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                                                                                                                                              RESUMEN 

“Estudio de la capacidad inmunomoduladora de dehidroepiandrosterona y sus 

metabolitos oxigenados sobre las respuestas Mycobacterium tuberculosis-específicas en el 

contexto de la coinfección con HIV-1” 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente causal de la tuberculosis (TB), una enfermedad 

infecciosa que en la actualidad afecta a aproximadamente un tercio de la población mundial y 

constituye una de las 10 principales causas de mortalidad globalmente. El tipo de respuesta 

inmunológica que el individuo despliegue, determinará si la enfermedad progresa o si desarrolla 

una infección crónica controlada. En particular, la probabilidad de enfermar en una persona 

coinfectada con el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) es de 20 a 30 veces mayor que en 

la población general. La interacción entre Mtb y el HIV es sinérgica, facilitando cada uno la 

patogenicidad del otro.  

El tratamiento de la TB en personas coinfectadas con HIV y Mtb (HIV-TB) es desafiante y tiene 

una duración extensa, debido a falla del sistema inmune en proveer un soporte adecuado para la 

terapia. Mediante el estudio y la identificación de los factores que conllevan a la progresión de la 

enfermedad, se podrían descubrir terapias dirigidas al hospedador centradas en potenciar los 

componentes clave de los mecanismos efectores anti-micobacterianos, limitando la inflamación y el 

daño patológico. La presente tesis de doctorado tiene como objetivo principal el estudio del rol de 

la hormona dehidroepiandrosterona (DHEA) y sus metabolitos oxigenados androstenediol (AED), 

androstenetriol (AET) y 7-oxo-DHEA como moduladores de la respuesta inmune anti-tuberculosa 

en el contexto de la coinfección HIV-TB. Para llevar adelante este objetivo principal, el trabajo se 

dividió en dos objetivos específicos. 
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En primer lugar, se determinó la concentración de estas hormonas en plasma y su posible relación 

con el estado clínico del paciente. Para ello se optimizó la síntesis de los compuestos en estudio y 

se desarrolló una metodología basada en cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas (HPLC-MS/MS) para la cuantificación. En segundo término, se estudió el 

efecto inmunomodulador de los compuestos mencionados sobre la respuesta antígeno-específica 

de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) provenientes de pacientes coinfectados, 

comparando su respuesta con donantes sanos (DS). 

Los resultados obtenidos respecto de la cuantificación de hormonas inmunomoduladoras 

mostraron niveles plasmáticos estadísticamente más altos de DHEA, AET y 7-oxo-DHEA en 

pacientes HIV-TB, cuando se compararon con los valores provenientes de muestras de DS. 

Además, las concentración de 7-oxo-DHEA correlacionó positivamente con el recuento absoluto 

de células T CD4+, con un mayor valor nadir de LT CD4+ y con la localización de la TB, ya que 

aquellos individuos que presentaban una infección restringida a los pulmones mostraron niveles 

más altos de 7-oxo-DHEA en comparación con el grupo de pacientes que presentaron TB 

diseminada.  

Por otra parte, se ensayó el efecto inmunomodulador de los compuestos, estimulando las CMSP 

de HIV-TB y DS con un antígeno Mtb (cepa H37rv, irradiada y muerta por calor) y estudiando la 

proliferación celular y la producción de citoquinas antígeno-específica. Interesantemente, 7-oxo-

DHEA a su concentración más efectiva (1x10-6M) fue capaz de estimular la proliferación celular y 

modular una respuesta con un perfil de citoquinas de tipo Th1, al incrementar los niveles de IFN- 

y TNF-, sin suprimir la acción necesaria de IL-10 (regulación) e inhibiendo la secreción de IL-17A 

(inflamación). Para conocer si alguna de las hormonas en estudio era capaz de promover un perfil 

Th1 sobre el perfil regulatorio, se estudió la relación entre IFN-, IL-17A, TNF- e IL-10. El efecto 
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ejercido por 7-oxo-DHEA se manifestó en un incremento significativo de los niveles de IFN- y 

TNF- por sobre los de IL-10 y de la relación IFN-/IL-17A en HIV-TB y DS, lo que sugiere que 

podría articular una respuesta inmunoprotectora en lugar de una patológica. 

En base a los prometedores resultados encontrados sobre el efecto de 7-oxo-DHEA, no descripto 

hasta el momento, y con el fin de profundizar el conocimiento en cuanto a función 

inmunomoduladora, se realizaron dos estudios adicionales. Primero, se infectaron líneas celulares 

de macrófagos humanos THP-1 y alveolares murinos MH-S con Mtb cepa H37Rv en presencia de 

la hormona. Se observó que los cultivos expuestos a 7-oxo-DHEA mostraron una mayor capacidad 

fagocítica y un aumento en el control del crecimiento bacteriano, acompañado de un perfil de 

citoquinas pro-inflamatorio. Por último, se realizó un ensayo pre-clínico con un modelo murino de 

tuberculosis pulmonar progresiva. Se infectaron ratones BALB/c con Mtb cepa H37Rv y se 

trataron con 7-oxo-DHEA (15, 50 o 200 g/día, 3 veces por semana) desde el día 60 post-

infección. Los resultados mostraron que luego de un mes de tratamiento, la carga bacteriana en 

pulmón y bazo de ratones infectados se redujo de forma significativa.  

Los resultados de este trabajo de investigación en el marco de una tesis doctoral permiten concluir 

que 7-oxo-DHEA actúa como un potente compuesto inmunoprotector. Se propone que esta 

hormona podría utilizarse como un adyuvante de la terapia para mejorar el tratamiento de la TB, 

acortando los tiempos de tratamiento y mejorando la calidad de vida de los pacientes, 

particularmente aquellos inmunocomprometidos como los individuos HIV+. 

Palabras Clave: Tuberculosis, Coinfección HIV-TB, 7-oxo-DHEA, DHEA, Inmunomoduladores.
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“Report on the immunomodulatory capacity of dehydroepiandrosterone and its 

oxygenated metabolites on Mycobacterium tuberculosis-specific responses in the context 

of HIV-1 coinfection” 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) is the causative agent of tuberculosis (TB), an infectious disease 

that currently affects approximately one third of the world's population and it constitutes one of 

the top 10 causes of deaths worldwide. The type of individual's immune response will determine 

disease progression or its development into a chronic infection. Particularly, the risk of developing 

TB in human immunodeficiency virus (HIV)-coinfected patients is 20 to 30 times higher than 

those without HIV infection. The synergistic interplay between these two pathogens accelerates a 

decline in immunological functions.  

TB treatment in people coinfected with HIV and Mtb (HIV-TB) is challenging and it has a 

prolonged duration, mainly due to failure of the immune system to provide an adequate support 

for the therapy. Novel host-directed therapy could be discovered by studying and identifying 

factors that lead to disease progression. Thus, the aim of this PhD thesis work was to study the role 

of the hormone dehydroepiandrosterone (DHEA) and its oxygenated metabolites androstenediol 

(AED), androstenetriol (AET) and 7-oxo-DHEA as modulators of the anti-tuberculous immune 

response in the context of HIV-TB coinfection. To achieve the main objective, the work was 

divided into two specific purposes. 

First, plasma hormone concentrations were determined and related with the clinical status of the 

patient. To this end, the synthesis of the compounds studied was optimized, and a methodology 

based on high resolution liquid chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS/MS) 

was developed. Secondly, the immunomodulatory effect of the aforementioned compounds on 
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peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from co-infected patients was studied, comparing 

their response with healthy donors (HD). 

Regarding hormone´s quantitation, the results showed statistically higher plasma levels of DHEA, 

AET and 7-oxo-DHEA in HIV-TB patients, compared to samples from HD. In addition, 7-oxo-

DHEA plasma concentration positively correlated with the absolute CD4+ T cell count, with nadir 

CD4+ T cell count values and with TB localization, as those individuals who had an infection 

restricted to the lungs showed higher levels of 7-oxo-DHEA, compared to the group of patients 

with disseminated TB.  

On the other hand, the immunomodulatory effect of the above-mentioned steroid compounds was 

tested stimulating PBMCs from HIV-TB and HD with heat-killed gamma-irradiated Mtb H37Rv. 

Cell proliferation and cytokine production were studied. Interestingly, 7-oxo-DHEA at its most 

effective concentration (1x10-6M) was able to increase cell proliferation and to modulate a Th1-like 

cytokine profile, by increasing the levels of IFN-γ and TNF-, without suppressing the necessary 

action of IL-10 (a regulatory cytokine) and reducing the secretion of IL-17A (pro-inflammatory). 

With the aim to explore if hormones could promote a Th1 phenotype over a regulatory profile, 

the relationship between IFN-, IL-17A, TNF- and IL-10 was studied. The effect exerted by 7-oxo-

DHEA was manifested by significant increase in the levels of IFN- and TNF- over those of IL-10 

and by an augmented IFN-/IL-17A ratio in HIV-TB and HD, suggesting that 7-oxo-DHEA could 

articulate an immunoprotective response instead of a pathological condition. 

Based on the promising results found in 7-oxo-DHEA, and in order to deepen the knowledge 

regarding its immunomodulatory function, two additional studies were performed. Initially, 

human macrophage THP-1 and murine alveolar MH-S cell lines were infected with Mtb strain 

H37Rv in the presence of the hormone. It was observed that cultures exposed to 7-oxo-DHEA 
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showed a higher phagocytic capacity and an improved control of bacterial growth, associated with 

a profile of pro-inflammatory cytokines. Finally, a pre-clinical trial using a murine model of 

progressive pulmonary tuberculosis was performed. BALB/c mice were infected with Mtb strain 

H37Rv and treated with 7-oxo-DHEA (15, 50 or 200 g/day, 3 times per week) from day 60 post-

infection. The results showed that after one-month treatment, the bacterial load in lung and 

spleen from infected mice had decreased significantly.  

The results of this PhD thesis work allowed us to conclude that 7-oxo-DHEA seems to be a potent 

immunoprotective compound. Therefore, it is proposed that 7-oxo-DHEA could be used as an 

adjuvant to improve TB treatment, shortening therapy times and improving the quality of life of 

patients, particularly those immunocompromised, such as HIV+ individuals. 

Keywords: Tuberculosis, HIV-TB coinfection, 7-oxo-DHEA, DHEA, Immunomodulators. 
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                                                                                                                                   ABREVIATURAS 

7-oxo-DHEA: 7-oxo-dehidroepiandrosterona. 

ACN: Acetonitrilo. 

Ac2O: Anhídrido Acético. 

AcOEt: Acetato de Etilo. 

ACTH: Hormona Adrenocorticotropa o 
Corticotropina.  

AED: Androstenediol. 

AET: Androstenetriol. 

Al2O3: Óxido de Aluminio. 

BAAR: Bacilo ácido alcohol resistente. 

BCG: Bacillus Calmette-Guérin. 

CC: Control de Calidad.  

CCD: Cromatografía en Capa Delgada. 

CCI: Control de Calidad Inferior.  

CCS: Control de Calidad Superior.  

CD: Célula Dendrítica. 

CDCl3: Cloroformo Deuterado. 

CeCl3x7H2O: Cloruro de Cerio (III) 
Heptahidratado. 

CEI: Concentración Efectiva Inhibitoria. 

CH2Cl2: Diclorometano. 

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad. 

CMSP: Células Mononucleares de Sangre 
Periférica. 

CPM: Cuentas por Minuto. 

CRH: Hormona Liberadora de Corticotropina. 

CV: Carga viral plasmática. 

CV%: Coeficiente de Variación. 

CYP: Citocromo P450. 

Da: Dalton. 

DCl: Cloruro de Deuterio. 

: Desplazamientos Químicos. 

DHEA: Dehidroepiandrosterona. 

DMSO: Dimetilsulfóxido. 

DS: Individuo donante sano. 

EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético. 

EEM: Error Estándar de la Media. 

EI: Estándar Interno. 

EM: Efecto de Matriz. 

EP: Eficiencia del Proceso. 

ER%: Porcentaje de Error Relativo Medio. 

ESI: Ionización por Electrospray. 

GCs: Glucocorticoides. 

GS-MS: Cromatografía Gaseosa Acoplada a 
Espectrometría de Masas. 

Hex: Hexano.  

HIV: Virus de la Inmunodeficiencia Humana. 

HIV+: Individuo con diagnóstico positivo para 
HIV. 

HIV-TB: Paciente HIV+ con Tuberculosis activa. 

HIV-TBL: Paciente HIV+ con Tuberculosis 
latente. 

HPA: Eje hipotalámico-pituitario-adrenal. 

HPLC-MS/MS: Cromatografía Líquida de Alta 
Resolución acoplada a Espectrometría de Masas. 

HSD: Hidroxiesteroide Deshidrogenasa. 

IFN-: Interferón Gamma. 

J: Constante de Acoplamiento Escalar. 

LC: Límite de Cuantificación. 

LD: Límite de Detección. 

MeOD: Metanol Deuterado. 

MeOH: Metanol. 

MOI: Multiplicidad de Infección. 

MRM: Monitorización de Reacciones Múltiples. 

NaBH4: Borohidruro de Sodio. 

NaClO2: Clorito de Sodio. 

Na2SO4: Sulfato de Sodio. 

NK: Células “Natural Killer”. 

IGRA: Ensayo de Liberación de Interferón-
Gamma. 

IL: Interleuquina. 

iNOS: Óxido nítrico sintasa inducible. 

IT: intratraqueal.  

iTregs: Linfocito T Regulatorio Inducido. 

LIC: Límite Inferior de Cuantificación. 
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LiOH: Hidróxido de Litio. 

LT: Linfocito T. 

Mtb: Mycobacterium tuberculosis. 

M1: Macrófago activado de forma clásica. 

M2: Macrófago activado de forma alternativa. 

m/z: Masa/Carga. 

OADC: Ácido Oleico, Albúmina Bovina, 
Dextrosa, Catalasa. 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

ON: Óxido Nítrico. 

PAMPS: Patrones Moleculares Asociados a 
Patógenos. 

PBS: Solución salina tamponada. 

PCC: Clorocromato de Piridinio. 

PD-1: Receptor de Muerte Celular Programada 1. 

PHA: Fitohemaglutinina. 

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato. 

PPD: Derivado Proteico purificado de la 
Tuberculina. 

Py: Piridina. 

Q: Cuadrupolo. 

QQQ: Triple Cuadrupolo. 

R: Recuperación.  

Rf: Relación de Frente. 

RIA: Radioinmunoensayo. 

RIC: Rango Intercuartilos. 

RMN: Resonancia Magnética Nuclear. 

RPMIc: RPMI 1640 suplementado con 10% de 
SFB, 2mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina y 
100 μg/ml estreptomicina. 

RRP: Receptores de Reconocimiento de 
Patrones. 

SC: Subcutánea.  

SD: Desviación Estándar. 

SEM: Error Estándar. 

SFB: Suero Fetal Bovino. 

SIDA: Síndrome de la inmunodeficiencia 
adquirida. 

S/R: Relación Señal/Ruido. 

TARV: Terapia Antirretroviral. 

TB: Tuberculosis. 

TBHP: Hidroperóxido de tert-butilo. 

TBL: Tuberculosis latente. 

TDH: Terapias Dirigidas al Hospedador. 

Th1/2: Linfocito T CD4+ de tipo helper 1/2. 

THF: Tetrahidrofurano. 

TLR: Receptor de tipo Toll. 

TMS: tetrametilsilano. 

TGF-: Factor de Crecimiento Transformante 
Beta. 

TNF-: Factor de Necrosis Tumoral Alfa.  

Treg: Linfocito T Regulatorio Convencional 
(CD4+CD25+Foxp3+). 

U.A.: Unidades Arbitrarias.  

UFC: Unidades Formadoras de Colonias. 

uTreg: Linfocito T regulatorio no convencional 
(CD4+CD25-Foxp3+) 
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1.1. Impacto de la tuberculosis, el HIV/SIDA y su coinfección en la salud humana. 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa con una amplia variedad de manifestaciones, 

transmisible, prevenible y tratable, cuyo agente etiológico es Mycobacterium tuberculosis (Mtb), 

también denominado como “bacilo de Koch”. Los hallazgos más antiguos de TB en humanos 

fueron descubiertos en momias pertenecientes a la pre-dinastía egipcia (3.500-2.650 a.C.) y se cree 

que se desarrolló en Europa y en el Cercano Oriente en el período Neolítico, entre 6.000-8.000 

años a.C.1 En la actualidad, esta enfermedad afecta a aproximadamente un tercio de la población 

mundial, siendo una de las 10 principales causas de mortalidad y superando al virus de la 

inmunodeficiencia humana (VIH, o HIV por sus siglas en inglés) en el número de defunciones por 

una enfermedad infecciosa. A nivel mundial 10,4 millones de personas enfermaron y 1,7 millones 

murieron de TB en 2016.2 La mayoría de los individuos afectados mantienen un estado de 

infección “latente” (TBL), en la cual no se presentan síntomas clínicos ni hay contagio. El único 

signo de infección es una reacción positiva en la prueba cutánea de la tuberculina (PPD, por sus 

siglas en inglés) y/o ensayo de liberación de interferón gamma (IGRA, por sus siglas en inglés). De 

las personas con TBL, entre un 3% y 10% desarrollará la enfermedad activa en algún momento de 

su vida, en el cual existe un riesgo elevado de transmisión de la infección.3 

Tal es el impacto de esta enfermedad en la salud pública, que en el año 1993 la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) declaró la TB como emergencia mundial y desde el año 2015 propuso 

una “Estrategia Fin a la TB”, cuyo objetivo final es lograr la eliminación de la mortalidad, la 

morbilidad y el sufrimiento.  La estrategia tiene 3 pilares fundamentales:  

(1) Atención y prevención centradas en el paciente: diagnóstico precoz, tratamiento de todas las 

personas con TB, profilaxis para las personas con alto riesgo y vacunación contra la TB. 
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(2) Políticas audaces y sistemas de apoyo: recursos suficientes para la atención a la TB y su 

prevención.  

(3) Intensificación de la investigación y la innovación: descubrimiento, desarrollo y aplicación 

rápida de nuevos instrumentos, intervenciones y estrategias.4 

En Argentina se reportaron 10.023 nuevos casos de TB (incidencia de 24 nuevos casos cada 

100.000 habitantes) y un total de 670 muertes en 2016. Según reportes locales, El 43% de las 

defunciones se registraron en jóvenes y adultos por debajo de los 55 años, y en el grupo etario de 

35-44 años. Existe además una desigualdad en la mortalidad entre jurisdicciones, asociada a las 

condiciones sociales de la población en hogares con necesidades básicas insatisfechas.5 Las acciones 

e inversiones globales están muy por debajo de las necesarias para poner fin a esta epidemia 

mundial. A pesar de algunos avances en el desarrollo de nuevos diagnósticos, fármacos, regímenes 

de tratamientos y vacunas, la inversión en investigación de la TB sigue siendo un área de baja 

prioridad.2,6 

Por otro lado, en cuanto a infección por el HIV, el último reporte elaborado por la OMS informó 

que un total de 36,7 millones de personas viven con el virus a nivel mundial. En los últimos años 

se ha impulsado una mayor inversión de capital financiero y humano, lo que condujo a la mejora 

de los regímenes de tratamiento y los diagnósticos. La introducción de la terapia antirretroviral 

(TARV) combinada a mediados de los años noventa ha mejorado las respuestas inmunitarias y 

cambiado significativamente la morbilidad y la mortalidad de los individuos HIV+. Actualmente la 

cobertura global de la TARV alcanza en promedio un 46%, lo cual se refleja en una disminución 

del 26% en las muertes relacionadas con el SIDA desde 2010. Además, la esperanza de vida de 

estos pacientes se ha incrementado, siendo ligeramente menor que los individuos no infectados. El 

impulso continuo en las políticas de salud refuerza la determinación de alcanzar el objetivo 
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llamado “90-90-90” para el año 2020, en donde se plantea que el 90% de las personas que viven 

con el HIV conozcan su estado serológico, que el 90% de las personas HIV+ accedan al TARV y 

que el 90% las personas en tratamiento logren suprimir la carga viral. No obstante, todavía se 

encuentran poblaciones de riesgo con necesidades específicas que muchas veces no acceden a los 

sistemas de salud por temor a la violencia, discriminación o persecución. Reducir la brecha entre la 

realidad actual y esos objetivos es un gran desafío que requiere del sostenimiento y la 

profundización de las líneas estratégicas que se plantean.7,8  

Cada año se reportan alrededor de 6.500 nuevos casos de personas que viven con HIV en nuestro 

país. En total se estiman alrededor de 122 mil personas infectadas, de los cuales el 30% desconoce 

su situación serológica. En el año 2016, la mediana de edad de los casos diagnosticados fue de 32 

años en varones 33 años en mujeres. El grado de instrucción, una forma indirecta de conocer el 

nivel socioeconómico de las personas diagnosticadas, aumentó en ambos sexos. Sin embargo, 

aproximadamente uno de cada cinco jóvenes había atravesado situaciones relacionadas con la 

vulnerabilidad socioeconómica, la falta de redes vinculares y el impacto de diferentes violencias 

(sexuales, domésticas o institucionales). A pesar de que la Argentina tiene la mayor cobertura de 

TARV de América latina (más del 70% de los pacientes reciben tratamiento), el número de nuevas 

infecciones prácticamente se triplicó en la última década. Sin embargo, la cantidad de muertes por 

año por HIV/SIDA permaneció casi sin fluctuaciones desde 2005, ubicándose en 2015 en un 

valor de 3,38 por 100.000 habitantes.9,10 

La pandemia del HIV/SIDA es una de las principales causas del aumento en los casos de TB. Es 

importante mencionar que más de un tercio de las muertes por tuberculosis estuvieron asociadas a 

la coinfección con HIV. La disfunción inmune progresiva causada por el virus aumenta tanto la 

susceptibilidad a la infección por Mtb, así como la progresión de la infección latente a la 
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enfermedad activa. La probabilidad de enfermar en una persona coinfectada con ambos patógenos 

(HIV-TB) es de 20 a 30 veces mayor que en la población general. Al menos un tercio de las 

personas que viven con HIV están infectadas con Mtb, los cuales representan un 12% de las 

muertes mundiales por TB.  Aproximadamente un 60% de las personas HIV-TB no recibieron 

ningún diagnóstico o tratamiento anti-tuberculoso, lo que causó un total de 374.000 muertes 

relacionadas con la TB en 2016. Asimismo, la TB es la enfermedad oportunista más prevalente 

entre los en los individuos HIV+ y la principal causa de muerte en estos pacientes. A causa de las 

interacciones entre estos patógenos en el huésped, estas infecciones se consideran conjuntamente 

como una co-pandemia, particularmente en países con una alta prevalencia.2,11–13  

Dado el estado inmunocomprometido de los pacientes HIV-TB, la coinfección puede presentarse 

con síntomas atípicos que plantean retos en el diagnóstico y manejo clínico de la TB. Las 

manifestaciones clínicas dependen del grado de inmunodeficiencia. Para aquellos que no están 

significativamente inmunocomprometidos, la enfermedad se manifiesta de manera muy similar a 

la de los individuos no infectados con HIV: TB pulmonar con fiebre, sudoración nocturna, 

pérdida de peso y tos productiva. En una persona con inmunodeficiencia severa es frecuente 

encontrar una enfermedad diseminada, pero es menos probable que presenten lesiones 

pulmonares cavitadas (característico de una infección pulmonar). En pacientes con SIDA 

avanzado, puede presentarse una enfermedad sistémica grave con progresión rápida y alta 

mortalidad.14,15 

El tratamiento de personas HIV-TB es desafiante y usualmente los desenlaces son menos 

favorables. Sin la terapia apropiada, aproximadamente un 90% de los individuos HIV+ mueren de 

2 a 3 meses después de haber contraído la TB. Los regímenes estandarizados para el tratamiento de 

la TB en personas HIV+ deben iniciarse tan pronto como sea posible, independientemente del 
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recuento de células T CD4+ del paciente. La terapia tradicional utiliza múltiples fármacos, tiene 

una duración de seis meses a 12 meses (dependiendo de la gravedad de la enfermedad y el estado 

inmunológico del paciente) y consta de dos fases: 

(1) La fase inicial o intensiva (dos meses) consta de la combinación de cuatro medicamentos 

que eliminan rápidamente los bacilos en división activa, lo que contribuye a la 

disminución de la contagiosidad, evita la selección de cepas resistentes y contribuye a la 

mejoría clínica del paciente.  

