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«La santé et la maladie ne sont pas deux différences fondamentalement différentes, 

comme le croyaient d'anciens médecins et certains praticiens. Ne les considérez pas 

comme des principes différents, des entités qui sont contestées auprès de l'organisme 

vivant et qui en font le théâtre de ses luttes. Ce sont des antiquités médicales. En réalité, il 

n'y a que des différences de degré entre ces deux manières d'être: exagération, 

disproportion, discordances des phénomènes normaux constituent l'état malade. Il 

n’existe aucun cas dans lequel la maladie a provoqué l’apparition de nouvelles conditions, 

un dépaysement complet, des produits nouveaux et spéciaux.” 

 
 
 

 

 

“La salud y la enfermedad no son dos modos que difieren esencialmente, como 

pudieron creerlo los médicos antiguos y como todavía lo creen algunos prácticos. 

No hay que considerarlas como principios distintos, entidades que se disputan al 

organismo vivo y que lo convierten en el teatro de sus luchas. Esas son antiguallas 

médicas. En la realidad, sólo existen diferencias de grado entre esas dos maneras 

de ser: la exageración, la desproporción, las desarmonías de los fenómenos 

normales constituyen el estado enfermizo. No existe ningún caso en el cual la 

enfermedad haya hecho que aparezcan condiciones nuevas, un cambio completo de 

escena, productos nuevos y especiales.” 

 

Leçons sour Le Chaleur Animale, 

Claude Bernard, 1876  
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1. Resumen 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crónica cuyo agente causal, 

el bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb), se aloja y replica dentro de las células 

del hospedero. La infección puede mantenerse por largos períodos de tiempo en 

estado de latencia sin causar síntomas; sin embargo, si los mecanismos de la 

inmunidad innata y celular, dirigidos a contener la infección son inadecuados, la 

respuesta inflamatoria crónica se torna patogénica, ocasionando como consecuencia 

daño al parénquima pulmonar por inmunopatología, situación conocida como 

tuberculosis pulmonar activa, en la que se generan granulomas caseificantes, 

alveolitis, neumonía y fibrosis. Por otra parte, durante la TB activa, la pérdida del 

control homeostático de diversos sistemas metabólicos, neuroendocrinos y 

hormonales del hospedero, interfieren a su vez en el desarrollo de una respuesta 

inmune eficiente y pueden determinar el curso de la infección. Existe evidencia 

previa de que durante el curso de la TB pulmonar activa, el metabolismo del agua y 

electrolitos se encuentra alterado, como consecuencia de la producción inapropiada 

de hormona antidiurética (arginina – vasopresina).  

La asociación causal de este hallazgo y sus consecuencias funcionales 

permanecen desconocidas, sin embargo, dados los efectos inmunomoduladores de 

la vasopresina, resulta de interés estudiar su posible contribución en la patogénesis 

de la TB. En esta tesis, se describen los resultados obtenidos a partir de la 

investigación realizada en un modelo murino de TB progresiva y en un modelo de 

infección en cultivos celulares de macrófagos para demostrar la participación del 

sistema vasopresinérgico en la inflamación crónica patológica (no resolutiva) que 

ocurre durante la tuberculosis pulmonar experimental. Además, se evaluó la posible 

contribución de la modulación farmacológica del sistema vasopresinérgico como 

parte del tratamiento de esta enfermedad. Finalmente, se realizan observaciones 

acerca del posible efecto de Vp sobre el metabolismo de Mtb. 
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is a chronic infectious disease whose causative 

agent, the bacillus Mycobacterium tuberculosis (Mtb), is lodged and 

replicates within the host cells. The infection can be maintained for long 

periods of latency without causing symptoms; However, if the mechanisms of 

innate and cellular immunity, aimed to containing the infection are 

inadequate, the chronic inflammatory response becomes pathogenic, 

resulting in damage to the lung parenchyma due to immunopathology, known 

as active pulmonary tuberculosis. In the later caseifying granulomas, 

alveolitis, pneumonia and fibrosis are generated. On the other hand, during 

active TB, the loss of homeostatic control of various host metabolic, 

neuroendocrine and hormonal systems, in turn interferes with the 

development of an efficient immune response and can determine the course 

of infection. There is previous evidence that, during active pulmonary TB, the 

metabolism of water and electrolytes is altered, presumably, as a result of the 

inappropriate secretion of antidiuretic hormone (arginine – vasopressin, Vp). 

 The causal association of this finding and its functional consequences 

remain unknown, however, given the immunomodulatory effects of 

vasopressin, it is of interest to study its possible contribution in the 

pathogenesis of TB. The results obtained here from the research carried out 

in a murine model of progressive TB and in a model of infection in 

macrophage cell cultures are described to demonstrate the involvement of the 

vasopressinergic system in chronic pathological (non-resolutive) 

inflammation during experimental pulmonary tuberculosis. In addition, the 

possible contribution of the pharmacological modulation of the 

vasopressinergic system as part of the treatment of this disease was evaluated. 

Finally, observations were made about the possible effect of Vp on the 

metabolism and biology of Mtb. 
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2. Introducción 

 

 

 
“Every stress leaves an indelible scar, and the organism pays for its survival after 

a stressful situation by becoming a little older”. 

Hans H. Selye 
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2.1 El Supersistema Neuroinmunoendocrino 

En mamíferos y otros organismos superiores, los sistemas nervioso e inmune 

han coevolucionado para percibir el mundo exterior a través de diversas 

adaptaciones específicas en sus células (i.e. fotorreceptores en la retina, 

mecanorreceptores en la dermis, o receptores de patrones moleculares asociados a 

patógenos en células epiteliales e inmunes). Estas adaptaciones han permitido que 

los organismos puedan discriminar entre diferentes tipos de estímulos y así, evitar y 

responder de manera regulada a posibles amenazas provenientes tanto del medio 

externo como del medio interno.  

Las primeras observaciones acerca de la regulación neuro - inmune fueron 

realizadas por el grupo de Pávlov a inicios del siglo XIX, quienes notaron que 

animales de experimentación con lesiones en el infundíbulo (región del piso del 

hipotálamo) desarrollaban algunos datos de inmunodeficiencia (revisado por Berczi, 

Quintanar-Stephano, & Kovacs, 2009).  

Años más tarde, en 1936 el profesor Hans Selye, en McGill, describió el 

llamado Síndrome General de Adaptación para referirse a la respuesta estereotipada 

e inespecífica de los organismos hacia posibles amenazas a la homeostasis, a las que 

llamo “noxious agents”. Selye hizo observaciones acerca del eje hipotálamo hipófisis 

adrenal (HPA axis) y su relación con este síndrome de adaptación, además de señalar 

que, existe un umbral en el que la fisiología puede llevarse hasta un punto de 

equilibrio cuando responde a estos agentes nocivos, como una reacción de defensa 

del huésped, a este proceso lo llamó respuesta de “stress”.  

Posteriormente, en la década de los años 50´s, los grupos de Szentivanyi, 

Luparello y Stain reforzaron estas observaciones al demostrar experimentalmente 

que las lesiones tuberales del hipotálamo inhiben el desarrollo del shock anafiláctico 

en animales inmunizados. 
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Posteriormente los grupos de Berczi y Kovacs, postularon la importancia de 

la glándula pituitaria y sus hormonas en la inmunidad innata y adaptativa, 

sugiriendo que mientras que la activación del eje HPA y la producción consecuente 

de glucocorticoides tienen un papel inhibitorio en las respuestas proliferativas de 

timocitos, hormonas como la prolactina (PRL) y la hormona del crecimiento (GH) 

estimulan la respuesta inmune adaptativa. Por otra parte, la secreción de histamina 

por células cebadas (mastocitos), además de las citocinas producidas por linfocitos 

en los sitios de inflamación, puede estimular vías ascendentes hasta el sistema 

nervioso central (SNC) que como consecuencia, activan el eje HPA. En conjunto, esta 

información permitió que denominaran a este circuito de interacciones el 

Supersistema Neuroinmune (Imagen 1), por la constante comunicación que existe 

entre los dos grandes sistemas de respuesta al entorno.  

Años más tarde, el creciente interés en este campo llevó a la observación de 

que las hormonas neurohipofisiarias oxitocina (Oxt) y vasopresina (Vp) poseen 

propiedades inmunomoduladoras y participan en diferentes fenómenos de la 

inflamación y las respuestas inmunes innatas y adaptativas. De esta forma, se 

concluye que estos dos sistemas se encuentran conectados constantemente a través 

de factores solubles entre los que se encuentran citocinas, hormonas, péptidos 

reguladores y neuropéptidos formando la llamada “red neuroinmunoendocrina” 

(RNIE, en adelante).  
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Imagen 1. El “Supersistema 

Neuroinmunoendocrino” 

Las interacciones entre las 

hormonas pituitarias y 

neurohipofisiarias así como 

diferentes péptidos reguladores 

interfieren con la actividad 

metabólica e inmunológica 

durante el stress y las respuestas 

inmunes; en el centro se observan 

células del sistema inmune innato 

(macrófago) y adaptativo 

(linfocito) interactuando entre 

ellas y comunicándose a la vez 

con el sistema nervioso a través 

de citocinas (CTK) y la respuesta 

del hipotálamo a través de 

hormonas y neuropéptidos. 

Tomado de Berczi, et al. New 

Insights of Neuroimmune 

Biology.  

 

Desde hace algunas décadas este concepto se ha ampliado más allá de la 

comprensión de la fisiología integrativa, y diversos grupos de investigación han 

comenzado a profundizar en los mecanismos a través de los cuales estas 

interacciones pueden volverse patogénicas, con la idea de que la disrupción del 

equilibrio entre los componentes individuales de la RNIE tiene consecuencias 

funcionales en los otros. Bajo esta conceptualización se han generado diversas 

observaciones acerca de la disrupción de estas interacciones durante las 

enfermedades inflamatorias agudas y crónicas, tanto de origen autoinmune (p. ej. 

artritis reumatoide), infeccioso (bacteriano, viral o parasitario) y neoplásico.  

Sin embargo, no queda claro si esta disrupción es resultado de la enfermedad 

o bien formó parte de su fisiopatología inicial. Resulta de particular interés 
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comprender cuáles son las causas y los efectos de estas alteraciones en la función 

neuroendocrina, pues esta aproximación podría resultar en una visión integrativa 

que permita solucionar problemas de salud que afecten a la población humana. En 

este sentido, las infecciones causadas por microorganismos persistentes (virales, 

bacterianos o protozoarios) son ejemplos de cómo estas interacciones pueden 

volverse aberrantes. Entre ellas, la tuberculosis pulmonar, una de las enfermedades 

más frecuentes en el mundo ha sido relacionada en años recientes con la disfunción 

no sólo en la función inmune, sino también en la respuesta metabólica y 

neuroendocrina del huésped. 

En los siguientes capítulos se recopila la evidencia que sustenta la 

participación del sistema neuroendocrino y de neuropéptidos en la fisiopatología de 

la TB, con énfasis en la participación de Vp y su papel patogénico en la progresión de 

esta enfermedad. Además, se enfatiza en cómo posiblemente,  durante las respuestas 

neuroendocrinas de adaptación al estrés causadas como consecuencia a una 

infección crónica e intensa como la Tb, los mecanismos destinados a mantener la 

homeostasis pueden volverse exagerados y disfuncionales, ocasionando 

enfermedad. Además, se explora un nuevo campo pues como se ha propuesto antes, 

nuestros resultados apoyan la hipótesis de que los microorganismos altamente 

evolucionados pueden extender su fenotipo (Arundhati, Dass, Vyas, & Vyas, 2014; 

Hoover et al., 2011; Lambrechts, Fellous, & Koella, 2006), utilizando los recursos 

fisiológicos del hospedero a su favor. 
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3. Marco Teórico 

 

 

 

 

 

“From my numerous observations, I conclude that these tubercle bacilli 
occur in all tuberculous disorders, and that they are distinguishable from all 

other microorganisms”. 

-Robert Koch- 

https://www.azquotes.com/quote/584822
https://www.azquotes.com/quote/584822
https://www.azquotes.com/quote/584822
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3.1 Tuberculosis: conceptos generales 

La TB es una enfermedad infecciosa crónica causada por el patógeno 

intracelular Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Mtb es un bacilo prototipo de la 

familia Mycobacteriaceae que se ha expandido en la población humana como ningún 

otro microorganismo bacteriano. El éxito de este patógeno se debe, en parte, a su 

extraordinaria capacidad de adaptarse y evadir los cambios en el microambiente 

intracelular a los que se enfrenta dentro de las células del huésped (particularmente 

macrófagos con gran capacidad bactericida) durante las diferentes etapas del curso 

de la infección. Estos cambios incluyen la deprivación de nutrientes, hipoxia y 

diferentes condiciones exógenas relacionadas con el microambiente fago - lisosomal 

(Cook et al., 2009; Velayati et al., 2016). El éxito de Mtb se debe, en parte, a la 

capacidad de modificar y dirigir la maquinaria celular y tisular a su favor.    

La TB es una de las enfermedades más antiguas y relevantes conocidas por el 

hombre moderno (Daniel, 2006). Estudios comparativos entre el genoma completo 

de Mtb y la diversidad del haplotipos en el genoma humano sugieren que el origen 

de esta enfermedad en el humano inició con la transición demográfica del neolítico 

hace aproximadamente 70,000 años y que la presencia constante de este bacilo en 

H. sapiens ha seguido prácticamente toda la diversificación poblacional y la 

distribución del humano en la tierra (Comas et al., 2013). Esto pone en evidencia e 

incita a la elucubración de que, posiblemente, la prolongada coevolución de este 

microorganismo con nuestra especie ha permitido que las interacciones entre ambos 

sean sumamente complejas.  

Sin embargo, a medida que la población ha aumentado, la incidencia y 

prevalencia de este microorganismo lo han hecho también. Actualmente, se 

considera uno de los problemas de salud pública más importantes a nivel mundial, 

ya que se calcula que afecta a un tercio de la población mundial. Se estima que cada 

año se infectan alrededor de 10 millones de personas y en el último reporte de la 

organización mundial de la salud (OMS) se calcula que un estimado de 1.3 millones 
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de personas (rango de 1.2 – 1.4 millones) murieron de TB entre las personas VIH – 

negativas, y aproximadamente 300 000 muertes por muertes por TB se asociaron a 

la coinfección por VIH. La TB es la décima causa de muerte en el mundo y desde 

2011 ha sido la principal causa de muerte por un agente infeccioso único, por encima 

del VIH (WHO, 2018).  

Los estimados de mortalidad por TB (tasa por cada 100 000 habitantes) han 

mostrado que el número de muertes en personas sin coinfección por VIH es de 

alrededor de 17. Según el Centro Nacional de Centros Preventivos y Control de 

enfermedades, en México, la tasa de mortalidad de la tuberculosis pulmonar es 

similar a la del promedio mundial, oscilando alrededor de 1.7 por cada 100 000 

habitantes (CENAPRECE, 2015). 

Existen países de alta incidencia de TB. La mayoría de los casos de esta 

enfermedad se concentran en países asiáticos y del África (por ejemplo: Angola, 

Etiopía, Bangladesh, China, India, Pakistán, Brasil, Rusia, entre otros) los cuales 

además son en los que la tasa de mortalidad por TB es la más alta.  

