

Investigacion Seceen.an ralooga p‘e{l-mena ; e Yasco de Quiroga 15,

Tradicion Servicio ¢ Delegacion Tlalpan

. . e C. P 14000 México, D.F.
Asistencia Docencia

o Tel. 54-87-09-00

20007700
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INMUNIDAD Y ESTERCIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS.
ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES

Antecedentes

Interrclaciones inmunoc-endécrinas

La demostracién que las células integrantes de los sistemas inmune, endocrino y
nervioso comparten receptores para citocinas, hormonas y neuropéptidos, proveyd una
base molecular para entender las influencias de los mediadores producidos por
respuestas generadas en alguno de estos sistemas sobre la actividad de los restantes [1].
il Hipotilamo es el responsable de coordinar el sistema endocrino, puesto que recibe
informacién de la corteza cerebral y del sistema nervioso autéonomo a la vez que
interpreta  estimulos ambientales como temperatura ¢ iluminacidn, y promueve
importantes acciones regulatorias en periferia. En respuesta a variados estimulos y
mediante la liberacién de hormonas peptidicas, la dupla hipotalamo-hipdfisis regula la
actividad de componentes claves del sistema enddcrino como la tiroides, suprarrenales y
gonadas. Nuestro andlisis se concentrard en dos sistemas el eje Hipotalamo-Hipdfisis-
Adrenal (HHA) y el eje Hipotdlamo-Hipdéfisis-Gonadal (HHG).

Eje Hipotialamo-Hipdfisis-Gonadal

Las hormonas liberadoras de gonadotrofinas (GnRH 6 LHRH), secretadas por el
hipotalamo, estimulan la produccion y liberacion las gonadotrofinas Foliculoestimulante
(FSH) y Luteoestimulante (LLH) a nivel hipofisario. Tales factores liberadores modulan
la respuesta inmune {2, 3]. Esta demostrada la presencia de sitios de union especificos
para GnRH en células T peritéricas humanas (CD4+, CD8+) {4, 5], y de transcritos de
mRNA de GnRh y su receptor (GnRH-R) en linfocitos periféricos [6]. La expresion del
receptor de GnRH parece estar regulada por la GnRH nativa, lo que sugiere una funcion
autocrina de esta hormona en las células inmunes. También se constatdo un efecto de
GnRH sobre el desarrollo del sistema inmune, a través de una accidén directa sobre la
maduracién del timo y el desarrollo de la respuesta inmune humoral y celular. [7]. La
GnRH tendria un rol exacerbador de desordenes autoinmunes. Los estudios de Jacobson
y col [8] en ratones de ambos sexos proclives al Lupus Sistémico Eritematoso (LES),
castrados o no, indican que la administracion de antagonistas de GnRH produce una
reduccion de los anticuerpos anti-DNA, y niveles séricos de IgG, y una disminucion en
la severidad de la enfermedad renal y aumento de la supervivencia.

En cuanto a las hormonas FSH y LH las mismas son glucoproteinas producidas en
respuesta a la accion de la GnRH hipotalamica, para actuar sobre las génadas como
reguladoras de los ciclos sexuales. La LH actia sobre ¢l foliculo ya maduro generando
una serie de eventos que desembocan en la ovulacién. Es la responsable de la ovulacion,
la maduracion del oocito y la luteinizacion del foliculo. Bioquimicamente, la LH
produce en primer lugar aumento de pregnenolona y secundariamente de testosterona y
estradiol, via de la progesterona. La LH estimula la produccién de esteroides gonadales
como el estradiol, progesterona y testosterona, a partir del colesterol.

Los androgenos y estrogenos rigen las diferencias entre sexos. Todos los estrogenos se
sintetizan a partir de androgenos, comenzando por colesterol o acetato. Los andrégenos
como ¢l androstenediol y testosierona se sintetizan en ovarios y testiculos, y son
parcialmente convertidos a estrogenos de tipo estrona y estradiol. Ambos sexos
producen las mismas hormonas esteroides y las diferencias fisioldgicas entre los



mismos son cuantitativas, en funcion de la cantidad de andrégeno producido y del
porcentaje que termina convirtiéndose en estrégeno [9].

La respuesta celular a una hormona requiere la interaccion con un receptor presente en
la membrana o bien en su interior [10]. Los receptores de hormonas sexuales son
mayoritariamente nucleares, aunque también se encuentran en citoplasma, donde son
dificiles de visualizar. Se supone que todos ellos se haflan en equilibrio dindmico entre
ambos compartimentos, facilitado por su escasa avidez a unirse a estructuras celulares
en ausencia de hormona, Los receptores estrogénicos poseen un dominio de union a la
hormona con distinias funciones: una parte de la molécula le confiere funcién de factor
activador de la transcripcion; otra region participa en la dimerizacion del receptor,
indispensable para el reconocimiento de genes dependientes de la hormona; y una
region de interaccidn con otras proteinas, como la hsp90 y p59. Cuando la hormona se
une al dominio correspondiente del receptor, el receptor cambia su conformacion pierde
su afinidad por la hsp90, se libera de ella, y puede asi dimerizar para favorecer la
transcripcion génica [11]. ' '

Los estrdgenos sefializan a través de dos receptores, ERa y ERP [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 ERo como el
ERP se expresan en organos linfoides y en progenitores hematopoyéticos en la médula
Osea {14-16]. Ademds el ER«, y en algunos casos el ER se expresan en la superficie de
células presentadoras de antigenos profesionales (CPA) y monocitos [17-22].

Para la progesterona se han descrito receptores citosdlicos (PRs), pertenccientes a la
superfamilia de los receptores hormonales nucleares [22], v receptores asociados a
membrana (mPRs) [23]. Se conocen tres isoformas de PRs: PR-A, PC-B y PR-C |24~
26] con patrones de expresion especificos del tejido, que pueden ser modificados tras la
exposicion hormonal [27-29]. En ratones predominan las formas PR-A y PR-B {30.31].
En el hombre, los receptores para andrégenos pertenecen a una superfamilia de
receplores esteroides, vitamina D, rhodopsina y otros ligandos. Poseen la capacidad de
unirse a regiones especificas del DNA y favorecer la transcripcion de los genes
codificados en ellas actuando como factores de transcripcion toda vez que se unen a su
ligando [31]. Ademaés de esta actividad genomica el complejo hormona receptor tiene
una actividad no gendémica reflejada en la capacidad de inducir la activacion de
cascadas enzimaticas (como las MAPK, PKA y PKC) en el citoplasma [32-34]. El AR
estd codificado por un dnico gen y presenta dos isoformas (A y B), que podrian
desempeiiar diferentes roles en la regulacion de la transcripeion génica [35].