(2) En la segunda fase o de continuación (cuatro meses) se utilizan dos drogas con el fin de 

eliminar a los bacilos en división intermitente. En los casos de TB extrapulmonar con 

riesgo serio de mortalidad, la segunda fase puede prolongarse hasta completar de 9 a 12 

meses de tratamiento.12,16–19 

Durante el tratamiento en personas HIV-TB pueden surgir complicaciones, debido a las 

interacciones entre fármacos, la administración conjunta de ciertas drogas antirretrovirales y 

algunos agentes antimicobacterianos está contraindicada. Uno de los factores más importantes 

para lograr la efectividad del tratamiento es la adherencia al mismo, lo cual resulta difícil debido al 

uso de múltiples drogas, su larga duración y los efectos adversos que se producen, como 

hepatotoxicidad, erupciones cutáneas, problemas gastrointestinales y neuropatía periférica. Ambos 

patógenos son epidemias devastadoras en muchos países y representan un enorme reto en la 

atención al paciente, su seguimiento, la salud pública y la carga económica.12,17 Es necesaria una 

investigación continua y más profunda para la comprensión de las complejas interacciones 

patógeno-huésped en el contexto de la coinfección. De esta forma, se podrán desarrollar nuevos 

regímenes de tratamiento que aumenten la efectividad, disminuyan los efectos adversos y acorten 

los tiempos de terapia, para lograr una mayor adherencia y calidad de vida de los pacientes.  
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1.2. Respuesta inmune a la infección por Mycobacterium tuberculosis. 

La infección primaria por Mtb ocurre mediante la inhalación de pequeñas gotas aerosolizadas 

(microgotas) de 2–5 µm de tamaño, exhaladas por personas que están infectadas y que poseen 

cargas bacterianas elevadas en los pulmones y lesiones en las vías respiratorias (TB pulmonar 

activa). Las microgotas se depositan en los alvéolos distales del huésped y Mtb toma contacto con 

los macrófagos alveolares, células epiteliales, células dendríticas (CD) y neutrófilos. Se cree que los 

macrófagos son el blanco principal de la micobacteria.20–22  

Los estadios iniciales de la infección se caracterizan por el reclutamiento de células inflamatorias a 

los pulmones, conduciendo a la formación de estructuras organizadas denominadas granulomas. 

La formación del granuloma está dirigida por factores tanto bacterianos como del huésped. El 

granuloma tuberculoso, en su forma más básica, es un agregado compacto y organizado de células 

epitelioides (macrófagos que han sufrido una transformación especializada). Los macrófagos 

pueden fundirse en células gigantes multinucleadas o diferenciarse en células espumosas, que se 

caracterizan por la acumulación de lípidos en su citoplasma. Las bacterias se encuentran presentes 

en las áreas centrales del granuloma, en las que se pueden encontrar macrófagos apoptóticos y 

necróticos. El paso final en la formación del granuloma es la llegada de las células T y B que 

forman la periferia, dándole una estructura sólida intacta. La llegada de estas células en los 

pulmones conduce a la detención de la proliferación bacteriana, mediante la producción de 

citoquinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) e interferón gamma (IFN-γ), que 

aumentan la actividad microbicida de los macrófagos. Muchos otros tipos de células también 

forman parte del granuloma, tales como neutrófilos, CD, células “natural killer” (NK), fibroblastos 

y células que secretan componentes de la matriz extracelular. Finalmente, se cree que hay células 

epiteliales que rodean al granuloma (Figura 1).23  
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La estructura del granuloma en la TB representa una dualidad: por un lado, es crucial para 

contener y restringir el crecimiento bacteriano; por otro lado, se trata de una lesión histopatológica 

que causa daño en el pulmón y las micobacterias son capaces de utilizarlos como nichos para su 

proliferación y diseminación.23,24 Como resultado de estos eventos multifactoriales, se logra un 

equilibrio dinámico entre Mtb y su huésped que puede evolucionar tanto para controlar como 

para reactivar el crecimiento bacteriano. Los granulomas son además reservorios donde las 

bacterias viables pueden persistir durante muchos años durante la  TBL.21,25  

 

 

Figura 1. Estructura y constituyentes celulares del granuloma tuberculoso. El granuloma es una estructura 
inmunológica con un centro enriquecido en macrófagos, que pueden diferenciarse en otros tipos celulares 
(células epitelioides, células gigantes multinucleadas y macrófagos espumosos). La periferia del granuloma 
contiene en gran parte células B y T. Además, otros componentes forman parte del mismo, incluyendo 
neutrófilos, CD, células NK y fibroblastos.23 
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1.3. Mecanismos de evasión y persistencia de Mycobacterium tuberculosis. 

Los patógenos desarrollan diferentes estrategias para evadir el sistema inmune, con el fin de 

asegurar su supervivencia y replicación. Por lo que se refiere a Mtb, es capaz de manipular tanto la 

respuesta inmune innata como adaptativa y, como resultado, promueve el desarrollo de lesiones 

progresivamente destructivas en el pulmón, permitiendo la transmisión de la infección a otros 

huéspedes.  

1.3.1. Manipulación de la respuesta ejercida por macrófagos. 

1.3.1.1. Alteración en la diferenciación hacia perfiles M1/M2. 

Cómo se mencionó anteriormente, la primera línea de defensa contra la micobacteria es 

proporcionada por los macrófagos. La plasticidad de estas células les permite diferenciarse según 

los estímulos presentes en el ambiente. Se han descripto dos subconjuntos principales con 

funciones contrastantes llamados M1 y M2 (Figura 2), debido a los patrones de citoquinas que 

producen.26 

Por un lado, los macrófagos del fenotipo M1 son activados clásicamente como respuesta a patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs) o a estímulos, como IFN- (producida por LTh1) y 

TNF-. Las células que adquieren este perfil se caracterizan por una alta secreción de citoquinas 

pro-inflamatorias como TNF-, interleuquina 1 beta (IL-1), IL-6, IL-8 e IL-12, por la expresión de 

receptores de reconocimiento de patrones (RRP), por la producción de altos niveles de especies 

reactivas del oxígeno y del nitrógeno y por una capacidad fagocítica más eficiente. Por otro lado, 

los macrófagos M2 o activados alternativamente, se diferencian por exposición a IL-4 o IL-13 

(secretadas por LTh2). Son células presentadoras de antígenos menos eficientes debido a la 

reducción de la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad clase II (CMH-II) y secretan 
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citoquinas antiinflamatorias como IL-10, TGF-β, CCL18 y CCL22. Los macrófagos M2 

contribuyen en la infección por parásitos, el remodelado de tejidos, la progresión tumoral, la 

alergia y en la inmunorregulación.26–28 

  

Figura 2. Dualidad M1/M2 en la diferenciación de macrófagos. Dependiendo del tipo de microambiente, 
los macrófagos se diferencian a un perfil M1 defensivo o M2 regulador, con la consecuente producción de 
citoquinas pro- o anti-inflamatorias, respectivamente.29 

 

La activación clásica de los macrófagos M1 por citoquinas pro-inflamatorias es fundamental para el 

control del crecimiento bacteriano. Por el contrario, se demostró que la activación de los 

macrófagos M2 por IL-4 los priva de mecanismos de control, permitiendo la persistencia del 

patógeno. En este sentido Mtb es capaz de regular respuestas inflamatorias, atenuando la 

diferenciación de macrófagos hacia un perfil M1 y/o induciendo hacia M2. Se demostró que la 

bacteria estaba implicada en la inhibición de la activación de macrófagos inducida por IFN-γ y la 

estimulación de TGF-β, conduciendo a un cambio de fenotipo de M1 a M2. Además, este 
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patógeno es capaz de estimular la síntesis de IL-5, IL-10 e IL-13, que inhiben citoquinas pro-

inflamatorias y la expresión del CMH-II en macrófagos.30–32  

1.3.1.2. Evasión de la actividad microbicida. 

Los macrófagos internalizan a Mtb dentro de compartimientos denominados fagosomas. Estas 

vesículas sufren un proceso de maduración con cambios progresivos en la membrana, que culmina 

con la fusión con lisosomas. Finalmente se forma el fagolisosoma, en donde se genera un 

microambiente que permite la eliminación de la bacteria (Figura 3, a). A pesar de ello, Mtb cuenta 

con distintos mecanismos de evasión que permiten el escape de las acciones microbicidas de los 

macrófagos: 

(1) Se ha descripto que el fagosoma que contiene a la micobacteria se caracteriza por la 

retención prolongada de marcadores endosomales tempranos (que normalmente se 

eliminan de la superficie del fagosoma maduro) y la disminución o ausencia de marcadores 

tardíos. Asimismo, Mtb inhibe la fusión fagosoma-lisosoma mediante la integración directa 

de lípidos bacterianos en la membrana de la vesícula y la remoción de lípidos reguladores 

del tráfico intracelular (Figura 3, b).  

(2) Asimismo, la bacteria es capaz de alterar el proceso normal de maduración del fagosoma 

manteniendo su pH en 6,4 para prevenir la acidificación. Esto le que permite a Mtb 

establecer con éxito un nicho para su crecimiento y replicación. (Figura 3, c).  

(3) Algunas cepas de Mtb son capaces de crecer en compartimentos vacuolares ácidos o escapar 

de dicho compartimiento, replicarse en el citoplasma y, posteriormente, dividirse en el 

espacio extracelular donde crecen en forma de largos agregados trenzados llamados 

“cuerdas de serpentina”, una estructura que no puede ser reconocida fácilmente por los 

macrófagos (Figura 3, d).31,33,34 
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Figura 3. Potenciales destinos intracelulares de Mycobacterium tuberculosis. (a) Las bacterias son 
internalizadas en fagosomas, que se fusionan al lisosoma para restringir la replicación. (b) Mtb puede 
prevenir la maduración del fagosoma y crecer en ese compartimiento. (c) En ciertos contextos, las 
micobacterias se replican en lisosomas. (d) Mtb puede permeabilizar la membrana del fagosoma, lo que 
resulta en su escape al citoplasma. (e) En ocasiones, se promueve el tráfico de Mtb a autolisosomas, donde se 
produce la muerte bacteriana o se restringe el crecimiento.33  

 

Por otra parte, el macrófago cuenta con otra estrategia denominada autofagia, un proceso que en 

condiciones no patológicas se utiliza para degradar componentes citoplasmáticos. El proceso 

involucra vesículas de doble membrana (autofagosomas) que maduran a autolisosomas por fusión 

con lisosomas. Mediante este mecanismo, se ha demostrado que la célula es capaz de secuestrar las 

bacterias que acceden al citosol, restringir su crecimiento y eliminarlas para impedir su transmisión 

(Figura 3, e).33 

 

 



                                                                                                                                     INTRODUCCIÓN 

 

12 
 

1.3.2. Remodelación del granuloma. 

A medida que la enfermedad avanza, el granuloma puede experimentar eventos complejos de 

remodelación. Como se describió previamente, el proceso microbicida de Mtb involucra la 

formación de un fagolisosoma, pero la bacteria es capaz de provocar daño en la membrana de esa 

vesícula, permitiendo la salida de las enzimas lisosomales al citoplasma y provocando una muerte 

celular patológica. Esto conduce a la formación de una lesión característica de la tuberculosis: el 

granuloma con necrosis central caseosa. El resultado final es la cavitación del granuloma, lo que 

conduce a la liberación de Mtb en las vías respiratorias donde se aerosolizan en microgotas que se 

expulsan con la tos, invadiendo nuevos huéspedes. La disociación del granuloma es impulsada por 

factores tanto de huésped como micobacterianos, pudiendo causar diferentes tipos de muerte 

celular en células infectadas tales como apoptosis, necroptosis (necrosis programada) y autofagia.24  

Por un lado, la muerte celular apoptótica favorece al huésped, ya que se mantienen las bacterias 

encerradas dentro de macrófagos muertos que pueden ser fácilmente fagocitados por células no 

infectadas. Además, la apoptosis promueve la presentación de antígenos para el reconocimiento 

por células T CD8+, proporcionando un mecanismo para el desarrollo de respuestas inmunitarias 

adaptativas protectoras. Por el contrario, la muerte celular necrótica se caracteriza por la pérdida de 

la integridad de la membrana celular, lo que da lugar a la fuga de las bacterias en el ambiente 

extracelular. Existe evidencia que las cepas más virulentas de Mtb inhiben la apoptosis y 

promueven la necrosis. Las bacterias liberadas por células necróticas son ingeridas por los 

macrófagos, neutrófilos y/o CD circundantes, que han sido reclutados por mecanismos activos 

dictados por el patógeno. Esto proporciona nuevos nichos replicativos y permite su crecimiento, 

expansión y transmisión.24,33 
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1.3.3. Retraso en la activación de la inmunidad innata.  

Una de las características de la enfermedad tuberculosa es el retraso de hasta 18-20 días en el inicio 

de la respuesta inmune ejercida por células T en el pulmón para detener el crecimiento bacteriano. 

Como consecuencia, la bacteria cuenta con un período prolongado de replicación relativamente 

sin restricciones, lo que facilita su capacidad de establecer un nicho para la infección crónica.22,35 

La demora en la activación de la inmunidad adaptativa ocurre mediante diferentes estrategias 

(Figura 4):  

(1) Retardo en el transporte de Mtb desde el pulmón hasta los ganglios linfáticos: la 

micobacteria es fagocitada en primer lugar por los macrófagos alveolares, y reside casi 

exclusivamente dentro de esta población celular durante los primeros días de infección. Mtb 

manipula las vías de muerte celular de macrófagos y enmascara PAMPs, para limitar el 

reconocimiento por receptores tipo Toll (TLR), restringiendo la activación de macrófagos y 

promoviendo su replicación intracelular. Además, la bacteria induce la producción de IL-10, 

lo que conduce a la inhibición de las funciones efectoras de los macrófagos y a la reducción 

de la muerte bacteriana. El microorganismo escapa de los macrófagos alveolares 

aproximadamente 8-12 días después de la infección, cuando es capturado por otras células 

fagocíticas (neutrófilos, CD y monocitos inflamatorios), que migran a los ganglios linfáticos 

locales, donde presentan los antígenos a los LT. 

(2) Demora en la activación de células T efectoras: Mtb promueve la expansión de la población 

de LT reguladores CD4+CD25+Foxp3+ (Tregs), que restringen la expansión de células T 

efectoras, demorando su migración a los pulmones. Al mismo tiempo, la interacción de los 

Tregs con CD resulta en una baja expresión de moléculas coestimuladoras, lo que interfiere 
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su capacidad para activar LT naïve. Por otra parte, IL-10 puede bloquear los factores 

quimiotácticos como IL-12(p40) y CXCL10, que median el tráfico celular.35–37  

 

 

Figura 4. Regulación de la respuesta inmune durante la infección por M. tuberculosis. La micobacteria es 
capaz de manipular vías reguladoras, que en condiciones normales limitan la patología inmune causada por 
inflamación. Las principales estrategias de regulación son la síntesis de IL-10 y la activación de células Tregs. 
La inducción de IL-10 conduce a la inhibición de las funciones efectoras de los macrófagos y bloquea 
factores quimiotácticos que controlan el tráfico de CD a los ganglios linfáticos drenantes y de células T 
efectoras de nuevo a los pulmones. En los ganglios linfáticos, tanto IL-10 como los LTregs pueden inhibir la 
diferenciación de LT naïve a LTh1.35 

 

 

1.3.4. Modulación y rol de las poblaciones linfocitarias en la TB.  

En la literatura se han descripto dos linajes clásicos de linfocitos LTh que se diferencian a partir de 

células naïve e intervienen en la inmunidad contra patógenos: Th1 y Th2. Años más tarde, fueron 

descriptas otras poblaciones de LTh, tales como Th17, Th22, Th9, and TFH. En el contexto de la 
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TB, las poblaciones linfocitarias tienen distintos roles que pueden resultar en la protección o 

favorecer la patogenia (Figura 5).38  

 

Figura 5. Diferenciación funcional de células Th y Tregs. La diferenciación de células T naïve en las 
subpoblaciones efectoras funcionalmente distintas Th17, Th1, Th2 y Tregs, depende de la inducción de los 
factores de transcripción RORγt, T-bet, GATA3 y FoxP3, respectivamente. Cada conjunto de LT expresa 
un set de citoquinas característico del linaje. Las células Tregs pueden originarse a partir del timo o desde la 
periferia, llamadas Tregs inducibles (iTregs).  

 

A pesar de que diferentes poblaciones de LT pueden encontrarse en el sitio de infección, el 

subconjunto Th1 se asocia clásicamente con la capacidad de restringir el crecimiento y la 

dispersión de Mtb. Las células con perfil Th1 se diferencian por la activación del factor de 

transcripción T-bet y median la protección contra los patógenos intracelulares. La citoquina 

principal producida por esta población es el IFN-γ, que potencia los mecanismos microbicidas de 

los macrófagos, induce el proceso de acidificación y maduración de fagosomas y autofagia e 

impulsa el proceso de presentación antigénica, contribuyendo con la eliminación de la bacteria. La 
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principal fuente del IFN-γ son las células T CD4+, pero también es producida por las células T 

CD8+. Diferentes estudios realizados en humanos y en modelos animales experimentales han 

demostrado que en la TB el balance de citoquinas del tipo Th1 y Th2 está relacionado con la 

inmunopatogenia de la enfermedad. Mientras que las células Th1 son protectoras, el perfil Th2 se 

asocia con la fase crónica y progresiva de la enfermedad, ya que secretan citoquinas que suprimen 

las respuestas inmunes mediadas por células.39–41  

Las células Th2 (Figura 5) posen un perfil opuesto al de Th1. La población se diferencia a partir de 

LT naïve por activación del factor de transcripción GATA3 y secretan IL-4, IL-5 e IL-13, 

importantes para el control de parásitos extracelulares. Por otra parte, estas citoquinas actúan 

como inhibidores del proceso autofágico, lo que deteriora la presentación del antígeno-específica, 

la expansión clonal de las células T y, en consecuencia, la organización de granulomas en la TB. Se 

ha reportado que en los pacientes tuberculosos, la relación Th1/Th2 se desplaza hacia una 

respuesta Th2 más marcada, niveles aumentados de IL-4 en la sangre y en el líquido de lavado 

broncoalveolar, y que existe una menor relación IFN-γ/IL-4 en los individuos con un grado más 

avanzado de la enfermedad.39,42 

Por otro lado, la generación de LT del linaje Th17 se induce en presencia de TGF-β e IL-6 

mediante la activación del factor de transcripción RORγt, promoviendo la producción de las 

citoquinas pro-inflamatorias IL-17 e IL-22 (Figura 5). Los linfocitos Th17 poseen actividades 

pleiotrópicas, que implican la inducción de genes pro-inflamatorios (citoquinas, quemoquinas y 

metaloproteinasas) y péptidos antimicrobianos, la modulación de la matriz extracelular, la 

estimulación de granulopoyesis, y el reclutamiento y activación de neutrófilos. Si bien las 

reacciones inflamatorias son esenciales para la protección del huésped contra micobacteria, una 

respuesta sin restricciones es deletérea y puede conducir a la exacerbación de la TB. No obstante, 



                                                                                                                                     INTRODUCCIÓN 

 

17 
 

los LTh17 inducen eventos tempranos de formación de granuloma, permanecen como células de 

memoria y median mecanismos de protección. El rol de las células Th17 en la enfermedad 

tuberculosa es complejo y aún no se ha dilucidado plenamente.39,40 

Dada la exacerbada producción de citoquinas, en las infecciones crónicas la activación del sistema 

inmune puede conducir a daño tisular en el huésped. Por lo tanto, es importante que se activen 

mecanismos para regular las respuestas pro-inflamatorias y prevenir los efectos nocivos de la 

inflamación excesiva. Las células Treg, que se diferencian por activación del factor de transcripción 

FoxP3, suprimen la inflamación y limitan las respuestas inmunitarias mediante la producción de 

citoquinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-β, y la interacción directa con otras células 

(Figura 5). El exceso de producción de IL-10 inhibe la activación de los macrófagos, disminuyendo 

su capacidad presentadora de antígenos y la producción de IL-1α/β, IL-12 y TNF-α, con deterioro 

concomitante de la activación y proliferación de LT CD4 + y CD8+ específicos de Mtb. A pesar de 

que su presencia en los sitios de infección es importante para limitar la intensidad de la respuesta 

inmune, una activación excesiva de las células Tregs puede tener un rol negativo, ya que un 

ambiente antiinflamatorio conduce al establecimiento de la infección persistente y la reactivación 

de la TBL. 39,43  

En resumen, tanto las CD como los macrófagos son elementos centrales en la interfase entre la 

inmunidad innata y la adaptativa. Una vez que reconocen el patógeno, estas células poseen 

capacidad de ejercer funciones efectoras, entre las cuales se incluyen la fagocitosis, producción de 

óxido nítrico (ON) y muerte de la micobacteria. Por su parte, la activación de LT es regulada por 

citoquinas y por la presentación antigénica. Las citoquinas, debido a su naturaleza de mediadores 

solubles, representan elementos clave en la respuesta inmune contra la micobacteria. Como 

resultado de estos eventos multifactoriales, se puede lograr un equilibrio dinámico entre Mtb y su 



                                                                                                                                     INTRODUCCIÓN 

 

18 
 

huésped para controlar y/o evitar la reactivación del crecimiento bacteriano. De esta forma, el tipo 

de respuesta inmunológica que se presente determinará si el individuo progresa rápidamente a la 

enfermedad activa o si desarrolla una infección crónica controlada (TBL).25,35,44 

1.4. Respuesta a Mycobacterium tuberculosis en el contexto de la coinfección HIV-TB.  

La interacción entre Mtb y el HIV es sinérgica, facilitando cada uno la patogenicidad del otro. 