Resulta de interés para el actual tema de investigación, que los países pobres, 

con hambrunas o que han atravesado por períodos de guerra, son también en los que 

se encuentran la mayor cantidad de casos incidentes y de muerte por tuberculosis 

(Barr & Menzies, 1994; Lönnroth, Jaramillo, Williams, Dye, & Raviglione, 2009), 

denotando la importante asociación entre los problemas sociales, la desnutrición y 

el estrés crónico, como factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad. 
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3.1.1. Historia natural  

Mtb es transmitida a través de la inhalación de gotas de saliva de 1 a 5 μm de 

diámetro (flügge) generadas cuando una persona con TB pulmonar o laríngea tose, 

estornuda o habla cargadas con Mtb. Dependiendo de las condiciones del ambiente, 

estas gotas pueden quedar suspendidas en el aire por algunas horas. Mtb es 

transmitida por el aire y se calcula que la cantidad de bacilos para que se establezca 

la infección es sumamente baja (entre 1 y 5 bacilos son suficientes). Cuando un 

huésped (inmunocompetente) tiene contacto con el bacilo, pueden suceder tres 

escenarios: En el primero, el bacilo no puede establecer infección. Esto ocurre en la 

gran mayoría de los casos (90%) en los que un individuo tiene contacto con Mtb.  

En el segundo, el bacilo se aloja en estado silente dentro de las células del 

hospedero sin causar enfermedad aparente. En este caso, el sistema inmune es 

incapaz de eliminar a Mtb el cual entra en un estado de dormancia que le permite 

evitar ser reconocido por el sistema inmune del hospedero por largos períodos de 

tiempo. A este estado se le conoce como Tuberculosis  latente y ocurre en el 95% de 

los casos de los sujetos en los que se establece la infección (Tufariello, Chan, & Flynn, 

2003). Un estimado de 2 billones de personas (alrededor de un tercio de la población 

mundial) está infectada de manera latente por Mtb.  En estado latente, Mtb puede 

permanecer dentro de  diferentes tipos celulares dentro y fuera del aparato 

respiratorio, como determinó Barrios y cols., encontrando DNA de genes de 

Mycobacterium en tejido adiposo, células endoteliales y glándulas endocrinas como 

la suprarrenal, denotando la importancia de la interacción hospedero – patógeno en 

el desarrollo de la infección (Barrios-Payán et al., 2012; Neyrolles et al., 2006). 

El tercero comprende el escenario en el que este equilibrio entre el huésped y 

patógeno se rompen. La probabilidad anual de desarrollar tuberculosis activa con 

manifestaciones clínicas es muy baja, con un estimado de riesgo del 10% a lo largo 

de la vida. los mecanismos de control de la infección del huésped se combinan con 

cambios en la fisiología de Mycobacterium que le permiten proliferar y diseminarse 
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en los tejidos del hospedero; esta forma se conoce como Tuberculosis pulmonar 

activa. La Tb activa es la forma menos frecuente de presentación nosológica (solo 

ocurre en el 5 al 10% de los sujetos con primoinfección); sin embargo, constituye la 

primera causa de muerte de origen infeccioso en el mundo, significando la muerte 

de aproximadamente 1.5 millones de personas cada año.  

Debe considerarse que, del total de casos de tuberculosis latente, alrededor 

del 5% de estos sujetos desarrollarán TB pulmonar activa durante el curso de su vida. 

Diversas comorbilidades acompañadas de disfunción inmune como la coinfección 

por VIH y la Diabetes mellitus, representan claros ejemplos del incremento de 

susceptibilidad al desarrollo de TB activa, mientras que otros, como la desnutrición, 

la pobreza, el hacinamiento y el estrés cognitivo crónico (como ocurre durante las 

guerras), parecen influenciar de manera indirecta la susceptibilidad al desarrollo de 

esta enfermedad. Por otra parte, la edad, el sexo (exposición a hormonas sexuales, 

por ejemplo, durante la pubertad) y el envejecimiento ejercen un papel importante 

en la protección o la susceptibilidad a la infección activa. También se ha determinado 

que existen mutaciones alélicas relacionadas con la expresión de citocinas que 

resultan causales para el desarrollo de la TB(Casanova & Abel, 2013). 

A pesar de que los mecanismos de inmunidad que resultan protectores en la 

infección por Mtb son más o menos bien comprendidos, las causas que llevan a que 

estos mismos mecanismos se vuelvan patogénicos apenas están siendo estudiados. 

Sin embargo, Mtb ha desarrollado diferentes vías de supervivencia en el hospedero 

humano que le permiten permanecer en estados clínicamente latentes que 

permanecen sin definirse (ni comprenderse) por completo.  
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3.1.2 TB pulmonar activa: patogénesis  

Una vez que los bacilos inhalados alcanzan las regiones más profundas del 

sistema respiratorio, estos son fagocitados, predominantemente por macrófagos en 

las luces alveolares. Estos macrófagos tienen toda la maquinaria necesaria para 

fagocitar y eliminar bacilos, principalmente a través de la activación del 

fagolisosoma; sin embargo, son también un nicho y vía de entrada y diseminación de 

bacilos (Cohen et al., 2018). Las células dendríticas localizadas en el intersticio, 

próximas a los espacios alveolares también fagocitan bacilos y procesan sus 

antígenos para presentarlos posteriormente a linfocitos en ganglios linfáticos 

regionales e  iniciar así respuestas adaptativas, principalmente mediadas por la 

inmunidad celular (Guirado, Schlesinger, & Kaplan, 2013).  

La interacción inicial entre Mtb y el sistema inmune del hospedero parece ser 

mediado a través del reconocimiento de Mtb por receptores de reconocimiento de 

patrones (PRR) presentes en células inmunes. El reconocimiento por macrófagos y 

células dendríticas de los componentes bioquímicos de la pared de Mtb parecen ser 

percibidos también por receptores de Manosa, receptores del complemento, 

Receptores tipo Scavenger y el receptor DC-SIGN, este último, presente en células 

dendríticas (Garcia-Aguilar, Espinosa-Cueto, Magallanes-Puebla, & Mancilla, 2016; 

Hossain & Norazmi, 2013; Lv et al., 2017).  

La fagocitosis es uno de los fenómenos más importante para el control de la 

infección. Esta es desencadenada a través de diferentes mecanismos entre los que se 

encuentran el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMPS) como el receptor tipo Toll-4 (TLR 4). La activación de este último provoca 

la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), necesarias para la eliminación 

de bacilos (Lv et al., 2017). Por otra parte, a través de la vía MyD-88, TLR-4 induce 

la translocación de NF-kB al núcleo, lo que desencadena la síntesis de citocinas que 

además de activar vías necesarias para la respuesta Th1 como el IFNγ, inducen 
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migración de macrófagos y células dendríticas al parénquima pulmonar (Cambier et 

al., 2014; Salgame, 2005). La producción de IL-1β es uno de los mecanismos 

fundamentales de control del crecimiento intracelular de Mtb, Interesantemente, 

existe evidencia de que Mtb puede dirigir estos mecanismos a su favor, evitando su 

eliminación (López et al., 2003; Master et al., 2008). Al ser fagocitada, Mtb se 

localiza dentro de fagosomas en el citoplasma, un fenómeno que es seguido por la 

fusión de lisosomas que contienen enzimas y sustancias microbicidas. La formación 

de fagolisosomas es trascendental para la eliminación de Mtb, sin embargo, ésta ha 

desarrollado diferentes estrategias para evadir este mecanismo, por ejemplo, salir 

del fagosoma y mantenerse en el ambiente del citoplasma (van der Wel et al., 2007), 

o bien, evitando la fusión del fagosoma con el lisosoma. 

3.1.2.1 Inmunidad Innata 

Como se mencionó anteriormente, los macrófagos son trascendentales para 

el control de la infección, y la defensa contra Mtb, fagocitando y eliminando bacilos 

(Liu & Modlin, 2008). De particular importancia son los macrófagos alveolares, pues 

son los primeros en estar en contacto con Mtb. Estos macrófagos infectados, 

producen citocinas tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFα) cuya 

actividad local (autocrina y paracrina) desencadena una respuesta inflamatoria 

local, aumentando la expresión de adhesinas y quimiocinas necesarias para la 

migración de células (monocitos) circulantes al sitio de infección (Salgame, 2005).  

Los macrófagos sintetizan y secretan factor inhibidor de la migración de los 

macrófagos (MIF), que de manera autocrina induce la eliminación de bacilos además 

de activar linfocitos y promover el inicio de la respuesta inmune adaptativa (Das et 

al., 2013; Oddo, Calandra, Bucala, Meylan, & Meylan, 2005). 

Las células dendríticas, localizadas en el intersticio, captan antígenos y 

bacterias localizadas en la luz alveolar contigua (Wolf et al., 2008b). Estos antígenos 

son procesados y llevados hasta los ganglios linfáticos regionales y posteriormente 

son presentados a células T y a través de moléculas de coestimulación la DC induce 
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la activación de los linfocitos T naïve (Balkhi, Latchumanan, Singh, & Sharma, 

2004). En el humano y en modelos murinos se ha calculado que este fenómeno tiene 

una duración de 3 a 7 días (Imagen 2), tras los cuales se considera que se activa la 

inmunidad adaptativa (Wolf et al., 2008a). Mtb ha desarrollado mecanismos para 

evadir estos fenómenos, por ejemplo, retrasando la  llegada de células dendríticas a 

los ganglios linfáticos y evitando la presentación antigénica de manera eficiente lo 

que evita la activación de células T, retrasando la respuesta protectora contra el 

bacilo (Espinosa-Cueto, Magallanes-Puebla, Castellanos, & Mancilla, 2017; García-

Romo et al., 2004).  En esta etapa se forma el llamado “granuloma incipiente” en el 

cual se mantiene el equilibrio de eliminación de bacterias. 

Por otro lado, las quimiocinas y citocinas (por ejemplo, interferón) 

producidas por macrófagos y neumocitos sirven como quimioatrayentes para otras 

células mieloides, como los neutrófilos(Wong & Jacobs, 2013) . Estas células, 

ignoradas por mucho tiempo en la fisiopatología de la Tb han surgido en años 

recientes como importantes en la respuesta bactericida contra el bacilo, ya que en 

sus gránulos contienen péptidos antimicrobianos y cathelicidinas, además de 

producir especies reactivas de oxígeno que promueven la eliminación de 

micobacterias (Yang et al., 2012). 

3.1.2.2 Inmunidad Adaptativa 

Una vez activada la inmunidad adaptativa linfocitos T CD4++ y CD8++ se 

dirigen al pulmón infectado y por estímulos quimiotácticos alcanzan los sitios de 

inflamación, en donde se encuentran grupos de macrófagos infectados por 

micobacterias que son además incapaces de eliminarlas (Hernández-Pando et al., 

1996). Estos linfocitos producen inicialmente citocinas consideradas del fenotipo 

Th1 como IL-2, IL-12 e interferón gamma (IFN-γ) las cuales tienen como función 

aumentar la capacidad fagocítica y de eliminación de bacilos por los macrófagos 

(Hernández-Pando et al., 1996; Salgame, 2005). Además de estos mecanismos 

clásicamente propuestos, existen otras subclases de linfocitos con gran importancia 
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en la respuesta inmune hacia Mtb, por ejemplo, las células Th17. Estas promueven 

protección a través de aumentar la expresión de moléculas quimioatrayentes como 

CXCL-8/IL-8 y G-CSF, las cuales promueven quimiotaxis de células inmunes y 

producción de péptidos antimicrobianos, necesarios para el control de la infección 

durante las etapas tempranas, sin embargo, en la fase crónica de la enfermedad la 

activación de este eje (IL-17) parece tener efectos deletéreos sobre el control de la 

infección, promoviendo diseminación mediada por neutrófilos  (Shen & Chen, 2018; 

Umemura et al., 2016). 

Las células T citotóxicas (CD8++) provocan apoptosis de células infectadas 

como mecanismo antimicrobiano (Green, DiFazio, & Flynn, 2013; Ríos-Barrera et 

al., 2006). Este ambiente local de citocinas induce una respuesta de 

hipersensibilidad retardada en la cual se forman estructuras esféricas de macrófagos 

rodeados por linfocitos T y fibroblastos conocidas como granulomas, las cuales son 

el sello histopatológico de la enfermedad y en los cuales existe un microambiente 

local finamente regulado de producción de citocinas y de expresión de fenotipos de 

células inmunes que determinan si esta estructura genera protección, o bien, si 

forma parte del proceso patogénico que termina permitiendo la proliferación y 

diseminación de bacilos (Dorhoi, Reece, & Kaufmann, 2011; Saunders & Britton, 

2007). Además de estas células, también se ha descrito que linfocitos B y neutrófilos 

pueden encontrarse formando parte de esta estructura, la cual es dinámica y pueden 

acceder y salir células constantemente (Kozakiewicz, Phuah, Flynn, & Chan, 2013).  

En el humano y algunos modelos experimentales, el granuloma se caracteriza 

por presentar un centro necrótico, conocido como necrosis caseosa, en el cual se 

encuentran detritos celulares de macrófagos y una gran cantidad de lípidos, que 

sirven como fuente de carbón para las micobacterias que se encuentran también en 

este sitio de necrosis (Saunders & Britton, 2007; Tsai et al., 2006).  
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Imagen 2. Respuesta de la inmunidad celular a M. tuberculosis Tras la infección 

por aerosoles que contienen micobacterias, los macrófagos alveolares residentes (A), las 

células dendríticas (DC) y los neutrófilos pueden resultar infectados, llevando a la 

producción y secreción de péptidos antimicrobianos, citocinas y quimiocinas. El balance de 

moléculas inflamatorias derivadas de lípidos de membrana como la prostaglandina (PGE2) 

y los tromboxanos en los macrófagos determina si estos entran en apoptosis o mueren por 

necrosis. Los cuerpos apoptóticos y antígenos de Mtb pueden ser captados por las DC y 

llevados hacia los ganglios linfáticos regionales por quimiotaxis inducida por quimiocinas, 

en donde presentan estos antígenos a células T vírgenes (T naïve) y las diferencia a T 

cooperadoras tipo 1, productoras de IFN, con efectos microbicidas. Tomado de (O’Garra, A 

Redford, 2013). 
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3.1.3 Granuloma: estructura de contención e 

inmunopatología 

La progresión de la tuberculosis, del estado latente (subclínico) a la 

enfermedad activa, que culmina con la transmisión del bacilo, es determinada 

localmente a nivel del granuloma (O’Garra, A Redford, 2013).  

El granuloma es la consecuencia anatomopatológica de la interacción entre el 

bacilo y las células del huésped en el sitio de infección. Desde la descripción del foco 

de Ghon hace 100 años, la estructura y los parámetros morfológicos del granuloma 

han sido extensamente estudiados (Ehlers & Schaible, 2012). Morfológicamente es 

caracterizado por ser una estructura conformada por un centro de macrófagos 

infectados, rodeados por una gran cantidad de linfocitos, neutrófilos y fibroblastos, 

que remodelan la matriz extracelular del parénquima pulmonar y forman 

estructuras de “contención” (C. da Costa, Walker, & Bonavia, 2015; Dheda et al., 

2005).   El perfil local de citocinas, sus receptores y factores de crecimiento se asocia 

inexorablemente al estado de contención y/o protección que confieren, de tal forma 

que pueden en un mismo pulmón infectado diferentes estadios del mismo 

(Ramakrishnan, 2012; Saunders & Britton, 2007): desde granulomas de contención 

en los cuales se produce una gran cantidad de IL-2, IL-1B, TNFα e IFN-γ en el que el 

balance de citocinas está orientado hacia el fenotipo Th1 (protector) hasta los 

granulomas en los cuales se produce una gran cantidad de factor transformante del 

crecimiento beta (TGFβ), y un desbalance entre la respuesta Th1/Th2 que orienta el 

ambiente local hacia un perfil antiinflamatorio con una gran cantidad de células T 

productoras de IL-4 e IL-10 y finalmente una intensa producción de la citocina TGF-

β, la cual ejerce potentes efectos inmunosupresores y de remodelación tisular 

(Hernández-Pando et al., 2006, 1996). Como consecuencia, la generación de células 

T reguladoras inducibles en el pulmón (Treg), en conjunto con las citocinas 

mencionadas anteriormente causan un ambiente local en el cual los macrófagos se 

vuelven incapaces de eliminar al bacilo y por lo tanto la proliferación bacteriana 
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aumenta, además de inducir mayor fibrosis y daño al parénquima pulmonar (García 

Jacobo et al., 2014).  