Efectos de los esteroides sexuales sobre componentes del sistema inmune

Ias hembras poseen un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta respecto
de los machos. Los niveles séricos de anticuerpos son mas altos {36] y sus respuestas
tras la inmunizacion [37-39] son mas robustas, con una mejor respuesta humoral. Las
hembras también rechazan los aloinjertos de piel méas rapidamente, indicador de una
mayor inmunidad celular [40, 41). 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 enfermedades autoinmunes tales como
Esclerosis Multiple, Artritis Reumatoidea (AR), LES y Encefalomielitis Autoinmune
Experimental. En los machos la testosterona parece ejercer un efecto protectivo que
disminuiria su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes [42].

El dimorfismo sexual en cuanto a la respuesta inmune podria estar relacionado con
acciones de los esteroides sexuales sobre la produccion 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 favoreceria una mayor respuesta de tipo
Th2 en machos [44-46]. Ello esta avalado por diferencias en cuanto a la presencia de
receptores especificos para estas hormonas en distintos tipos de células
inmunocompetentes. Los estudios sobre los efectos de la testosterona en ratones indican
que la casiracién aumenta la susceptibilidad al shock endotdxico acompafiada de una
mayor expresion de TLR4 sobre la superficie celular de sus macrofagos, por lo que la
testosterona reduciria la expresion de TLR4 en estas células [47] Los mismos autores
demostraron ademas que estrogenos como el 17-B estradiol aumentan 1a expresion de
TLR4 y de CD14 en macrofagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis expenmemal
Al privar del estrogeno endégeno la produccion de citocinas pro y antiinflamatorias
decrecia, a la par de una reduccion de TLR4 en dichas células. Se desprende que
mientras los androgenos suprimen la respuesta ante el desafio con una endotoxina
bacteriana, los estrégenos promueven un aumento de tal reactividad [48].

Tomados en su conjunto, los andrégenos parecen ejercer efectos supresores en. la
respuesta inmune celular y humoral, y se comportan como hormonas anti-inflamatorias
naturales. [49]. Por su parte, los estrégenos 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 embaiazo
interviene en la supresion de la inmunidad materna contra el feto debido a su importante
accion antiinflamatoria, como asi también al inhibir el desarrollo de respuestas Thl y
favorecer la actividad Th2 [51, 52]. Durante la fase litea del ciclo menstrual de las
mujeres, en que las concentraciones de progesterona y estradiol se encuentran elevadas
se produce un aumento en la sintesis de IL-4 la cual influye para que predomine la
respuesta Th2 [531].

Los andrégenos también tienen efecto en la secrecion de citocinas, pero su influencia
sobre las mismas puede depender no solo de la concentracion 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-infecciosa. La
primera demostracion que los esteroides sexuales influian directamente sobre la
respuesta inmune surgio 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 constatd que la exacerbacion de la
enfermedad por parte de los estrdgenos, resultaba contrarestada por la gonadectomia lo
cual implicaba un buen grado de resistencia |55, 56].

En estudios més recientes y en consonancia con los hallazgos sefialados, pudo
comprobarse que la mayor resistencia de los machos al protozoario coincide con una
produccion mas rapida y elevada de [L-12 e [FNy respecto de las hembras [57]. Entre
las explicaciones sobre la mayor susceptibilidad de las hembras a la infeccion por 7.
gondii se sugiere una inhibicidon de los estrégenos sobre el promotor de IFN-y [58],
como asi también los efectos inhibitorios de estrogenos y progesterona sobre los
macrofagos y la produccion de éxido nitrico [59].

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



por afio mientras que 1.6 millones de personas fallecen a causa de la misma durante el
mismo perfodo. La enfermedad esta ocasionada por un agente de vida intracelular, el
Mycobacterium tuberculosis, el cual afecta esencialmente al pulmén donde puede
producir desde algunas pocas lesiones misticas hasta un cuadro de intensa inflamacion
con gran destruccion de parénquima. Dicho espectro de afectacion orgdnica parece estar
relacionado con la respuesta inmune celular hacia la micobacteria, habida cuenta que
puede mediar tanto proteccion como patologia. I.os elementos esenciales que participan
de esta respuesta comprenden a los macréfagos y a las células T. Los primeros fagocitan
a la micobacteria, promoviendo la produccion de diferentes citocinas y la presentacion
de antigenos a células CD4+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el
IFN-y y la IL-2, capaces de potenciar la_accion bacteriostatica-bactericida de los
macréfagos y _promover la ploiltelacmn ‘de” los  linfocitos 1esp0nded0res,
respectivamente. Como fuera seiialado mas amba las células” T “también pueden
diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar citocinas’ estlmuladoras de la inmunidad
humoral como la IL-4, 11.-3, 11L.-6, e IL- 10. Estudios en pacientes con Tuberculosis
pulmonar (TB) de distintas géograf' fas concuerdan en observar alteraciones en la
produccion de citocinas Thl y Th2 con un predominio de las pnmelas en las formas
leves, no asi en los casos avanzados donde prevalece la sintesis de citocinas Th2. Los
factores por lo cuales se pioduce esta alteraciéon involucran no sélo a mediadores
inmunolégicos sino también a componentes del sistema neuroendéerino dado su
estrecha interconexion. Es sabido que las citocinas inflamatorias estimulan el eje HHA
con la consecuente secrecién de cortisol y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar, a
su vez el desarrollo de la respuesta inmune. Asi, los glucocorticoides facilitan la
actividad Th2 en parte a través de una inhibicién 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 relaciéon entre los niveles de cortisol y DHEA en pacientes
tuberculosos varones con distinto grado de lesion pulmonar puso de manifiesto que
todos ellos presentaban un aumento en los valores de cortisol, no asi la DHEA cuyas
concentraciones se ubicaron muy por debajo de los controles, cortespondiéndole a las
formas avanzadas los valores mds descendidos [60]. Estudios simultdneos apuntan
asimismo que este desequilibrio entre ambos esteroides pueden favorecer un desbalance
Th1/Th2 lo cual tendria una repercusion destavorable para la TB puesto que el control
de la replicacion del patogeno depende fundamentalmente de una respuesta Tht
apropiada.

Del Rey ef al también reportaron una disminucién en los niveles de testosterona en
presencia de mayores concentraciones de estradiol lo que en su conjunto podria
favorecer la persistencia de las reacciones inflamatorias como asi 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 participacion de los esteroides sexuales en
la resistencia/susceptibilidad a la TB tanto en humanos como modelos experimentales.
Un par de trabajos sefialan que los ratones hembras son mas resistentes a la infeccion
con micobacterias no tuberculosa, y que el fratamienio con testosterona eleva la
susceptibilidad a la infeccién con Mycobacterium marinum [61, 62].

En funcién de todo lo expuesto resulta de sumo interés analizar la influencia de las
hormonas sexuales en la enfermedad tuberculosa. Para una aproximacidén mas
mecanistica el estudio de centrard inicialmente en un modelo muy bien caracterizado de
tuberculosis pulmonar en ratones BALB/c infectados por via intratraqueal con M.
tuberculosis cepa H37Rv. En un paso posterior se abordara el estudio de los perfiles
para hormonas sexuales en pacientes con TB pulmonar.

.