Ambas enfermedades afectan el sistema inmune de huésped, desfavoreciendo el desarrollo de una 

respuesta adecuada. La infección por Mtb contribuye a la activación exacerbada del sistema 

inmune, aumenta la carga viral y acelera la progresión de la infección por HIV al síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Por otra parte, la infección por HIV conduce a la reducción 

del número de LT CD4+, afectando la presentación clínica y evolución de la TB, observándose en 

los pacientes un aumento de la diseminación bacilar y los peores resultados en términos de 

morbilidad y mortalidad.12,18,45 

1.4.1. Detrimento en la respuesta de células fagocíticas.  

Tal como fue descripto, las principales células fagocíticas implicadas en la captación de Mtb en el 

parénquima pulmonar son los macrófagos alveolares y las CD. El HIV es capaz de infectar solo de 

1 a 10% de la población de macrófagos alveolares in vivo. Sin embargo, las células infectadas se 

convierten en reservorios del virus que son deficientes en la fagocitosis mediada por receptor, la 

presentación de antígenos y la eliminación de patógenos intracelulares. Una característica 

importante de la virulencia micobacteriana es la resistencia a los mecanismos bactericidas, 

interviniendo en la maduración del fagosoma. Del mismo modo, se ha descripto que ciertas 

proteínas del virus promueven en macrófagos el arresto de la maduración del proceso 

autofagocítico para favorecer su replicación. Además, los macrófagos manifiestan 



                                                                                                                                     INTRODUCCIÓN 

 

19 
 

mayoritariamente un fenotipo M2, provocando una disminución de la producción de especies 

reactivas del nitrógeno.  Al mismo tiempo, el virus inhibe la muerte por apoptosis en macrófagos 

por inducción de IL-10, lo que reduce la producción de TNF- y sus efectos pro-apoptóticos. Se ha 

demostrado que los macrófagos coinfectados exhiben un mayor crecimiento de Mtb, un aumento 

de la replicación del HIV y disminución de la viabilidad. La infección por HIV también contribuye 

a la patogénesis de Mtb mediante la disminución de la expresión del complejo CMH-II y las 

moléculas coestimuladoras CD40, CD80 y CD86 en CD. A su vez, las células expresan menos 

CCR7 y tienen capacidades de migración alteradas, lo que disminuye la activación de LT Mtb-

específicos en ganglios linfáticos.46–49  

1.4.2. Desorganización del granuloma en la coinfección. 

Los granulomas son estructuras celulares organizadas que constituyen una lesión histopatológica 

característica de la TB. Las micobacterias están contenidas en el granuloma, lo que potencialmente 

previene la transmisión de la enfermedad. En particular, las células T CD4+ son importantes para 

mantener la organización del granuloma. La infección por HIV se caracteriza no solo por una 

disminución cuantitativa de los LT CD4+, sino también por un deterioro generalizado de la 

funcionalidad celular. Los granulomas de los pacientes con infección avanzada por HIV difieren 

de los pacientes tuberculosos en cuanto a una disminución de LT CD4+ y de células productoras 

de IFN-γ, una mayor frecuencia de necrosis, un aumento en el número de granulocitos y altos 

niveles de IL-10. Esto afecta la integridad y la arquitectura de los granulomas en el pulmón, 

promoviendo así la progresión hacia una TB activa. Por su parte, el IFN-γ tiene un rol esencial en 

la contención de la bacteria, ya que contribuye a la formación de estas estructuras y conduce a un 

estado de persistencia no replicativa o "latencia" de los bacilos. Debido a los defectos en la 
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formación del granuloma, los pacientes tienen manifestaciones clínicas menos usuales, como TB 

miliar o diseminada.12,50–54 

1.4.3. Alteraciones en la población de linfocitos T.  

La principal característica de la inmunosupresión en pacientes HIV+ es la pérdida de células T 

CD4+ en sangre, tejidos linfoides y mucosas, lo que contribuye al aumento del riesgo de infección 

por Mtb y de desarrollar TB activa. La mayoría de las investigaciones sobre los mecanismos de 

susceptibilidad a la TB en pacientes coinfectados se centran en el número y la función de LT 

CD4+, ya que producen una batería de citoquinas importantes para la contención de patógenos 

(concretamente, IFN-γ, IL-2 y TNF-). Es sabido que el virus infecta y se replica mayoritariamente 

en LT CD4+ activados, incluyendo aquellos de respuesta específica para Mtb. Estas células tienen 

aumentada la expresión del receptor de quemoquinas CCR5 que sirve de co-receptor del HIV, lo 

que conduce a un aumento de la entrada de este patógeno. Lo que es más importante, en los 

tejidos infectados por la bacteria los LT producen preferentemente IL-2, una citoquina que 

aumenta la proliferación, promoviendo la replicación del HIV. Diferentes reportes han 

demostrado que en células provenientes de lavados broncoalveolares y fluidos pleurales de 

pacientes con TB, se encuentran mayores niveles de carga viral y de la proteína p24. De igual 

manera, el virus facilita la progresión a la TB activa mediando la muerte directa de LT CD4+ 

dentro de los granulomas y la pérdida de células de memoria específicas para Mtb. Por último, la 

infección crónica conduce a un estado de estimulación continua, provocando la disfuncionalidad 

de LT y un desequilibrio entre las distintas poblaciones, necesario para mantener la homeostasis 

del sistema inmune.12,48,52,55,56 

Por lo que se refiere a los LT CD8+, son importantes en el desarrollo de la respuesta inmune 

contra patógenos intracelulares, especialmente infecciones crónicas. Aunque estas células no 
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tienen un papel esencial como los LT CD4+ para la protección contra Mtb, su actividad citotóxica 

tiene una función importante. Esta población produce citoquinas en respuesta a la estimulación 

antigénica y puede inducir la apoptosis de las células infectadas a través de la degranulación 

citotóxica mediada por perforinas, granzimas y granulisinas. La alteración de las células T CD8+ en 

el contexto de la coinfección resulta de la desregulación de sus funciones efectoras y debido a la 

pérdida del número o actividad de LT CD4+ específicos para Mtb. Por otra parte, los LT CD8+ 

HIV-específicos desempeñan un papel clave en la reducción inicial de la viremia durante la 

infección aguda, pero se vuelven cada vez más disfuncionales en condiciones de persistencia 

crónica. Conjuntamente, la infección viral suprime la inducción de granulisina, una proteína 

involucrada en el proceso de citotoxicidad. Nuestras investigaciones demostraron que los LT 

CD8+ de pacientes coinfectados exhiben un fenotipo más diferenciado y mayores niveles de la 

molécula de muerte programada 1 (PD-1, involucrada en la regulación del sistema inmune), lo que 

podría indicar una menor capacidad de respuesta.47,54,56,57  

El equilibrio adecuado de LTregs frente a la actividad de las células T efectoras es crítico, ya que 

un desbalance puede resultar en hiperinflamación (acompañada de daño del tejido del huésped) o 

hipoinflamación (con disminución de la inmunidad efectora). Como se mencionó anteriormente, 

en las etapas avanzadas de TB hay una inducción de una respuesta tipo Th2, con la producción de 

IL-4 e IL-13. En este contexto, la expansión de Tregs (CD4+ CD25+ FoxP3+) es una característica 

desalentadora, ya que conduce a la supresión de respuestas inmunes específicas, antagonizando 

aún más la respuesta Th1, suprimiendo la actividad citotóxica subsiguiente y disminuyendo la 

capacidad de procesar antígenos y la expresión de moléculas coestimuladoras en células 

presentadoras. Para complicar aún más el panorama, nuestro grupo de investigación ha descripto 

una población única de LT CD4+ CD25- FoxP3+, que se encontraba expandida en individuos 

HIV-TB. Estas células, denominadas Tregs "no convencionales" (uTreg, por su nombre en inglés), 
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ejercen funciones reguladoras de forma similar a las Tregs, a pesar de contar con una expresión 

alterada de marcadores de superficie característicos y diferencias en la producción de citoquinas. 

47,50,58–60 

Los pacientes HIV-TB plantean un escenario problemático, donde el estado crónico de activación 

inducido por ambos agentes patógenos acelera el deterioro de las funciones inmunes. Mientras 

que los bacilos replicantes y la carga viral pueden disminuir durante las primeras semanas de 

tratamiento, los patógenos son capaces de evadir las respuestas inmunes del huésped. Por lo tanto, 

se precisa el desarrollo de un tratamiento más eficaz y que module eficientemente la respuesta 

inmune hacia un fenotipo protector en el complejo contexto de la coinfección. 

1.5. Interacción entre los sistemas inmune y neuroendocrino durante la infección crónica. 

En actualidad, es un hecho que los sistemas neuroendocrino e inmunitario se comunican entre sí.  

La interacción recíproca es fundamental en condiciones de salud y enfermedad, ya que 

proporciona un medio por el cual el sistema nervioso central puede detectar alteraciones en el 

estado inmunológico e iniciar una serie coordinada de respuestas (comportamentales, fisiológicas e 

inmunomoduladoras) para proteger al huésped y restaurar la homeostasis.61 

1.5.1. Comunicación bidireccional mediante el eje hipotalámico-pituitario-adrenal. 

Uno de los mecanismos de comunicación entre los sistemas inmune y neuroendocrino es el eje 

hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA). Mediante este eje, se establecen interacciones 

retroalimentadas entre el hipotálamo (situado en la base del cerebro), la glándula pituitaria 

(localizada bajo el hipotálamo) y la glándula adrenal o suprarrenal (ubicada en la parte superior de 

los riñones), que resultan en la producción de hormonas con propiedades inmunomoduladoras. 

La actividad del eje HPA está regulada por múltiples circuitos neuronales que inervan directa o 
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indirectamente el núcleo paraventricular del hipotálamo. Cuando se estimulan esas neuronas, 

secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que estimula a los corticotrofos 

pituitarios y desencadena la secreción de la hormona adrenocorticotropa o corticotropina (ACTH) 

al torrente sanguíneo. El órgano blanco de la ACTH es la glándula adrenal, en donde induce la 

producción y la liberación sistémica de glucocorticoides (GCs) por la zona fasciculada y de 

dehidroepiandrosterona (DHEA) desde la zona reticular. Los GCs ejercen una retroalimentación 

negativa a nivel del hipotálamo y la glándula pituitaria para inhibir la liberación adicional de CRH 

y ACTH, lo que reestablece el sistema. Por otra parte, DHEA no contribuye directamente al bucle 

de retroalimentación negativa que influye en la secreción de estas hormonas (Figura 6).62–64  

Los GCs ejercen su efecto en el sistema inmune mediante el receptor de glucocorticoides (GR), 

que está presente en numerosas células inmunitarias. Entre las acciones inmunosupresoras y 

antiinflamatorias de los GCs, una de las más importantes es la inhibición en la producción de 

citoquinas y mediadores pro-inflamatorios, lo que afecta el tráfico de células periféricas y la 

quimiotaxis de linfocitos y granulocitos, con la consecuente disminución de células fagocíticas en 

sitios inflamatorios. Asimismo, promueven la atrofia de la glándula del timo y de otros tejidos 

linfoides, desencadenando señales apoptóticas en precursores de células T y B, así como en células 

T maduras. Además, promueven un cambio de perfil Th1 a Th2 e influyen en el fenotipo, 

supervivencia y funciones de monocitos y macrófagos, suprimiendo la producción de mediadores 

pro-inflamatorios (citoquinas, quimiocinas y especies reactivas del nitrógeno y oxígeno). Por 

último, regulan la maduración, supervivencia y motilidad de CD, restringiendo su capacidad 

presentadora mediante la inhibición de la expresión de moléculas coestimuladoras como CMH-II, 

CD86 y CD40 e inducen un perfil tolerogénico, promoviendo la producción de células T 

reguladoras.62,63 
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Figura 6. Activación del eje HPA. El núcleo paraventricular del hipotálamo es el centro integrador de la 
respuesta al estrés. Las neuronas de este núcleo producen la hormona liberadora de corticotropina (CRH) 
que estimula la producción pituitaria de adrenocorticotropina (ACTH). La ACTH estimula la producción 
de glucocorticoides (GCs) y DHEA por las glándulas suprarrenales. Estos compuestos poseen propiedades 
inmunomoduladoras que tendrán efecto en la respuesta de huésped frente a una infección. 

 

Paralelamente a la producción de GCs, la activación de HPA conduce a la liberación de DHEA. 

Esta hormona ejerce varias funciones en el cuerpo humano, asociándose su disminución en los 

niveles plasmáticos con cambios relacionados al envejecimiento, como alteraciones del 

metabolismo, enfermedades cardiovasculares, disminución de la fertilidad y disfunción neuronal.  

No obstante, nuestro grupo de trabajo ha estudiado a DHEA como un regulador de las funciones 

inmunitarias, ya que modula la producción de citoquinas inflamatorias, aumenta la resistencia a 

las infecciones, exhibe actividad antiviral y contrarresta los efectos inmunosupresores de los GCs. 

Los GCs y DHEA tienen efectos opuestos sobre las células inmunes: mientras que los GCs 

modulan un perfil Th2, DHEA promueve una respuesta Th1, ya que estimula la secreción de IL-2 
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e IFN-γ, y regula negativamente la producción de IL-4 e IL-5. Dada su capacidad para regular la 

función inmune, ha aumentado el interés en el potencial terapéutico de DHEA, sobre todo en 

pacientes donde la respuesta montada no es suficiente para eliminar al patógeno. 63,65–70  

1.5.2. Interacciones neuro-inmuno-endócrinas durante la coinfección HIV-TB. 

La comunicación entre el sistema neuro-endocrino y el inmunitario se produce principalmente a 

través de mensajeros químicos. Las citoquinas contribuyen a un lenguaje de señalización química 

que regula la inflamación y las respuestas inmunes. En el contexto de la infección crónica, como es 

el caso de individuos HIV-TB, se encuentran alteradas las concentraciones de citoquinas pro-

inflamatorias que median la respuesta inmune innata. Dentro de las citoquinas, el TNF-, la IL-1 y 

la IL-6 pueden llegar al cerebro a través de los órganos circunventriculares, mediante el transporte 

a través de la barrera hematoencefálica, la señalización a través del nervio vago o a través de la 

activación de los segundos mensajeros, como el óxido nítrico y las prostaglandinas. Como sea el 

caso, estas citoquinas constituyen la vía principal para activar el eje HPA, lo que finalmente que 

conduce a cambios de los niveles de GCs y DHEA. Durante la enfermedad aguda el aumento de 

las concentraciones de GCs se asocia con efectos antiinflamatorios que terminan beneficiando la 

replicación del patógeno.61,71,72  

En personas infectadas por el HIV, la estimulación del eje HPA no sólo está mediada por 

citoquinas sino también resulta de los efectos proteínas virales, como la proteína superficial gp120 

(SU) y la proteína viral regulatoria (Vpr), y por el uso de la TARV, dado que ciertos agentes 

terapéuticos producen efectos secundarios graves en el metabolismo. Estos hechos podrían explicar 

porque ha sido reportado que en el 50% de estos pacientes existe un aumento de los niveles 

basales de ACTH y/o cortisol (unos de los GCs más abundante en humanos), que van 

acompañados de una alteración de la respuesta al estrés en la enfermedad avanzada. El nivel de 
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activación del eje HPA tiene un papel central en la progresión de la infección a la manifestación de 

la enfermedad, debido a los ya mencionados efectos inmunomoduladores de los GCs. 

Conjuntamente, los individuos HIV+ manifiestan un patrón característico de altos niveles de 

cortisol y bajos niveles de DHEA sulfato (DHEA-S, la forma circulante de DHEA). Este patrón está 

asociado con un curso negativo de la enfermedad, ya que se ha demostrado que los niveles de 

DHEA-S disminuyen con la progresión de la infección en paralelo con el recuento de células T 

CD4+. Por último, algunos pacientes HIV+ presentan insuficiencia suprarrenal subclínica, un 

trastorno que es causado por infección, malignidad y/o necrosis a nivel de la hipófisis y las 

glándulas suprarrenales, que conduce al aumento de morbilidad y mortalidad en esta ya desafiante 

enfermedad.72–74 

En el contexto de la TB, existe un desequilibrio de mediadores inmunoendócrinos que resulta en 

un ambiente adverso para montar una respuesta adecuada contra las micobacterias, con 

implicaciones en el deterioro del estado clínico y el resultado desfavorable de la enfermedad. La 

infección crónica por Mtb implica un incremento de dos a cuatro veces en los niveles circulantes 

de citoquinas pro-inflamatorias y proteínas de fase aguda, como la proteína C reactiva (CRP). Los 

individuos infectados presentan niveles plasmáticos alterados de cortisol, prolactina, hormona del 

crecimiento, hormona tiroidea, testosterona y DHEA. Estudios en pacientes con TB pulmonar 

recientemente diagnosticados revelaron concentraciones séricas aumentadas de IFN-γ, IL-10, IL-6 y 

cortisol, con niveles de DHEA marcadamente reducidos. En conjunto, las alteraciones endócrinas 

encontradas en la TB parecen ser inadecuadas para el desarrollo de respuestas inmunes protectoras 

y el control de la inflamación persistente, lo que se relaciona con un estado clínico y pronóstico de 

la enfermedad desfavorables. Al estudiar los niveles de las hormonas adrenales en el curso del 

tratamiento anti-tuberculoso, se encontró que disminuían los niveles de cortisol y permanecían sin 

cambio o aumentaban los de DHEA-S. La terapia específica dio lugar a proporciones más 
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equilibradas del balance cortisol/DHEA y cortisol/DHEA-S, evidenciando cambios inmunitarios y 

endocrinos favorables. 75–78  

Existen pocos datos disponibles sobre el papel de los esteroides adrenales en la respuesta inmune 

desarrollada por pacientes coinfectados. Nuestro grupo de trabajo se ha dedicado a estudiar el rol 

del DHEA y sus efectos inmunomoduladores en este contexto. Hemos reportado la concentración 

plasmática de DHEA, DHEA-S y cortisol en estos pacientes, encontrando que los niveles de 

cortisol eran ligeramente más altos y la proporción de cortisol/DHEA era casi 4 veces mayor que 

en individuos sanos. Teniendo en cuenta los efectos inmunológicos opuestos de estas hormonas, 

una mayor proporción de cortisol sobre los niveles de DHEA podría ser perjudicial para el 

huésped, en el sentido de un control menos eficiente del proceso inflamatorio y del desarrollo de 

respuestas inmunitarias mediadas por células protectoras. Por otra parte, los niveles de DHEA 

correlacionan positivamente con el conteo de LT CD4+ (mientras que los de cortisol tiene una 

asociación negativa) y de forma inversa con el número de células Tregs y uTregs. Nuestros 

resultados demuestran una correspondencia de los esteroides suprarrenales con componentes 

críticos de la respuesta inmune contra el HIV y Mtb, y proporcionan nuevas perspectivas para una 

comprensión más profunda de los mecanismos patogénicos y el posible desarrollo de 

intervenciones adyuvantes 59,79 

1.6. DHEA y sus derivados.  

Como se describió previamente, el estado de infección crónica en pacientes HIV-TB conduce a la 

activación del eje HPA y a las síntesis de hormonas adrenales, que a su vez ejercerán una acción 

moduladora sobre las distintas poblaciones celulares del sistema inmune. De esta forma, la 

evolución de una enfermedad depende de diversos factores, incluida la regulación hormonal de las 

células inmunitarias.  
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1.6.1. Biosíntesis de DHEA y sus metabolitos 

DHEA es secretada principalmente por la corteza suprarrenal, pero también por el tracto 

gastrointestinal, las gónadas y el cerebro. La biosíntesis de este esteroide de 19 carbonos involucra 

una serie de reacciones dependientes de los sistemas enzimáticos del tipo citocromo P450 (CYP) e 

hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD). En primer lugar, el colesterol es transportado de las 

reservas intracelulares a la membrana interna de la mitocondria y es transformado en 

pregnenolona por la enzima citocromo CYP11A1, que escinde la cadena lateral del colesterol. 

Luego, la enzima CYP17 convierte la pregnenolona en DHEA mediante la adición de un grupo 

hidroxilo (OH) en el carbono 17 (C17) seguida de la escisión de la cadena lateral C17-C20 (Figura 

7).64,80 

Para ejercer sus acciones pleiotrópicas en el metabolismo, se propone que DHEA podría 

interaccionar con distintos receptores y/o transformarse en otros metabolitos biológicamente 

activos. Hasta el momento no se ha identificado ningún receptor específico para esta hormona, 

aunque si se ha demostrado que activa ciertas vías transcripcionales (como la síntesis de ON) y que 

ejerce una acción directa como un neuroesteroide. Por otra parte, DHEA puede convertirse en 

otros metabolitos biológicamente activos mediante la acción de enzimas localizadas en distintos 

tejidos. Una de las vías más conocidas y estudiadas es la que conduce a la producción de hormonas 

sexuales, en donde la acción de la enzima 3β-HSD conduce a su transformación a androstenediona 

y, posteriormente, en estradiol o testosterona mediante la enzima 17β-HSD. Por este motivo, la 

administración de DHEA conduce a aumentos significativos en los andrógenos y estrógenos 

circulantes, lo que trae numerosos efectos no deseados a nivel sistémico.64,80,81  
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Figura 7. Metabolismo de DHEA y sus derivados oxigenados. El colesterol es transformado en 
pregnenolona para luego dar lugar a la síntesis de DHEA. Mediante la acción de los complejos enzimáticos 
citocromo P40 (CYP) e hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD) se obtienen los metabolitos 7-oxigenados: 
androstenediol (AED), androstenetriol (AET, cuenta con dos posiciones para el hidroxilo en posición 7: α y 
β), 7-hidroxi-DHEA (7-OH-DHEA) y 7-oxo-DHEA. En la molécula de colesterol está indicada la 
numeración de los átomos de carbono. 

 

Otra vía menos estudiada de metabolización de DHEA es la de los compuestos oxigenados. DHEA 

es la hormona precursora de 7-hidroxi-DHEA (7-OH-DHEA), cuya conversión está mediada por 

el sistema enzimático CYP, y posteriormente, se interconvierte en 7-OH-DHEA a través del 

conjunto de enzimas 11-HSD, utilizando como intermediario 7-oxo-dehidroepiandrosterona (7-

oxo-DHEA, Figura 7). Por otra parte, los derivados androstenediol y androstenetriol (AED y AET, 

Figura 7) se originan por acción de la enzima 17-HSD, utilizando como sustrato DHEA y 7-OH-

DHEA, respectivamente. La evidencia señala que la mayoría de las acciones inicialmente atribuidas 

a DHEA, se deben en realidad a estos metabolitos oxigenados, por lo que cada vez más autores 

estudian la caracterización de sus funciones.80,82,83 
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1.6.2. Efectos inmunomoduladores de DHEA y sus derivados oxigenados.  