Cuando la respuesta tisular a Mtb es sobrepasada, dado el número creciente 

de bacilos dentro del granuloma, finalmente, este microambiente en el parénquima 

pulmonar parece tornar la respuesta protectora de los macrófagos, provocando la 

acumulación de cuerpos lipídicos debido a una pérdida de balance entre la entrada 

y salida de partículas lipoproteicas de baja densidad (LDL). Esta situación se ha 

asociado con la presencia de células espumosas en diferentes enfermedades 

inflamatorias crónicas, incluida la Tb (Genoula et al., 2018). Estas células, 

presumiblemente derivadas de macrófagos o células dendríticas que son expuestas 

a altas concentraciones de citocinas antiinflamatorias (Ordway, Henao-Tamayo, 

Orme, & Gonzalez-Juarrero, 2005). Estas células contienen en su citoplasma una 

gran cantidad de micobacterias y actúan como nichos de las mismas, esto en parte 

debido a que almacenan y sintetizan de novo una gran cantidad de lípidos 

(triacilgliceroles), que resultan reservorios cruciales como fuente de carbono para la 

supervivencia de la micobacteria (Russell, Cardona, Kim, Allain, & Altare, 2009). 

Resulta interesante que, al establecerse la infección, Mtb altera la maquinaria celular 

de los macrófagos dirigiendo la vía de la glucólisis hacia la síntesis de cuerpos 

cetónicos, lo que lleva a la perturbación de la homeostasis lipídica en el interior del 

macrófago, generando la formación de cuerpos lipídicos. 

Finalmente, las células espumosas pierden su facultad de eliminar bacilos y 

parecen ser una fuente importante de citocinas inmunosupresoras (por ejemplo, IL-

10), lo que los vuelve un “caballo de troya” para micobacterias activas (Singh et al., 

2012).  
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3.2 Interacciones neuroinmunoendocrinas adversas 

durante el curso de la TB pulmonar 

Desde hace algunas décadas, numerosas investigaciones han mostrado la 

importancia del SNIE en la fisiopatología de diversas enfermedades inflamatorias 

pues la inflamación se encuentra ligada y es regulada por las hormonas y 

neuropéptidos que, si son producen de manera inapropiada, parecen provocar 

importantes efectos negativos en la resolución de la respuesta inflamatoria, 

generando lo que se conoce como inflamación no resolutiva (Eskandari, Webster, & 

Sternberg, 2003a), en la cual no se logra eliminar la causa del daño tisular y por el 

contrario la propia inflamación se vuelve causante de enfermedad 

(inmunopatología). En años recientes, se ha demostrado que la producción de 

neuropéptidos y hormonas se encuentra alterada durante la inflamación no 

resolutiva y cómo esta producción inadecuada puede determinar la dirección de la 

respuesta inmune (Goncharova, Marenin, & Oganyan, 2015). La tuberculosis no es 

la excepción. 

 Desde etapas tempranas de la infección, junto con la respuesta de fase aguda, 

se producen una gran cantidad de esteroides suprarrenales, sobre todo, cortisol 

(Oscar Bottasso, 2018). Además, se ha demostrado que la producción de hormonas 

pituitarias como la hormona del crecimiento (GH, Growth hormone) y la prolactina 

se encuentran anormalmente elevadas, sin embargo, la expresión de sus receptores 

es anormalmente baja, lo que ha sugerido que existe una especie de “resistencia” al 

efecto de estas hormonas (O. Bottasso, Bay, Besedovsky, & Del Rey, 2007). Es 

importante mencionar que estas dos hormonas son estructuralmente similares a 

citocinas de tipo 1 como la IL-2, además, sus efectos son similares a ella ya que 

inducen activación de linfocitos, macrófagos y amplifican la respuesta de 

cooperadora tipo Th1 (Shelly, Boaz, & Orbach, 2012). La aparente resistencia a estas 

hormonas parece evitar su papel protector; sin embargo, no ha sido explicado si esto 

es consecuencia de la inflamación o provocado directamente por Mtb. 
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Las glándulas suprarrenales se ven afectadas también durante el curso de esta 

enfermedad. La producción de cortisol en individuos infectados es sostenida y pierde 

la variación circadiana. Curiosamente, como se ha demostrado de manera 

experimental, los ratones cursando tuberculosis pulmonar progresiva presentan 

hipertrofia de la corteza adrenal, coincidiendo con la elevación sérica de cortisona, 

el principal glucocorticoide producido en murinos (Hernandez‐Pando et al., 1995). 

Resulta importante este fenómeno por el hecho bien conocido de que la elevación 

del cortisol, promueve el “shift” del estado de respuesta de linfocitos T de un perfil 

Th1 hacia Th2, además de inhibir la actividad de otras células como macrófagos, 

neutrófilos y células NK (Cain & Cidlowski, 2017). Interesantemente, aun cuando la 

afectación a órganos extrapulmonares durante la Tb pulmonar activa, como el riñón 

y la glándula suprarrenal es frecuente, Bini y cols. mostraron que en la corteza 

adrenal existen células que, durante la infección pulmonar son intensamente 

inmunopositivas para las citocinas IL-1β y TNFα, sugiriendo que durante la 

enfermedad, la producción de citocinas de manera sistémica y a nivel local es un 

inductor importante de la producción y síntesis de hormonas corticosuprarrenales, 

sugiriendo que existe una especie de “autonomía” por parte de esta glándula, 

independiente de la activación inducida por el hipotálamo durante la enfermedad 

(resultados no publicados).   

      Además del cortisol, en la corteza adrenal se sintetizan otras hormonas como los 

mineralocorticoides (aldosterona) y andrógenos. Resulta de interés que estos 

últimos también contribuyan a la susceptibilidad y la inmunopatología de la 

enfermedad ya que como se ha demostrado, la incidencia de tuberculosis pulmonar 

activa es mayor en hombres que en mujeres en relación 2:1 (Santucci et al., 2011) un 

dato que además se ha demostrado en el modelo experimental de este laboratorio, 

ya que los ratones hembra infectados no desarrollan tuberculosis en la misma 

intensidad que los machos, aún más si a estos se les realiza orquiectomía, muestran 

protección ante la infección, sugiriendo que en parte, son los andrógenos los 

responsables de estas particularidades (Bini et al., 2014).  
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En la corteza suprarrenal se producen además andrógenos débiles como la 

dehidroepiandrosterona (DHEA), la cual ha mostrado ejercer efectos antagónicos a 

los del cortisol.  De manera concordante, se ha demostrado que la DHEA, cuyos 

efectos estimulan la inmunidad celular e innata al evitar la acción de los 

glucocorticoides (se desconoce el mecanismo de este fenómeno), se encuentra 

anormalmente baja en pacientes con TB activa, y además, cultivos de células 

adrenales tratadas con TGF-β disminuyen la producción de esta hormona 

(Bongiovanni et al., 2015; O. Bottasso et al., 2007), señalando que las citocinas 

producidas en el pulmón durante las fases avanzadas de la infección favorecen un 

estado hormonal que ralentiza la actividad inmune permitiendo la progresión de la 

enfermedad.    

     3.2.1 Trastornos en el metabolismo del agua 

durante la TB pulmonar 

El pulmón puede ser una fuente de síntesis de una gran diversidad de péptidos 

y hormonas en diferentes condiciones patogénicas, que puede ser manifestado como 

síndromes de producción ectópica de hormonas y sustancias biológicamente activas 

con actividad hormonal (Said, 1974). Es generalmente aceptado que, durante la 

inflamación pulmonar, independiente de su origen la secreción inapropiada de 

hormona antidiurética (SIADH) es una de las posibles causas de hiponatremia que 

acompaña a los procesos inflamatorios de este órgano (Vincent & Su, 2008).  

Además de los trastornos endocrinos y hormonales mencionados 

anteriormente durante la tuberculosis pulmonar, desde hace más de 90 años, 

numerosas investigaciones y reportes clínicos han descrito alteraciones en el 

metabolismo del agua en individuos con TB pulmonar activa. 

La disminución en la concentración de sodio asociada a la tuberculosis 

pulmonar fue reconocida desde la década de los 30, cuando Wrinckler y Crankshaw 

describieron un síndrome de pérdida de sal que no era debida a alteraciones renales 

ni adrenales, en sujetos cursando con Tb pulmonar (Winkler & Crankshaw, 1938).  
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Existe evidencia de que durante la Tb activa, estos trastornos son producidos 

por la producción excesiva o inapropiada de hormona antidiurética (Hill, Uribarri, 

Mann, & Berl, 1990); además, datos clínicos y experimentales han sugerido 

fuertemente que durante esta enfermedad la fuente de vasopresina se encuentra 

fuera del hipotálamo, en el pulmón pues como H. Vorherr describió que existe un 

“principio antidiurético” con las mismas propiedades antidiuréticas que la 

vasopresina en el pulmón de un individuo que murió por Tb pulmonar activa 

(Vorherr, Massry, Fallet, Kaplan, & Kleeman, 1970); sin embargo, la confirmación 

de estos datos así como la posible contribución de esta hormona en la patogénesis de 

la Tb había permanecido desconocida. 

3.3 El sistema vasopresinérgico (SVp) 

Los sistemas de péptidos reguladores se encuentran ampliamente 

distribuidos en los organismos y sus blancos celulares (mediados a través de 

receptores pertenecientes a la superfamilia de GPCR) son tremendamente diversos, 

encontrándose distribuidos en prácticamente cualquier órgano y tejido del 

organismo.  

Entre estos se encuentra el sistema vasopresinérgico, conformado por el 

ligando Vp y al menos tres tipos de receptores de siete dominios transmembranales: 

los receptores V1a, V1b y V2. En general, el SVp participa en la regulación de 

diferentes sistemas biológicos: en el SNC ejerce efectos neuromoduladores, mientras 

que, en la periferia, está involucrado en respuestas inespecíficas como el control del 

ciclo celular, la apoptosis, la regeneración tisular y la diferenciación de células madre 

derivadas de la mesénquima, como adipocitos, células musculares y fibroblastos. Por 

otro lado, el SVp ejerce funciones específicas en algunos órganos: en los túbulos 

colectores del riñón, regula la translocación de las acuaporinas a la membrana 

basocelular de las células epiteliales controlando de esta manera el flujo de agua e 

iones hacia el intersticio medular renal. Este mismo efecto puede encontrarse en 

otros órganos epiteliales como el pulmón, en donde parece participar en la 
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regulación la expresión de aquaporinas y de factor surfactante en el epitelio 

respiratorio y los neumocitos (Brown & Chen, 1990; Rabolli et al., 2014). 

 Estas observaciones ejemplifican como este sistema se encuentra 

ampliamente distribuido y participa, coherentemente, modulando la respuesta de 

stress junto con otros péptidos reguladores pertenecientes a esta superfamilia. Por 

otro lado, resulta interesante que muchos de estos mecanismos, dirigidos a 

mantener los estados de homeostasis se encuentran disregulados en enfermedades 

en las que la inflamación crónica o la pérdida de homeostasis tisular son un factor 

común, por ejemplo, el cáncer, la fibrosis hepática y renal (Forti & Armelin, 2007; 

Heasley, 2001), así como algunas enfermedades de origen inmunológico como la 

autoinmunidad: en los pacientes con artritis reumatoide existe una sobreactivación 

de este sistema y Vp parece ser el mediador de la respuesta de stress en esta 

enfermedad; además de estar involucrada en la fisiopatología del Lupus eritematoso 

sistémico (Chowdrey, Lightman, Harbuz, Larsen, & Jessop, 1994; Il Shin et al., 

2016). Esta evidencia experimental sugiere que el SVp puede tener, en dado caso, 

una naturaleza pleiotrópica, ya que aun cuando fisiológicamente está dirigido a 

mantener la homeostasis, puede ser también causante de enfermedad y desbalance 

tisular.  

3.3.1 Vasopresina 

La arginina-vasopresina (Avp), también conocida como hormona 

antidiurética (ADH) o simplemente vasopresina (Vp), fue caracterizada por Oliver y 

Shäefer en 1985. Vp es una hormona pequeña (oligopéptido) constituido por nueve 
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aminoácidos (NH2-Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-COOH) entre los cuales 

se encuentra un residuo de arginina que lo distingue de su homólogo Oxitocina, y 

dos residuos de cisteína entre los que se forma un enlace disulfuro que le confiere su 

estructura cíclica (Imagen 3). 

 

Imagen 3. Estructura y secuencia del nonapéptido Arginina-Vasopresina (NH2-Cys-Tyr-Phe-

Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-COOH) 

El gen de que codifica para Vp se localiza en el cromosoma 2 en el humano y 

20 en el ratón y está conformado por dos intrones y tres exones, que transcriben para 

una pre-prohormona de 164 aminoácidos (Pre-provasopresina) que es procesada 

pos-traduccionalmente en el aparato de Golgi, por endoproteasas que escinden al 

prepropéptido en los siguientes segmentos moleculares: 

 1) Un péptido acarreador necesario para el adecuado plegamiento de la 

hormona madura, llamado Neurofisina II; 2) el nonapéptido con forma de anillo 

vasopresina; 3) un péptido C-terminal de 39 aminoácidos sin funciones fisiológicas 

conocidas llamado Copeptina; y 4) un glucopéptido señal. Estos compuestos son 

empaquetados en vesículas de núcleo denso (LDCV, Large and Dense Core Vesicles), 

en las que son almacenados de manera independiente. Se cree que la Neurofisina II 

participa en el plegamiento adecuado de Vp dentro de las vesículas. En las terminales 

axonales de las neuronas magnocelulares encontradas en la neurohipófisis hay 

alrededor de 1.47x1010 vesículas (LDCV) y cada vesícula contiene cerca de 85,000 

moléculas de Vp (Leng & Ludwig, 2008). 

El gen de la vasopresina se encuentra separado del de su homólogo oxitocina 

por una porción intergénica de alrededor de 200 Kpb y los genes de estas dos 

hormonas traducen en sentido opuesto; de hecho, se cree que OT surgió de un 

antecesor común (vasotocina) por eventos de duplicación génica. Resulta 

interesante que algunos de los efectos de estas dos hormonas son redundantes y en 

algunos casos, tienen efectos opuestos (Kochman, 2013). 
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El sitio principal de síntesis de vasopresina y el primero en describirse fueron 

las neuronas magnocelulares y parvocelulares del hipotálamo, encontradas en los 

núcleos paraventricular y supraóptico (Castel & Hochman, 1976; Richter & Schmale, 

1987). Además de estos sitios clásicamente descritos se ha encontrado un gran 

número de células inmunopositivas para Vp y la presencia de Vp en diferentes áreas 

del cerebro incluido el hipocampo, la amígdala y la médula oblonga (Buijs & Swaab, 

1979; Buijs, Swaab, Dogterom, & van Leeuwen, 1978). Estas vesículas vierten su 

contenido durante la despolarización neuronal hacia a la circulación general, 

manteniendo así las concentraciones séricas de vasopresina oscilando alrededor de 

los 5 pg/ml (Leng, Pineda, Sabatier, & Ludwig, 2015).  