DEFINICION DEL PROBLEMA

Estudios epidemiolégicos 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 contribucion 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 o

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 frecuencia y capacidad de conirol entre mujeres y hombres

HIPOTESIS

La TB es mas grave en términos de su evolucion (mas rapida y mortal), carga bacteriana
pulmonar y extension de dafio tisular en el género masculino que en el femenino y esto
se debe a la accion promotora de la respuesta inmunologica que tienen los estrogenos y
a la actividad anti-inflamatoria de la testosterona

OBJETIVOS
Objetivos especificos
En el modelo experimental

»Establecer las diferencias en el curso de la enfermedad (mortalidad, carga bacilar
pulmonar, extension de dafio histologico, expresion de citocinas de tipo Th-1 y Th-2)
entre ratones machos y hembras de la cepa Balb/c infectados por via intratraqueal con
una dosis alta de M. tuberculosis vivo y virulento cepa H37Rv.

»Comparar la evolucién de la enfermedad entre ratones machos y hembras castrados y
no castrados

»Cuantificar las concentracion 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 aiin 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-« e IL-
6) se correlacionan entre si y con la severidad de la enfermedad.

»Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a la presentacion clinica de la
enfermedad.



MATERIAL Y METODOS

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 seran divididos en 4 grupos. Al primer grupo de ratones machos
simulados, se les practicard una incisién quirirgica abdominal simulando la reseccion
de los testiculos, el segundo grupo corresponde al de machos castrados a los cuales se le
extreran quirtrgicamente los testiculos, el tercer grupo sera el de hembras simuladas y
el cuarto grupo corresponde al de hembras con oforectomia bilateral. A todas las jaulas
de hembras se les colocard aserrin con orina de macho por tres dias para sincronizar su
ciclo hormonal. Después de una semana de recuperacion de la cirugia, a todos los
animales se les anestesiard con vapores de sevotlurano y en una campana de seguridad
biolégica nivel 3 se les infectard a través de una canula intratraqueal de acero
inoxidable, depositando 250,000 bacterias vivas de la cepa H37Rv suspendidas en 100
microlitros de PBS. Los animales infectados se confinaran en grupos de 10 por caja en
un sistema d¢ microaisladores conectados a un sistema de presion negativa y aire
filtrado constante [98]. Las bacterias se crecen en medio liquido 7H9 hasta llegar a la
fase logaritmica en las que se colectan y preparan para ser contadas y confirmada su
viabilidad por citometria de flujo. Grupos de 6 ratones en cada uno de los grupos se
sacrificardn en los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28 y 60 dias, el sacrificio se realiza bajo anestesia
por exsanguinacion, la sangre se colecta para posteriormente separar el suero, el torax se
abre inmediatamente para exponer los pulmones, el pulmon derecho o izquierdo de 4
animales se perfunde con alcohol etilico absoluto para posteriormente incluirlo en
parafina y obtener cortes histolégicos, los demds pulmones se extraen y congelan
inmediatamente en nitrogeno liquido. Diez animales por grupo se dejan para determinar
mortalidad espontianea y construir graficas de sobrevida,

Se realizaran dos experimentos completos independientes.

Estudio morfoméirico:
"~ En los cortes histoldgicos de cada pulmon y ratdn sacrificado se determinard por
morfometria automatizada utilizando el equipo Leica Q/Win 500, el drea de inflamacion
intersticial, perivascular y peribronquial, asi como el tamafio de fos granulomas y el
porcentaje de area pulmonar afectado por neumonia.

Determinacion de carga bacilar:

En 4 pulmones congelados por grupo se determinard la carga bacilar después de
homogenizarlos con un politrén en tubes falcon estériles que contienen 1ml de PBS/
Tween80 al 0.05%, cinco diluciones de cada homogenizado se siembran por duplicado
en cajas de petri que tienen el medio BactoMiddlebrok 7H10 agar enriquecido con acido
oleico, albumina, catalasa y dextrosa. Las cajas se incuban a 37°C con 5% de Co2. El
niimero de unidades formadoras de colonias se cuenta después de 21 dias.

Medicién de la expresién genética de citocinas por RT-PCR en tiempo reak:

De los 4 pulmones restantes por cada tiempo de sacrificio y de cada grupo experimental
se purificard el RNA total usando el mini-kit RNeasy de Qiagen. Cada pulmon se
sumetge en 2ml de medio RPMI-1640 con 0.5mg/m! 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 asi obtenidas se



centrifugan, el sobrenadante se elimina y los gldbulos 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 miilones 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
evaliia por espectrofotometria (260/289nm) y en geles de agarosa. La transcripcion
reversa del RNA se llevard a cabo con Smicrogramos de RNA, oligo-dT y el kit
Omniscript de Qiagen. El PCR en tiempo real se realizara utilizando el equipo 7500
real-time PCR de Applied Biosystems y el kit SYBR-Green. Se construiran curvas
estandar del producto de PCR cuantificado y en diferentes diluciones, asi como del
control negativo. Los iniciadores (primers) especificos para cada citocina se disefian con
el programa Primer-Express, las secuencias son las siguientes: : gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH): 5-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-3', 5'-
GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3";  oxido  nitrico  sintetasa  inducible:  §'-
AGCGAGAGCAGGTGGAAG-3', 5-CATTTCGCTGTCTCCCCAA-3';, factor de

necrosis tisular alfa: 5-TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-3, 5-
GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3% interferon gama: 5'-
GGTGACATGAAAATCCTGCAG-3', 5-CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3,
interleucina 4: S.CGTCCTCACAGCAACGGAGA-3, 5'-

GCAGCTTATCGATGAATCCAGG-3". Las  condiciones del PCR  son:
desnaturalizacion inicial a 95°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 especificas del
RNA mensajero en cada muestra se determinardn de acuerdo a la curva estandar del gen
especifico correspondiente. El nimero de copias de RNAm de cada citocina se expresa
en relacion a un millén de copias del gen constitutivo G3PDH

Todo el trabajo experimental es realizado en conformidad con el comité local de ética
en experimentacion con animales, el cual se fundamenta en el articulo de la constitucién
mexicana NOMO062-Z00-1999 sobre reglas de produceion, cuidado y uso de animales
de laboratorio. El proyecto ha sido revisado y aprobado por el comité de investigacion
de animales de experimentacién del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
"Salvador Zubirdn" con la clave PAT-19-10-12-1.

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

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

Argentina)

Grupos de estudio

Enfermos. 1.a muestra de pacientes sera seleccionada entre enfermos adultos (18 a 60
aitos). Todos seran pacientes con serologia negativa para HIV, y el diagnostico de TB se
realizara sobre la base de criterios clinicos y radioldgicos sumado a la identificacion de
bacilos acido-alcohol resistentes en los fluidos bioldgicos. Todas las muestras se
obtendran antes de la iniciacién del tratamiento especifico. En todos los pacientes con
TB se tendrd en cuenta el grado de compromiso, el cual sera clasificado segin la
extension y tipo de lesién radiologica en: leve, pacientes con un tunico lébulo
involucrado sin cavidades visibles; moderado, pacientes con compromiso unilateral de 2
o mas lobulos y las cavidades, de hallarse presentes, que no excedan un diametro total



de 4 c¢m; avanzada o severa, enfermedad bilateral con afectacion masiva y cavidades
multiples.