Desde hace algunos años se ha demostrado que los derivados oxigenados de DHEA son capaces de 

regular las funciones del sistema inmune. A modo de ejemplo, se ha reportado que los metabolitos 

AED y AET aumentan la inmunidad del huésped, confiriendo protección contra las infecciones 

bacterianas y virales. Se ha estudiado la acción de los esteroides en modelos murinos, encontrando 

que DHEA y AED tenían efectos protectores contra una dosis letal de infección por Pseudomonas 

aeruginosa o Enterococcus faecalis. Además, DHEA, AED y AET demostraron proteger a los ratones 

contra dosis letales de herpes humano tipo 2 o virus de Coxsackie B4. Conjuntamente, se 

comprobó que el tratamiento con AET aumenta la proporción de LT CD4/CD8 después de 

someter a los animales a irradiación, y acrecienta la producción de IL-2, IL-3 e IFN-γ por células T, 

contrarrestando los efectos inmunosupresivos de la hidrocortisona. En un estudio farmacológico 

realizado para AET, se indicó que puede presentar actividad anti-inflamatoria con efectos 

débilmente androgénicos y estrogénicos, pero sin unirse a los receptores nucleares de los 

andrógenos, los estrógenos, la progesterona o los GCs. Por el contrario, AED se une al receptor de 

estrógenos e induce su actividad transcripcional. En un modelo de TB pulmonar progresiva en 

ratones BALB/C, se demostró que tanto DHEA como AED inducían una disminución de los 

recuentos de carga bacteriana en el pulmón y una supervivencia prolongada. Estos efectos se 

correlacionaron con la aparición de infiltrados ricos en células que expresaban IL-2 y TNF-. Por 

su parte, AED también indujo la persistencia de la formación de granulomas a 120 días, con 

disminución de las zonas afectadas por la neumonía. Estos resultados sugieren que estas hormonas 

esteroides podrían jugar un papel en la patogénesis de la TB, conduciendo a nuevas estrategias de 

tratamiento.65,84–89 
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Para finalizar, el metabolito 7-oxo-DHEA ha sido reportado como un compuesto termogénico y 

neuroprotector, pero sus efectos sobre el sistema inmune han sido poco estudiados. Con el 

objetivo de investigar el efecto de 7-oxo-DHEA en los niveles séricos de diferentes hormonas y el 

contenido lipídico, se aplicó este compuesto en forma de gel sobre la piel de voluntarios 

masculinos durante 5 días consecutivos. Después del tratamiento, se encontró una disminución de 

los niveles de testosterona, estradiol y colesterol total, y un aumento de los niveles de LH, HDL y 

apolipoproteínas A y B. Aunque la alteración de los valores hormonales fue estadísticamente 

significativa, aún permanecían dentro del rango de los valores normales. Además, se sugirió que 

los cambios relacionados con los componentes lipídicos podrían actuar de forma protectora en el 

sistema cardiovascular. Por otra parte, se ha comprobado que 7-oxo-DHEA es capaz de inhibir la 

actividad reductasa de la enzima 11β-HSD, uniéndose con mayor afinidad que los GCs e 

impidiendo de esta forma la conversión de cortisona en cortisol (metabolito biológicamente 

activo). De esta manera, 7-oxo-DHEA podría ejercer un nuevo mecanismo de regulación y explicar 

las propiedades anti-GCs de DHEA que contrarrestan la inmunosupresión. Dado que este 

compuesto no es un precursor de andrógenos o estrógenos biológicamente activos, se considera 

que podría sustituir a DHEA en terapias de reemplazo.83,89–93  

1.7. Inmunomoduladores como terapia adyuvante en personas HIV-TB. 

El único profiláctico disponible contra el Mtb es la vacuna Bacillus Calmette-Guerin (BCG), una 

cepa atenuada de Mycobacterium bovis que confiere protección contra varias formas infantiles de 

tuberculosis, pero no evita eficazmente la forma más prevalente de la enfermedad: la TB pulmonar 

en adultos. Del mismo modo, todavía no se ha desarrollado una vacuna preventiva eficaz contra el 

HIV, aunque varias candidatas están siendo evaluadas en ensayos clínicos. El diseño de vacunas es 

una tarea particularmente difícil en el contexto de la coinfección, ya que no se han definido 
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correlatos claros de protección. Además, las respuestas inmunológicas inducidas por la vacuna 

deben inclinarse hacia un perfil inmunoprotectivo, evitando aquellas que pueden resultar en la 

patología. Los esfuerzos de investigación están dirigidos a conferir una amplia protección contra la 

enfermedad y la infección, especialmente mediante la promoción de respuestas inmunes celulares 

que implique la participación de LT CD4+ y CD8+ sin consecuencias adversas para la salud.13,44 

Por los motivos expuestos anteriormente, el tratamiento antituberculoso con antibióticos en 

pacientes inmunocomprometidos no siempre es satisfactorio. Un factor importante es la falla de 

los mecanismos de defensa del hospedero en proveer un soporte adecuado al tratamiento en el 

sitio de infección, por lo que se necesitan nuevos enfoques e ideas terapéuticas que actúen junto 

con las terapias establecidas. Los inmunomoduladores son sustancias que tienen la capacidad de 

aumentar (inmunoestimuladores) o disminuir (inmunosupresores) la respuesta inmune. Desde el 

punto de vista terapéutico, esta capacidad tiene un gran potencial como terapia adyuvante, en 

especial en el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Restaurar o potenciar la respuesta 

inmune puede incrementar la resistencia a la infección, reduciendo la gravedad de la misma o 

acortando su periodo de recuperación.94  

Unos de los compuestos más utilizados como inmunomoduladores son los esteroides. Como 

sugiere la evidencia expuesta, DHEA y/o sus metabolitos podrían favorecer las respuestas Th1, 

fundamentales en la protección contra patógenos intracelulares como Mtb y HIV. Los 

experimentos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo en el contexto de la coinfección HIV-

TB, demostraron que DHEA es capaz de inducir la producción de IL-12 y la reducción de la 

secreción de IL-10 por las CD derivadas de monocitos estimuladas con Mtb. Además, aumenta la 

expresión de CMH-I, CMH-II y CD86. Igualmente, esta hormona potencia la producción de IFN-γ 

inducida por CD estimuladas con Mtb y las respuestas citotóxicas y diferenciación terminal en 
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células T CD8+ de pacientes con coinfectados. A pesar de los hallazgos en cuanto a las 

propiedades inmunomoduladoras de DHEA, todavía no se ha estudiado el rol de los metabolitos 

oxigenados en el complejo contexto de la coinfección HIV-TB. 57,59,79,95  

Debido a sus efectos en el sistema inmune, la utilización de DHEA o algunos de sus metabolitos 

en el tratamiento clínico de pacientes HIV-TB, puede ser un enfoque novedoso para restaurar la 

respuesta inmune hacia un perfil favorable. Se precisan entonces de estudios más profundos para 

obtener una mayor comprensión de la acción de los esteroides inmunomoduladores, dado que 

podrían ser considerados como una terapia adyuvante.  
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La TB es una epidemia de importancia mundial, que constituye la principal causa de muerte por 

una enfermedad infecciosa y la primera causa de defunción en individuos HIV+.2 Durante la 

coinfección HIV-TB, la inmunidad innata y adaptativa se ven gravemente alteradas por diversos 

mecanismos. Dado que las terapias actuales son de extensa duración (seis a nueve meses y en 

algunos casos, hasta un año) y no son aun totalmente efectivas, existe la urgente necesidad de 

desarrollar nuevas estrategias de detección, control y tratamiento.16 En la TB, han sido propuestas 

diversas estrategias de modulación para aumentar la respuesta inmune anti-tuberculosa. Es por eso 

que la inmunoterapia adyuvante al tratamiento tradicional se perfila como una estrategia que 

permitiría controlar el crecimiento y la transmisión de Mtb, especialmente en las personas HIV+.  

En el contexto de la coinfección, pocos autores han explorado de qué manera los esteroides 

adrenales podrían modular la respuesta inmune específica contra la bacteria. Para esto, es necesaria 

una mejor caracterización de los mecanismos de defensa del huésped que controlan la 

susceptibilidad a esta enfermedad. 

Como se describió previamente, tanto la desregulación del eje HPA así como la polarización de las 

poblaciones de LT y macrófagos hacia perfiles pro-inflamatorios y/o anti-inflamatorios, 

contribuyen a la disfunción inmune observada en individuos HIV-TB. Conociendo los 

antecedentes de DHEA y sus derivados oxigenados como inmunoestimuladores, se propuso como 

hipótesis principal que AED, AET y/o 7-oxo-DHEA podrían ser utilizados en intervenciones 

terapéuticas, modulando las respuestas Mtb-específicas en el contexto de la coinfección con  

HIV-1.   

En la presente tesis de doctorado, el objetivo general plantea contribuir al conocimiento de las 

interacciones inmunoendócrinas en el marco de la coinfección HIV-TB mediante el estudio del 
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rol de AED, AET y 7-oxo-DHEA sobre la infección tuberculosa en el contexto de la coinfección 

con HIV-1.  

Con el fin de cumplimentar este objetivo general, y ahondando en los posibles mecanismos 

involucrados en los efectos de los esteroides adrenales en la inmunidad innata y adaptativa, se 

proponen los siguientes objetivos específicos (OE): 

OE1. Estudiar los correlatos inmunes entre los niveles plasmáticos de DHEA, AED, AET y 7-

oxo-DHEA y parámetros clínicos en individuos HIV-TB. Dado que durante la infección por Mtb 

y HIV se observan cambios sustanciales en la activación del eje HPA que tienen consecuencias 

sobre la inmunidad contra estos patógenos, el estudio del efecto de las hormonas adrenales sobre 

el tipo de respuesta durante la coinfección resulta ser un campo de gran importancia. En esta 

instancia, se evaluará la relación entre la concentración plasmática de las hormonas con la 

presentación clínica de la TB en pacientes HIV+. Se utilizarán muestras provenientes de personas 

HIV-1+ coinfectadas con TB activa (HIV-TB) y de dadores sanos (DS). Para cumplimentar el 

objetivo, se proyectan las siguientes actividades:  

(1) Síntesis orgánica y purificación de AED, AET y 7-oxo-DHEA a partir de DHEA, para obtener 

compuestos puros que puedan ser utilizados como patrones y en ensayos biológicos in vitro e 

in vivo.  

(2) Desarrollo de una metodología basada en cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas (HPLC-MS/MS), con el objetivo de cuantificar la concentración 

plasmática de las hormonas en estudio.  

(3) Análisis de la asociación entre parámetros clínicos representativos del estado inmune del 

paciente y los niveles de hormonas en plasma. 
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OE2. Evaluar el rol inmunomodulador de AED, AET y 7-oxo-DHEA en la respuesta inmune 

anti-tuberculosa mediada por linfocitos T, comparando su efecto con aquel inducido por 

DHEA. 

Los LT, a través de sus funciones efectoras, son cruciales para la contención de la infección por 

Mtb. Se propone investigar el efecto de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA sobre la respuesta de LT 

CD4+ y CD8+, a partir del cultivo de células mononucleares de sangre periférica de pacientes 

coinfectados y DS expuestas a un antígeno de Mtb. Se estudiarán variables inmunológicas 

indicadoras de protección o patología en la función de los LT, mediante las siguientes técnicas: 

(1) Ensayos de incorporación de timidina tritiada, una metodología tradicional para evaluar la 

proliferación celular Mtb-específica.  

(2) ELISA o ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas, para cuantificar la producción de 

IFN-, TNF-, IL-10 e IL-17A, de modo tal de estudiar la respuesta de LT a la micobacteria y 

su modulación por hormonas.  

Con los resultados provenientes de estos objetivos, se seleccionará la hormona que module de 

manera más efectiva la respuesta contra Mtb hacia un perfil protector y se evaluará frente a una 

cepa virulenta de bacteria en ensayos in vitro e in vivo. Para ello, se plantea el siguiente objetivo: 

OE3. Investigar la capacidad inmunomoduladora de DHEA y sus derivados sobre la respuesta 

contra una cepa virulenta de Mtb. Los macrófagos son actores fundamentales en el desarrollo de 

una respuesta inmune efectiva contra la micobacteria. Teniendo en cuenta que el tipo de respuesta 

dependerá de la polarización de estas células, se propone estudiar su perfil funcional. Por otra 

parte, se plantea evaluar la acción de los compuestos en un modelo in vivo de tuberculosis 



                                                                                                                       HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

37 
 

pulmonar progresiva en ratones. Para cumplimentar el objetivo propuesto se trabajará con una 

cepa virulenta de Mtb H37Rv y se plantea: 

(1) Estudiar el efecto inmunomodulador de las hormonas sobre las funciones efectoras de 

macrófagos. Se estudiará la fagocitosis, producción de citoquinas y capacidad de control del 

crecimiento bacteriano, utilizando las técnicas de ELISA, cultivo de bacterias y tinción para 

observación microscópica. 

(2) Realizar un ensayo pre-clínico para investigar la acción inmunomoduladora en un modelo 

murino bien establecido de tuberculosis pulmonar progresiva.96 Se evaluará la sobrevida de 

los ratones y la carga bacteriana en pulmón y bazo luego de un mes de tratamiento con la 

hormona.  

Los resultados que se pudieran obtener de esta línea de investigación proporcionarán nuevas 

evidencias para delinear novedosas estrategias de inmuno-intervención. De esta forma, se puede 

pensar a las hormonas adrenales como posibles co-adyuvantes en la terapia o en protocolos de 

vacunación, de modo tal de lograr un mejor control de la enfermedad tuberculosa. 
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3.1. Reactivos para la síntesis orgánica y desarrollo del método analítico. 

Los reactivos dehidroepiandrosterona (3-hidroxi-5-androsten-17-ona, DHEA Figura 8, pureza 

99%), acetato de 3β-acetoxi,17-hidroxi-16-metilen-pregnenolona (estándar interno o EI Figura 8, 

99%), borohidruro de sodio en polvo (NaBH4, ≥98%), hidróxido de litio (LiOH, 98%), anhídrido 

acético (Ac2O, ≥99%), hidroperóxido de tert-butilo (TBHP, solución 70% en H2O), clorocromato 

de piridinio (PCC, 98%), óxido de aluminio (Al2O3, ≥98%), cloruro de cerio (III) heptahidratado 

(CeCl3x7H2O, 99,9%), clorito de sodio (NaClO2, 80%), sulfato de sodio (Na2SO4, ≥99%, anhidro, 

granular), 4-(dimetilamino) piridina (≥99%), ácido picolínico (99%), ácido 2-metil-6-nitrobenzoico 

(97%), cloruro de deuterio (DCl, 99%), metanol deuterado (MeOD, ≥99%), agua deuterada (D2O, 

99,9%), cloroformo deuterado (CDCl3, 99,8% D) y ácido fórmico (≥95%) fueron adquiridos a 

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, Missouri, EE.UU.).  Los solventes diclorometano 

(CH2Cl2), metanol (MeOH), tetrahidrofurano (THF), piridina (Py), acetato de etilo (AcOEt), 

hexano (Hex), trietilamina y acetonitrilo (ACN) se obtuvieron de SINTORGAN S.A. (Buenos 

Aires, Argentina).  Todos los solventes eran calidad analítica, con la excepción de los utilizados en 

el desarrollo del método analítico que eran grado HPLC.  
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Figura 8. Estructura química de los compuestos en estudio. Se representan las hormonas 
dehidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol (AED), androstenetriol (AET) y 7-oxo-DHEA. Además, se 
grafica el compuesto utilizado como estándar interno en la metodología de cromatografía líquida de alta 
resolución acoplada a la espectrometría de masas (HPLC-MS/MS). 

 

3.2. Síntesis orgánica, purificación e identificación de los compuestos. 

Todos los compuestos sintéticos se purificaron por cromatografía en columna utilizando como fase 

estacionaria sílica gel (Sílica gel 60 de 0,040 a 0,063 mm, Merck, Darmstadt, Alemania). El avance 

de las reacciones se siguió por cromatografía en capa delgada (CCD), utilizando láminas de 

aluminio recubiertas con gel de sílice (sílica gel 60 F254, Merck, Darmstadt, Alemania) y revelando 

con vainillina-ácido sulfúrico (H2SO4) 5% en etanol. Para cada compuesto, se calculó la relación de 

frente (Rf), definida como: Rf= distancia de la muestra desde el origen/distancia del eluyente 

desde el origen. Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) para 1H y 13C se registraron 

en un espectrómetro Bruker AM-500 (500 MHz para 1H y 125,1 MHz para 13C). Los valores de los 

desplazamientos químicos (δ) se encuentran expresados en ppm y se utilizó tetrametilsilano (TMS) 

como estándar interno. El grado de pureza alcanzado fue ≥ 98%. 
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3.2.1. 3-hidroxi-5-androsten-17-ona (DHEA) 

Para la síntesis de AED y 7-oxo-DHEA, se utilizó DHEA (Figura 8) como material de partida. A 

continuación se detallan los desplazamientos químicos de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN 

obtenidos para DHEA, que coinciden con los reportados en literatura.97,98 Los desplazamientos 

químicos señalados con * indican multipletes de regiones superpuestas. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 0,89 (CH3-18); 1,04 (CH3-19); 1,10 (H-1); 1,23-1,33* (H-12; H-

14); 1,47-1,53* (H-2; H-11); 1,55 (H-15); 1,64-1,72* (H-7; H-8; H-11); 1,82-1,89* (H-1; H-

2; H-12); 1,95 (H-15); 2,05-2,16* (H-7; H-9; H-16α); 2,26 (H-4); 2,33 (H-4); 2,46 (H-16β); 

3,53 (H-3); 5,38 (H-6). 

13C-RMN (125,1 MHz, CDCl3): 13,3 (C18); 19,2 (C19); 20,1 (C11); 21,6 (C15); 30,5 (C7); 31,1 

(C8); 31,2 (C12); 31,3 (C2); 35,6 (C16); 36,7 (C10); 36,9 (C1); 41,9 (C4); 46,8 (C13); 49,8 (C9); 

50,9 (C14); 69,9 (C3); 119,9 (C6); 141,4 (C5); 219,5 (C17).  

3.2.2. Síntesis de 5-androsten-3,17-diol (AED). 

 

Figura 9. Reacción de síntesis de AED a partir de DHEA. El compuesto se obtuvo mediante la reducción 
del carbonilo de la cetona a alcohol, por la adición de un compuesto reductor (NaBH4).  

 

Para la síntesis de AED, se utilizaron 0,69 mmoles (200 mg) de DHEA como material de partida. 

Se realizó una reacción de reducción con 0,72 mmoles (27,24 mg) de NaBH4, tal como fue 
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descripto anteriormente,99 con modificación del solvente a CH2Cl2:MeOH en proporción 1:4 (6 

ml). La reacción se mantuvo en agitación constante a temperatura ambiente y se controló por 

CCD, completándose en 60 minutos. La Rf para DHEA fue de 0,5, mientras que para AED era 

0,3, cuando se desarrolló la placa dos veces en Cl2CH2 con 5% de MeOH. El solvente se eliminó 

utilizando un evaporador rotatorio, el residuo se disolvió en AcOEt y se purificó por cromatografía 

en columna (gradiente de Hex/AcOEt) (Figura 9). 

Se detallan las señales más características de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN obtenidos para 

AED, que coinciden con los reportados en literatura97,100. Los desplazamientos químicos señalados 

con * indican multipletes de regiones superpuestas. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 0,76 (CH3-18); 1,02 (CH3-19); 1,53-1,63* (H-7; H-8; H-11); 2,02-

2,11* (H-7; H-9; H-16α); 3,51 (H-3); 3,64 (H-17); 5,35 (H-6). 

13C-RMN (125,1 MHz, CDCl3): 11,3 (C18); 19,8 (C19); 21,0 (C11); 23,8 (C15); 30,9 (C12); 31,8 

(C2); 32,0 (C8); 32,4 (C7); 36,8 (C16); 36,9 (C10); 37,6 (C1); 42,6 (C4); 43,1 (C13); 50,6 (C9); 

51,7 (C14); 72,1 (C3); 82,2 (C17); 121,7 (C6); 141,2 (C5).  

3.2.3. Síntesis de 3-hidroxi-5-androsten-7,17-diona (7-oxo-DHEA). 

Se emplearon 0,69 mmoles (200 mg) de DHEA como precursor de la síntesis de este compuesto. 

Se ensayaron tres métodos diferentes, siendo el último en el que se obtuvo mayor rendimiento 

(Figura 10). Para llegar al producto final, se realizó la sustitución del hidrógeno alílico (posición 

vecina a un doble enlace) de C7 por un grupo hidroxilo, con su posterior oxidación formando la 

cetona (oxidación alílica). 
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Figura 10. Reacción de síntesis de 7-oxo-DHEA a partir de DHEA. En el método 2 de síntesis, DHEA fue 
transformada en 7-oxo-DHEA mediante una reacción de oxidación alílica de un solo paso. Los métodos 1 y 
3 involucraban tres pasos de reacción: protección del grupo hidroxilo del C3, oxidación del C7 e hidrólisis 
para reestablecer el hidroxilo del C3. 

 

 Método 1: En primer lugar, 0,69 mmoles (200 mg) de DHEA y 2,76 mmoles (261 µl, 1,08 g/ml) 

de Ac2O se disolvieron en 5 ml de Py y se dejaron en agitación constante durante 20 horas a 

temperatura ambiente. Para cortar la reacción, se añadió HCl 10% hasta llegar a un pH ≤5, se 

extrajo con AcOEt y se eliminó el solvente mediante evaporador rotatorio obteniendo acetato de 

3β-17-oxo-5-androstenilo (3-AcO-DHEA) con la pureza suficiente para continuar con el segundo 

paso de reacción. La Rf de DHEA fue de 0,6, mientras que la del producto era de 0,8 (CH2Cl2 con 

10% MeOH). A continuación, se realizó la reacción de oxidación en la posición 7 mediante el 

agregado de 10,35 mmoles (2,23 g) de clorocromato de piridinio (PCC) y 46,57 mmoles (4,75 g) 

de óxido de aluminio. La reacción se llevó a cabo en 20 ml de benceno con atmósfera de N2, a 

temperatura ambiente durante 1 semana.101 El producto oxidado (acetato de 7,17-dioxo-3β-

androst-5-enilo o 3-AcO-7-oxo-DHEA) se purificó mediante columna cromatográfica (gradiente de 
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Hex/AcOEt). La Rf del reactivo fue de 0,7, mientras que la del producto era de 0,4 (CH2Cl2 con 

5% MeOH). Por último, se realizó la hidrólisis del éster de C3 con 5 ml de K2CO3 (solución 

saturada) utilizando como solvente de reacción 8 ml de MeOH:THF (1:1). La reacción se dejó por 

2 horas a temperatura ambiente y se extrajo con AcOEt obteniendo el producto final puro. La Rf 

del reactivo fue de 0,6, mientras que la de 7-oxo-DHEA era de 0,3 (CH2Cl2 con 10% MeOH). 