Además de la síntesis y secreción central, diferentes órganos han mostrado 

ser sitios de síntesis de Vp tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Por 

ejemplo, se ha descrito la presencia de Vp en el timo (Geenen, Legros, & 

Franchimont, 1987), en donde parece ejercer un efecto autocrino y paracrino, así 

como en la glándula suprarrenal (Guillon et al., 1998) y las gónadas también son un 

sitio de producción de esta hormona y las hormonas sexuales están íntimamente 

relacionadas con la síntesis central de Vp. Por otro lado, células linfoides y mieloides 

como linfocitos y macrófagos contienen Vp tanto en su citoplasma como en 

fracciones nucleares, lo que sugiere que contienen toda la maquinaria necesaria para 

sintetizar el péptido además de almacenarlo (Ekman, Gobom, Persson, Mecocci, & 

Nilsson, 2001; Jessop, Chowdrey, Lightman, & Larsen, 1995). 
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3.3.2 Receptores de Vasopresina 

Los efectos biológicos de Vp son producidos por su interacción nanomolar de 

Vp con receptores de siete pasos transmembranales pertenecientes a la superfamilia 

de receptores acoplados a proteína G (GPCR, G – Protein Coupled Receptors). Estos 

receptores se encuentran distribuidos de manera ubicua en el organismo (ver tabla 

1) y han sido nombrados genéricamente V1a, V1b (antes V3) y V2. Vp también puede 

interactuar con el receptor de su homólogo Oxt (Maybauer, Maybauer, Enkhbaatar, 

& Traber, 2008)v. 

La distribución de estos receptores en el organismo se menciona en la tabla 1. 

Los receptores V1a y V1b son receptores con siete dominios transmembranales que 

se acoplan a la proteína G subunidad q (Gq) que activa la vía de la fosfolipasa C lo 

que desencadena la cascada intracelular del fosfatidil-inositol, que culmina en el 

aumento de calcio intracelular y la consecuente activación de cinasas dependientes 

de calcio. Por otra parte, la unión al receptor V2 induce la expresión de adenilato-

ciclasa en la membrana plasmática lo que lleva a la generación del segundo 

mensajero adenosina-monofosfato cíclico (AMPc). 

 

Imagen 4. Receptores de vasopresina y cascada de señalización 

intracelular. Tomado de Maybauer, Maybauer, Enkhbaatar, & Traber, 2008. 
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La expresión en la membrana celular de los receptores puede ser inducida y 

regulada por la propia Vp o bien por estímulos como la hiperosmolaridad o las 

citocinas (Bucher, Hobbhahn, Taeger, & Kurtz, 2002; Hurbin, Orcel, Alonso, Moos, 

& Rabié, 2002). En general los efectos biológicos de la activación de estos receptores 

están relacionados con la proliferación celular, la progresión en el ciclo celular, así 

como la activación celular mediada por calcio y AMPc. Vp es una molécula con 

actividad anti – apoptótica en neuronas, fibroblastos y algunas células epiteliales 

(Chen, Liu, Soh, & Aguilera, 2009; Chiu et al., 2002; Miller, Sandoval, Pisitkun, 

Knepper, & Hoffert, 2013). Sus efectos dependen también del contexto tisular, el 

microambiente local y el tipo de célula a la que estimule.   

 

V1aR V1bR V2R 

Músculo liso 

Cerebro 

Corteza suprarrenal. 

Tejido adiposo. 

Hepatocitos. 

Osteoblastos 

Osteoclastos. 

Macrófagos 

Adenohipófisis. 

Medula suprarrenal. 

Islotes de Langerhans. 

Tejido adiposo. 

 

Linfocitos B 

Túbulos colectores. 

Epitelio alveolar 

(pulmón) 

Osteoblastos 

Osteoclastos. 

Linfocitos T 

Tabla 1. Localización de los receptores de Vp en el organismo. Adaptado de: Juul, Bichet, 

Nielsen, & Norgaard, 2014; Maybauer, Maybauer, Enkhbaatar, & Traber, 2008; Vincent & Su, 2008. 
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3.3.3 Efectos inmunomoduladores de VP 

Las primeras observaciones con respecto a la asociación entre la vasopresina 

y la función inmune fueron hechas a mediados de los años 80 por Johnson y Torres, 

quienes describieron que en cultivos esplénicos depletados de  células T 

cooperadoras, Vp es capaz de reemplazar a la IL-2 para inducir la secreción de IFN-

γ (Johnson & Torres, 1985).  Al mismo tiempo, el uso como control negativo de la 

rata Brattleboro deficiente de Vp, fue posible detectar por inmunohistoquímica la 

presencia de vasopresina y moléculas similares en tejidos periféricos, incluido el 

timo (Clements & Funder, 1986). Más tarde, se descubrió la existencia de un receptor 

de Vp en los linfocitos, similar al receptor V1 encontrado en el hígado (Johnson & 

Torres, 1988).  

Años más tarde, el estudio en la rata deficiente de Vp hizo notar la importancia 

de la vasopresina en la activación de la inmunidad humoral y la producción de 

anticuerpos en las respuestas inmunes secundarias (Zakharova, Karyagina, Popova, 

Khegai, & Ivanova, 2001). Además, se pudo conocer que Vp participa en la 

maduración y salida de precursores mieloides de la médula  ósea tienen niveles 

disminuidos de linfocitos y monocitos (Khegai, Gulyaeva, Popova, Zakharova, & 

Ivanova, 2003).  

Observaciones funcionales con respecto a la Vp en las respuestas inmunes 

hicieron evidente su participación en la hipersensibilidad retardada y la inmunidad 

adaptativa. En linfocitos B regula de manera negativa la expresión de la IgG de 

superficie (Hu et al., 2003), y es necesaria para la producción anticuerpos T 

dependientes. Además, se requiere para el homing de células T CD4+ y CD8+ en la 

submucosa de algunos órganos (Cárdenas-Jaramillo et al., 2012). 

Vp es una molécula pleiotrópica que participa en el mantenimiento de la 

homeostasis, pero también parece contribuir al establecimiento de ciertas 

enfermedades caracterizadas por inflamación excesiva y remodelación tisular tales 
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como el cáncer, la autoinmunidad y la misma tuberculosis (Baranowska-Bik et al., 

2015; Chowdrey et al., 1995; Il Shin et al., 2016; Park & Shin, 2013).  

En los sitios de inflamación, Vp induce expresión de adhesinas por las células 

endoteliales, provoca vasodilatación/vasoconstricción y fomenta la migración de 

células inmunes a los sitios de infección (Callewaere et al., 2006; Chassin et al., 

2007). En macrófagos, puede incrementar su capacidad fagocítica, mientras que 

también modula a la baja la expresión de citocinas inflamatorias en respuesta a 

ciertos estímulos antigénicos, como el LPS(Chang et al., 2015; Jan, Kao, Yang, 

Chang, & Huang, 2017). Vp es un mitógeno de fibroblastos y durante la inflamación 

regula la producción de citocinas inflamatorias y de prostaglandina E2 (PGE2) en un 

mecanismo dosis y tiempo-dependiente.  A nivel sistémico, Vp es un mediador del 

estado de fibrosis y remodelación tisular (Quintanar-Stephano et al., 2016; Sigal, 

2004; Yan-Ping et al., 2008). En linfocitos T induce proliferación en reacciones 

autólogas y puede iniciar la producción de citocinas como el interferón gamma (IFN-

γ) (Johnson & Torres, 1985; Torres & Johnson, 1988).  
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4. Planteamiento del 

problema 
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La tuberculosis es una enfermedad infecciosa sumamente compleja en la que 

las interacciones de los sistemas de respuesta del hospedero son multidireccionales 

y comprometen la actividad de diversos fenómenos metabólicos y homeostáticos. 

Durante la tuberculosis pulmonar activa, estas interacciones se vuelven exageradas 

o aberrantes y como consecuencia, frecuentemente, los mecanismos dirigidos a 

proteger al hospedero suelen resultar patogénicos (causantes de enfermedad). Este 

parece ser el caso del sistema neuroendocrino y su conexión con el sistema inmune, 

cuyas interacciones se han comenzado a estudiar en esta enfermedad y parece ser 

que su disrupción participa en el desarrollo de inmunopatología. Entre estas, la 

desregulación vasopresinérgica parece formar parte de la patogénesis de esta 

enfermedad, sin embargo, hasta la fecha, la posible contribución de este 

neuropéptido a la protección o la patogénesis de esta enfermedad permanece 

desconocida, sin embargo, la evidencia de su producción extra-hipotalámica durante 

la tuberculosis pulmonar parece sugerir un rol importante en la misma. Por ello, el 

presente trabajo pretende comprender a partir de una aproximación experimental la 

contribución de esta hormona en las interacciones neuro – inmuno – endocrinas 

durante esta enfermedad infecciosa, por la posibilidad de desarrollar nuevas terapias 

dirigidas al hospedero al modular la respuesta inmune modificando la actividad 

endocrina de este péptido. 
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5. Hipótesis 
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Durante la tuberculosis pulmonar activa, el pulmón es un 

sitio de síntesis de Vp lo que resulta deletéreo para el control 

de la infección y ocasiona inmunopatología. 
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6. Objetivos 
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Objetivo General 

El objetivo de este trabajo fue estudiar la asociación funcional entre el sistema 

vasopresinérgico y la patogénesis de la tuberculosis pulmonar activa en un modelo 

murino. 

Objetivos Específicos 

1. Estudiar la cinética de síntesis de Vp en hipotálamo y pulmón, así como la 

expresión de los VpR en pulmón de ratones infectados con la cepa de 

referencia Mycobacterium tuberculosis H37Rv. 

 

2. Estudiar los efectos de la manipulación vasopresinérgica con agonista y 

antagonistas farmacológicos  

2.2. Carga bacilar 

2.3. Inflamación pulmonar e inmunopatología 

 

3. Analizar in vitro el papel de la vasopresina en la fagocitosis y eliminación de 

bacilos por macrófagos alveolares en cultivo celulares. 

3.2. Efectos sobre la fagocitosis y el Killing de Mtb 

3.3. Efectos sobre la síntesis de citocinas 

 

 

4. Estudiar el posible efecto directo de Vp en el metabolismo de Mycobacterium 

tuberculosis. 

4.2. Efecto en la proliferación bacilar (número de UFCs) 

4.3. Efecto sobre la actividad de la cadena de transporte de electrones de Mtb 

4.4. Efecto en el consumo de O2 
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7.  Métodos 

 

 

 

 

 

 

 

“Do, or do not. There is no Try” 

Yoda 
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7.1 Animales 

Se utilizaron ratones macho de la cepa Balb/c de 6 a 8 semanas de edad del 

departamento de investigación Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. Todos los 

procedimientos fueron realizados en un bioterio con bioseguridad nivel III (BSL-3) 

y de acuerdo con las guías de la Norma oficial Mexicana NOM 062-200-1999 con 

aprobación de comité de ética de investigación en animales (CICUAL) del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. 

7.1.1 Modelo murino de tuberculosis pulmonar 

progresiva 

El modelo experimental de Tb pulmonar progresiva ha sido descrito 

anteriormente (Hernández-Pando et al., 1996). Brevemente, la cepa de referencia de 

laboratorio Mtb H37Rv fue crecida en medio selectivo 7H9 enriquecido con OADC 

(albúmina bovina, dextrosa, ácido oleico). Para todos los experimentos descritos a 

continuación se utilizaron bacterias obtenidas en la fase logarítmica de crecimiento. 

Para la infección, ratones machos de la cepa BALB/c de 6 a 8 semanas de edad fueron 

anestesiados en una cámara de acrílico usando Sevofluorane y a través de una cánula 

de punta roma por vía intratraqueal se instilaron 100μl de PBS conteniendo un 

aproximado de 2.5x105 bacilos vivos de Mycobacterium tuberculosis de la cepa de 

mediana virulencia H37Rv. La infección fue seguida de manera cinética en el tiempo, 

realizando eutanasia a grupos de 4 ratones en los días 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 

postinfección. Durante la necropsia, se tomaron los pulmones derecho e izquierdo, 

bazo, glándulas suprarrenales y cerebros, de los últimos se disecó el hipotálamo el 

cual fue almacenado en criotubos que contenían RLT plus, para asegurar la 

preservación de los ácidos nucleicos. Todos los órganos obtenidos para histología 

fueron fijados en alcohol absoluto. Los tejidos para procesamiento de biología 

molecular y microbiología fueron congelados inmediatamente en nitrógeno líquido 

y almacenados hasta su procesamiento a -80°C. 
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7.1.2 Determinación de unidades formadoras de 

colonias (UFC) en pulmón  

Los pulmones izquierdos de 4 de los ratones en cada tiempo de eutanasia 

fueron usados para determinación de la cantidad de bacterias vivas por conteo de 

unidades formadoras de colonia (UFC). Posterior a la eutanasia, los pulmones 

derechos de cada ratón (n = 5) fueron almacenados en Criotubos herméticos de 1.5 

ml y congelados inmediatamente sumergiéndolos en nitrógeno líquido. Fueron 

almacenados en ultracongeladores a -80°C hasta su procesamiento, para el que 

fueron homogenizados colocando una perla de Zirconia de bordes afilados y 1 mL de 

fosfato buffer-salino (PBS) + Tween 20. Cada tubo fue colocado en un 

homogenizador de tejidos (FastPrep) y a todos los tubos se les trató con tres ciclos 

de 20 segundos cada uno. Posteriormente, las muestras homogenadas se sonicaron 

durante 45 segundos, dos pulsos. Del homogenado de cada pulmón, se tomaron 30 

μl y se realizaron diluciones decrecientes (1:10, 1:100 y 1:1000) en medio líquido 

7H9. Se sembraron 10 μl de cada dilución y 10 μl de la muestra concentrada (1:1) , 

por duplicado, en placas de Petri bacteriológicas estériles previamente preparadas 

con ~ 15 ml de medio de cultivo sólido Middlebrook 7H10 (Difco Labs, Detroit, USA) 

enriquecido con ácido oleico, albumina, catalasa y dextrosa (OADC, Middlebrook 

Difco Labs, Detroit, USA). Las placas fueron secadas y almacenadas en incubadoras 

térmicas a 37°C, con humedad de 25% concentración de CO2 de 3% durante 21 días. 

Se realizaron cuentas de unidades UFC bajo un microscopio estereoscópico a los 10, 

14 y la lectura definitiva a los 21 días de incubación. Fueron consideradas positivas 

las colonias con morfología algodonosa característica de las colonias de 

Mycobacteriaceae. El número de colonias fue multiplicado por su factor de dilución 

y se realizó un promedio entre replicados biológicos. Se reportó el número de 

unidades formadoras de colonia por pulmón por ratón. 
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7.1.3 Preparación de tejido pulmonar para análisis 

histológico y morfometría 

El pulmón izquierdo de cada uno de los ratones fue perfundido con ~2ml de 

etanol absoluto por vía intratraqueal con una jeringa de 5 ml. El bronquio derecho 

fue pinzado para evitar fugas de etanol. Los pulmones fueron removidos para fijarlo 

en 30 ml de etanol absoluto durante 72 hrs. Después fueron embebidos en bloques 

de parafina con ayuda un histokinette y posteriormente se realizaron cortes de 5μm 

de espesor, colocados sobre laminillas de vidrio y teñidos con hematoxilina y eosina 

para su análisis morfométrico. 