Con el propdsito de analizar potenciales factores de confusién sobre las variables de
impacto se tomardn en cuenta datos en relacién a edad y sexo como asi también a los
valores sanguineos de glucosa, uremia, proteinas totales, antecedentes de alcoholismo o
enfermedad pulmonar obstructiva crénica vinculada al tabaquismo. Todos los pacientes
deberdn hallarse libres de compromiso directo de la glandula suprarrenal por el bacilo
tuberculoso (la Enfermedad de Addison es muy poco frecuente en nuestro medio). La
ficha clinica también recogera informacién acerca de otras variables vinculadas a la TB
como eritrosedimentacion, sindrome de impregnacion bacilar, frecuencia cardiaca y
respiratoria. También se conformard un cuestionario para conocer el estado mensnual
de las pacientes (o presencia de menopausia), 1ngest1 de anu -conceptivos.

Controles. Este grupo se compondra de voluntarios sanos similares en sexo y edad, que
no registren contactos con pacientes TB, enfermedades inmunologicas o trastornos
endocrinolégicos. En buena parte de los casos las muestras de sangre se obtienen de
personal -de laboratorio. La incorporacion de las personas se efectuard una vez que
hayan otorgado su libre consentimiento a participar. Todos ellos serdn previamente
informados de los objetivos del estudio, el cual se ajustard a las normas éticas
nacionales e internacionales que regulan la investigacion en seres humanos. La
identidad de los participantes no serd revelada.

Cuantificacion de citocinas:
Los niveles de IFN-y, TNF-¢, IL-6 se determinaran en el plasma por
enzimoinmunoensayos comerciales (ELISA, R&D o Pharmingen).

Cuantificacion de hormonas:

.as concentraciones en plasma de estradiol (E2), cortisol, DHEA, LH, FSH,
progesterona y testosterona se determinaran por enzimoinmunoensayos de competicion
comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo las recomendaciones del
fabricante.

Analisis estadisticos:

El andlisis estadistico se efectuara por medio del programa Stata Statistics Package. Se
utitizara el método de Kolmogorov-Smirnov para analizar si las variables se distribuyen
normalmente, en caso de no hacerlo se aplicaran las transformaciones necesarias, Las
variables categoricas se analizaran por las pruebas de 4 o probabilidad exacta de Fisher,
mientras que se aplicara el andlisis de la variancia o la ¢ de Student para las mediciones
cuantitativas. Asimismo se empleard ¢l modelo lincal generalizado a efectos de
determinar si los factores concurrentes ligados a la condicidn clinica de los enfermos
influyen sobre los diversos parametros de interés. Dado las variaciones de las hormonas
sexuales (LH, FSH, estradiol y progesterona) en funcidn de la presencia o ausencia de
menopausia, se pondra un especial énfasis al andlisis por separado de la poblacién
femenina en funcién de este factor. Los estudios de asociacion entre los niveles
circulantes de hormonas, citocinas y variables clinicas se efectuaran por medio de
analisis multivariado. Se utilizara el método de Kaplan y Meier para comparar las
curvas de sobrevida en los diferentes grupos de ratones y la prueba de los rangos
logaritmicos. Se calcularan los coeficientes de correlacion parciales. El significado
estadistico serd P <0.05.
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Titulo det proyecto: INMUNIDAD Y ESTEROIDES SEXUALES EN LA TUBERCULOSIS. ESTUDIOS CLINICOS Y EXPERIMENTALES
Tipo de proyecto: Investigacién Experimental
Antecedentes: Interrelaciones inmuno-endéerinas La demostracién que las células integrantes de los sistemas inmune, endécrino y nervieso

comparten receplores para citocinas, hormonas y neuropéplidos, proveyd 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
Hipotilamo es ¢f respoasablie de coordinar el sistema endocring, puesto que recibe informacién de lu corteza cerebral y del
sistema nervioso auténomo a la vez que inlerpreta estimutos ambientales como temperatura € iluminacion, y promueve
imporiantes acciones regulatorias en periferia. En respuesta a variados estimulos y mediante Ia liberacion de hormonas
peptidicas, fa dupla hipotdlame-hipéfisis regula la actividad de componentes claves del sistema endderine comeo Ia tireides,
suprarrenales y gdnadas. Nuestro andlisis se concentrard ¢n dos sistemas el eje Hipotdlame-Hipdtisis-Adrenal (HHA) v ef eje
Hipetdlamo-Hipéfisis-Gonadal {HHG).Eje Hipotdlamo-Hipéfisis-GonadalLas hormonas liberadoras de gonadotrofinas {GnRH
& LHRH), secretadas por el hipotdlameo, estimulan la produccidn y liberacidn las gonadotrofinas Foliculoestimulante (FSH) v
Luteoestimulante (LH) a nivel hipofisario. Tales factores liberadores modulan la respuesta inmune {2, 3], Estd demostrada ta
presencia de sitios de unién especiticos para GnRH en célutag T periféricas humanas {CD4+, CDR+) [4, 5], y de transcritos de
mRNA de GaRh y su receptor (GnRH-R) en linfocitos periféricos [6]. L.a expresion del receptor de GnRH parece estar
regulada par fa GnRH nativa, to gue sugiere una funcidn autécrina de esta hormona en fas ¢élutas inmunes, También se
constatd un efecto de GnRH sobre el desarroito del sistema inmune, a través de una accidn directa sobre la maduracién del
timo y el desarroilo de fa respuesta inmune humeral y celufar. {7]. La GuRH tendria un rol exacerbador de desdrdenes
autoinmunes. Los estudios de Jacobson y col {8] ¢n ratones de ambos sexos proclives at Lupus Sistémico Eritematose (LES),
castrados 0 no, indican que la administracion de anfagonistas de GuRH produce una reduccidn de fos anticuerpos anti-DNA, y
niveles séricos de FgG, y una dismirucién en la severidad de la enfermedad renal y aumento de la supervivencia. En cuanto a
tas hormonas ¥FSH y LH las mismas son glucoproteinas producidas en respuesta a la aecidn de ta GnRH hipotalimica, para
actuar sobre fas gonadas como reguladoras de los ciclos sexuales, La LH actia sobre el foliculo ya maduro generando una
serie de cventos que desembocan en la ovulacion. Es fa responszable de la ovulacion, la maduracidn del cocito y fa
leteinizacion del foliculo. Bioquimicamente, la LH produce en prinzer lugar aumento de pregaenolona y secundariamente de
testosterana y estradiod, via de la pregesterona. La LH estimula la produccion de esteroides gonadales como el estradiol,
progesterona y testosterona, a partir del colesterol. Los androgenos y estrdgenes rigen [as diferencias enire sexos. Todos los
estrdgenos se sintetizan a partir de andrégenvs, camenzando por colesterol o acctato. Los andrdgenos como el androstenadiol

y lestosterona se sinfelizan en ovarios y testiculos, y son parcialmente convertidos a estrdgenos de tipo estrona y estradiol,