Método 2: El producto final se obtuvo en un solo paso de reacción. Para ello, 0,69 mmoles (200 

mg) de DHEA se disolvieron en 8 ml de ACN:H2O (2:1) y se añadieron 3,45 mmoles (330 µl, 0,94 

g/ml) de TBHP. A continuación, se agregaron lentamente 0,83 mmoles (75 mg) de NaClO2 y se 

dejó reaccionar por media hora agitando constantemente a temperatura ambiente. La reacción se 

calentó a reflujo en un baño con aceite a 50°C y se agitó de manera constante durante 20 horas de 

acuerdo con Silvestre y Salvador.102 Para cortar la reacción, se volcó el contenido en una solución 

acuosa de sulfito de sodio al 10% y se extrajo con AcOEt. La fase orgánica se lavó con una 

solución saturada de NaHCO3 y luego H2O. Se evaporó el solvente y se purificó por cromatografía 

en columna (gradiente de Hex/AcOEt). La Rf de DHEA fue de 0,6, mientras que la de 7-oxo-

DHEA era de 0,3 (CH2Cl2 con 10% MeOH). 

Método 3: En el primer paso de reacción, se obtuvo 3-AcO-DHEA mediante las mismas 

condiciones del primer método. A continuación, este compuesto se oxidó como fue descripto en el 

método 2,102 utilizando 0,83 mmoles (75 mg) de NaClO2 y 3,45 mmoles (330 µl) de TBHP, y 

cambiando el solvente a AcOEt (8ml). La reacción se mantuvo a 50°C con reflujo durante 24 

horas. El producto se extrajo con AcOEt y se purificó mediante columna cromatográfica (gradiente 

de Hex/AcOEt). Finalmente, el compuesto se hidrolizó con 0,83 mmoles (75 mg) de KOH en 4 

ml de MeOH:H2O (8:2) durante 2 horas a temperatura ambiente, se extrajo con AcOEt y se 

repurificó por cromatografía en columna (gradiente de Hex/AcOEt).  
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Se detallan las señales más características de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN obtenidos para 

7-oxo-DHEA, que coinciden con los reportados en literatura.102,103 Los desplazamientos químicos 

señalados con * indican multipletes de regiones superpuestas. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 0,90 (CH3-18); 1,23 (CH3-19); 1,23-1,36* (H-1; H12); 1,53-1,69* 

(H-2; H-9; H-11; H-14); 1,71-1,90* (H-11β; H-12β; H-15); 1,93-2,01* (H-1β; H-2β); 2,14 (H-

16); 2,38-2,47* (H-4; H-8);  2,49 (H-16β ); 2,55 (H-4β); 2,82 (H-15β); 3,68 (H-3); 5,75 (H-6). 

13C-RMN (125,1 MHz, CDCl3): 13,8 (C18); 17,4 (C19); 20,6 (C11); 24,2 (C15); 30,7 (C12); 31,1 

(C2); 35,6 (C16); 36,5 (C1); 38,4 (C10); 41,8 (C4); 44,3 (C8); 45,7 (C14); 47,9 (C13); 50,01 (C9); 

70,3 (C3); 125,9 (C6); 166,1 (C5); 201,1 (C7); 220,4 (C17).  

3.2.4. Síntesis de 5-androsten-3,7,17-triol (AET). 

 

Figura 11. Reacción de síntesis de AET a partir de 3-AcO-7-oxo-DHEA. AET se obtuvo en dos pasos de 
reacción, mediante la reducción de las cetonas del C7 y C17 y la hidrólisis del grupo 3-AcO. 
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Para la síntesis, se utilizaron las condiciones previamente descritas de reducción de Luche104,105 a 

partir de 0,58 mmoles (200 mg) de 3-AcO-7-oxo-DHEA. El reactivo fue disuelto en 9 ml de 

MeOH:THF (2:1) y se le añadieron 0,58 mmoles (200 mg) de CeCl3x7H2O. La mezcla se mantuvo 

a temperatura ambiente hasta la disolución de sus componentes, se colocó en hielo y se agregaron 

de forma paulatina 0,61 mmoles (23 mg) de NaBH4. Se dejó reaccionar durante 30 minutos 

controlando el progreso por CCD. La Rf del reactivo fue de 0,6, mientras que la del producto era 

de 0,3 (CH2Cl2 con 10% MeOH). Se añadió una mezcla de HCl 1N y H2O (1:7; hasta pH ácido) y 

se extrajo con AcOEt. Se obtuvo el compuesto acetato de 7β,17β-dihidroxi-3-androst-5-enilo o 3-

AcO-AET puro, mediante separación por columna (gradiente de Hex/AcOEt). A continuación, se 

hidrolizó el grupo 3-AcO con 3,5 mmoles (168,3 mg) de KOH en 10 ml de MeOH:H2O (4:1). La 

mezcla de reacción se purificó por cromatografía en columna (gradiente de Hex/AcOEt) para dar 

el producto final (Figura 11). La Rf del reactivo fue de 0,6, mientras que la de AET era de 0,3, 

desarrollando la placa dos veces en CH2Cl2 con 5% MeOH. 

Se detallan las señales más características de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN obtenidos para 

AET, que coinciden con los reportados en literatura.97,100 Los desplazamientos químicos señalados 

con * indican multipletes de regiones superpuestas. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 0,71 (CH3-18); 1,00 (CH3-19); 2,01-2,09* (H-7; H-9; H-16α); 3,48 

(H-3); 3,58 (H-7); 3,77 (H-17); 5,32 (H-6). 

13C-RMN (125,1 MHz, CDCl3): 11,2 (C18); 18,8 (C19); 20,3 (C11); 25,5 (C15); 30,1 (C16); 31,5 

(C2); 36,1 (C12); 36,4 (C1); 36,7 (C10); 39,8 (C8); 41,6 (C9); 42,6 (C13); 48,1 (C4); 50,6 (C14); 

69,8 (C7); 71,7 (C3); 79,9 (C17); 121,1 (C6); 141,3 (C5).  
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3.2.5.  Estándar deuterado (DHEA-16,16-d2). 

 

Figura 12. Reacción de síntesis de DHEA-16,16-d2 a partir de DHEA. La deuteración, o sustitución de 
protones por deuterio, se realizó partiendo de DHEA, dando lugar al estándar bideuterado. 

 

Para la síntesis del estándar de DHEA deuterado, 70 µmoles (20,2 mg) de DHEA se disolvieron en 

3 ml de MeOD (monodeuterado) y se añadieron 0,5 ml de DCl. La reacción se dejó en agitación 

constante durante 24 horas, tal como fue descripto previamente106,107, con la salvedad de que se 

realizó a temperatura ambiente. El MeOD se evaporó mediante vacío y se agregaron D2O y AcOEt 

para realizar una extracción. El producto se obtuvo por evaporación de la fase orgánica. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3): 0,89 (CH3-18); 1,04 (CH3-19); 1,12 (H-1); 1,25-1,35* (H-12; H-

14); 1,45-1,56* (H-2; H-11); 1,62 (H-15); 1,65-1,72* (H-7; H-8; H-11); 1,82-1,91* (H-1; H-

2; H-12); 1,94 (H-15); 2,07-2,16* (H-7; H-9); 2,26 (H-4); 2,32 (H-4); 3,61 (H-3); 5,39 (H-

6). 

13C-RMN (125,1 MHz, CDCl3): 13,4 (C18); 19,3 (C19); 20,3 (C11); 21,6 (C15); 30,7 (C7); 31,3 

(C8); 31,4 (C12); 31,6 (C2); 35,6 (C16); 36,6 (C10); 37,1 (C1); 42,2 (C4); 47,5 (C13); 50,1 (C9); 

51,6 (C14); 71,5 (C3); 120,8 (C6); 140,9 (C5); 221,2 (C17).  
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3.3. Cohortes del estudio. 

En el presente estudio, se reclutaron 43 sujetos que se clasificaron en dos grupos: 1) donantes 

sanos (DS), sin antecedentes de TB, HIV o infecciones sistémicas; 2) Pacientes con HIV-TB, 

crónicamente infectados por HIV-1+ con TB activa sin tratamiento o alternativamente que 

recibieron menos de una semana de terapia anti-TB. El diagnóstico de HIV se determinó mediante 

ELISA y Western Blot confirmatorio, mientras que la TB se detectó mediante la identificación de 

bacilos ácido-resistentes en el esputo, un cultivo positivo de bacilos tuberculosos y/o datos 

radiológicos y clínicos. Algunas personas con HIV-TB estaban bajo tratamiento antirretroviral, 

siguiendo los lineamientos de las guías actuales.108 Ninguno de los sujetos presentó trastornos 

metabólicos o endocrinos o recibió tratamientos con DHEA o GCs al momento de su inclusión 

en el estudio. Las muestras de DS provenían de donantes voluntarios mayores de 18 años del 

banco de sangre del Sanatorio Municipal Dr. Julio Méndez. Los pacientes fueron evaluados en el 

Hospital J.A. Fernández, Buenos Aires. La investigación fue aprobada por el Comité de Ética de la 

Fundación Huésped. Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los 

participantes. Las características de los sujetos reclutados se especifican en la Tabla 1. 

 DS HIV-TB 

Número de individuos participantes 22 21 

Edad mediana en años (RIC) 30 (28,5 – 36,5) 34,5 (31,75 - 42,0) 

Distribución por sexos (F/M) 8/14 4/17 

Infección por HIV - + 

Recuento de células T CD4+ en células/l de sangre (RIC) 607,0 (490,5 - 767,0) 124,4 (55,5 - 497,3)* 

Carga viral mediana en copias de ARN/ml (RIC) - 43405 (2607,0 – 83757,0) 

 

Tabla 1. Características epidemiológicas de los sujetos reclutados. RIC, Rango intercuartilos. Prueba U de 
Mann-Whitney, * p<0,05. 
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Se tomó una muestra de entre 30 y 40 ml de sangre periférica de cada individuo por la mañana. La 

sangre fue recolectada en tubos de 10 ml pretratados con EDTA. A partir de estas muestras, se 

obtuvo el plasma y se separaron las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) por 

centrifugación diferencial en gradiente de Fycoll-Hypaque PLUS® (GE Healthcare Life Sciences). 

Las células se utilizaron en el momento o se conservaron en nitrógeno líquido para su posterior 

uso, mientras que el plasma se almacenó a -80ºC. 

3.4. Desarrollo de una metodología analítica basada en cromatografía líquida de alta resolución 

acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS/MS). 

3.4.1. Preparación de la muestra y extracción de esteroides. 

Las muestras de plasma se obtuvieron por centrifugación de sangre periférica recogida durante la 

mañana, se almacenaron a -80°C en tubos de plástico y fueron descongeladas en el momento de 

realizar el ensayo de extracción de esteroides. Con el fin de eliminar las células residuales y la 

materia particulada, 1 ml de plasma fue centrifugado durante 3 minutos a 4000 rpm. 

Posteriormente, el plasma se transfirió a un tubo de vidrio y el residuo se lavó con 250 µl de agua 

destilada, se centrifugó nuevamente y el sobrenadante se añadió al plasma. Previo a la extracción, 

se añadieron 40 ng de estándar interno (EI, Figura 8). 

Las muestras de plasma se mezclaron con 2 ml de AcOEt, se agitaron durante 30 segundos en un 

vórtex y, al cabo de 10 minutos, la fase orgánica se transfirió a otro tubo de vidrio. Este 

procedimiento se repitió 2 veces más con 1,5 ml de AcOEt. El extracto se secó con 300 mg de 

sulfato sódico, el sobrenadante se filtró y el solvente se evaporó a vacío. El residuo se resuspendió 

en MeOH y se pasó a través de un filtro de jeringa Millex-LG (0,20 μm, PTFE hidrófilo, 13 mm, 

Millipore, Darmstadt, Alemania). El filtrado se recogió en un vial de inyección automática con 

insertos (viales MRQ™ Vials w/ RSA™ Glass-12x32mm, 1.2ml) y, después de la eliminación del 
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disolvente con una corriente de nitrógeno, el extracto se disolvió en 100 µl de MeOH antes de la 

inyección en la columna cromatográfica. Posteriormente, el área adquirida para cada metabolito se 

relativizó al área del EI para calcular la concentración. 

3.4.2. Curvas de calibración y controles de calidad. 

Las curvas de calibración y los controles de calidad (CC) se prepararon a partir de una solución 

madre de los compuestos en estudio (DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA), que se añadieron a una 

matriz de: 1) Solvente: MeOH o 2) Plasma combinado: un pool de plasmas de DS. Las curvas 

incluyeron siete niveles de calibración a una concentración final de 3, 10, 30, 100, 300, 1000 y 

3000 ng/ml. Adicionalmente, se agregó a cada punto de la curva 40 ng de EI (volumen final de 

solución en 1 ml) y se procesó como se describió anteriormente. Las curvas se obtuvieron 

representando gráficamente la relación del "área del compuesto patrón/área del EI" (a esta relación 

se la denominó respuesta) vs la concentración de analito. Los CC se prepararon del mismo modo 

que las curvas de calibración a 3 ng/ml como el límite inferior de cuantificación (LIC), 10 ng/ml 

como CC inferior (CCI) y 3000 ng/ml como CC superior (CCS). 

3.4.3. Parámetros de validación del método analítico. 

Para el estudio de validación del método, se calcularon el límite de detección (LD), el límite de 

cuantificación (LC), la linealidad, la exactitud, la precisión (intra- e interdía), la recuperación 

(relativa al EI y absoluta) y la eficiencia del proceso. El LD se definió como una relación 

señal/ruido (S/R) superior a 3, mientras que el LC se determinó como la concentración más baja 

en la que la relación S/R fue mayor que 10.109 La exactitud se calculó como el porcentaje de error 

relativo medio (ER%) de 5 determinaciones independientes en días diferentes, mientras que la 

precisión se evaluó como el coeficiente de variación (CV%) de 5 determinaciones independientes 
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durante el mismo día (intradía) o medidas en diferentes días (interdía). La exactitud y la precisión 

se calcularon para LIC, CCI Y CCS. 

Con el propósito de estudiar el efecto de matriz (EM), la recuperación (R) y la eficiencia del 

proceso (EP), se prepararon tres soluciones diferentes suplementadas con patrones de los 

esteroides (de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA) a una concentración final de 30 ng/ml y el EI a 

40 ng/ml: (A) Solución de metanol; (B) Plasma combinado que fue primero extraído y luego 

suplementado previo a la inyección en HPLC; (C) Plasma combinado suplementado antes del 

procedimiento de extracción. El efecto de la matriz se evaluó de dos maneras: 1) Contrastando las 

pendientes de las curvas de calibración del solvente (MeOH) y del plasma combinado;109,110 2) 

Comparando la respuesta obtenida por triplicado de A con B calculada como: EM%: B/A x 100. 

Por otra parte, las recuperaciones de extracción relativa y absoluta se evaluaron comparando 

triplicados de B y C. El cálculo de las recuperaciones relativas se basó en la fórmula: R relativa (%) 

= respuesta en C/respuesta en B x 100. La recuperación absoluta se calculó como: R absoluta (%) 

= área de analito en C/área de analito en B x 100. La eficiencia de proceso se estimó 

multiplicando la EM por la R, expresando la relación de la respuesta de un analito añadido antes 

de la extracción (C) y la respuesta del mismo analito en una solución de MeOH (A).111 

3.4.4. Condiciones de HPLC-MS/MS 

La determinación de esteroides por HPLC/MS-MS se realizó en dos laboratorios diferentes: 1) 

laboratorio de referencia, donde se desarrolló esta metodología (InMet S.A., Rosario, Argentina); 

2) laboratorio secundario, donde los resultados se compararon mediante un análisis de correlación 

(Centro de Alta Tecnología Analítica - Analytical Technologies S.A., Buenos Aires, Argentina). 

El equipo utilizado en el laboratorio de referencia fue adquirido a Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, Massachusetts, EE.UU.). La separación y cuantificación de esteroides se realizó usando 



                                                                                                                 MATERIALES Y MÉTODOS 

51 
 

un HPLC Ultimate 3000 RSLC Dionex acoplado con un espectrómetro de masas TSQ Quantum 

Access Max triple cuadrupolo. La separación cromatográfica se llevó a cabo en una columna 

Hypersil GOLDC18 de 1,9 µm (50 x 2,1 mm) a 25°C con un volumen de inyección de 6 µl. La 

fase móvil consistió en agua (solvente A) y ACN (solvente B), ambos con ácido fórmico al 0,1% 

como aditivo para mejorar la ionización por electrospray.112 El flujo se fijó en 0,20 ml/min. La 

corrida cromatográfica comenzó con un gradiente lineal de solvente B de 20% a 30% en 10 

minutos, luego una meseta hasta el minuto 20, un gradiente lineal hasta 95% durante 2 minutos, 

una meseta de 4 minutos y un gradiente al 20% hasta el minuto 28, terminando con un paso de 

reequilibrio durante 4 minutos. Este método permitió la separación de todos los compuestos en 

un lapso de 32 min.  

Se empleó una fuente de ionización por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés) en modo de ion 

positivo y un método de monitorización de reacciones múltiples (MRM, por sus siglas en inglés) 

para realizar la cuantificación por espectrometría de masas. Las condiciones fueron las siguientes: 

gas carrier de 1293 Torr (nitrógeno), gas auxiliar de 258 Torr (nitrógeno), gas de colisión de 1,5 

mTorr (argón), voltaje de ionización de 5000 V y temperatura del vaporizador de 200ºC. La 

adquisición de datos y la selección de iones se realizó con el software Thermo Scientific ™ 

Xcalibur ™.  

El ensayo de validación se realizó en un laboratorio secundario. El equipo fue adquirido a Agilent 

Technologies (Santa Clara, EE.UU.). El análisis se realizó en un cromatógrafo LC 1290 Infinity II 

con una columna de UHPLC ZORBAX SB-C18 2.1×50 mm (1,8 µm) a 25°C y un volumen de 

inyección de 5 µl. El flujo se fijó en 0,22 ml/min y se optimizó el gradiente de elución para este 

equipo, utilizando la misma fase móvil. La corrida comenzó con un gradiente lineal de 20% a 40% 

de disolvente B en 6 minutos, después una meseta de 4 minutos, un gradiente lineal hasta 95% de 

disolvente B hasta el minuto 12 seguido de una meseta de 5 minutos, otro gradiente hasta 20% de 
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B durante 2 minutos y un paso de reequilibrio a las condiciones iniciales durante 2 minutos. Este 

método optimizado permitió la separación de los compuestos en 20 minutos. La cuantificación se 

llevó a cabo en un Agilent 6460 Triple Cuadrupolo con fuente ESI en las condiciones 

especificadas anteriormente y se analizó con el software de estación de trabajo MassHunter.  

3.5. Estudio de la modulación de la respuesta inmune específica contra Mycobacterium 

tuberculosis: cultivo celular primario, antígeno y hormonas. 

Las CMSP obtenidas a partir de las muestras de sangre se cultivaron a 37°C en atmósfera húmeda 

rica en CO2 en medio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

inactivado (SFB, Natocor), 2mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina 

(Gibco, Thermo Fisher Scientific). 

Para evaluar la respuesta inmune específica contra Mtb, se utilizó un sonicado de la cepa H37Rv           

-irradiada y muerta por calor (BEI Resources, NIAID, NIH) a una concentración final en cultivo 

de 10 µg/ml. Como control de la capacidad de respuesta global de cada individuo, se estimularon 

las CMSP con fitohemaglutinina (PHA, 2,5 µg/ml). Con el fin de estudiar su efecto modulatorio 

en la respuesta contra la bacteria, las células se colocaron en presencia de las hormonas en estudio 

(DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA) a las siguientes concentraciones: 1x10-9M, 1x10-8M, 1x10-7M y 

1x10-6M. Asimismo, se sumó al estudio un análogo sintético de DHEA llamado HE2000, un 

compuesto sintetizado por Hollis-Eden Pharmaceuticals que fue estudiado tanto en un modelo 

experimental de TB como en ensayos clínicos.113,114  El experimento se diseñó con 4 grupos: (1) 

células control (sin tratamiento), (2) células estimuladas con Mtb, (3) control de activación 

(estimulación con PHA) y (4) células estimuladas con Mtb y tratadas con hormonas. Para estimar el 

efecto inmunomodulador de las hormonas frente a diferentes parámetros (proliferación celular y 

producción de citoquinas en el sobrenadante de cultivo), se le asignó un valor del 100% a los 
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valores medidos para las células estimuladas sólo con Mtb (grupo 2). Se utilizó el siguiente cálculo: 

Modulación (%) = (valor obtenido para el grupo 4 - valor obtenido en el grupo 1)/(valor obtenido 

para el grupo 2 - valor obtenido en el grupo 1) X 100.  

3.6. Medición de la proliferación celular antígeno específica. 

Se sembraron 2,5x105 CMSP por pocillo en una placa de 96 pocillos fondo en “U” y se incubaron 

durante 5 días bajo las condiciones explicadas anteriormente. Se añadieron 0,5 µCi de 3H-timidina 

(GE Healthcare®) y luego de 20 horas las células se cosecharon y el ADN se retuvo en una 

membrana filtrante (fibra de vidrio, Whatman). La membrana se dejó secar y se colocó en tubos 

plásticos que contenían líquido de centelleo (2 ml/disco, Optiphase Hisafe 2, PerkinElmer) para 

determinar la radiación (expresada en cuentas por minuto o CPM) en un contador (Wallac, 1214 

Rackbeta). Para calcular la proliferación, se compararon las CPM de las células que no se trataron 

(grupo 1) con las células que fueron estimuladas con Mtb con o sin tratamiento de hormona 

(grupos 3 y 2, respectivamente). 

3.7. Evaluación de la producción de citoquinas en respuesta a Mycobacterium tuberculosis. 

En una placa de 96 pocillos fondo en “U”, se sembraron 2,5x105 CMSP por pocillo, que se 

incubaron durante 5 días bajo las condiciones previamente descriptas. El sobrenadante de cultivo 

libre de células se centrifugó por 3 minutos a 13000 rpm y se transfirió a otro tubo para 

almacenarlo a -20°C hasta la medición de citoquinas por ELISA (“enzyme-linked immunosorbent 

assay” o ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas), según las instrucciones del fabricante. Se 

determinó la producción de IFN-, IL-10, TNF- (BD OptEIA™) e IL-17A (BioLegend), 

comparando las células que no se trataron (grupo 1) con las células que fueron estimuladas con 

Mtb con o sin tratamiento de hormona (grupos 3 y 2, respectivamente). 
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3.8. Infección de macrófagos con Mtb cepa H37Rv y modulación de la respuesta inmune por 

hormonas. 

Todos los experimentos de infección con Mtb fueron realizados durante una estancia doctoral en 

el grupo del Dr. Rogelio Hernández Pando, perteneciente a la sección de Patología Experimental 

del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, Ciudad de México. 