Para el estudio histológico y morfometría se utilizó un analizador de imágenes 

(Qwin Leica, Milton Keynes). Las áreas neumónicas fueron medidas realizando un 

Stich de micrografías tomadas a 20x, y observando al microscopio se definió un área 

neumónica cuando se encontró infiltrado intersticial, material eosinófilo 

proteináceo dentro de las luces alveolares, alveolitis e infiltrado inflamatorio en las 

luces alveolares. Al área total de cada pulmón se restaron las áreas vacías (espacio 

muerto pulmonar) medidas en el mismo software. El área de neumonía se obtuvo de 

acuerdo con el área resultante. Se hicieron mediciones de tres pulmones por cada 

grupo experimental y de dos cortes consecutivos por pulmón.  
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7.1.4 Detección de transcritos (mRNA) y cinética de 

expresión de Vp en hipotálamo y pulmón 

Los pulmones derechos de cada uno de 3 ratones fueron obtenidos durante la 

necropsia, almacenados en criotubos de 1.5 ml y congelados inmediatamente en 

nitrógeno líquido. Los cerebros fueron obtenidos y se disecaron hipotálamos los 

cuales fueron almacenados en criotubos de 1.5 ml que contenían 1 ml de RLT-plus, 

los tejidos fueron congelados inmediatamente en nitrógeno líquido y posteriormente 

almacenados a -80°C hasta su procesamiento. A cada tubo se agregó una perla de 

zirconio y sílex y cada pulmón fue homogeneizado en 1 ml de medio RPMI en el 

equipo FastPrepR -24 (MP biomedicals).  La extracción del ARN se realizó con el kit 

RNeasyR Mini (Qiagen) siguiendo las indicaciones del fabricante. El ARN obtenido 

se cuantificó por espectrofotometría (A260/280). Se utilizaron 100ng de ARN de 

cada pulmón para la producción de cDNA mediante retro-transcripción (RT) 

siguiendo las indicaciones del kit Omniscript (Qiagen), posteriormente se corrió un 

PCR de punto final con el sistema de PCR 7500 (Applied Byosystems) para analizar 

la integridad del RNA se amplificó el gen de la proteína ribosomal larga (RPLP0) 

como house-keeping, se analizó su integridad mediante gel de agarosa al 2% teñido 

con SYBR green. 

Del DNA complementario (cDNA) obtenido de cada muestra se realizó PCR en 

tiempo real (qPCR) con el sistema PCR-RT 7500 (Applied Biosystems), y el kit 

Quantitect SYBR Green Mastermix (Qiagen), incluyendo en cada corrida las curvas 

estándar generadas a partir de diluciones seriadas de productos de PCR 

cuantificados de cada una de Vp y sus receptores, así como un control negativo. 

Primers específicos (Invitrogen) se diseñaron con el primer-BLAST (PubMed) para 

Vp, Vp1aR y Vp2R. El número de copias de cada gen fue normalizado a un millón de 

copias de ARNm del gen de la proteína ribosomal larga (RPLP0). Los detalles y 

secuencias de los primers se detallan en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Secuencias sentido y antisentido (Forward, Fw y Reverse, Rv) de los 

iniciadores utilizados para los análisis de PCR en punto final y tiempo real. Las sondas fueron 

obtenidas con el PrimerBlast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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7.2 Experimentos de manipulación farmacológica 

del sistema vasopresinérgico  

Para los experimentos de tratamiento farmacológico, grupos de 45 ratones 

fueron infectados y divididos en cuatro grupos diferentes: 2 grupos de tratamiento 

temprano (primer mes de infección) a los cuales se les administró el análogo 

sintético desmopresina (DdAVP) (0.75 mg/Kg/2/día) por vía subcutánea o el 

antagonista no selectivo de los receptores de Vp, Conivaptan (CVP) I.M. 

(1mg/Kg/2/día) por vía intramuscular. Los animales control de estos grupos fueron 

solución salina (para los tratados con DdAVP) y dimetilsulfóxido (DMSO) al 10%, 

diluido en agua inyectable como controles del tratamiento con Conivaptan. Otros 

dos grupos con sus respectivos controles fueron infectados y tratados a partir del día 

60 hasta el día 120 postinfección, con DdAVP o CVP durante un mes (tratamiento 

crónico). Se realizó eutanasia de grupos de 5 ratones en los días mencionados 

anteriormente en la cinética del modelo experimental incluyendo para los grupos de 

tratamiento tardío los días 75, 90 y 120 postinfección. 
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7.2.1 Cuantificación de colágena en pulmón por el 

método de hidrólisis de la hidroxiprolina 

Como una medida indirecta de la cantidad de colágeno en pulmón, la 

hidroxiprolina fue cuantificada como se ha descrito anteriormente y fue expresada 

en miligramos de colágeno por gramo de tejido seco. Todos los reactivos fueron 

obtenidos del kit de cuantificación de hidroxiprolina (Sigma-Aldrich). Brevemente, 

los pulmones derechos de 3 ratones de los grupos tratados con DdAVP o controles 

fueron deshidratados a 60°C e hidrolizados con 1 ml de HCl (6N) e incubados a 110°C 

toda la noche. Posteriormente las muestras fueron neutralizadas con NaOH (pH7), 

filtradas y se diluyeron 50μl de muestra en 2 ml de agua destilada. Se agregó 

cloramina T a cada tubo (1 ml), mezcladas e incubadas por 25 minutos a temperatura 

ambiente. Después se agregó 1 ml de ácido perclórico (3.15 M) e incubado 5 minutos 

a temperatura ambiente. Finalmente 1 ml de p-dimetilaminobenzaldehido y 

etilenglicol fueron agregados. Los tubos fueron colocados en baño maría a 60°C por 

20 minutos y después enfriados en agua por 5 minutos. 

Se colocaron las muestras y se realizó una curva standard a partir de un standard de 

hidroxiprolina de 10ug/ml). Cada muestra se colocó por triplicado. La absorbancia 

fue leída en un lector de placas a 557nm. Para determinar la concentración de 

colágeno, los valores obtenidos de hidroxiprolina fueron multiplicados por el factor 

de dilución y multiplicado por la constante 7.23, como se ha reportado 

anteriormente. 
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7.2.2 Inmunohistoquímica y morfometría de tejido 

pulmonar 

Los pulmones izquierdos de cada ratón, fijados y embebidos en parafina se 

usaron para realizar la IHQ, cortes del mismo espesor mencionado anteriormente 

fueron montados en laminillas electrocargadas, rehidratados e incubados con el 

anticuerpo de interés durante tiempos entre 1 y 24 horas. Los anticuerpos se 

diluyeron previamente con Immuno Detector Protein Blocker/Antibody Diluent, Bio 

SB. Después de lavarlas con PBS, las laminillas se incubaron con el anticuerpo 

secundario biotinilado (PolyDetector HRP Label, Bio BS) por 45 minutos y se reveló 

con diaminobencidina (PolyDetector DAB, Bio SB) y contrateñidos con hematoxilina 

de Weigert para su posterior montaje y análisis microscópico. Para la inmunotinción 

de Vp se usaron anticuerpos policlonales IgG (Genetex, USA) a una dilución 1:100 

incubado toda la noche a temperatura ambiente. La IHQ anti-TGFβ se realizó con 

un anticuerpo policlonal (SantaCruz, USA) a dilución de 1:250, incubado durante 

una hora. Para revelar se utiliaron anticuerpos secundarios dirigidos contra IgG anti-

conejo o anti-cabra, dependiendo del anticuerpo primario. Estos anticuerpos 

secundarios están marcados con complejos de biotina – streptavidina y fueron 

revelados con diaminobencidina (1:100). 
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7.3 Ensayos In vitro 

Además de los efectos de Vp en el curso de la enfermedad progresiva, 

decidimos estudiar in vitro la contribución de esta hormona en uno de los fenómenos 

más importantes de la infección por Mtb: la fagocitosis y la eliminación de bacilos. 

Para ello, estudiamos el efecto dosis-dependiente de Vp en un modelo de fagocitosis 

(temprana) y de Killing, con una línea inmortalizada de macrófagos alveolares 

murinos obtenidos de la cepa Balb / c y posteriormente, estudiamos sus efectos 

tiempo-dependientes, además de cuantificar la producción de citocinas por los 

macrófagos infectados, tratados con agonistas de Vp. A continuación, se detallan los 

métodos realizados para estos experimentos. 

7.3.1 Ensayo de fagocitosis y Killing de Mtb en 

cultivos celulares de macrófagos alveolares murinos 

(MH-S) 

Macrófagos alveolares murinos de la línea MH-S (ATCC) fueron sembrados 

en placas de 96 pozos. En cada placa se sembraron en total 1x104 células por pozo en 

un volumen de 0.2 ml de medio RPMI complementado con SFB al 10%. Los grupos 

por estudiar fueron: Grupo control (vehículo), DdAVP en tres dosis diferentes: 

DdAVP dosis baja (10-8 M), media (10-7 M) y alta (10-6 M), y CVP (10-6 M). Para 

analizar el efecto del tiempo se colectaron células infectadas 1 hora y 24 horas 

después de la infección. Cada grupo se conformó de tres replicados biológicos y se 

realizó el experimento por duplicado. Los fármacos se agregaron inicialmente 1 hora 

previa a la infección en un volumen de 3 μl. Para la infección se retiró el medio RPMI 

complementado y se agregó medio RPMI solo con Mtb de la cepa H37Rv en una MOI 

1:5, durante una hora. Después se lavaron los pozos con medio RPMI/Amikacina 3 

veces para eliminar bacterias no fagocitadas. Para el análisis de killing, se colectaron 

y lisaron las células de los pozos de la hora 1 y 24 postinfección de los diferentes 

grupos experimentales. Para ello, las células fueron lisadas agregando 0.2 ml de SDS 

1% durante diez minutos. Posteriormente se agregó albúmina sérica bovina al 20% 
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(BSA) para neutralizar el SDS. Se tomaron 10 μl de este lisado y se sembraron 

directamente sobre la placa, además se realizaron diluciones seriadas (0.1, 0.01, 

0.001) del lisado en medio 7H9 y se realizaron UFCs como se describió 

anteriormente. En el grupo de 24 hrs, los macrófagos infectados fueron 

suplementados cada 12 horas con las diferentes dosis de DdAVP o CVP y al concluir 

el experimento se realizó el mismo procedimiento de preparación y siembra de 

bacterias en medio 7H10.  

 

 

Imagen 2. Diseño del experimento 1 de Killing, en cultivos de macrófagos 

alveolares murinos (MH-S) infectados con Mtb H37Rv.  
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7.3.2 Ensayo de Killing y cuantificación de citocinas en 

sobrenadantes 

Debido a los efectos encontrados en el ensayo de fagocitosis y killing con las 

diferentes dosis de DdAVP y CVP, se decidió estudiar el posible efecto de Vp en la 

eliminación de bacilos fagocitados a tiempos crónicos (24 y 72 horas) así como su 

efecto en la secreción de citocinas, medidas en sobrenadantes. Para ello, se 

sembraron ~5x105 células de la línea MH-S por pozo en placas de 12 pozos, cada 

condición fue estudiada por triplicados biológicos y cada experimento se repitió por 

duplicado. Las células fueron contadas y sembradas (Día 0) en placas con un 

volumen final de 500 μL de RPMI suplementado con SFB (10%), posteriormente, 

tras 24 horas, las células fueron infectadas con Mtb de la cepa H37 Rv en una MOI 

de 1:5, las células fagocitaron durante 1 hora, posteriormente se retiró el medio y se 

hicieron lavados con medio RPMI suplementado nuevo, el cual contenía 1mg de 

antibiótico (Amikacina) tres veces para eliminar los bacilos no fagocitados. 

Posteriormente se agregó medio RMPI + SFB conteniendo: 1) Avp sintética (10-6 M)  

(Sigma-Aldrich, USA) o bien CVP (10-6 M), diluidas en un volumen final fue de 1 ml 

por pozo. A cada pozo se agregó Avp o CVP cada 12 horas. Todo se realizó en una 

campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad. Las células se mantuvieron 

en una incubadora a 37°C con las condiciones de O2 y CO2 mencionadas 

anteriormente. Se tomaron los especímenes (Sobrenadantes) y lisados celulares 

(Para UFC) a las 24 y 72 horas de haber iniciado el experimento. Los sobrenadantes 

fueron colectados a las 24 horas en tubos de 1ml y centrifugados a 3000 RPMI por 5 

minutos, se tomaron sobrenadantes de los tres pozos y se realizaron pools, 

posteriormente se transfirieron a tubos de 1 ml que contenían 25 μl de Cocktail 

inhibidor de proteasas (Merck, Ger.). Los lisados celulares se obtuvieron de la misma 

manera que se describió anteriormente. Para el análisis de Citocinas en 

sobrenadantes (IL-6 y TNFα) se usaron kits de ELISA y se siguieron las indicaciones 

del fabricante (Biolegend). La absorbancia (colorimetría) fue analizada en un lector 

de placas a la longitud de onda indicada por el fabricante. 
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7.3.3 Cultivo de micobacterias y cuenta de UFC de 

ensayos in vitro  

Para la cuantificación de colonias en los ensayos de cultivo celular, se realizó 

la misma metodología de siembra en medio sólido (7H10 + OADC) incubado a 37°C 

durante 21 días. En todos los experimentos, los grupos fueron realizados por 

triplicados biológicos. A cada pozo se agregó SDS 1% por diez minutos y 

posteriormente BSA al 20% para detener el efecto lítico del SDS, se realizó pipeteo 

durante 10 ocasiones para homogenizar el espécimen. Posteriormente, se tomaron 

30 μl de esta mezcla los cuales se usaron para realizar diluciones decrecientes en 

medio 7H9 como se mencionó anteriormente (arriba). Se sembraron 10 μl del 

concentrado obtenido de cada pozo y de cada dilución por duplicado en medio sólido 

7H10.  Todas las placas fueron mantenidas en incubadoras de CO2 a 37°C durante 

21 tras los cuales se realizó el conteo final de UFCs bajo un microscopio 

estereoscópico. 
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7.4 Ensayo de proliferación y crecimiento de 

Mycobacterium tuberculosis 

 

7.4.1 Estudio de viabilidad, proliferación y 

metabolismo de Mtb incubada con Vp 

Micobacterias (3x10-5) de la cepa H37Rv fueron sembradas en una placa de 

96 pozos con medio de cultivo líquido 7H9. Se destinaron 3 pozos al grupo control 

(100% de bacterias), y 3 pozos a cada grupo experimental. En el grupo control no se 

administró ningún tratamiento. Los grupos experimentales fueron tratados con 

DdAVP o Vp, para lo cual se colocaron 10μl de desmopresina (DdAVP) o arginina-

vasopresina (Sigma-Aldrich, USA) diluidas en agua destilada estéril, en las 

siguientes concentraciones: DdAVP o Vp 10-9 M, 10-8 M, 10-7 M y 10-6 M. Se dejó un 

grupo de 3 pozos de control negativo (medio sin bacterias). El volumen final de todos 

los pozos fue de 270 μl. Posteriormente, la placa fue colocada en una incubadora de 

CO2 a 37 °C durante 7 días. Para el ensayo de proliferación, al concluir el tiempo de 

incubación, se agregaron 20 μl del compuesto MTS en solución acuosa (Cell-titer 96, 

Promega, USA) el cual es transformado al compuesto Formazán por   células 

metabólicamente activas. Finalmente, las bacterias de los pozos fueron sembradas 

en diluciones decrecientes en placas con medio sólido 7H10 y contadas a los 21 días 

de incubación como se describió anteriormente. 
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7.4.2 Cuantificación del consumo de O2 por 