Ambaos sexos producen las mismas hormonas esteroides y las diferencias fisioldgicas entre los mismos son cuantitativas, en

- funcion-de la cantided de andrégeno preducido y del porcentaje gue termina convirtiéndose en estrogene [9]. La respuesta

cefular 8 una bormona requiere la interaccion con un receptor presente en la membrana o hien en su interior [FO]. Los
receptores de hormonas sexuales son mayoritariamente nugleares, aunque también se¢ ¢ncuentran en citoplasma, donde son
dificiles de visualizar. Se supore que todos ellos se hallar en equilibrio dindmice entre anbeos compartimentos, facilitado por
su escasa avidez a unirse a estructuras celulares en ausencia de hormona. Los receptores estrogénicos pascen wu dominio de
unién a ta hormona con distintas funciones: una parte de la motéeula le confiere funcion de factor activador de I

transcripeion; otra regidn participa en la dimerizacidn det receptor, indispensable para el reconocimiento de genes

- dependientes de fa hormeona;y una region de interaccidn con otras profeinas, come la hsp90 y p59. Cuando la hormena se

une al dominio correspondiente del receptor, el receptor cambia su conformacion pierde su afinidad por la hsp90, se libera de
elta, y puede asi dimerizar para favorecer la transeripeion géniea [11]. Los estrdogenaos seitalizan a traves de dos receptores,
ERe y ERf {12]. Es muy importante considerar que fa preponderancia de uno de los subtipos de receplores sobre el otro
puede producir cambios en los efectos estrogénicos [11], Tanto el ERu como ¢l ERP s¢ expresan en organos linfoides y en
progenitores hematopoyétices en la méduia dsea [14-16]. Ademds el ERg, y en algunos casos eb ER se expresan en ha
superficie de células presentadoras de antigenos profesionales (CPA) y monocitos {1 7-22]. Para Ia progesterona se han descrito
receptores citosdlicos {PRs), pertenecientes a Ia superfamilia de los receptlores hormonales nucleares [22], y receptores
asociados & membrana (mPRs) [23]. Se conocen fres isoformas de PRs: PR-A, PC-B y PR-C [24-26] con patrones de expresidn
especificos def tejido, que pueden ser medificados tras fa exposicion hormonal [27-29]. En ratones predominan las formas PR-
A y PR-B [30.31].En el hombre, los receptores para andrégenos perienccen a una superfamilia de receptores esteroides,
vitamina D, rhodopsina y otros ligandos. Poseen la capacidad de unirse a regiones especificas del DNA y favorecer 1a
transcripeidn de Jos genes codificados en ellas actuando como factores de transeripeidn toda vez que se unen a su ligando
{31]. Ademds de esta actividad gendmica el compigjo hormona receptor tigne una actividad no gendmica reflejada en Ia
capacidad de inducir la activacidn de cascadas enzimdticas {como las MAPK, PKA y PKC) en el citoplasma {32-34). El AR
estd codificado por un dnico gen y presenta dos isoformas (A y B), que podrian desempeniar diferentes roles ¢n la regulacidén
de [a transeripeion génica {35].Efectos de los esteroides sexuales sobre componentes del sistema inmuneLas hiembras poseen
un sistema inmune con diferente capacidad de respuesta respecto de fos machos. Los niveles séricos de anticuerpos son mis
altos [36] y sus respuestas tras fa inmunizacidn [37-39) son mds robustas, con una mejor respucsta humoral, Las hembras
también rechazan los aloinjertos de piel mds rapidamente, indicador de una mayor inmunidad celufar [40, 41]. Estas
diferencias de género, verificadas tanto en humanos como ¢n modelos animales, serfan las responsables de la mayor
suseeptibilidad de las hembras 3l desarrollo de enfermedades autoinmunes tales como Esclerosis Miltiple, Ariritis Reumatoidea
(AR}, LES y Encefalomiclitis Autoinmune Experimental. En los maches la testosterona parece ejercer un efecto protective que
disminuiria su susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes [42]. El dimorfismo sexual ¢n cuanto a la respuesta inmung
podria estar refacionado con acciones de los esteroides sexuales sobre fa produccidn de citocinas. Comparando los perfiles de
citocinas secretadas por CPA de machos y hembras s¢ observa que tas CPA de machos secretan mayores niveles de JE-10
mientras que las CPA de las hembras producen niveles superiores de [L-12 [43]. Esto favorceeria una mayor respucsta de tipo
Th2 en machos {44-46]. EHo estd avalado por diferencias en c¢uanto a la presencia de receptores cspecificos para ostas
hormeonas ¢n distintos tipos de célutas inmunocompetenies. Los estudios sobre los efectos de Ia testosterona en ratongs indican
aue [a castracion aumenta la susceptibilidad al shock endotdxico acompaitada de una mayor expresién de TLR4 sobre Ia
superficie celular de sus macrdfagos, por o que ia testosterona reduciria fa expresion de TLRd en estas células [47], Los
mismos autores demostraron ademds gue estrdgenos como el 17-f estradiol aumentan la expresion de TLR4 y de CD14 ¢n
macrofagos y regulan la susceptibilidad a la sepsis experimental. Al privar del estrégeno enddgeno la produccién de citecinas
pro y antiinflamatorias decrecia, a la par de una reduccidén de TLR# en dichas células. Se¢ desprende que mientras los
andrégenos suprimen [a respuesta ante ¢l desafio con una endotoxina bacteriana, {os estrégenos promueven un aumento de ta
reactividad [48]. Tomados ¢n su conjunto, los andrdgenos parecen gjercer efectos supresores en [a respuesta inmune celular y
humaoral, y se comportan como hormonas anti-inflamatorias naturales. [49]. Por su parte, los estrogenos producen un
incremento en los mediadores de la respuesta humoral y afectan el batance entre eélulas T v B, ya que descienden fa actividad
de las primeras migntras que favoreeen una hiperactividad de las segundas {30]. Por su parte, la progesterona, hormena clave
para ¢l mantenimiento del embaraza, interviene en fa supresién de la inmunidad materna contra el feto debido a su importante
aceién antiinfamatoria, como asi también al inhibir el desarrolle de respuestas Tht y favorecer la actividad Th2 [§1, 52].
Durante la tase litea del ciclo menstrual de las muieres, en que las concentraciones de pragesterona y estradiol se encuentran

elevadas se produce un asmenta enla sintesis de JL-4 Ia ¢ual influye para que predomine la respuesta Th2 [53].1os