3.8.1. Cultivo de micobacterias.  

Se utilizó la cepa H37Rv de Mtb (ATCC 25618) en los experimentos de infección. Para llevar a 

cabo los experimentos, se partió de una alícuota de Mtb almacenada en criopreservación en 

glicerol a -70ºC en fase logarítmica de crecimiento. La concentración media del stock bacteriano 

era de 10,8x106 bacterias/ml. Las bacterias se crecieron en medio Middlebrook 7H9 o 7H10 

(Difco Laboratories) suplementado con 10% de OADC (ácido oleico, albúmina bovina, dextrosa, 

catalasa, Difco Laboratories) y 0,5% glicerol (Sigma-Aldrich). Al medio 7H9 además se añadió 

0,05% tyloxapol (Sigma-Aldrich), un detergente líquido no aniónico que actúa como surfactante y 

ayuda a que las bacterias se distribuyan uniformemente en el medio de cultivo, evitando el 

aglutinamiento de las mismas.  

3.8.2. Ensayo de concentración efectiva inhibitoria (CEI). 

Las alícuotas del stock bacteriano necesarias para el ensayo se descongelaron en incubadora a 37°C 

durante 10 minutos, se trasvasó el contenido a tubos falcon de 15 ml y se completó con medio 

7H9 hasta obtener la concentración deseada. El ensayo se realizó en una placa de 96 pocillos 

fondo plano y se utilizaron 2,5x105 bacterias por pocillo. Se realizaron cuatro controles: (1) control 

de medio (se coloca sólo medio 7H9), (2) control de CEI (medio inoculado con 1% de bacteria), 

(3) control de crecimiento bacteriano (medio 7H9 inoculado con 2,5x105 bacterias) y (4) control 
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de inhibición del crecimiento (medio 7H9 inoculado con 2,5x105 bacterias, tratados con diferentes 

concentraciones de Isoniazida). Por otra parte, se prepararon soluciones de DHEA, 7-oxo-DHEA y 

HE2000 a en medio 7H9. Las bacterias se colocaron en presencia de las hormonas, en diferentes 

concentraciones desde 16 µg/ml a 0,125 µg/ml (diluciones seriadas 1:2). Cada condición se realizó 

por triplicado. Las placas se colocaron en cámara húmeda y se incubaron a 35°C agitándose a 70 

rpm durante 7 días. Se le agregaron 40 µl del reactivo Cell-Titer 96® AQueous (Promega) a los 

pocillos y se dejaron incubar en oscuridad de 2-4 horas o hasta el cambio de color del reactivo de 

amarillo a café. El color fue cuantificado midiendo la absorbancia a 492 nm. La CEI es definida 

como la concentración de droga en el pocillo con una absorbancia significativamente menor al 

control de crecimiento bacteriano (condición 3) y no significativa al control de CEI (condición 2).  

Alícuotas de 10 µl del control de crecimiento bacteriano y de aquellas condiciones donde las 

concentraciones de hormona inhibieron significativamente el crecimiento (CEI) fueron sembradas 

por duplicado en placas de Petri con medio 7H10 para realizar el ensayo de cuantificación de 

unidades formadoras de colonias (UFC). Luego se tomaron 30 µl de los pocillos, se colocaron en 

270 µl de medio 7H9 para hacer la dilución 1:10, y se realizaron diluciones sucesivas hasta la 

dilución 1:1000. Se sembraron 10 µl de cada una de las diluciones. Cada pocillo del triplicado se 

sembró por duplicado en el medio 7H10. Las placas se incubaron a 37°C durante 21 días, donde 

se cuantificaron las UFC.  

3.8.3. Preparación de la línea celular THP-1. 

Las características de la línea celular THP-1, aislada de un niño con leucemia monocítica, se han 

descrito previamente en detalle.115 Las células se cultivaron a 37°C en atmósfera de CO2 al 5% en 

medio RPMI para THP-1: RPMI 1640 suplementado con 2mM L-glutamina y 10 mM HEPES 

(SIGMA-Aldrich), al que se le adicionaron bicarbonato de sodio 2 g/l, 10% de SFB inactivado 
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(Gibco), 100 U/ml penicilina (Gibco BRL), 100mg/ml estreptomicina (Gibco), y 0,01% 

suplemento para THP-1 (2,5% glucosa, 0,11% de piruvato de sodio y 0,00034% β-mercaptoetanol 

en PBS 1X). Para cuantificar las células viables, se utilizó una solución de tinción de azul de tripán 

y se contaron células no teñidas usando una cámara de Neubauer. Con el fin de diferenciar los 

monocitos a macrófagos, se cultivaron las células en RPMI para THP-1 con 100 nM de forbol-12-

miristato-13-acetato (PMA, Sigma Chemical Co.), se plaquearon y a las 24 horas se retiró el medio 

de cultivo y se añadió RPMI para THP-1 durante 48 horas antes de la infección. 

3.8.4. Cultivo de la línea celular MH-S 

La línea de macrófagos murinos alveolares MH-S ha sido descripta con anterioridad.116 Las células 

se cultivan a 37°C en atmósfera de CO2 al 5%, con medio RPMI 1640 suplementado con 

bicarbonato de sodio 2 g/l, 10% de suero fetal bovino inactivado (Gibco), 100 U/ml penicilina 

(Gibco BRL), 100 mg/ml estreptomicina (Gibco). Las líneas se pasaron al alcanzar un crecimiento 

de 70-80% de confluencia, realizando una dilución 1/3. Para el pasaje, se trató a los macrófagos 

con 0,038% p/v de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) anhidro en PBS 1X, dejando reposar 

en estufa 30 minutos. Los macrófagos se colocaron en un tubo falcon y se centrifugaron por 5 

minutos a 1500 rpm. El sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en medio de cultivo 

fresco.   

3.8.5. Infección con Mtb y estimulación de macrófagos con hormonas. 

Los macrófagos (1x105 células por pocillo) se infectaron con Mtb cepa H37Rv a una multiplicidad 

de infección (MOI) de 5:1 (5 bacterias/macrófago) durante 3 horas, en presencia o ausencia de 

hormonas esteroideas (1x10-7M y 1x10-6M para DHEA, o 1x10-6M y 1x10-5M para 7-oxo-DHEA y 

HE2000) en el medio de cultivo adecuado para cada línea celular. Se realizaron 3 lavados con 
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RPMI 1640 suplementado penicilina y estreptomicina para eliminar los bacilos extracelulares, y las 

células se resuspendieron en medio RPMI completo, suplementado o no con hormonas en los 

tratamientos correspondientes. 

3.8.6. Recuento de unidades formadoras de colonias en células fagocíticas. 

Para evaluar la modulación del crecimiento intracelular bacteriano por parte de los derivados de 

DHEA en estudio, los macrófagos infectados (1x105 células/pocillo en placas de 96 pocillos de 

fondo plano) se incubaron durante 1 hora (Día 0), 24 horas (Día 1) y 96 horas (Día 4) en presencia 

o ausencia de hormonas. El experimento se realizó por duplicado para los Días 1 y 4. En la placa 

del Día 0 y una placa de los Días 1 y 4, las células fueron lisadas con SDS al 1% seguido de BSA al 

20%, diluidas en medio Middlebrook 7H9 y sembradas a cuatro concentraciones diferentes (1:10 a 

1:10000) en placas de Petri con medio 7H10 por duplicado para cuantificar las UFC después de 

21 días de cultivo. El resto de las placas de 96 pocillos (Días 1 y 4) se utilizaron para la medición de 

citoquinas. 

3.8.7. Prueba de fagocitosis. 

Para evaluar la fagocitosis de Mtb, los macrófagos (1x106 células/pocillo de “chamber slide”) se 

infectaron tal como fue descripto. El sobrenadante de cultivo se retiró al Día 0 (1 hora) y las 

células se fijaron con metanol absoluto para ser teñidas mediante la técnica de Ziehl Neelsen. La 

tasa de infección se midió cuantificando el número de bacterias fagocitadas por célula, contándose 

100 células/campo por triplicado. 

 

 



                                                                                                                 MATERIALES Y MÉTODOS 

58 
 

3.8.8. Caracterización de macrófagos THP-1 polarizados por hormonas. 

Se estudió la capacidad de secreción de citoquinas por parte de los macrófagos luego de ser 

infectados y del tratamiento con hormonas. Los sobrenadantes se recogieron en el Día 1 y Día 4 

para evaluar la producción de las citoquinas TNF- e IL-1 (características del fenotipo M1) o IL-

10 y TGF- (asociadas al perfil M2) mediante kits ELISA comercialmente disponibles, de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante (BioLegend).  

3.9. Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. 

El modelo de tuberculosis pulmonar progresiva fue descripto anteriormente en detalle por el 

grupo del Dr. Hernández Pando.117 Ratones machos de la cepa BALB/c se adquirieron de Jackson 

Laboratories y se usaron a las 8 semanas de edad. La cepa virulenta H37Rv de Mtb se cultivó como 

se describió anteriormente.  

Los animales fueron anestesiados con vapor de sevoflurano (100 µL por ratón) dentro de una 

cámara de acrílico de 20x20x20 cm, para su inoculación intratraqueal. Se colocaron sobre una 

placa de telgopor revestida con aluminio, se les sujetaron los incisivos con una liga de caucho, se 

introdujo por la tráquea una cánula de calibre 22G punta roma de 1,25 mm y se infectaron con 

2x105 UFC de la cepa prototipo H37Rv de Mtb, suspendidas en un volumen de 100 µl de PBS 1X. 

Los animales fueron alojados en cajas ventiladas bajo presión negativa y aire suministrado a través 

de filtros HEPA y manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 3.  

3.9.1. Dosis y administración de 7-oxo-DHEA en ratones. 

Al día 60 post-infección, los ratones se asignaron aleatoriamente a los grupos de estudio: 1) grupo 

control (sin tratamiento, solo administración intratraqueal de vehículo: H2O con 2,5% DMSO), 2) 

grupo tratado con 15 µg de 7-oxo-DHEA vía subcutánea, 3) grupo tratado con 15 µg de 7-oxo-
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DHEA vía intratraqueal 4) grupo tratado con 50 µg de 7-oxo-DHEA vía subcutánea, 5) grupo 

tratado con 50 µg de 7-oxo-DHEA vía intratraqueal, 6) grupo tratado con 200 µg de 7-oxo-DHEA 

vía subcutánea y 7) grupo tratado con 200 µg de 7-oxo-DHEA vía intratraqueal. Los grupos estaban 

conformados por 6 ratones que se sacrificaron el día 90 post-infección (un mes de tratamiento). 

Para la obtención de muestras, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital sódico vía 

intraperitoneal a una dosis de 250 mg/kg y sacrificados por exanguinación y dislocación cervical. 

Todos los datos se informan como la media ± el desvío estándar (SD). 

3.9.2. Determinación de la carga bacilar. 

El pulmón derecho y el bazo se congelaron en nitrógeno líquido y se guardaron a -70ºC hasta su 

procesamiento para determinar la carga bacilar por conteo de UFC. Para ello, se descongelaron y 

se agregaron 500 µL de PBS-tween 0,05%. Se homogenizó el tejido con el sistema FastPrep24 y se 

llevó la mezcla a un volumen final de 1mL con PBS-Tween 0,05%. Las muestras se sonicaron por 

45 segundos y se agitaron en vórtex para realizar las diluciones 1:10 a 1:10000 en PBS-Tween 

0,05%. Posteriormente, se sembraron las diluciones en una caja petri con medio 7H10 

enriquecido con OADC. La determinación del número de bacterias en pulmones es un parámetro 

de la severidad de la tuberculosis pulmonar, mientras que la carga bacilar en bazo indica 

diseminación de la enfermedad a otros órganos. 

3.10. Análisis estadístico. 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante el uso del software GraphPad Prism versión 6.01.  

Los efectos de la matriz se evaluaron comparando las curvas de calibración del solvente y del 

plasma combinado por el método de adición estándar.109,110 La comparación de las mediciones por 

HPLC-MS/MS con radioinmunoensayo (RIA, Packard Cobra II Gamma Counter, Packard, 

Meriden, CT, EE.UU.), así como el estudio interlaboratorio, se analizaron a través del coeficiente 
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de correlación de Spearman. Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante la prueba 

no paramétrica U de Mann-Whitney. Los datos del ensayo in vivo se presentaron como la media ± 

desviación estándar de las mediciones de cada grupo de ratones (seis ratones por grupo). 

Asimismo, se aplicó la prueba t de Student y la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, según 

corresponda. Para todas las evaluaciones, un valor de p <0,05 se consideró significativo. 
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4.1. Sección 1: Síntesis orgánica y desarrollo de una metodología analítica para la detección de 

hormonas en plasma humano. 

El estudio del perfil metabolómico es un método que se ha desarrollado durante los últimos años 

en la investigación y práctica clínica, dado que es una herramienta valiosa en el diagnóstico de 

diversas enfermedades. En particular, la lipidómica se centra en la caracterización del conjunto de 

los lípidos y sus funciones en un organismo. Los desequilibrios o perturbaciones en el 

metabolismo lipídico, pueden resultar en diferentes patologías, por lo que su detección y/o 

cuantificación es de gran utilidad para el diagnóstico y, sobre todo, para la búsqueda de nuevos 

biomarcadores de enfermedad.118,119 

Existen diferentes técnicas analíticas que permiten detectar cambios en los niveles de lípidos, 

asociados a un determinado estado fisiológico o patológico. En particular, la cromatografía líquida 

de alta resolución acoplada a espectrometría de masas (HPLC-MS/MS, por su nombre en inglés) es 

una tecnología con alta especificidad y sensibilidad que ha sido utilizada en laboratorios clínicos 

durante los últimos 10-15 años. Esta técnica combina la capacidad de la HPLC de separar 

componentes de una muestra compleja, y el poder de la espectrometría de masas de identificar de 

manera específica moléculas ionizadas. En la espectrometría de masas los analitos se detectan 

basándose en su peso molecular, pero a diferencia de otros equipos, su uso no se limita a la 

identificación de los mismos, sino que se puede utilizar para cuantificar compuestos con límites de 

detección muy bajos.119 

Durante la separación de los componentes de una muestra usando una columna de HPLC, los 

analitos se reparten diferencialmente entre la fase móvil líquida (eluyente) y la fase estacionaria 

(empacada en la columna). El mecanismo de retención y separación dependerá del tipo de fase 

estacionaria, entre las cuales se encuentran fase normal, fase reversa, intercambio iónico, etc. Por 
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otra parte, el espectrómetro de masas es un instrumento diseñado para separar iones, de acuerdo a 

relación masa/carga (m/z). La ionización de la muestra puede lograrse mediante diferentes 

métodos, entre ellos la ionización por electrospray (ESI, por sus siglas en inglés). La ESI actúa 

como acople entre el cromatógrafo y el espectrómetro de masas. La muestra en solución se hace 

pasar a través de un capilar al que se aplica un alto potencial eléctrico y se pulveriza formando 

pequeñas gotas cargadas. Posteriormente, el solvente se evapora y los iones ingresan en el 

espectrómetro.  

En particular, la espectrometría de masas de triple cuadrupolo (QQQ) combina el uso de dos 

analizadores (cuadrupolos Q1 y Q3) y una celda de colisión entre los mismos (esta es considerada 

el segundo cuadrupolo o Q2).  En el primer cuadrupolo (Q1) se aplican diferentes voltajes, 

generando un campo eléctrico para separar iones según su relación m/z, a medida que pasan a lo 

largo del eje central de cuatro barras equidistantes paralelas (polos). Los iones se seleccionan y 

pasan al segundo cuadrupolo (Q2), donde se aceleran y colisionan con moléculas de gases neutros 

como H2, N2 o Ar, provocando la fragmentación del analito. A continuación, los fragmentos de 

iones ingresan al tercer cuadrupolo (Q3), donde rige el mismo principio del Q1, seleccionando y 

filtrando fragmentos de acuerdo a su relación de m/z. Por último, los iones son detectados por un 

fotomultiplicador, que amplifica la señal, la digitaliza y la presenta en forma de cromatograma 

(Figura 13).120 
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Figura 13. Esquema representativo de un equipo de HPLC-MS/MS. La muestra se inyecta en una columna de 
HPLC para separar sus componentes. Cada analito se ioniza por ESI e ingresa al espectrómetro de masas. En el 
Q1, se identifica el “ion parental” a seguir, que ingresa al Q2 (celda de colisión) donde se fragmenta. En el Q3, 
se selecciona el “ion hijo” mayoritario, y se grafica la abundancia relativa de la transición de “ion parental/ion 
hijo” en función del tiempo de retención en la columna de HPLC.121 

 

El principio que rige la espectrometría de masas, es que cada compuesto es único y se ionizará y 

fragmentará de una determinada manera, por lo que puede identificarse individualmente. El 

espectrómetro posee la capacidad de actuar como un filtro de masas para monitorear 

selectivamente un ion molecular específico que ingresa en el Q1 y es llamado “ion parental”, y uno 

o varios de sus iones fragmento o “iones hijos” que se seleccionan en el Q3. La pareja “ion 

parental/ion hijo” se denomina transición y es altamente específica para un analito determinado. 

Al acoplar al triple cuadrupolo un cromatógrafo, la identidad del analito se completa, dado que 

puede cuantificarse obteniendo el área bajo el pico de la transición (“ion parental/ion hijo”) en el 

cromatograma, y diferenciarse de otros analitos con transiciones superpuestas por su tiempo de 

retención (Figura 13). Los espectrómetros de triple cuadrupolo son capaces de monitorizar 

múltiples transiciones en un mismo evento analítico, es decir, permite la identificación y 

cuantificación simultánea de diversos compuestos en una misma corrida (MRM o monitorización 

de reacciones múltiples).120,121  

Como se mencionó en la introducción (Sección 1.5.2.), las personas coinfectadas con HIV y Mtb 

presentan una secreción crónica de citoquinas pro-inflamatorias. Algunas de estas citoquinas 

atraviesan la barrera hematoencefálica y acceden al sistema nervioso central, lo que conduce a la 
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desregulación del eje HPA y, en consecuencia, a la secreción de niveles alterados de DHEA y GCs. 

Este desbalance lipídico se ha estudiado en el contexto de HIV y TB por separado, en donde las 

alteraciones endocrinas están relacionadas con el deterioro del estado clínico y un desarrollo 

desfavorable de la enfermedad. Sin embargo, son escasos los reportes en el contexto de HIV-TB. Se 

ha sugerido que, en pacientes coinfectados, un aumento en la relación cortisol/DHEA podría 

conducir a la progresión de la infección, al modular el cambio de la respuesta inmune tipo Th1 

hacia un perfil Th2 y/o regulatoria. Aunque es sabido que la interacción entre los sistemas 

inmune y endocrino es necesaria para una respuesta efectiva contra los agentes infecciosos, la 

relevancia de las interacciones inmuno-endocrinas en el contexto de la coinfección HIV-TB aún no 

se ha dilucidado por completo. Dado que DHEA y sus metabolitos AED, AET y 7-oxo-DHEA 

poseen propiedades inmunomoduladoras, se decidió desarrollar una metodología basada en 

HPLC-MS/MS, para estudiar los posibles cambios en los niveles plasmáticos de esas 

hormonas.71,76,79,122,123 

4.1.1. Síntesis orgánica de las hormonas. 

Los esteroides constituyen una inmensa familia de compuestos con estructuras químicas y 

propiedades biológicas muy variadas, ejerciendo actividades pleiotrópicas en la misma célula. Por 

este motivo, estas moléculas resultan una fuente muy atractiva para la búsqueda de compuestos 

que posean actividad inmunomoduladora. Con el fin de estudiar las propiedades de los 

metabolitos derivados de DHEA (Figura 8), los mismos fueron sintetizados tal como se describió 

en la Sección 3.2 de Materiales y Métodos.  

Se utilizó espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) para confirmar e identificar las 

estructuras de los compuestos. En la experiencia de RMN, los diferentes protones en una molécula 

resuenan a frecuencias diferentes dependiendo del entorno químico, lo que se conoce como 
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desplazamiento químico (δ, expresado en ppm). Asimismo, las interacciones magnéticas entre 

núcleos cercanos dan lugar a diferentes formas de señales (desdoblamiento de la señal), que 

brindan información acerca de la ubicación de los átomos en las moléculas. En el caso de los 

esteroides que son moléculas rígidas, en el espectro de 1H se observarán singletes si el núcleo que 

observamos no posee 1H en el carbono vecino, mientras que si hay un 1H la señal se desdoblará en 

dos (doblete). Si hay dos 1H, la señal puede desdoblarse en un triplete, si el ángulo entre los 

protones que se acoplan es el mismo, o un doble doblete, si el ángulo es diferente. Como regla 

general, la multiplicidad o número de picos de una señal, viene dada por la regla (N+1)x(M+1), 

donde N y M son los números de protones vecinos que desdoblan una señal. A la distancia entre 

los picos de un multiplete se le llama constante de acoplamiento escalar y se simboliza como J 

(expresada en Hertz). La constante de acoplamiento hace referencia al ángulo entre dos 1H vecinos, 

cuya relación está expresada por la ecuación de Karplus.124 Para corroborar la estructura química 

de los compuestos sintéticos, se registraron los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN y se detallaron los 

valores de los δ y las J de las señales más características (Figura 14 A, B y Tablas 3 y 4). Si bien la 

RMN no es la única forma de caracterizar compuestos orgánicos, los mismos ya fueron descriptos 

por otros autores y por lo tanto se comparan los resultados encontrados con los previamente 

reportados en literatura.97,98,100,103,125–127  

El compuesto AED se obtuvo mediante la reducción de la cetona en C17 de DHEA con NaBH4, 

tal como describieron Liu y colaboradores99 (Figura 9), con la salvedad de que se reemplazó el 

solvente MeOH por CH2Cl2:MeOH 1:4 debido a la solubilidad de los compuestos. El rendimiento 

obtenido luego de la purificación fue de 70%. Se compararon los espectros de 1H-RMN de DHEA 

y AED (Figura 14 A, Tablas 3 y 4), encontrando en el producto la aparición de un triplete con J= 

8,6 Hz en 3,64 ppm, correspondiente al H-17, tal como se reporta en bibliografía.100 Por otra 

parte, es sabido que algunos de los factores que influyen en el desplazamiento químico de las 



                                                                                                                                        RESULTADOS 

66 
 

señales en el espectro de 13C-RMN son la electronegatividad de los grupos unidos a éste y su 

hibridación. Cuando se compararon los espectros de 13C-RMN de DHEA y AED, se observó el 

desplazamiento químico del C17 desde 219,5 ppm, región correspondiente al carbono carbonílico, 

hacia 82,2 ppm, evidenciando la reducción del grupo cetona a alcohol (cambio sp2 a sp3, Figura 14 

B).97,100  

Por su parte, 7-oxo-DHEA fue sintetizado mediante tres técnicas diferentes, con rendimientos 

globales del 30% para el método 1, 60% para el método 2 y 75% en el método 3 (Figura 10). Al 

contrastar los espectros de 1H-RMN de DHEA y 7-oxo-DHEA, se observó la pérdida de señales de 

los H-7α y H-7β, debido a la incorporación de la cetona en esa posición (Figura 14 A, Tabla 3). 