Mycobacterium tuberculosis  

Como se muestra más adelante en la sección de resultados, los experimentos 

con sales de tetrazolio mostraron diferencia entre las bacterias incubadas con Avp 

sintética con relación a las cultivadas con DdAVP y las bacterias control, sugiriendo 

que esta hormona podría influir en el metabolismo de Mtb. Por esta razón, decidimos 

realizar una prueba de consumo de oxígeno utilizando un sistema comercial de 

detección de crecimiento de micobacterias (Mycobacterial Growth Indicator Tube, 

MGIT) utilizado para el diagnóstico temprano de este microorganismo. Este ensayo 

está fundamentado en la utilización de frascos herméticos que contienen en la base 

una cantidad conocida de Rutenio Rojo embebido en silicona. Al ser un sistema 

cerrado, En este tubo, se agregan 7 ml de medio líquido 7H9 suplementado con 

OADC como se describió anteriormente. En estos tubos (N=6) se sembró la misma 

cantidad de bacterias del ensayo de proliferación y crecimiento de micobacterias: 

(3x10-5) de la cepa H37Rv y se incubaron con la concentración más alta (1x106M) de 

Avp en tubos de detección (N=3 y en el resto de los tubos (N=3) solo se agregó el 

vehículo (Solución inyectable estéril). Los tubos fueron cerrados dentro de una 

campana de flujo laminar. Los tubos fueron entonces colocados dentro del aparato 

lector (BACTEC 960, Applied Biosystems, USA) 

7.5 Análisis estadístico 

Los resultados mostrados son expresados como promedio ± error standard de 

la media (SEM). El análisis estadístico fue realizado usando GraphPad Prism v6.0 

(San Diego, CA, USA). Se evaluó la normalidad y diferencia entre datos por pruebas 

t de Student y/o ANOVA de dos vías. Para el análisis de carga bacilar, hidroxiprolina 

y ensayos in vitro fue realizado análisis de varianza (ANOVA de dos vías) seguido de 

análisis post-hoc de Sidak-Bonferroni para comparaciones múltiples. Las diferencias 

fueron consideradas significativas cuando *P<0.05; **P< 0.01; ***P<0.001 

(CI:95%). 
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8. Resultados 
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Los resultados mostrados en las siguientes secciones fueron publicados, en su 

mayoría, en el número especial “Regulatory Peptides in Neuroscience and 

Endocrinology: a New Era Begins” de la revista “Frontiers in Neuroendocrine 

Science” del año 2019. El artículo se puede encontrar en los apéndices de la tesis. 

 Los resultados se dividen en 3 secciones. En la primera “Papel del sistema 

vasopresinérgico durante el curso de la tuberculosis pulmonar” se reportan los 

datos que indican que la infección por Mtb induce la síntesis de Vp en el pulmón 

infectado, además de provocar cambios en la síntesis de Vp a nivel hipotalámico. Por 

otro lado, se muestran los resultados con respecto a la manipulación del sistema 

vasopresinérgico durante el curso de la TB con un agonista y un antagonista no 

selectivo de los VpR, así como su posible uso sinérgico con antifímicos usualmente 

usados para el tratamiento de la TB.  

 En la segunda sección “estudios in vitro” se reportan los resultados 

relacionados con el papel de la Vp en la fagocitosis y eliminación de micobacterias 

por macrófagos alveolares infectados con tuberculosis en cultivos celulares y el papel 

modulador de la producción de citocinas por Vp. 

 En la tercer Sección “Efecto directo de Vp sobre Mycobacterium tuberculosis” 

nos dimos a la tarea de investigar si Vp pudiera ejercer efectos directos sobre el 

crecimiento y la multiplicación de micobacterias, así como su efecto en el 

metabolismo de Mtb. 
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Apartado I:  

Papel del sistema vasopresinérgico durante el 

curso de la tuberculosis pulmonar experimental 

 

a) Cinética de expresión de Vp y sus receptores  

 

b) Efectos de la manipulación farmacológica del 

sistema vasopresinérgico durante el curso de la 

Tb 
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8.1 Cinética de infección de la tuberculosis pulmonar 

progresiva experimental  

En el modelo murino de TB pulmonar los ratones desarrollan enfermedad 

progresiva, que asemeja en términos inmunopatológicos y de carga bacilar a la 

enfermedad activa en humanos. En este modelo se han estudiado los cambios 

inmunológicos y morfológicos de la inflamación y se distinguen dos fases temporales 

con características histopatológicas bien definidas. Al inicio de la infección, un gran 

número de células son atraídas hacia el parénquima pulmonar e infiltran los espacios 

perivasculares e intersticiales (día 3, Fig. 1B). La mayoría de estas células 

corresponden a monocitos circulantes y linfocitos. Esta activación de la respuesta 

inflamatoria y la migración de células coincide con una reducción drástica en el 

número de bacterias en el pulmón (Fig. 1A). A medida que avanza la infección, 

aumenta el infiltrado perivascular y al día 7 es claramente visible que un gran 

número de linfocitos migran al sitio de infección (Fig. 1B, arriba, derecha) por lo que 

se deduce que la inmunidad celular (adaptativa) ha comenzado a ejercer su función. 

Posteriormente al día 14, comienza la formación de estructuras formadas por 

cúmulos de macrófagos rodeados por linfocitos que asemejan los granulomas 

humanos. Al día 21, estos granulomas son sumamente activos y productores de 

grandes cantidades de citocinas proinflamatorias como la IL-2 e IL-12 así como 

IFNy, por lo cual se considera que este día de la cinética de infección es el de máxima 

protección (Fig. 1B, abajo, izquierda). Posterior a esto, la respuesta inmune torna 

hacia un fenotipo Th2, con una alta producción de IL-4 y grandes cantidades de 

TGFb en el pulmón. Esta situación impide el control adecuado del crecimiento 

bacilar y se observa un incremento drástico en la cantidad de bacterias cultivables 

en el pulmón, aunado al depósito de material proteináceo en la luz alveolar, 

infiltrados intra-alveolares (alveolitis) y zonas de consolidación pulmonar (Fig 1B 

abajo, derecha): se desencadena un proceso neumónico, que lleva a la muerte del 

animal. 
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Figura 1. Cinética de infección y cambios histopatológicos característicos de la 

TB murina (A) Carga bacilar en lisados de pulmón de ratones infectados con ~2.5x105 

bacilos de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv) por vía intratraqueal. (B) Micrografías 

representativas (Hematoxilina y Eosina, 200x) de los cambios histopatológicos en el pulmón 

mostrando 4 días representativos de la cinética (Días 1, 14, 21 y 60). 
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8.2 Cinética de expresión de transcritos en 

hipotálamo como consecuencia de la TB pulmonar. 

El hipotálamo es uno de los sitios principales de síntesis de Vp. Además, el 

hipotálamo participa en las respuestas de stress y se ha descrito que tanto citocinas 

periféricas como PAMPS pueden estimular a las células del PVN y el SON, como 

respuesta estas células sintetizan y secretan Vp a la circulación (Giusti-paiva et al., 

2003; Matsunaga & Miyata, 2000; Palin et al., 2009). Además, durante la TB 

pulmonar activa, la infección pulmonar induce cambios en la transcripción de 

citocinas como IFN y TNF en el hipotálamo (Lara-Espinosa Jacqueline, tesis de 

maestría). Con estos antecedentes, se analizó la cantidad de mRNA de Vp en el 

hipotálamo obtenido de ratones infectados durante la cinética temporal del modelo. 

La cantidad de mRNA del gen de Vp en el hipotálamo comenzó a aumentar desde el 

inicio de la infección y notamos un aumento paulatino en la cantidad de mRNA que 

tuvo su acmé el día 21 postinfección, coincidiendo con el final de la fase protectora 

(Th1) de la TB en el modelo experimental; posteriormente, la cantidad de transcritos 

disminuye paulatinamente; sin embargo, se mantuvo elevado durante todo el 

segundo mes de disminuyendo brevemente al final de la infección en comparación 

con los controles no infectados (Fig. 1A). 
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Figura 2. La infección 

pulmonar induce 

cambios en la expresión 

de Vp en hipotálamo (A) 

Cuantificación absoluta del 

número de transcritos de Vp 

en relación con el gen 

housekeeping GADPH, en 

ratones no infectados (n = 3, 

control) y en la cinética 

temporal de infección en el 

modelo murino. Análisis 

estadístico: prueba t de 

Student, (*P <0.05, ***P 

<0.001). 
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8.2.1 Respuesta vasopresinérgica en el pulmón durante 

el curso de la infección 

Siguiendo la hipótesis planteada, y los datos mencionados anteriormente con 

respecto a la presencia de un principio antidiurético en el pulmón tuberculoso, se 

estudió la expresión de mRNA en homogenados de pulmón de ratones sanos y de 

ratones infectados. No se detectó mRNA de Vp en pulmón de ratones no infectados, 

sin embargo, se detectaron en los pulmones infectados desde el inicio de la infección, 

aumentando al día 14 (coincidiendo con la formación de granulomas) e 

incrementando de manera marcada al día 60 postinfección (Fig. 3A, B). Es de 

importancia mencionar que en esta fase comienza el edema alveolar en conjunto con 

alveolitis y se generan áreas extensas de infiltrado inflamatorio y neumonía, llevando 

a la muerte del animal. Debido a la presencia de mRNA y al aumento en su cantidad 

siguiendo la progresión de la infección, este hallazgo fue confirmado por 

inmunohistoquímica. Anteriormente se había realizado la descripción de un 

compuesto con la misma actividad antidiurética que la Vp en el pulmón infectado. 

Por medio de inmunohistoquímica se determinó que dicho compuesto es 

vasopresina dado que se observó inmunopositividad en células del parénquima 

pulmonar desde la etapa temprana de la infección en la que se observó positividad 

en la superficie de neumocitos y en el interior de algunas células inflamatorias que 

morfológicamente fueron definidas como macrófagos alveolares. Es interesante que 

a medida que estos se organizaron en forma de granulomas, la positividad fue más 

marcada (Fig. 3C). Durante la fase crónica de la infección (a partir del día 60), se 

observaron macrófagos vacuolados (espumosos) intensamente positivos para Vp, la 

cual además se colocalizó con la neumonía, sugiriendo su posible papel en esta fase 

de la enfermedad (Fig. 2D).  
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Figura 3. Síntesis y expresión de 

vasopresina en el pulmón infectado. (A) 

PCR de punto final en gel de agarosa en donde se 

agregó producto de PCR de 3 pulmones de 

ratones sanos en los días 1, 14 y 60 (arriba) y 3 

pulmones de ratones infectados en los mismos días posteriores a la infección (abajo). El 

carril de MW indica el peso molecular, Ntc indica los controles negativos de reacción. (B) 

Cantidad de RNA mensajero (mRNA) de Vp en homogenados de pulmón de ratones 

infectados (n = 3) durante el curso de la tuberculosis pulmonar activa. (C) 

Inmunohistoquímica Anti-Vp representativa del día 28 en donde se observan células 

inmunopositivas morfológicamente compatibles con macrófagos formando parte de 

granulomas. (D) Células espumosas con morfología de macrófagos espumosos, positivos 

para Vp por IHQ, día 60. Análisis: t de Student, ANOVA de una vía *** P< 0.001. 
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8.2.3 Expresión de mRNA de los receptores de Vp 

en pulmón infectado 
 

 Debido al hallazgo de la presencia de un compuesto con la misma estructura 

molecular de VP en el pulmón durante la TB pulmonar, se estudió la expresión del 

mRNA de sus receptores. Como se mencionó anteriormente, los receptores de Vp 

están ampliamente distribuidos en diferentes órganos y tejidos del organismo. 

Anteriormente se había descrito la expresión del receptor V2 en el pulmón y su 

relación con la inflamación en este órgano (Guetta et al., 2012), además de la 

modificación en su expresión durante la endotoxemia (Grinevich, Knepper, Verbalis, 

Reyes, & Aguilera, 2004). En el pulmón sano e infectado, detectamos mRNA tanto 

del receptor V1a como del receptor V2. Durante el curso de la TB, se notaron cambios 

en la cantidad de mRNA de V1aR, sin embargo, no hubo ninguna tendencia y su 

expresión fue constante (Fig. 4A); por el contrario, la cantidad de mRNA del V2R 

disminuyó desde el inicio de la TB y se redujo drásticamente al final de la infección, 

a partir del día 28 y 60, en donde se mantuvo esta tendencia (Fig. 4B) 

 

Figura 4. Expresión absoluta del mRNA de los receptores V1a y V2 en el pulmón 

durante la cinética de infección. (A) Número de copias de mRNA del receptor V1a de 

ratones sanos (cuadro, control) y cinética de expresión durante las fases aguda y crónica de 

la infección, (B) Expresión cinética del receptor V2 en pulmón de ratones sanos e infectados 

(n = 3), prueba t de Student, ANOVA de una vía. 
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8.3 Efectos de la manipulación farmacológica del 

sistema vasopresinérgico en la progresión de la TB 

pulmonar. 

Debido a los hallazgos anteriores y las observaciones previamente descritas 

sobre los efectos inmunomoduladores de Vp, decidimos explorar sus posibles efectos 

en la enfermedad. Para ello, grupos de ratones infectados fueron tratados con el 

agonista sintético desmopresina (8-deamino-arginina vasopresina, DdAVP). DdAVP 

es un potente agonista de los receptores V2 con menor afinidad por el receptor V1a 

y prácticamente nula para el receptor V1b que además tiene una vida media 

prolongada, con respecto a la vasopresina. El tratamiento con DdAVP durante el 

primer mes, en la fase aguda de la Tb murina, no mostró efectos en la histopatología, 

sin embargo, al continuar el tratamiento por dos meses se encontró un mayor 

número de bacilos en los pulmones de estos ratones, sugiriendo que el efecto de Vp 

podría notarse más intensamente en la fase crónica (Fig. 5A). Dado que la fase 

progresiva de la enfermedad se asocia con un fenotipo Th2 y menor control bacilar, 

además de encontrar una mayor cantidad de Vp en esta etapa, grupos de ratones 

fueron infectados y después de 2 meses de infección (a partir del día 60, en adelante) 

fueron tratados con DdAVP. La cuantificación de las UFCs en homogenados de 

pulmones de estos ratones mostraron un marcado aumento en la carga bacilar tras 

15 días de tratamiento con respecto a los controles, este efecto se mantuvo hasta el 

día 30 de tratamiento; sin embargo, a los 2 meses no hubo diferencia significativa 

con respecto a los controles tratados con vehículo (Fig. 5B). 
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Figura 5. Efecto de la administración del agonista DdAVP sobre la carga bacilar 

en pulmón. La DdAVP (0.75 mg/Kg/día) se administró diario, por vía subcutánea durante 

dos meses. (A) Durante la fase inicial de la enfermedad, desde el día 1 postinfección hasta el 

día 60, (B) durante la fase crónica, desde el día 60 hasta el 120. Los controles (barras negras) 

recibieron solución salina fisiológica. Los resultados se presentan como el promedio de 3 

pulmones, las barras de error indican Desviación Estándar (D.E.). ANOVA de dos vías, 

corrección de Sidak-Bonferroni para comparaciones múltiples, * P< 0.05. 
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8.3.1 El tono vasopresinérgico aumentado 

incrementa la fibrosis pulmonar  

 Anteriormente había sido demostrado que Vp se encuentra involucrada en 

situaciones de remodelación y fibrosis, ya que sus receptores se encuentran en 

fibroblastos, en los que induce proliferación, además de estar involucrada en 

fenómenos de fibrosis anormal y remodelación tisular en otros órganos como el 

corazón, hígado y riñón (Abel, Wittau, Wieland, Schultz, & Kalkbrenner, 2000; 