Definicién del problema:

andrdgenos también tienen efecto en la secrecidn de citocinas, pero su inflacacia sobre Ias mismwas puede depender no sélo de
la concentragidn dol esteroide, sine tambin del estatus hormonat del individoo, del rango social, o del momento estacionat
[53]. Los esteroides sexuales también influyen sobre Ia respucsta inmune anti-infeceivsa. La primera demostracidn que los
esteroides sexuales infiuian directamente sobre la respaesta inmune surgid dei trabaje de Henry y Beverly quicnes observaron
diferencias en dicha respuesia en machos y hembras infectados con Toxoplasma gondii [54]. Esto fue corroborade por otros
estudios donde se constatdé que la exacerbacion de I enfermedad por parte de los estrégenos, resultaba contearestada por la
gonadectomia 1o cual implicaba un buen grado de resistencia [53, 561 En ostudios mds recientes ¥ ¢n consonancia con los

hatlazgos sedalados, pude comprobarse que la mayor resistencia de los machos al protozoario coincide con una producgion

- [rds rapida y elevada de [L-12 e IFNy respecto de las hembras [57]. Entre las explicaciones sobre Ia mayor susceptibilidad de

las hembras a Ta infeccidn por T. gondii se sugiere una inhibicién de fos estedgenos sobre ¢l promator de IEN-y [38], como asi
también los efectos inhibitorios de estrdgenos y progesterona sobre los macrdtagos v Ia produccion de dxide nitrico {59].
Tubercultosis La Tuberculosis (TB) es una enfermedad que ha venido afligiendo a la humanidad desde tiempos remotos.
Aproximadamente se presentan 8.8 millones de nuevos casos por ado mientras que 1.6 millones de personas fallecen 2 causa
de la misma durante of mismo periodo. La enfermedad esta ocasionada por un agente de vida intracelular, el Mycobacterivm
tuberculosis, el cual atecta esencialmente al pulmén donde puede producir desde algunas pocas lesiones misticas hasta un
cuadro de intensa inflamacidn con gran destruccién de parénquima. Dicho espectro de afectacidén orgdnica parece estar
relactonado con [a respuesta inmune celular hacia 12 micobacteria, habida cuenta que puede mediar tanto proteecién coma
patologia. Los elementos esenciales que participan de esta respuesta comprenden a los macrdfagos y a las células T, Los
primeros fagocitan a fa micebacteria, promoviende la produccitn de diferentes citocinas y la presentacidon de antigenos a
céiulas CD4+, las que a su vez sintetizan mediadores tipo Thl, como el IFN.D) y fa IL.2, capaces de potenciar iz accién
bacteriostitica-bactericida de los macréfagos y promover fa proliferacion de fos linfocitos respandedores, respectivamente.
Como tuera sehalado mds arriba las células T también pueden diferenciarse hacia el tipo Th2 para sintetizar citocinas
estimuladoras de s inmunidad humoral come la 1E-4, IL-5, IL-6, ¢ IL-18, Estudios en pacientes con Tuberculasis puimonaz
(TB) de distintas geagrafias concuerdan en observar alteraciones en ia produccién de citocinas Thi y Th2 con ua predominio
de las primeras en las formas leves, no asi en los cases avanzados donde prevaleee la sintesis de citocinas Th2. Los factores por
lo cuales se produce esta alteracidn involucran no sélo.a mediadores inmunoldgicos sino también 2 componentes del sistema
neuroendderino dado su estrecha interconexidén. Es sabido que las citocinas inflamatorias estimudan el ¢je HHA con fa
consecuente secrecion de cortisol y DHEA. Ambas hormonas pueden afectar, a su vez ¢l desarrollo de la respuesta inmune,
Asi, los glucocorticoides tacilitan la actividad Th2 en parte a través de una inhibicién de las células Thl, mientras que la
DHEA y la DHEAs contrarrestan los efectos de tos GC favoreciendo respuestas Thl, Un trabajo reciente sobre la relacién entre
los niveles de cortisol y DHEA en pacientes tuberculosos varones con distinto grado de lesién pulmonar puso de manifiesto
que todos clios presentaban un awmento en los valores de cortisol, no ast la DHEA cuyas concentraciones se ubicaron muy por
debajo de los controles, correspondiéndole a las formas avanzadas fos valores mis descendidos [60]. Eswdios simultdneos
apuntan asimismo que este desequilibrio eatre ambos csteroides pueden favoreger un desbalance Thi/Th2 lo cual tendria una
repercusién desfavorabie para [a TB puesto que ef control de ia replicacion del patégeno depende fundamentalmente de una
respuesta Thi apropiada. Del Rey et al también reportaron una disminucién en los niveles de testosterona en presencia de
mayores concentraciones de estradiol lo que en su conjunto podria favorecer la persistencia de las reacciones inflamatorias
como asi también el corrimiento hacia el perfil Th2 en la enfermedad progresiva, habida cuenta de las acciones de ambas
hormonas sobre estas respuestas, Muy pocos ¢studios han tenido en cuenta la participacién de los esteroides sexuales en Ia
resistencia/susceptibilidad a fa TB tanto en humanos como medeles experimentaltes. Un par de frabajos sefialan gue fos ratones
hembras san mas resistentes a Iz infeceidn con micobacterias no tuberculosa, y que el tratamiento con testosierona eleva [a
susceptibilidad a la infeceion con Mycobacterium marinwm [61, 62} En funcidn de todo o expuesto resulla de sume interés

analizar Iz influencia de las hormonas sexuales en Ia enfermedad tuberculosa. Para una aproximacién mas mecanistica el

-estudio da eentrard inicialmente en un modelo muy bien caracterizado de tuberculosis pulmonar en ratones- BALB/e infectados

por viz intratraqueal con M. tubercalosis cepa H37Rv. En un pase posterior se abordard el estudio de los perfites para

hormanas sexuales en pacientes con TB pulmonar

Estudios epidemioldgicas diversos han mostrado una mayor frecuencia de TB en hombres que en mujeres, le cual inicialmente
fue atribuido a siluaciones sociales, laborales o de asistencia a consulta médica, sin embargo en estudios recientes con pacientes

a contribucion de ¢stos factores se ha descartado y actualmente se considera gue ser de género masculino es un factor de

-rigseo parapadecer TB. Es interesante que esto no se haya constaiada en madelos experimentales



Justilicacidn: Debido a su importancia fisiopatelogica, os importate confirmar en modelos experimentales murinos que Ja T8 ¢s influida

por hormonas sexuales y que esta es Ia base ‘de las diferencias en frecuencia y capacidad de control entre mujeres y hombres

Hipétesis: La TB es mds grave en términos de su evolucion (s rapida y mortal}, carga bacteriana pubinonar y extension de daiio tisular
en ¢f género masculino que en et femenino y esto se debe a la accién promotora de la respuesta inmunolégica que tienen fos

estrdgenos ¥ a fa actividad anti-inflamatoria de fa testosterona
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Otra poblacin:: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Objetivos
() Comentarios