También, se registraron variaciones en el δ y la multiplicidad en la señal del H-6, poniendo en 

evidencia el cambio estructural en la posición vecina, ya que se trasladó a valores más altos de ppm 

debido a la electronegatividad del grupo carbonilo (C7, Figura 14 A, Tabla 4). Además, en el 

espectro de 7-oxo-DHEA pudo observarse la señal correspondiente a H-16, que en DHEA se 

encontraba solapada por las señales de H-7 y de H-9. Esto se debe a que en 7-oxo-DHEA, la señal 

correspondiente a H-7 no estaba presente y al desplazamiento de la señal de H-9, debido al efecto 

del grupo carbonilo en la posición C7. Por su parte, en el espectro de 13C-RMN se observó el 

corrimiento de C7 desde 30,5 ppm, región de carbono con hibridación sp³ vecino a un carbono 

con hibridación sp2 en DHEA, hacia la región de carbono carbonílico a 201,1 ppm en 7-oxo-

DHEA (Figura 14 B).103,126   

El compuesto AET fue sintetizado a partir de un intermediario en la síntesis de 7-oxo-DHEA, 

reduciendo el ceto-esteroide con NaBH4 en presencia de cloruro de cerio (III), lo que se conoce 

como reducción de Luche  (Figura 11).104,105 Para la obtención del producto final, el compuesto se 

hidrolizó dando lugar al 5-androstene-3,7,17-triol con un rendimiento del 80%. En el espectro 
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de 1H-RMN se registró la aparición de las señales de H-17α a 3,58 ppm y de H-7α en 3,77 ppm, 

mientras que no se pudo detectar ninguna evidencia del epímero 7-OH y/o 17-OH por análisis 

de RMN, tal como fue reportado por otros autores97,100,127 (Figura 14 A y Tabla 3). Al contrastar 

los espectros de 7-oxo-DHEA y AET en cuanto a la señal correspondiente al H-6, se distinguió el 

cambio de un doblete por un triplete. Esto indicaría que este 1H, además de acoplarse con la señal 

del H-4, lo hizo con la señal del H-7α presente en la molécula de AET (Figura 14 A y Tabla 4). Por 

otra parte, cuando se compararon los espectros de 13C-RMN de DHEA y AET, pudo observarse el 

corrimiento del C7 desde 30,5 ppm hacia 69,8 ppm, reflejando el cambio del metileno del C7 

hacia una región de mayor ppm por la unión del OH, más electronegativo. Con respecto al C17 

carbonílico se desplazó desde 219,5 ppm hacia 79,9 ppm, evidenciando un corrimiento hacia la 

región de carbono sp3 unido a OH (Figura 14 B). 

                  

A 
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Figura 14. Espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de los compuestos sintetizados. Se muestran los 
espectros de 1H-RMN (A) y 13C-RMN (B). La espectroscopia se realizó mediante un espectrómetro Bruker AM-
500. Los valores de los desplazamientos químicos (δ) se encuentran expresados en ppm y se utilizó TMS como 
estándar interno. Se indican las señales más características del producto final. 

 

 

Tabla 3. Desplazamientos químicos para la caracterización de los compuestos obtenidos. Se indican los valores 
más representativos para los δ (ppm) en los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN. El * indica que el desplazamiento 
químico forma parte de un multiplete con señales solapadas. SS indica “sin señal”, lo que indica que no se 
registra una señal para ese núcleo en el espectro de RMN. 

 

Compuesto 

1H-RMN 13C-RMN 

H-
3 

H-6 H-7/ 
H-

17 
CH3-18 CH3-19 C3 C5 C6 C7 C17 C18 C19 

DHEA 3,53 5,38 
1,64-1,72*/    
2,05-2,16* 

SS 0,89 1,04 69,9 141,4 119,9 30,5 219,5 13,3 19,2 

AED 3,64 5,35 
1,53-1,63*/ 
2,02-2,11* 

3,64 0,76 1,02 72,1 141,2 121,7 32,4 82,2 11,3 19,8 

7-oxo-
DHEA 

3,68 5,75 SS SS 0,90 1,23 70,3 166,1 125,9 201,1 220,4 13,8 17,4 

AET 3,48 5,32 3,58/SS 3,77 0,71 1,00 71,7 141,5 121,1 69,8 79,9 11,2 18,8 
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Tabla 4. Constantes de acoplamiento escalar para la caracterización de los compuestos sintéticos. Se indican la 
multiplicidad de la señal y los valores de J para las señales más representativas en el espectro de 1H-RMN. SS o 
“sin señal”, lo que indica que no se registra una señal para ese núcleo en el espectro de RMN. NC señala “no 
calculado”, porque la señal forma parte de un multiplete con señales solapadas. (a): indica señal ancha. d: 
doblete; dd: doble doblete; ddd: doble doblete; m: multiplete; t: triplete. 

 

En la cuantificación realizada mediante HPLC-MS/MS, suele utilizarse un estándar interno para 

compensar las fluctuaciones debidas al método y errores instrumentales. En este sentido, los 

compuestos marcados con deuterio han sido ampliamente utilizados.128 Un compuesto deuterado 

contiene un isótopo estable que presenta un comportamiento idéntico durante la preparación de 

la muestra y el proceso de la separación en columna e ionización, pero difiere en términos de masa 

atómica del analito a cuantificar. El método más adecuado para cuantificar, consiste en tener un 

compuesto deuterado para cada analito en la muestra. Los mismos se añaden antes de la 

extracción, para minimizar los errores debidos al procedimiento extractivo, los efectos de la matriz 

y la respuesta en la detección. Sin embargo, contar con un estándar deuterado para cada 

compuesto es un paso extra, que incrementa el costo y el tiempo del procedimiento. Además, se 

requiere que la marca de deuterio sea estable, de manera tal de no modificar la concentración real 

del analito en la muestra.129  

 

Compuesto 
1H-RMN 

 

H-6 H-7/ H-16/ H-17 

DHEA dd(a), J= 5,2; 1,8 Hz NC/NC NC/ddd, J= 19,2; 8,9; 1,1 Hz SS 

AED dd(a), J= 5,0; 1,9 Hz NC/NC NC/NC t, J= 8,6 Hz 

7-oxo-DHEA d(a), J= 1,8 Hz SS m/m SS 

AET t(a), J= 2,0 Hz dd, J= 8,4; 6,2 /SS   NC/NC t, J= 7,4 Hz 
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Tomando DHEA como material de partida, se realizó la síntesis del análogo deuterado DHEA-

16,16-d2, para utilizarse como estándar durante el desarrollo de la metodología analítica basada en 

HPLC-MS/MS. El producto DHEA-16,16-d2 obtenido en la síntesis se verifica al comparar sus 

espectros de 1H-RMN y de 13C-RMN con los correspondientes de DHEA. En los espectros se 

distinguió la pérdida de las señales de H-16α en el multiplete de 2,05-2,16* ppm, de H-16β en 2,46 

ppm y del C16 en 35,6 ppm (Figura 15). En el caso del C16, se debe a que el espectro está 

desacoplado de protones. No obstante, este compuesto no fue utilizado finalmente como estándar, 

debido a la pérdida de la marca de deuterio, tal como se muestra en la sección siguiente (Figura 

16)  

 

Figura 15. Espectros de RMN de DHEA y el estándar DHEA-16,16-d2. Se muestran los espectros de 1H-
RMN (A) 13C-RMN (B) para DHEA (arriba) y el estándar bideuterado DHEA-16,16-d2 (abajo). La 
espectroscopia se realizó mediante un espectrómetro Bruker AM-500. Los valores de los desplazamientos 
químicos (δ) se encuentran expresados en ppm y se utilizó TMS como estándar interno. Se amplía la región 
en donde se observa la pérdida de las señales correspondientes de H-16α (2,05-2,16* ppm), H-16β (2,46 
ppm) y de C-16 (35,6 pm). El * indica que el desplazamiento químico forma parte de un multiplete con 
señales solapadas. 
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4.1.2. Validación del método analítico. 

4.1.2.1. Evaluación del estándar deuterado mediante el método de HPLC-MS/MS. 

Con el fin de comprobar que el estándar deuterado pudiera ser utilizado durante el procesamiento 

de la muestra, se evaluó la estabilidad de la marca de deuterio. En primer lugar, una solución de 

DHEA se pasó por el equipo de HPLC-MS/MS y se seleccionaron los iones más abundantes para 

lograr la identificación por espectrometría de masas, eligiendo la transición de 271,1 Da a 253,1 

Da. De la misma forma, se repitió el procedimiento para el estándar deuterado (DHEA-16,16-d2), 

seleccionando la transición 273,1 Da a 255,1 Da. A continuación, se pasó una solución pura de 

DHEA-16,16-d2 y se monitorearon tres transiciones: 273,1 Da a 255,1 para el compuesto en 

estudio, 271,1 Da a 253,1 Da para DHEA y 272,1 Da a 254,1 Da, correspondiente a DHEA-d. 

Como fue reportado anteriormente por otros autores,128,130 se encontró que el estándar 

bideuterado había perdido una o dos marcas de deuterio, dando lugar a la aparición de DHEA-16-

d y DHEA (Figura 16). Por este motivo, se decidió utilizar como estándar interno un compuesto 

estructural y químicamente similar a los esteroides en estudio, pero que no estuviese presente en la 

matriz a analizar (EI, Figura 8). 

 

Figura 16. Cromatograma representativo del estándar deuterado DHEA-16,16-d2. Se muestra el 
cromatograma resultante de una solución pura del compuesto bideuterado, en donde se monitorean 
selectivamente las transiciones de iones para DHEA-16,16-d2 (transición 273,1 Da a 255,1 Da; panel 
inferior), DHEA-16-d1 (transición 272,1 Da a 254,1 Da; panel medio) y DHEA (transición 271,1 Da a 253,1 
Da; panel superior).  
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4.1.2.2. Método de monitoreo de reacciones múltiples y especificidad. 

La concentración de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA en plasma humano, fue determinada 

mediante una nueva metodología de HPLC-MS/MS, utilizando una fuente de ESI y un compuesto 

sintético como estándar interno (EI, Figura 8). El método de MRM aplicado resultó una técnica 

sensible y selectiva para la cuantificación de analitos en una matriz biológica compleja. La selección 

de iones fue realizada a partir de soluciones puras para cada compuesto, mediante el uso del 

software específico de cada equipo. Se determinaron los iones parentales y dos fragmentos más 

abundantes (un ion hijo cuantificador y otro ion hijo como cualificador, para confirmar la 

identidad del compuesto) para cada analito y la energía de colisión óptima con la que se consiguió 

la mayor sensibilidad para la transición con el cual se cuantificó. En la Tabla 5 se detallan los iones 

seleccionados, los valores optimizados de energía de colisión y los tiempos de retención tanto en el 

laboratorio de referencia como en el secundario. Para DHEA, AET, 7-oxo-DHEA y el compuesto 

finalmente utilizado como EI, se contaba con los iones hijos cuantificador y cualificador, mientras 

que en el caso de AED no pudo encontrarse un ion hijo para utilizarse como confirmatorio. 

Asimismo, se evaluó la especificidad del método mediante la comparación de una mezcla de los 

esteroides en estudio en MeOH (solución 1 en la Sección 3.4.2) con una muestra de plasma 

extraído de un DS, ambos suplementados con EI (40 ng/ml). Ambas soluciones se analizaron en el 

equipo de HPLC-MS/MS, obteniendo los cromatogramas de las transiciones (ion precursor e 

iones hijos) de todos los compuestos. En la Figura 17 pudo apreciarse una buena calidad 

cromatográfica sin interferencias y con una respuesta medible a los correspondientes tiempos de 

retención de los iones monitorizados. Esto nos indica que la técnica desarrollada fue específica 

para los analitos estudiados, y no resultó en artefactos o picos de interferencia. 
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Tabla 5. Transiciones de masa empleadas para los experimentos cuantitativos mediante el monitoreo de 
reacciones múltiples y tiempos de retención para cada compuesto. El # indica el ion hijo utilizado para 
cuantificar, mientras que el otro ion es utilizado como confirmatorio. El tiempo de retención A 
corresponde al laboratorio de referencia (Thermo Fisher Scientific Inc. Ultimate 3000 RSLC Dionex 
HPLC) y el tiempo de retención B al laboratorio secundario (Agilent 1290 Infinity II LC con ZORBAX 
Rapid Resolution High Definition). 

 

 

Figura 17. Cromatogramas representativos de una solución de compuestos estándar y los niveles 
endógenos de esteroides en el plasma.  Se representa la abundancia relativa de la transición de iones para 
cada compuesto (eje Y) y el tiempo de corrida (eje X), tal como fue detallado en la Tabla 5 para el 
laboratorio de referencia. En el cromatograma A se observan los picos obtenidos de una solución de MeOH 
suplementada con compuestos patrones de los esteroides estudiados a 30 ng/ml. En B se observa el 
cromatograma resultante de una muestra de plasma. Ambas soluciones fueron suplementadas con 40 ng/ml 
de EI. Orden de elución: AET, 7-oxo-DHEA, AED, DHEA y EI.  

Analito 
Masa Q1 

(Da) 
Masa Q3 

(Da) 
Energía de 
colisión (V) 

Tiempo de 
retención A (min) 

Tiempo de 
retención B (min) 

DHEA 
271,1 253,1# 13 

14,04 8,34 
271,1 197,1 20 

AED 273,1 255,1# 13 12,38 6,79 

AET 
289,2 271,4# 5 

2,25 2,24 
289,2 253,2 14 

7-oxo-DHEA 
303,2 285,2# 17 

6,75 4,37 
303,2 81,3 29 

EI 
369,1 309,3# 5 

25,56 12,95 
369,1 251,3 13 
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4.1.2.3. Límite de detección, límite de cuantificación, linealidad, exactitud y 

precisión. 

Ha sido reportado que los efectos de la matriz con la que se trabaja (plasma, en este caso) pueden 

causar alteraciones en la pendiente de una curva de calibración.109 Por ese motivo, y tal como se 

describió en la Sección 3.4.2 de Materiales y Métodos, se compararon los resultados obtenidos de 

dos curvas de calibración con las que se contaba: 1) Solvente (MeOH) y 2) Plasma combinado 

(curva en matriz). Como resultado, no pudimos encontrar diferencias estadísticamente 

significativas entre las pendientes de ambas curvas. Por otra parte, para las mismas soluciones se 

calculó el efecto de la matriz (EM) mediante la evaluación de la respuesta obtenida en el 

espectrómetro de masas. Se realizó el cálculo de la recuperación relativa (R relativa, ver Sección 

3.4.2 de Materiales y Métodos), obteniendo valores cercanos al 100% (Tabla 6). Estos datos 

indican que la respuesta en ambas soluciones fue similar y que los posibles efectos de la matriz 

durante el procesamiento de la muestra se compensaron mediante el uso del EI añadido antes de 

la extracción. Es por ese motivo que se decidió utilizar la calibración externa (curva de solvente) 

para el análisis de validación y la medición de los analitos en muestras de plasma. Finalmente, para 

demostrar una relación proporcional entre las relaciones de área frente a la concentración de 

analito, se determinó la linealidad del ensayo y se observaron excelentes respuestas a lo largo del 

intervalo de calibración (3-3000 ng/ml, R2> 0,994). 

El límite de detección (LD) se define como la concentración de analito más baja que puede 

detectarse y distinguirse del nivel de ruido basal, pero no necesariamente cuantificarse. El límite de 

cuantificación (LC) representa la concentración más baja de analito que puede determinarse 

cuantitativamente con un nivel aceptable de precisión.109 En el método desarrollado se alcanzó un 

LD que oscilaba entre 1 y 6 ng/ml, mientras que el LC varió de 4 a 18 ng/ml (Tabla 6).                 
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En un reporte previo de nuestro grupo de investigación en el que se utilizó radioinmunoensayo 

(RIA) para determinar los niveles de DHEA, se encontró que los mismos iban de 0,5 a 10 ng/ml, 

partiendo de 1 ml de plasma.59 Teniendo en cuenta los datos previamente publicados y el LC 

obtenido en esta tesis para DHEA, se decidió concentrar la muestra 10 veces, tomando los 1000 µl 

de plasma iniciales en 100 µl de MeOH antes de la inyección, de manera tal de alcanzar la 

concentración adecuada para el ensayo.  

Con el fin de investigar la exactitud y la precisión en la determinación de los analitos en estudio, 

se utilizaron los controles de calidad (CC) a 3 ng/ml (límite inferior de cuantificación o LIC), 10 

ng/ml (CC inferior o CCI) y 3000 ng/ml (CC superior o CCS). Se obtuvieron las áreas bajo la 

curva para cada CC durante 5 días de validación (Tabla 6). Los resultados encontrados sugieren 

que este enfoque puede considerarse exacto y preciso, ya que los valores conseguidos se ajustaron a 

las directrices señaladas por la Administración de Medicamentos y Alimentos de los Estados 

Unidos (FDA, por sus siglas en inglés).131 

 

Tabla 6. Resultados de la validación para el método de HPLC-MS/MS desarrollado. En la tabla se 
detallan los valores del efecto de matriz (EM), linealidad, límite de detección (LD), límite de cuantificación 
(LC), exactitud, precisión intra e interdía, recuperación (R) relativa y absoluta y eficiencia del proceso (EP) 
para cada esteroide. La exactitud y la precisión se indicaron para los CC a las concentraciones de LIC 
(arriba), CCI (medio) CCS (abajo). 

Analito 
EM 
(%) 

Linealidad 
LD 

(ng/ml) 
LC 

(ng/ml) 
Exactitud 

(RE%) 

Precisión 
Intradía 
(CV%) 

Precisión 
Interdía 
(CV%) 

R 
relativa 

(%) 

R 
absoluta 

(%) 

EP 
(%) 

DHEA 106,97 0,998 1 4 
19,0    
14,4     
10,7 

3,2        
2,7        
7,5 

20,1        
2,9              

7,00 
102 72 109 

AED 96,11 0,997 3 8 
-19,9                  
-5,1           
1,9 

11,9            
2,6             
11,0 

16,1           
5,8             
7,6  

105 70 101 

AET 109,98 0,995 6 18 
-12,2                  
-14,7           
-4,4 

17,3            
6,0           
6,1  

15,9          
8,0              
4,7  

99 75 108 

7-oxo-
DHEA 

97,60 0,994 5 16 
-19,7        
12,9      
14,9 

7,6            
6,8              
10,1 

20,1           
5,9              
9,9  

109 73 106 
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4.1.2.4. Eficiencia de extracción. 

El acetato de etilo (AcOEt) es ampliamente utilizado en la industria como solvente de extracción 

por su bajo costo y toxicidad.132 Debido a la naturaleza de los metabolitos oxigenados y su 

solubilidad, se decidió utilizar este solvente para realizar la extracción líquido-líquido, lo que nos 

permitió recuperar satisfactoriamente los compuestos. Para evaluar la eficiencia de la extracción, se 

determinaron las recuperaciones relativa y absoluta de los esteroides evaluados, tal como se 

describió en la Sección 3.4.2 de Materiales y Métodos. Los resultados señalaron que los valores de 

recuperación relativa eran cercanos al 100%, mientras que los valores absolutos demostraron un 

menor rendimiento, pero equivalente para los compuestos (Tabla 6). Estos datos sugieren que el 

EI elegido presentaba un comportamiento análogo al de los compuestos en estudio en el proceso 

extractivo y que los efectos de la matriz parecerían perturbar de manera similar a los todos los 

analitos.  

Por otra parte, la eficiencia del proceso (EP) es una estimación de los efectos combinados del 

rendimiento de extracción y de las perturbaciones de la matriz. Este parámetro se calculó 

midiendo y comparando la respuesta de un analito añadido antes de la extracción y la respuesta 

del mismo analito en MeOH (solución pura del compuesto). Se encontró que la EP, oscilaba entre 

101-109%, lo que indica resultados satisfactorios en el procedimiento general (Tabla 6).111  

Un hallazgo interesante durante el procesamiento de muestras, fue que al estudiar la recuperación 

absoluta del EI se observaron discrepancias estadísticamente significativas entre DS y HIV-TB 

(Figura 18). Estas diferencias podrían indicar variaciones en las complejidades del plasma y, por lo 

tanto, consideramos que el uso de un estándar interno es apropiado para corregir los efectos de la 

matriz durante el procesamiento de la muestra. 
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Figura 18. Recuperación del estándar interno a partir de muestras de plasma. Se grafican los valores de 
recuperación absoluta obtenidos para DS (círculos blancos, n=16) y pacientes coinfectados (círculos negros, 
n=17). La recuperación absoluta se expresa en porcentaje y se calcula mediante el uso de una curva de 
calibración y la medición del área bajo la curva de la transición para el EI luego de la extracción. Cada 
símbolo representa un sujeto individual. Las líneas horizontales representan valores medios y las barras de 
error simbolizan el error estándar de la media (EEM). El análisis estadístico se realizó con la prueba de los 
rangos con signo de Wilcoxon, ** p <0,01.  

 

4.1.3. Medición de hormonas en plasma humano. 

Continuando con el análisis de validación, se determinó la concentración de esteroides 

plasmáticos por HPLC-MS/MS en muestras de DS. Estos datos se contrastaron con los valores 

previamente publicados, obtenidos mediante RIA59 (Figura 19, A). El análisis estadístico indicó 

que el coeficiente de rango de Spearman poseía un valor superior a 0,8 (p <0,05), por lo que el 

grado de acuerdo entre nuestro enfoque y el RIA podría ser clínicamente aceptable, aunque se 

necesitan más muestras biológicas para validar este resultado. Alternativamente, probamos la 

confiabilidad entre laboratorios a través de un ensayo de validación cruzada. Para ello, el mismo 

método fue aplicado en un laboratorio diferente (laboratorio secundario), empleando otro equipo 

y operador. Se incluyeron muestras de plasma de individuos afectados por enfermedad y no 

afectados para su comparación (Figura 19, B). Se encontró una correlación estadísticamente 

significativa entre los valores del laboratorio de referencia y el laboratorio secundario, sin 

diferencias entre los datos obtenidos (prueba U de Mann-Whitney). 
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Figura 19. Comparación de las mediciones obtenidas por la metodología de HPLC-MS/MS desarrollada 
con un método validado y ensayo interlaboratorio. A) Curva de correlación de los niveles plasmáticos de 
DHEA determinados por HPLC-MS/MS y RIA para muestras de DS. Número de pares XY=8. B) Ensayo 
de validación cruzada interlaboratorio. DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA se determinaron tanto en el 
laboratorio de referencia como en el laboratorio secundario y luego se compararon los resultados obtenidos 
mediante análisis de correlación. Número de pares XY=10 (DS=4, HIV-TB=6). Las líneas continuas 
representan curvas de regresión lineal y las líneas discontinuas simbolizan intervalos de confianza del 95%. 
Se indican el coeficiente de correlación de Spearman, el valor de p y la pendiente. *p <0,05, ** p <0,01. 