Quintanar-Stephano et al., 2016; Tahara, Tsukada, Tomura, Yatsu, & Shibasaki, 

2008)   

Los ratones tratados con DdAVP durante la fase crónica de la TB pulmonar 

mostraron, además de un incremento en la carga bacilar, lesiones macroscópicas  y 

amplias regiones microscópicas con parches de fibrosis y oclusión vascular 

acompañada de remodelación endotelial (Fig. 6A). Estas lesiones fueron analizadas 

a mayor detalle por medio de tinción con el método tricrómico de Masson, que 

permite distinguir la colágena colorada de azul. Los pulmones de ratones tratados 

con DdAVP mostraron extensas áreas de depósito de fibras colágena en el intersticio 

pulmonar, localizada en la cercanía de macrófagos vacuolados y en las áreas 

neumónicas (Fig. 6B). Este hallazgo fue corroborado por medio de la cuantificación 

indirecta por el método de hidrólisis de hidroxiprolina el cual mostró un aumento 

significativo en la cantidad de colágena en pulmones de ratones tratados con DdAVP 

durante la fase crónica (Fig. 6C).  
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Figura 6. Efectos histopatológicos del tratamiento con DdAVP durante la fase 

crónica de la TB A) Micrografía representativas (Día 120, aumento 100x) de pulmón 

infectado y tratado con DdAVP, se muestra punteada el área de fibrosis. (B) Micrografías 

representativas (Día 120, 200x) de pulmón infectado (arriba) y pulmón tratado con DdAVP 

(abajo) teñidos con el método tricrómico de Masson, que evidencia las extensas áreas de 

fibrosis (color azul) encontradas en pulmón durante la fase progresiva. (C) Cinética de 

cuantificación de colágeno en los pulmones control (barras negras) y tratados con DdAVP 

(barras blancas) por el método de hidrólisis de la hidroxiprolina. ANOVA de dos vías, 

corrección de Sidak para comparaciones múltiples. *P< 0.05  
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8.3.2 Inducción de TGFβ en el pulmón de ratones 

tratados con DdAVP 

Durante la Tb pulmonar activa, la remodelación de la matriz extracelular y la 

fibrosis son dos fenómenos que ocurren, en parte, como consecuencia del desbalance 

inmunológico que resultan deletéreas para el mantenimiento del estado funcional 

del pulmón, ocasionando grandes áreas de daño pulmonar y pérdida de la función 

en caso de remisión de la infección. Por otra parte, se ha demostrado que la citocina 

inmunosupresora TGFβ es en gran parte responsable de la regulación de la fibrosis 

(Meng, Nikolic-Paterson, & Lan, 2016), y se encuentra elevada en las fases crónicas 

del modelo de Tb pulmonar progresiva (Hernández-Pando et al., 2006; Hernandez-

Pando et al., 1997).  

Por los hallazgos anteriores y debido a los antecedentes previamente 

publicados sobre el efecto profibrótico de VP induciendo la síntesis de colágena 

dependiente de TGF-β en otros tejidos, y por el hecho de que en los sitios de fibrosis 

se encontraba una gran cantidad de macrófagos espumosos que fueron 

intensamente positivos para Vp por inmunohistoquímica, estudiamos si este efecto 

pudo haber sido mediado por esta citocina con propiedades antiinflamatorias y pro-

fibróticas, que además es característica de las fases avanzadas de la Tb pulmonar. 

Como se observa en las micrografías de inmunohistoquímica, los pulmones de 

ratones tratados con DdAVP mostraron una mayor intensidad de marcaje para TGF-

β1, tras 60 días de tratamiento (Día 120 post-infección). Interesantemente esta 

positividad fue muy evidente en macrófagos espumosos y células epiteliales (Fig. 

7A). Debido a el mecanismo a través del cual Vp induce el aumento de esta citocina 

no se conoce, estudiamos el efecto de VP en la cantidad relativa de mRNA de TGF-β. 

Sorpresivamente en los pulmones de ratones tratados con DdAVP esta indujo 

expresión de aproximadamente 1.5 veces más de transcritos que los ratones control 

tratados con vehículo (Fig. 7B). 
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Figura 7. Efectos inmunopatogénicos del tratamiento con DdAVP en la 

producción TGF-β en pulmón. Micrografías representativas de IHQ anti-TGFβ1 en 

pulmón de ratones infectados en el día 120 postinfección (A, izquierda) y en ratones 

infectados tratados durante dos meses con DdAVP a partir del día 60 postinfección (A, 

derecha). Los asteriscos señalan macrófagos vacuolados (espumosos) y las cabezas de flecha 

señalan células epiteliales del tracto respiratorio inferior. (B) Cuantificación relativa de 

transcritos de mRNA de TGF-β1 calculado por el método de 2-deltaCt, en pulmones de ratón 

tratados por 1 y 2 meses (día 90 y 120) con DdAVP (barras blancas) en comparación con los 

controles no tratados (barras negras). Análisis: ANOVA de dos vías, corrección de Sidak-

Bonferroni (* P<0.05) 
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8.3.3 El antagonismo de los receptores de Vp reduce 

la carga bacilar  

Los hallazgos anteriores y la evidencia en la literatura sugieren que Vp 

promueve efectos antiinflamatorios y de reparación tisular, por lo tanto, animales 

infectados fueron tratados todos los días durante 2 meses con el antagonista 

competitivo CVP, administrado durante la fase tardía de la enfermedad en donde los 

efectos negativos de la actividad vasopresinérgica fueron más marcados. El 

tratamiento con CVP resultó en una disminución en la carga bacilar notable desde el 

día 30 de tratamiento (90 postinfección) y contrario a lo que sucedió en los ratones 

tratados con DdAVP, el efecto del tratamiento sobre la carga bacilar incrementó 

marcadamente al final del experimento, resultando en la reducción de 

aproximadamente la mitad la carga bacilar en los pulmones de los ratones tratados 

(Fig. 8A).  

Con este antecedente, y debido a la alta tasa de falla terapéutica con los 

tratamientos antifímicos convencionales, se evaluó el posible efecto sinérgico de CVP 

con antibióticos usados rutinariamente como primera línea de tratamiento 

antifímico (Rifampicina, Isoniazida y etambutol). Los ratones fueron infectados y al 

día 60 postinfección se inició el tratamiento diario con vehículo (DMSO), CVP, AB o 

CVP + AB. Notablemente, el tratamiento con Cvp en conjunto con antibióticos  tuvo 

efecto en los primeros 15 días de tratamiento, a diferencia del tratamiento con los 

tres antibióticos solos, provocando una reducción más rápida de la carga bacilar; sin 

embargo, el efecto sinérgico notado en esos primeros días, desapareció a medida que 

avanzó la enfermedad y no se encontró diferencia entre el tratamiento con 

antibióticos solos en comparación con los tratados en combinación con CVP (Fig. 

8B). 
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Figura 8. Efecto del antagonista CVP en la progresión de la TB pulmonar. (A) 

Carga bacilar en pulmón de ratones infectados (barras negras) y tratados con CVP (barras 

con diagonales, 1mg/Kg/día) durante dos meses. (B) Carga bacilar en pulmón de ratones 

infectados (Barras negras), tratados con CVP (barras diagonales), tratados con antibióticos 

de 1ª línea: isoniazida, rifampicina y etambutol (barras grises) y tratados con la combinación 

de CVP + antibióticos durante 2 meses. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías, corrección 

de Sidak - Bonferroni para comparaciones múltiples. (*P <0.05, ***P <0.001, ****P 

<0.0001) 
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8.3.4 El tratamiento con CVP reduce la extensión de la 

neumonía 

 Además de la carga bacilar, uno de los puntos más sobresalientes de la TB 

pulmonar es el desarrollo de daño mediado por el sistema inmune. Como se ha 

mencionado a lo largo de esta tesis, una gran parte del daño al parénquima pulmonar 

es causado por inmunopatología, más que por la simple actividad de Mtb (Rook & 

Hernandez-Pando, 1996; Saunders & Britton, 2007). Entre las consecuencias de 

este, se encuentra la formación de áreas caracterizadas histológicamente por el 

engrosamiento del intersticio alveolocapilar por infiltrado inflamatorio, la pérdida 

de la permeabilidad selectiva y salida de material proteínico hialino hacia la luz de 

los alvéolos acompañada de infiltrado de células mononucleares y macrófagos en los 

espacios alveolares(Arriaga, Orozco, Aguilar, Rook, & Hernández Pando, 2002).  

 

 Uno de los objetivos ideales de la terapia adyuvante al tratamiento con 

antibióticos es que debe modular el daño generado por el propio sistema inmune y 

sus consecuencias patogénicas. En este sentido, debido a la reducción en la carga 

bacilar por el CVP en sinergia con AB de primera línea, se evaluó la extensión de las 

áreas neumónicas en pulmones de los grupos experimentales planteados en el diseño 

del experimento de sinergia mencionado anteriormente. En ellos, encontramos que 

el tratamiento combinado de CVP y antibióticos redujo significativamente el 

porcentaje de pulmón afectado por neumonía (Fig. 9A y B). 
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Figura 9. Efecto sinérgico del CVP en conjunto con AB de primera línea sobre 

la extensión de las áreas neumónicas. (A) Área de extensión de pulmón afectada por 

neumonía representada como porcentaje en pulmones de ratones infectados tratados con 

vehículo (Barras negras), tratados con CVP (barras con rayas diagonales), con antibiótico 

(barras grises) y CVP + AB (barras blancas). (B) Imágenes representativas de reconstrucción 

automatizada de pulmón de ratones infectados de los diferentes grupos experimentales. Las 

columnas representan la media y las barras la Desviación Estándar (D.E.). Análisis: ANOVA 

de dos vías con corrección de Sidak - Bonferroni para comparaciones múltiples (*P <0.05, 

***P <0.001, ****P <0.0001) 
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Apartado II: Experimentos In vitro 

a) Infección de cultivos celulares de 

macrófagos alveolares murinos 

 

b) Ensayos con cultivos de 

Mycobacterium tuberculosis 
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8.4 Efecto de Vp en la eliminación de micobacterias por 

macrófagos alveolares (MH-S) en ensayos de Killing. 

Debido a que los macrófagos presentaron intensa inmunopositividad y dada 

su importancia en la patogénesis de esta enfermedad, decidimos realizar 

experimentos en cultivos de macrófagos alveolares murinos (MH-S) infectados con 

Mtb y tratados con tres diferentes dosis del agonista sintético DdAVP o el 

antagonista CVP.  Tras 1 hora de infección en MO previamente tratados con ambos 

fármacos, no se observaron diferencias en la cantidad de bacterias fagocitadas; sin 

embargo, tras 24 horas de infección, la administración repetida (cada 12 horas) de 

dosis elevadas de DdAVP provocó un aumento en el número de bacilos dentro de los 

macrófagos, en un mecanismo aparentemente dosis dependiente (Fig. 8A). Por el 

contrario, el tratamiento con Conivaptan resultó en la disminución en la carga 

bacilar que fue estadísticamente significativo con respecto a la dosis más alta de 

DdAVP. En un segundo ensayo, debido a los efectos tiempo y dosis dependiente 

observados, se realizó un experimento agregando la dosis más alta de Avp y la dosis 

más alta de CVP; este experimento se siguió hasta las 72 horas. Como era esperado, 

la carga bacilar aumentó con la incubación con Avp y la disminución con CVP de la 

carga bacilar fue evidente a las 72 horas (Fig. 10B). Con el fin de explicar este efecto, 

se analizó por ELISA la cantidad de IL-6 y TNFα, dos citocinas clave para el control 

y eliminación de micobacterias. Concordantemente, se observó que los macrófagos 

tratados con Avp secretan de manera inapropiada estas citocinas, con una tendencia 

hacia la inhibición de estas (Fig. 10C y D, respectivamente). Resalta mencionar que 

in vitro, los macrófagos alveolares no sintetizan Vp durante los tiempos analizados 

en los experimentos (Fig. 10E). 
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Figura 10. Efecto de Vp sobre la fagocitosis y Killing de Mtb. (A) Cantidad de 

bacterias intracelulares en macrófagos MH-S tratados con las diferentes dosis de DdAVP y 

CVP 1 hora y 24 horas después de la infección con Mtb de la cepa H37Rv, MOI 1:5. (B) 

Cantidad de bacterias intracelulares a las 24 y 72 horas con la dosis más alta de Avp (Sigma-

Aldrich) y CVP. Los fármacos se agregaron al inicio del experimento y cada 12 horas el medio 

se suplementó con fármaco. Las columnas representan la media y las barras el error estándar 

de la media (E.E.M). (C, D) Concentración de citocinas en sobrenadantes de los macrófagos 

infectados en el experimento cuantificado por ELISA, las barras representan el promedio de 

dos lecturas de pools de sobrenadantes obtenidos de los experimentos. (E) PCR de punto 

final de cDNA obtenido de lisados de macrófagos control a las 24 y 72 horas (M1 y M3) y en 

macrófagos infectados (TB1 y TB3). El control positivo se tomó de la curva de amplicones de 

Avp. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías, corrección de Sidak – Bonferroni para 

comparaciones múltiples (*P <0.05) 
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Sección III: 

Efectos directos de Vp sobre el 

metabolismo de Mycobacterium tuberculosis 

a) Metabolismo y proliferación 

b) Consumo de Oxígeno 
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8.5 Efectos de vasopresina sobre Mycobacterium 

tuberculosis  

 Mycobacterium tuberculosis ha coevolucionado con nuestra especie durante 

al menos de 70 000 años, por lo que ha desarrollado mecanismos complejos de 

adaptación al medio hostil que encuentra dentro de las células del organismo. Mtb 

es altamente adaptable al medio en el que se encuentra. 

 8.5.1 Efectos sobre el metabolismo de Mtb 

Los resultados anteriores no excluyeron la posibilidad de que Mtb pudiera 

responder al estímulo vasopresinérgico. Por ello, decidimos sembrar bacterias en 

medio líquido 7H9, en placas de 96 pozos y estimularles con Vp liofilizada (Sigma-

Aldrich) o DdAVP, a diferentes concentraciones e incubarlas durante 7 días en 

agitación a 37°C como se mencionó en la metodología. Como se mencionó 

anteriormente, la DdAVP es un isómero de la vasopresina con la arginina en posición 

D (a diferencia de la posición L de la arginina de Vp) que le confiere además de una 

vida media prolongada, una mayor afinidad por el receptor V2 (Thibonnier, Coles, 

Thibonnier, & Shoham, 2001; Vilhardt, 1990). Tras siete días de incubación con uno 

u otro fármaco, encontramos que al agregar sales de MTT-tetrazolio. Las bacterias 

que recibieron el compuesto liofilizado de Vp transformaron una mayor cantidad de 

este compuesto al metabolito formazán, leído a 490 nm; sin embargo, este fenómeno 

no ocurrió al administrar DdAVP a las micobacterias, en donde se mantuvo la 

transformación de MTT (Fig. 11A). Esta reacción, es llevada a cabo en la bacteria por 

una reacción de reducción del compuesto NADH y es irreversible, por lo que la 

intensidad de la positividad indica el número de bacterias vivas y de manera 

indirecta, mayor actividad metabólica en las micobacterias. Para corroborar este 

efecto se tomaron 100 μl de cada uno de los pozos experimentales y se sembraron en 

diluciones en medio 7H10. No se encontraron diferencias en el número de bacterias 

entre los pozos de los diferentes grupos experimentales (Fig. 11B) 
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Figura 11. Efectos directos de Vp en cultivos de Mycobacterium (A) Transformación del 

compuesto MTS a formazán por oxidación, intensidad de la absorbancia como medida de la actividad 

metabólica de las bacterias incubadas en los pozos control (barras negras), tratados con DdAVP 

(barras grises) y tratados con Avp (barras con textura) a diferentes concentraciones molares. (B) 

Cantidad de bacterias en los pozos de los diferentes grupos experimentales, tomadas al día 7 después 

del inicio del experimento y sembradas en medio 7H10. Análisis estadístico: ANOVA de dos vías, 

corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples (*P <0.05, ***P <0.001, ****P <0.0001). 