Objetivo: Objctivos cspecificos: En el modelo experimental (ESTA PARTE SE REALIZARA EN EL INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION) 1.-Establecer las diferencias en ¢l curso de Iz enfenmedad {mortalidad, carga bacilar
pulmonar, extension de dafio histoldgico, expresidn de citocinas de tipo Th-1 y Th-2) entre ratones machos y hembras de a
cepa Balb/c infectados por via intratraqueal con una dosis alta de M. tuberculosis vivo y viruleato cepa H37Rv. 2.-Comparar
la evolucion de i enfermedad entee ratones machos y hembras castrados y no castrades.  3.-Cuantificar [as concentracién de

testosterona en el suero de ratones machos infectados o lo largo de lu enfermedad. Estudios en pacientes (ESTA PARTE SE



Tipo de abjetiva:

Metodologia: Diseio general
(0) Comentarios

Metodelogia gral:

REALIZARA EN LA UNTVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINAY) .- En pacientes con TB pulmonar de distinta severidad,
HIV negativos y que ain no han iniciado fratamiento amtibacilar. 2.- Investigar en qué medida las variaciones e los niveles
circuiantes de estradiol {E2), cortisol, DHEA, LH, FSH, progesterona y testosterona y citocinas (FFN-GAMMA, TNF-ALFA e
IL-6} se correlacionan entre si y con la severidad de la enfermedad. 3.-Determinar si existen diferencias por sexo en cuanto a

fa presentacidn clinica de la enfermedad.

General

Estudios experimentales en ratones:Ciento diez ratones machos y ¢l mismo numero de ratones hembras de fa cepa Balb/c con 8
semanas de edad serdn divididos en 4 grupos. Al primer grupo de ratones machos simulados, se les practicard una incision
quirdrgica abdominal simulando [ reseccién de los testiculos, el segundo grupo correspounde al de machos castrados a los
cuales se [e extrerdn quirtirgicamente fos testiculos, el tercer grupo serd ¢ de hembras simuledas y el cuarto grupo cerresponde
al de hembras con oforectomia bilateral. A todas las jaulas de hembras se tes colocard aserrin con orina de macho por tres dias
para sineronizar su ciclo hormenal. Después de una semana de recuperacidn de la cirugia, a todos los animales se les
anestesiard con vapores de sevoflurano ¥ en una campana de seguridad bioldgica nivel 3 se les infectard a través de una canula
intratraqueal de acero inoxidable, depositando 250,000 bacterias vivas de la cepa HI7Rv suspendidas en 00 micrelitros de
PBS. Los animales infectados se confinardn en grupos de 10 por caja en un sistema de microaistadores conectados a un sistema
de presidn negativa y aire filtrade constante (98], Las bacterias se crecen en medio liquido 7H9 hasta ltegar a la fase
logaritmica en Jas que se colectan y preparan para ser contadas y confirmada su viabilidad per citometria de flujo. Grupos de 6
vatones en cada uno de los grupos se sacrificardn en los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28 y 60 dias, et sacrificio se realiza bajo anestesia
por exsanguinacién, la sangre se colecta para posteriormente separar ¢l suero, el torax se abre inmediatamente para exponer los
pulmones, el pulmén derecho o izquierdo de 4 animales se perfunde con aleohot etitico absoluto para posteriormeate incluirle
en parafina y obtener cortes histolégicos, los demads pulmortes se extraen y congelan inmedistamente en nitrégenc hHguido.
Diez animales por grupe se dejan para deternrinar mortalidad espontinea y constrwir grificas de sobrevida. Se realizarin dos
experimentos campletos independientes.Estudio morfoméirico: En los cortes histoldgicos de cada pulmén y ratdn sacrificado
se determinard por morfometria automatizada uotilizando ¢l equipo Leica Q/Win 500, el drea de intlamacién intersticial,
perivascular y peribronquial, asi como ¢l tamadio de los granutomas y el porcentaje de drea pulmonar afectado por neumonia,
Determinacion de carga bacilar: En 4 pulmones congelados por grupo s¢ determinard la carga bacilar después de
homogenizarlos con un politrdn en wbos falcon estériles que contienen tml de PBS/ Tween80 al 0.05%, cinco diluciones de
cada homogenizado se siembran por duplicado en cajas de petri que tienen el medio BactoMiddlebrok 7H10 agar enriquecido
con dcido oleico, albiming, catalasa y dextrosa, Las cajas s¢ incuban a 37°C con 5% de Co2. El nimero de unidades
formadoras de colonias se cuenta después de 21 dias. Medictdn de la expresién genética de citocinas por RT-PCR ¢n tiempo
real: De tos 4 pulmones restantes por cada tierpo de sacrificio y de cada grupo experimental s¢ purificard ¢l RNA total usando
¢l mini-kit RNeasy de Qiagen. Cada pulmon se sumerge en 2mi de medio RPME-1640 con .5mg/ml de colagenasa tipo 2 y se
incuba por thr a 37°C. Posteriormente ¢l jido se pasa a wavés de una malta de 70 micras, empujando el tejido con un pistilo y
lavardo con ¢l medio. Las célufas asi abtenidas s¢ centrifugan, cf sebrenadante se elimina y los glébulos rojos s¢ climinan con
un buffer de tisis. Después de contar las céhulas, s¢ adicionan 350 microlitrros del buffer de lisis tisular por cada 50 millones de
célulus y ¢f RNA so purifica usando el mini-kit RNcasy de acuerdo a las recomendacioncs del fabricante. La calidad y cantidad
del RNA s¢ cvaifia por espectrofotometria (266/289nm) y en geles de agarosa. La transeripeién reversa det RNA se llevard a
cabo con Smicrogramos de RNA, oligo-dT y el kit Omniscript de Qiagen. £ PCR en tiompo real se realizard utilizando ¢l
equipo 7300 real-time PCR de Applicd Biosystems y el kit SYBR-Green. Se construirdn curvas estindar del praducto de PCR
cuantificade y ¢n diferentes diluciones, asi como del contrel negativo. Los iniciadores {primers) especificos para ¢ada citocina
se discfian con el programa Primer-Express, las secuencias son las siguientes: : gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

(G3PDHY): 5-CATTGTGGAAGGGCYCATGA-Y, 5-GOAAGGCCATGCCAGTGAGC-Y; dxido nilrico sintetasa inducible: 5%

TAGCOAGAGCALGGTGGAANG-Y, $-CATTTYCGCTGTCTCOCCAA-3,  factar  de necrosis tisular alfa: 3