 

 

 

 

 

 

 

 



83 

 
 

8.5.2 Efecto de VP sobre el consumo de O2 de 

Mycobacterium tuberculosis  

Por los resultados anteriores con respecto a la transformación de MTS a 

formazán, decidimos analizar el consumo de O2 por micobacterias incubadas con 

Avp durante 10 días, todos los días se tomaron lecturas de la fluorescencia de rutenio 

rojo en un sistema cerrado de detección de consumo de oxígeno específico para Mtb. 

Como se observa en la figura 12, las micobacterias comienzan a proliferar y su 

actividad metabólica se puede detectar desde el día 3 después del inicio del ensayo. 

La tasa de consumo (indicada por la intensidad de fluorescencia) se mantiene en una 

meseta hasta el día 7, y después hay un pico de consumo notado al día 10 del inicio 

del ensayo. Por el contrario, Mtb tratadas con Avp no presentan este incremento 

inicial de consumo de Oxígeno, presentando una especie de estado “silente”, no es 

hasta el día 7 que estas bacterias comienzan a consumir O2 de manera muy intensa, 

tanto que igualan a las bacterias sin tratamiento en 1 día. Posteriormente no se 

observa diferencia al final del ensayo.  Es importante mencionar que ni en el ensayo 

de metabolismo de formazán ni en el ensayo de consumo de O2 encontramos 

diferencias en el número de bacterias cultivables. 
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Figura 12. Consumo de O2, determinado por la fluorescencia de rojo rutenio en 

el sistema de detección de crecimiento de Mtb (MGIT) La fluorescencia indica 

mayor cantidad de CO2 producto del metabolismo de Mycobacterium. Las columnas negras 

representan control y las doradas representan las bacterias incubadas con la dosis alta de 

Avp. Análisis: ANOVA de dos vías corrección de Sidak para comparaciones múltiples (*P 

<0.05, ***P <0.001). 
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9. Discusión y conclusiones 
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Los hallazgos mostrados en el desarrollo de esta tesis muestran cómo durante 

la tuberculosis, una enfermedad inflamatoria crónica de etiología infecciosa, 

diversos sistemas de respuesta del huésped están involucrados en el mantenimiento 

de la homeostasis, incluidos los llamados “péptidos de respuesta al stress”. La 

patogénesis de esta enfermedad es un claro ejemplo de la constante comunicación 

neuroinmunoendocrina, y de cómo los mecanismos de protección pueden volverse 

patogénicos. Por otra parte, los resultados sugieren que entre las funciones del 

sistema vasopresinérgico se encuentra el mantenimiento de la homeostasis tisular 

del pulmón, pero que, durante el establecimiento del estado patogénico, este sistema 

puede convertirse en un nodo de interacción que lleve, paulatinamente, al deterioro 

de la respuesta del huésped ocasionando más rápidamente la pérdida de la función 

y fibrosis anormal, dos de las consecuencias patológicas de la inflamación. 

 Ontogénicamente, las células del epitelio pulmonar son diferenciadas a través 

de diferentes estímulos provenientes, en gran parte, de células neuroendocrinas 

originadas en las crestas neurales que migran hacia los primordios embrionarios del 

pulmón; de la misma forma, la presencia de células linfoides al tejido pulmonar 

(particularmente células linfoides innatas de tipo 2, con fenotipo antiinflamatorio) 

es influenciada por la secreción de péptidos reguladores por los llamados cuerpos 

neuroepiteliales.   

Durante la vida adulta, se requiere de la influencia de hormonas y 

neuropéptidos para su adecuada función, incluyendo la actividad inmunológica de 

este órgano, la cual es influenciada por células linfoides asociadas con la anergia y la 

limitación de la inflamación, conocidas como ILC de tipo 2 (Bordon, 2016; 

Engelmann, Landgraf, & Wotjak, 2004). Este fenotipo inmunológico genera que el 

pulmón sea un sitio de privilegio inmune ya que es necesaria la tolerancia hacia 

inmunógenos de la más diversa naturaleza y origen; sin embargo, esta misma 

característica lo convierte en un sitio de entrada y alojamiento de microorganismos 

altamente evolucionados como es el caso de Mycobacterium tuberculosis.  
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Vp es una hormona con efectos ubicuos, específicos e inespecíficos, que ejerce 

actividad biológica sobre células epiteliales, mesenquimales e inmunes, además de 

participar regulando la respuesta de reparación tisular a través de efectos biológicos 

en células como los fibroblastos. Por otra parte, Vp parece participar en fenómenos 

pleiotrópicos ya que la disregulación vasopresinérgica se ha descrito en diferentes 

enfermedades inflamatorias crónicas. 

 En este y otros modelos experimentales, Vp parece jugar un papel importante 

en la regulación de la resistencia al Stress inflamatorio e infeccioso.  Sus efectos 

sobre la fagocitosis, la producción de citocinas por los linfocitos y su actividad 

inductora de la quimiotaxis, así como su papel en el control de la apoptosis, se 

encuentran asociados a enfermedades en las que el exceso de tono vasopresinérgico 

ha sido reportado, sugiriendo  que la disfunción vasopresinérgica podría influir la 

patogénesis en diversas infecciones y/o inflamación no resolutiva, en donde la 

desregulación de la homeostasis tisular es un factor común, ejemplos de ello se 

pueden encontrar en el cáncer (George, Capen, & Phillips, 1972; Heasley, 2001; 

Ripoll, Garona, Hermo, Gomez, & Alonso, 2010), la autoinmunidad (Chikanza & 

Grossman, 1998; Chowdrey et al., 1995) y enfermedades infecciosas agudas y 

crónicas (Bevilacqua, 1994; L. H. A. da Costa et al., 2016; Hoorn et al., 2012).  

No menos importante es la asociación que existe entre la inmunosupresión 

mediada por el stress, la vasopresina, y su relación con la susceptibilidad al 

desarrollo de enfermedades infecciosas/inflamatorias crónicas (Elenkov & 

Chrousos, 1999; Eskandari, Webster, & Sternberg, 2003b). Interesantemente, 

vasopresina es uno de los principales mediadores de las respuestas de stress 

cognitivo al ser coactivador del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal, sobre todo en 

períodos de stress crónico en donde parece mediar la producción de cortisol.  

Diversas enfermedades crónicas cursan con un “tono” vasopresinérgico 

aumentado, particularmente, la inflamación pulmonar de diferentes etiologías se 

acompaña de esta característica hormonal (Park & Shin, 2013). Los experimentos 
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descritos en esta tesis pretenden ser una primera aproximación a los efectos 

patogénicos de la vasopresina en la Tb pulmonar.  

En este trabajo de tesis, hemos demostrado que, como se había descrito con 

anterioridad, existe un principio antidiurético en la tuberculosis pulmonar y 

confirmamos que este principio corresponde a Vp como se puede observar en la 

inmunohistoquímica; la intensidad y el número de células positivas para Vp en 

pulmón incrementó a medida que avanzó la enfermedad correlacionándose con la 

extensión de la neumonía lo que sugiere que podría estar relacionada con la 

progresión de la enfermedad. Interesantemente, los macrófagos vacuolados fueron 

intensamente positivos para la hormona, este hallazgo resulta de importancia pues 

se correlaciona con la presencia de Mtb en este tipo de células, que funcionan como 

verdaderos “nichos” de bacterias durante la fase avanzada de la enfermedad. Por otra 

parte, hemos podido detectar transcritos de vasopresina en el pulmón, y la expresión 

de estos correlaciona con la inmunohistoquímica, lo que sugiere que su síntesis se 

encuentra también en el pulmón. Los efectos de Vp son altamente dependientes de 

la dosis, el tiempo de acción y el tipo de órgano o célula en la cual tenga su efecto. 

Anteriormente, se ha descrito el efecto antiinflamatorio de Vp en el pulmón, ya que 

inhibe la producción de IL-6 (Boyd, Holmes, Wang, Roberts, & Walley, 2008). 

Además, en órganos como el hígado y en fibroblastos, vasopresina es inductor de 

fibrosis en un mecanismo dependiente de TGFβ(Quintanar-Stephano et al., 2016; 

Tahara et al., 2008). Con estos antecedentes y con el objetivo de determinar las 

consecuencias funcionales de la manipulación vasopresinérgica, decidimos tratar 

con el agonista sintético DdAVP, debido a que su vida media es más prolongada que 

Vp y el antagonista no selectivo de los receptores CVP.  

Los resultados encontrados sugieren que Vp tiene efectos 

antiinflamatorios/profibróticos en el pulmón durante la TB activa, que, si bien son 

necesarios para mantener el equilibrio en la respuesta hacia Mtb, el tono 

vasopresinérgico elevado de manera sostenida produce efectos deletéreos en la 

enfermedad. Contrariamente, la inhibición de los efectos de vasopresina resultó en 
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menor carga bacilar en los pulmones de ratones tratados y aparentemente este efecto 

es mediado por una menor cantidad de TGFβ. Sin embargo, son necesarios más 

experimentos ya que no ha sido posible dejar claro aún si esta respuesta fisiológica 

sea “aprovechada” y alterada por la micobacteria, de tal manera que le permita 

establecer de manera exitosa la infección, o bien, si la propia bacteria produzca una 

molécula similar a Vp, que provoque efectos biológicos aberrantes que desregulen 

los mecanismos del sistema inmune, resultando a favor de la infección.  Tampoco ha 

quedado claro cuál o cuáles son los mecanismos que subyacen a la disminución en la 

carga bacilar al bloquear la vasopresina in vivo o in vitro, ya que podrían ser causados 

por un menor índice de fagocitosis al bloquear su efecto, reduciendo el número de 

bacterias, o bien, por la inhibición de efectos inmunosupresores de vasopresina 

(mediados por TGFβ) en el microambiente pulmonar.  

Finalmente, estas observaciones incitan a la elucubración de si Vp, en 

conjunto con otros péptidos y neurotransmisores, podrían estar induciendo presión 

sobre la micobacteria de tal forma que provoque cambios en su fenotipo, que puedan 

influir en su virulencia. Este punto parte del hecho de que Vp pertenece a un enorme 

grupo de péptidos reguladores que se han mantenido en la evolución desde hace más 

de 500 millones de años (Kochman, 2013). Los resultados mostrados con respecto a 

la mayor transformación del formazán por las micobacterias cuando fueron tratadas 

con Vp abre la posibilidad de que exista algún tipo de receptor ancestral en Mtb y 

dados los hallazgos de vesículas positivas para Vp en macrófagos espumosos, 

sugieren la posibilidad de que la bacteria haya logrado aprovecharse de estos 

mecanismos del huésped para causar inmunopatología y aprovechando estos 

factores hormonales a favor de su propio metabolismo. Esta serie de posibilidades 

hipotéticas no han sido demostradas; pero forman parte de las posibles perspectivas 

de este trabajo. Por otra parte, cabe mencionar que los efectos específicos de Vp en 

esta infección sobre la función inmune no han sido dilucidados. Los resultados 

obtenidos en el modelo in vivo administrando agonistas y antagonistas solo 

permiten tener un panorama acerca de los posibles efectos deletéreos de esta 

hormona durante la TB, sin embargo, son necesarios más experimentos para 
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determinar el mecanismo responsable de estos.  En esta serie de experimentos solo 

se utilizaron ratones macho. Se sabe que los efectos de Vp son dependientes del sexo, 

pues los machos expresan una mayor cantidad de Vp de manera constitutiva en 

relación con las hembras, además de que existen diferencias en la expresión y 

localización de los VpR. Sería interesante analizar estos efectos en hembras 

infectadas. Sin embargo, es interesante que VP parezca influenciar la enfermedad de 

tal forma que existe una especie de espada de dos filos, induciendo mayor 

“tolerancia” al estrés inflamatorio, pero teniendo como consecuencia a largo plazo la 

pérdida de control de la infección. Además, no ha quedado claro el mecanismo a 

través del cual Vp puede inducir cambios metabólicos en Mtb.  

 Todos estos puntos son necesarios para comprender a profundidad la 

asociación entre el sistema vasopresinérgico y su relación con enfermedades 

infecciosas e inflamatorias crónicas, sin embargo, es claro que a través de la 

modulación de este y otros péptidos reguladores se podrían desarrollar nuevas 

estrategias de terapia dirigida al huésped. 
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10. Tabla de abreviaturas 
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AA Aminoácido 

ACTH Hormona Adrenocorticotropa 

ADH Hormona antidiurética (Antidiuretic Hormone) 

AQP Aquaporina 

Avp Arginina - Vasopresina 

BCG Bacillo Calmette / Guerin 

BSA Albúmina Sérica Bovina 

cDNA DNA complementario  

CRF Factor liberador de corticotropina 

Cvp Conivaptan (Antagonista no selectivo V1a / V2) 

DC Célula dendritica 

DdAVP Desmopresina 

Etam Etambutol 

GH Hormona de Crecimiento 

IGF-1 Factor de crecimiento Insulinoide de tipo 1 

IL-1β Interleucina 1 - Beta 

IL - 6 Interleucina 6 

IL - 10 Interleucina 10 

IFNγ Interferón gamma 

ILC Células linfoides innatas 

INH Isoniazida 

KDa Kilodalton 

Mtb Mycobacterium tuberculosis 

MGIT Mycobacterial Growth Indicator Tube 

NHH Hormona neurohipofisiaria 

NFκ-B Factor Nuclear Kappa – B 

NOS Sintasa de Óxido Nítrico 

OT Oxitocina 

OMS Organización Mundial de la Salud 

Tb Tuberculosis 
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TLR-4 Receptor tipo Toll - 4 

TNFα Factor de necrosis tumoral alfa 

TGFβ Factor transformante del crecimiento Beta 

OADC ácido oleico / Dextrosa / Catalasa (suplemento para Mtb) 

PVN Núcleo paraventricular del hipotálamo 

PBS Fosfato Buffer – Salino  

PAMPS Patrones moleculares Asociados a Patógenos 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PRL Prolactina 

qPCR Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

Rif Rifampicina 

SFB Suero fetal Bovino 

SON Núcleo supraóptico del hipotálamo 

SVp Sistema vasopresinérgico 

Vp Vasopresina 
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Presentación en el XIII World Congress of Neurohypophysial Hormones en 

modalidad de “Poster Blitz” (presentación corta) y discusión de hallazgos en poster 

durante el congreso.  
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Presentación de Poster, 22° Simposium Internacional de Péptidos 

Reguladores, Sociedad Internacional de Péptidos reguladores, Acapulco, 

2018 
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Presentación Oral (Workshop Lecture), Congreso de la Sociedad 

Mexicana de Inmunología, Congreso de la Asociación latinoamericana 

de Inmunología, 2018, Cancún, México. 
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Presentación de póster en el XXII Congreso Nacional de Inmunología, 

Zacatecas, México, 2016 
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