TGTGGCTTCGACCTCTACCTC-Y, S-GCCGAGAAAGGCTGCTTG-3% interferon 2ama: 5%
GGTGACATGAAAATCCTGCAG-Y, S-CCTCAAACTTGGCAATACTCATGA-3, interleucina 4: st
CGTCCTCACAGCAACGGAGA-3", 3~ GCAGCTTATCGATGAATCCAGG-3". Las condiciones del PCR son: desnaturafizacidn
inicial a 95°C por £S5 minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C pot 34 segundos. Las
cantidades especificas del RNA mensajero en cada muesira se determinarin de acuerde a la curva estindar del gen especifico
correspondicnte. E] ntmero de copias de RNAm de cada citocina se expresa en relacidn a un milldn de copias del gen
constitutive G3IFDHTodo el trabajo experimental ¢s realizado en conformidad con el comitd local de ética on experimentacidn
con animales, el cual se fundamenta cr el articule de la constitucion mexicana NOMD62-Z0O0-1999 sobre reglas de
produccion, cuidado y uso de animales de faboratorio. El proyecto ha sido revisado y aprobado por ¢f comité de investigacion
de animales de experimentacidn del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn "Salvador Zubirdn® con la clave PAT-
19-10-12-1. Lugar de Trabajo del Modelo ExperimentalInstituto Nacional de Cieacias Médicas y Nutricidn "Salvador
Zubirdn®, DF, México.Estﬁdios on pacientes (esta parte se realizara en la Universidad de Rosario Argentina)Grupos de
estudioEnferos. La muestra de pacientes serd scleccionada entre enfermos adulios (E8 a 60 aitos). Todos serdn pacientes con
scrologia negativa para HIV, y el diagndstico de TB se realizard sobre la base de criterios clinicos y radiolégicos sumado a fa
identificacidn de bacilos dcide-alcohol resistentes en los fluidos bioldgicos. Todas las niucstras se obtendrdn antes de la
iniciacion del tratamiicnto cspecifico. En todes los pacientes con TB se tendrd en cuenta el grado de compromiso, ef cual serd
clasificado segiin In extensién y tipe de kesion radiolédgica en: leve, pacientes con un anico 1ébulo involucrado sin cavidades
visibles; moderado, pacientes con compromiso unilateral de 2 o mds dbulos y las cavidades, de hallarse presentes, que no
exeedan un didmetro total de 4 em; avanzada o severa, enformedad bilateral con afectacidn masiva y cavidades maltiples. Con
¢l propésito de analizar potenciales factores de confusion sobre las variables de impacto se tomardn ¢a cuenta datos en relacidn
a edad y sexo como asi también a fos valores sanguineos de glucosa, uremia, proteinas totales, antecedentes de alcoholismo o
enfermedad pulmonar obstructiva crénica vinculada al tabaquismo. Todos los pacientes deberan halarse libres de compromiso
directo de la glindula suprarrenal por el bactlo twberculoso (fa Enfermedad de Addison ¢s muy poco frecuente en nuesiro
medio). La ficha clinica también recogerd informacidn acerca de otras variables vinculadas a fa TB como eritrosedimentacion,
sindrome de impregnacion bacilar, frecuencia cardiaca y respiratoria. También se contormara un cuestionario para conocer el
estado menstrual de las pacientes {o presencia de menopausia), ingesta de anti-conceptives. Controles. Este grupo se
compondrd de voluntarios sanos similares en sexo y edad, que no registren confactos coa pacientes TB, enfermedades
inmunoldgicas o trastornos endocrinoldgicos. En buena parte de los casos las muestras de sangre se obtienen de personal de
laboratozio. La incorporacidn de las personas se efectuard una vez que hayan otorgado su libre consentimiento a participar.
Tados ellos serdn previamente informados de los objetivos del estudio, el cual se ajustard a las normas éticas nacionales e
internacionales que regulan la investigacidn en seres humangs, La identidad de los participantes no  serd
revetada.Cuantificacidn  de citocinasiLos niveles de IFN-C, TNF-T, IL-6 se¢ determinarn en ¢l plasma por
enzimoinminognsayos comerciales (ELISA, R&D o Pharmingen).Cuantificacion de hormonas: Las concentraciones en plasma
de estradiol (E2), cartisol, DHEA, LH, FSH, progestcrona y testosterona se determinardn por enzimoimmuncensayos de
competicion comerciales (ELISA, DRG Systems, Alemania) siguiendo las recomendaciones def fabricante, Andlisis estadisticos:
El analisis estadistico se efectuward por medio del programa Stata Statistics Package, Se utilizara el métode de Kolmogorov-
Smirnov para analizar si las variables se distribuyen normalmente, en caso de no hacerlo se aplicardn las transformaciones
negesarias. Las variables categbricas se anatizardn por las pruebas de 72 o probabilidad exacta de Fisher, mientras que se¢
aplicara el andlisis de la variancia o la t de Student para fas mediciones cuantitativas, Asimismo se empleard ¢l modefo lineal
generalizado a efectos de determinar si los factores concurrentes ligados a la condicién c¢liniva de los enfermos intluyen sobre
tos diversos parimetros de interés. Dado las varfaciones de las hermonas sexuales (LH, FSH, estradiol y progesterona} ea
funcién de fa presencia o ausencia de menopausia, se pondra un especial énfasis al andlisis por separado de [a poblacion
femenina en funcion de este tfactor. Los estudios de asociacion entre los niveles circulantes de harmonas, citocinas y variables
-clinicas se efectuardin por medio de andlisis multivariado. Se utilizard el método de Kaplan y Meier para comparar las curvas de
sobrevida en los diferentes grupos de ratones y la prueba de los rungos logaritmicos. Se calculardn los coeficientes de

correlacion parciales. Ei significado estadistico serd P <0.035,



Metodolagia: Criterios de scleecion
(0) Comentarios

Criterios de sefeccidn del protocalo: NO APLICA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Beuneficio (s) del estudio
(0) Comentarios

Beneficia: NO APLICA, EL PROTGOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Tipo de beneficio:

Betodologia: Desenlace y variables
(0) Comentarios

Metodologfa de descentace y variables: iy AppiCA, EL PROTOCOLO ES EN ANTMALES DE EXPERIMENTACION.

Manejo de confidencialidad

(0) Comentarios

Acclones, estrategias y precauciones que no ApLiCcA, EL PROTOCOLO ES EN ANTMALES DE EXPERIMENTACIO.LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
seran tomadas para proteger la

confidencialidad de Ia informacién de  pACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA,

los pacientes.:

Pouderacion general de riesgos centra beneficios del estudio propuesto

(0) Comentarios

Panderaclén general de riesgos contra 3y ApLiCA, EL PROTOCOLO ES EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION. LA PARTE CLINICA (ESTUDIOS EN
beneficios del estudio propuesta:
PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

Riesgo ¢s) del estadio
(0) Comentarios

Maolestias generadas por el estudio:



Complicaciones del procedimiento:

Efectos adverses reportados de
medicamentos o sustancias utilizadas:

Métodos de seguridad para ¢l
diagndstico oportune y prevenclén de
tos riesgos:

Procedimientos a seguir para resolver
los riesgos en caso de que se presenten:

Otro tipo de riesgo:

Counscntimtento informado
{0) Comentarios

Hoja de informe al paciente:

Carta de consentimiento informado:

Declaracion de los investigadores

{0) Comentarios

Archivo CEI 84 Declaracidn de
investigadoves::

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

PACHENTES) SE REALIZARAEN LA UNIVERSIDAD-DE ROSARIO ARGENTINA.

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

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD PE ROSARIO ARGENTINA.

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

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA,

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

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.

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

PACIENTES) SE REALIZARA EN LA UNIVERSIDAD DE ROSARIO ARGENTINA.
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