 

Por último, y con el objetivo de estudiar posibles alteraciones en los niveles plasmáticos de DHEA, 

AED, AET y 7-oxo-DHEA, se aplicó la metodología desarrollada basada en HPLC-MS/MS en 

muestras de DS y un grupo de pacientes coinfectados HIV-TB. Las cohortes reclutadas en el 

estudio no presentaron disparidades en la distribución por edad o sexo (femenino/masculino), 

pero hubo diferencias significativas en la mediana de los recuentos de células T CD4+, tal como se 

esperaba (Tabla 1).  Interesantemente, observamos niveles estadísticamente más altos de DHEA, 

AET y 7-oxo-DHEA en los individuos HIV-TB, mientras que no se encontraron estos resultados 

para AED (Figura 20). 
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Figura 20. Concentración de hormonas medidas en plasma humano. Se grafican las concentraciones 
plasmáticas de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA medidas por HPLC-MS/MS en DS (círculos blancos) y 
pacientes HIV-TB (círculos negros). Cada símbolo representa un sujeto individual. Las líneas horizontales 
representan valores medios y las barras de error simbolizan SEM. Prueba U de Mann-Whitney, * p <0,05,  
** p <0,01. 

 

Finalmente, se contrastaron los niveles hormonales obtenidos con diferentes datos clínicos de los 

pacientes: sexo, edad, recuentos de células T CD4+ y CD8+, relación de células CD4+/CD8+, 

valor de nadir de células T CD4+, carga viral y localización de la TB. Sorprendentemente, se 

descubrieron asociaciones estadísticamente significativas para 7-oxo-DHEA. Se observó una 

correlación positiva entre la concentración plasmática de 7-oxo-DHEA y los valores del recuento 

absoluto de células T CD4+ y el valor nadir de células T CD4+ (Figura 21, A). Por otra parte, las 

concentraciones más altas de 7-oxo-DHEA se correspondieron con el desarrollo de una TB 

pulmonar, mientras que los niveles más bajos se asociaron con pacientes con enfermedad 

diseminada (Figura 21, B). 
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Figura 21. Niveles plasmáticos más altos de 7-oxo-DHEA se asocian con parámetros clínicos predictores 
de una resolución exitosa de la enfermedad. A) Los valores de 7-oxo-DHEA en plasma correlacionaron 
positivamente con los recuentos absolutos de LT CD4+ (número de pares XY=11) y con el valor nadir de 
células T CD4+ (número de pares XY=9) en pacientes HIV-TB. Las líneas continuas representan curvas de 
regresión lineal y las líneas discontinuas simbolizan intervalos de confianza del 95%. Se indican el 
coeficiente de correlación de Spearman, el valor de p y la pendiente. B) Los pacientes coinfectados con TB 
pulmonar mostraron mayores concentraciones de 7-oxo-DHEA en comparación con aquellos con 
enfermedad diseminada. Cada símbolo representa un sujeto individual. Las líneas horizontales simbolizan 
valores medios y las barras de error el SEM. Prueba U de Mann-Whitney. ** p <0,01. 

 

Las observaciones descriptas en este apartado indican que existe un desbalance hormonal durante 

la coinfección HIV-TB, mediante la determinación simultánea de DHEA y sus metabolitos 

oxigenados biológicamente activos en plasma humano. Distintamente, se descubrió que las 

concentraciones de 7-oxo-DHEA se correlacionaron positivamente con los recuentos de LT CD4 + 

absolutos, valores nadir de células T CD4+ y con individuos que presentaban TB restringida a los 

pulmones, en lugar de una enfermedad diseminada. Así, esta investigación contribuye a 

comprender el papel de estas hormonas en la patología de la coinfección y enfatiza la importancia 

de profundizar su estudio en este contexto. 
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4.2. Sección 2: Propiedades inmunomoduladoras de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA en el 

contexto de la coinfección HIV-TB. 

Los tratamientos anti-tuberculosos con múltiples drogas erradican con éxito la infección en 

personas inmunocompetentes, pero conllevan un gran costo para el sistema de salud, debido a su 

extensión (como mínimo seis meses, pudiendo extenderse según sea el caso) y a la mala situación 

socio-económica de la mayoría de los pacientes, que precisan de un tratamiento de sostén. Surge 

entonces la necesidad de desarrollar una inmunoterapia adicional, que proteja y controle la TB, 

especialmente en las personas HIV+. Para ello, resulta fundamental una caracterización exhaustiva 

de los mecanismos de defensa del huésped involucrados en la susceptibilidad a esta enfermedad.  

Diferentes subpoblaciones celulares intervienen en la protección activa contra la infección por 

Mtb, entre ellas las células presentadoras de antígenos (como macrófagos y CD) y los LT. En 

particular, la activación de células T restringe el crecimiento bacteriano mediante la producción de 

citoquinas y a través de la citólisis de las células infectadas. Ha sido bien caracterizada la acción de 

ciertas citoquinas pro-inflamatorias, como IFN-, TNF- e IL-12, en la resistencia del huésped 

contra Mtb. Paralelamente las citoquinas reguladoras (tal como IL-10 y TGF-) protegen al huésped 

de una patología mediada por una respuesta inmune exacerbada, pero los niveles elevados y en 

forma crónica de estas moléculas están relacionados con la progresión de la infección. Finalmente, 

se cree que la IL-17 podría desempeñar un papel en la protección contra Mtb en una etapa 

temprana, mientras que su actividad sostenida en el tiempo conduce a la patología. 133,134 

Hasta el momento, pocos estudios han explorado el efecto de compuestos inmunomoduladores 

sobre la función de LT efectores dentro de la fisiopatología de la TB, en especial en el contexto de 

la coinfección con HIV. Dada la importancia de los LT en el control del crecimiento 

micobacteriano, y a los antecedentes reportados de DHEA como hormona inmunomoduladora, 
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en esta sección se plantea estudiar el efecto de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA sobre las 

funciones efectoras de estas células. Para ello, se trabajó con células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) de pacientes coinfectados estimuladas con un antígeno de Mtb (cepa H37rv 

muerta por calor e irradiada). Las CMSP se obtuvieron a partir de muestras de sangre a menos de 

4 horas de la punción venosa y se aislaron por centrifugación diferencial en gradiente de Fycoll-

Hypaque, tal como se detalla en Materiales y Métodos (Sección 3.3). Luego se sembraron en placas 

de 96 pocillos fondo en “U” y se incubaron durante 5 días en presencia del antígeno Mtb, 

suplementando o no con las hormonas (Materiales y Métodos, Secciones 3.6 y 3.7). Se investigó la 

proliferación celular y la producción de citoquinas antígeno-específica, comparando las respuestas 

obtenidas con las de DS. En estos experimentos, además de los compuestos en estudio, se 

incorporó un análogo sintético derivado de DHEA llamado HE2000. Este compuesto fue 

estudiado previamente en un modelo experimental de TB encontrando que regula positivamente 

la inmunidad del huésped y en un ensayo clínico en pacientes HIV+, donde se vio reducida la 

incidencia de coinfección por Mtb.113,135    

4.2.1. Caracterización de las cohortes de estudio en respuesta al antígeno de Mtb.  

Se estudió la respuesta de las CMSP in vitro en presencia del antígeno Mtb. Los parámetros 

examinados fueron la proliferación celular, mediante el ensayo de incorporación de 3H-timidina, y 

la producción de las citoquinas IFN-γ, IL-10, IL-17A y TNF-α en el sobrenadante de cultivo, 

medidas por ELISA. En primer lugar, se evaluó la respuesta de las células frente al antígeno Mtb, 

en ausencia de la modulación por hormonas. Los resultados absolutos fueron calculados a partir 

de la condición de CMSP tratadas sólo con la micobacteria, a los que se les restaron los valores 

obtenidos de las células sin tratamiento (Grupo 2 y 1 respectivamente, Materiales y Métodos, 

Sección 3.5). Mediante análisis estadísticos, se comprobó que la magnitud de respuesta de las 
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células sin tratamiento fuera significativamente menor a las células tratadas con Mtb. Cuando se 

compararon los datos obtenidos para HIV-TB con los resultados de DS, se observó un nivel de 

respuesta similar en ambas cohortes de estudio para todos los parámetros analizados (Figura 22, A 

y B). 
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Figura 22. Capacidad de respuesta de células mononucleares de sangre periférica frente a la estimulación 
con un antígeno de Mtb. Se comparó el nivel de respuesta de las muestras de DS (círculos blancos) y 
pacientes HIV-TB (círculos negros), en cuanto a los parámetros de proliferación celular antígeno-específica 
(A) y producción de citoquinas (B). Las CMSP fueron cultivadas por 5 días junto a un antígeno de Mtb (10 
g/ml) en presencia/ausencia de hormonas. En el eje X se indican los grupos evaluados y en el eje Y, los 
valores encontrados para la estimulación de las células con el antígeno de Mtb en ausencia de hormonas, a 
los que se les restó los resultados de células sin estimular. Cada símbolo representa un sujeto individual. Las 
líneas horizontales simbolizan valores medios y las barras de error el SEM. Prueba U de Mann-Whitney, ns: 
no significativo (p>0,05). CPM: cuentas por minuto, n: número de individuos analizados. 

 

Con el fin de determinar la relación entre las diferentes citoquinas producidas por las CMSP en 

respuesta a la estimulación con un antígeno de Mtb en ambos grupos de estudio, se realizaron 

análisis de correlación con los valores absolutos medidos por ELISA. En la población de DS 

(Figura 23, A), los niveles de la citoquina protectora IFN-γ correlacionaron de forma positiva con 

los valores de las citoquinas inflamatorias IL-17A (p=0,0086) y TNF-α (p=0,0331), indicando que 

estos individuos montan una respuesta del tipo inflamatoria en presencia de la micobacteria. En 

los individuos HIV-TB (Figura 23, B) también se observó una correlación positiva entre los niveles 

A 

B 
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de IFN-γ e IL-17A (p=0,0020), pero se perdió la proporcionalidad con TNF-. Al contrario que los 

DS, los niveles de IL-17A y TNF- correlacionaron de forma positiva con los valores medidos para 

la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (p=0,0311 y p=0,0387, respectivamente). 
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Figura 23. Caracterización de la producción de citoquinas específicas para Mtb. Células mononucleares 
de sangre periférica (CMSP) de DS (A) y HIV-TB (B) fueron estimuladas con un antígeno de Mtb y la 
secreción de citoquinas fue medida por ELISA. En los gráficos se muestran relaciones de correlación entre 
las diferentes citoquinas estudiadas. Los valores se encuentran relativizados a los resultados de células sin 
estimular (control). Cada símbolo representa un sujeto individual. Las líneas continuas representan curvas 
de regresión lineal y las líneas discontinuas simbolizan intervalos de confianza del 95%. Se indican el 
coeficiente de correlación de Spearman, el valor de p y la pendiente. *p<0,05, **p<0,01. 
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La caracterización de las poblaciones de estudio nos permitió analizar el tipo de respuesta que las 

CMSP montan frente a la estimulación con un antígeno de Mtb. En las células provenientes de 

DS, parece predominar una respuesta del tipo inflamatoria, correlacionando de forma positiva la 

secreción de IFN-γ, TNF-α e IL-17A. Como se mencionó previamente en la introducción, estas 

citoquinas son claves durante la etapa temprana de infección, ya que estimulan la activación de 

macrófagos, la síntesis de ON, la formación del granuloma, reclutamiento de neutrófilos y la 

destrucción bacteriana. Por otra parte, en el grupo de pacientes coinfectados se encontró que a 

mayor secreción de IL-17A o TNF-, también aumentan los niveles de IL-10. Esto podría sugerir 

que los pacientes HIV-TB no son capaces de generar una respuesta adecuada para la contención de 

la bacteria, dado que los niveles de citoquinas pro-inflamatorias y, en consecuencia las actividades 

que regulan, podrían verse restringidos por la acción regulatoria de IL-10.25 

4.2.2. Modulación de la proliferación antígeno-específica  

Con el objetivo de caracterizar el perfil de respuesta T inducida por Mtb y su modulación por 

DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA, se estudió la proliferación antígeno-específica. Para un mejor 

análisis, se asignó a la condición de células tratadas sólo con antígeno un valor de 100%, y se 

relativizó a ese valor arbitrario la respuesta medida en las células tratadas con hormonas a cuatro 

concentraciones diferentes (1x10-9M, 1x10-8M, 1x10-7M y 1x10-6M). Los análisis estadísticos fueron 

realizados con los valores absolutos de las mediciones. A fin de realizar una apropiada 

comparación de la acción de los compuestos en estudio, las dosificaciones con las que se trataron 

las células se formularon mediante unidades que reflejaban la porción farmacológicamente activa 

de las moléculas en estudio, para lo cual se expresaron en molaridad.136 

Los resultados encontrados señalan que algunas hormonas ejercieron un efecto inmunomodulador 

diferencial en las células de individuos HIV-TB, cuando se comparan con DS (Figura 24). Para el 
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caso de DHEA y AET, estas hormonas exhibieron efectos anti-proliferativos o no modularon la 

respuesta montada para Mtb, si se comparan con el control estimulado sólo con antígeno (100%). 

Por su parte, AED pareció disminuir la proliferación antígeno-específica en DS (1x10-9M y 1x10-

8M) y aumentarla en HIV-TB a la máxima concentración estudiada (1x10-6M). Llamativamente, 7-

oxo-DHEA promovió significativamente la actividad proliferativa de CMSP expuestas a un 

antígeno de Mtb en los pacientes coinfectados (1x10-9M, 1x10-7M y 1x10-6M) y en el grupo de DS 

en su concentración más elevada (1x10-6M). Por último, HE2000 no moduló la proliferación de 

linfocitos en respuesta al antígeno. 
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Figura 24. Proliferación antígeno específica y su modulación por hormonas. CMSP provenientes de DS y 
HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno de Mtb (10 g/ml) durante 5 días en presencia/ausencia de 
hormonas, tal como se detalla en Materiales y Métodos. En el eje X se indican las concentraciones de 
hormona con las cuales se trató a las CMSP y en el eje Y, los resultados de proliferación celular en forma 
relativa a las células estimuladas sólo con antígeno, otorgándole a esta condición un valor del 100%. Se 
grafican los resultados para los DS (barras blancas) y para los pacientes HIV-TB (barras negras). El análisis 
estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (diferencias 
significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y prueba U de Mann-
Whitney (diferencias significativas entre DS y HIV-TB), #p<0,05 y ##p<0,01. DHEA n= 19 DS, 12 HIV-TB; 
AED n= 19 DS, 13 HIV-TB; AET n= 18 DS, 13 HIV-TB; 7-oxo-DHEA n= 19 DS, 14 HIV-TB; HE2000 n= 
18 DS, 10 HIV-TB.  
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Para contrastar la potencia relativa de los compuestos en estudio, se compararon sus efectos para 

una misma concentración molar (Figura 25). Por una parte, los resultados mostraron que en el 

grupo de DS, todas las hormonas disminuyeron significativamente o no modificaron la 

proliferación Mtb-específica, a excepción de 7-oxo-DHEA en la concentración 1x10-6M, donde se 

encontraron diferencias significativas en la actividad proliferativa de esta hormona con respecto a 

DHEA, AED y AET (Figura 25, A). Por otra parte, en la cohorte de individuos HIV-TB se 

encontró que DHEA, AET y HE2000 presentaron un comportamiento similar al observado en 

DS, mientras que AED (solo a 1x10-6M) y 7-oxo-DHEA tendían a promover la proliferación celular 

en respuesta a Mtb. La concentración 1x10-6M de 7-oxo-DHEA indujo una mayor modulación, 

demostrando diferencias significativas en su actividad con respecto a los demás compuestos 

evaluados a la misma concentración (Figura 25, B).  
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Figura 25. Comparación de la capacidad inmunomoduladora de los compuestos en igual concentración 
frente a la proliferación Mtb-específica. CMSP provenientes de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un 
antígeno de Mtb (10 g/ml) durante 5 días en presencia/ausencia de hormonas, tal como se detalla en 
Materiales y Métodos. En el título se indica la concentración evaluada. En el eje X se indican las hormonas 
con las cuales se incubó a las CMSP y en el eje Y, los resultados de proliferación celular en forma relativa a 
las células estimuladas sólo con antígeno, otorgándole a esta condición un valor del 100%. Se grafican los 
resultados para los DS (barras blancas, A) y para los pacientes HIV-TB (barras negras, B). El análisis 
estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (diferencias 
significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y prueba de Kruskal-Wallis 
(diferencias significativas entre hormonas), #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 y #### p<0,0005. 
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4.2.3. Modulación del perfil de citoquinas por DHEA y sus metabolitos oxigenados. 

Los datos previos generados por nuestro grupo de investigación indicaron que DHEA ejerce una 

modulación de la respuesta celular Mtb específica en pacientes HIV-TB.59 Por este motivo, se 

indagó el efecto de esta hormona y sus metabolitos sobre el perfil de citoquinas secretadas por LT 

en este contexto, comparando la respuesta con un grupo de DS. Para la caracterización, se 

midieron en primer lugar IFN-γ e IL-10, dado que el balance entre estas dos citoquinas es crucial a 

la hora de contener la infección por Mtb.44  

Primeramente, se evaluó la producción de IFN-γ, asignando a las células estimuladas sólo con Mtb 

un valor de 100%, y midiendo el porcentaje de modulación de las hormonas a las concentraciones 

estudiadas (Figura 26). Como se describió en la proliferación celular, DHEA y AET mostraron un 

comportamiento similar en DS y HIV-TB, incrementando la producción de esta citoquina a las 

dosis más bajas, que coincidieron con la concentración plasmática fisiológica. En el caso de AED, 

se registró un aumento significativo de los niveles de IFN-γ sólo a la concentración más alta           

(1x10-6M), mientras que el compuesto 7-oxo-DHEA estimuló significativamente la producción de 

esta citoquina protectora en ambos grupos de estudio (a excepción de 1x10-7M para coinfectados). 

Por último, HE2000 incrementó significativamente la secreción de IFN-γ en DS y HIV-TB, en 

todas las condiciones ensayadas, salvo a 1x10-6M. 

Cuando se comparó la potencia relativa de cada hormona evaluada a la misma concentración, se 

encontró que en DS todas las hormonas, a excepción de AED, fueron capaces de aumentar la 

producción de IFN-γ a la concentración más baja estudiada (1x10-9M). En esta cohorte, sólo 7-oxo-

DHEA estimuló la secreción de la citoquina a todas las dosis estudiadas, demostrando ser más 

potente que DHEA a las dos concentraciones más altas (Figura 27, A). En cuanto a los pacientes 

HIV-TB, las concentraciones más bajas de todos los compuestos ensayados, que coinciden con el 
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rango fisiológico, incrementaron la producción de esta citoquina pro-inflamatoria (salvo AED). Tal 

como se observó previamente en la modulación de la actividad proliferativa, la concentración                

1x10-6M de 7-oxo-DHEA resultó ser la más efectiva en aumentar la secreción de IFN-γ, aunque 

para este parámetro no posee diferencias significativas con respecto al efecto de AED (Figura 27, 

B). 
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Figura 26. Producción de IFN-γ en respuesta a la estimulación con un antígeno de Mtb y su modulación 
con hormonas. CMSP de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno de Mtb (10 g/ml) durante 5 
días en presencia/ausencia de hormonas y la secreción de citoquinas fue medida por ELISA. En el eje X se 
indican las concentraciones de hormona con las cuales se estimuló a las células y en el eje Y, los resultados 
de producción de IFN-γ en forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno (100%). Se grafican los 
resultados para los DS (barras blancas) y para los pacientes HIV-TB (barras negras). El análisis estadístico se 
realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (diferencias significativas con 
respecto a las células estimuladas con Mtb), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y prueba U de Mann-Whitney 
(diferencias significativas con entre las muestras de DS y HIV-TB), #p <0,05. DHEA n= 16 DS, 12 HIV-TB; 
AED n= 16 DS, 13 HIV-TB; AET n= 14 DS, 13 HIV-TB; 7-oxo-DHEA n= 14 DS, 12 HIV-TB; HE2000 n= 
14 DS, 10 HIV-TB. 
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Figura 27. Comparación de la capacidad inmunomoduladora de los compuestos en igual concentración 
frente a la secreción de IFN- Mtb-específica. CMSP de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno 
de Mtb (10g/ml) durante 5 días en presencia/ausencia de hormonas y la secreción de IFN- fue medida 
por ELISA. En el título se indica la concentración evaluada. En el eje X se indican las hormonas con las 
cuales se estimuló a las CMSP y en el eje Y los resultados de producción de IFN- en forma relativa a las 
células estimuladas sólo con antígeno (100%). Se grafican los resultados para los DS (barras blancas, A) y 
para los pacientes HIV-TB (barras negras, B). El análisis estadístico se realizó con los valores absolutos. 
Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a la condición Mtb), 
*p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y prueba de Kruskal-Wallis (diferencias significativas entre hormonas), 
#p<0,05, ##p<0,01 y ###p<0,001.  

 

Cuando se estudiaron los efectos de los diferentes esteroides sobre la síntesis de IL-10 por parte de 

CMSP estimuladas con antígeno Mtb, se observaron resultados divergentes (Figura 28). Por un 

lado, tanto DHEA como AET elevaron de manera significativa los niveles de IL-10 a 

concentración 1x10-7M. Por su parte AED (1x10-7M), 7-oxo-DHEA (1x10-8M) y HE2000 (1x10-6M) 

modularon negativamente los niveles de IL-10 producidos en presencia de Mtb en ambas cohortes 

de estudio. No obstante, HE2000 también promovió la producción de esta citoquina anti-

inflamatoria a una de las concentraciones estudiadas (1x10-7M). 
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Figura 28. Producción de IL-10 en respuesta a la estimulación con un antígeno de Mtb y su modulación 
con hormonas. CMSP de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno de Mtb (10 g/ml) durante 5 
días en presencia/ausencia de hormonas y la secreción de IL-10 en el sobrenadante de cultivo fue medida 
por ELISA. En el eje X se indican las concentraciones de hormona con las cuales se estimuló a las células y 
en el eje Y, los resultados de producción de IL-10 en forma relativa a las células estimuladas sólo con 
antígeno (100%). Se grafican los resultados para los DS (barras blancas) y para los pacientes HIV-TB (barras 
negras). El análisis estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon 
(diferencias significativas con respecto a las células estimuladas con Mtb), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y 
prueba U de Mann-Whitney (diferencias significativas con entre las muestras de DS y HIV-TB), #p <0,05. 
DHEA n= 15 DS, 16 HIV-TB; AED n= 15 DS, 16 HIV-TB; AET n= 15 DS, 17 HIV-TB; 7-oxo-DHEA n= 
15 DS, 17 HIV-TB; HE2000 n= 14 DS, 15 HIV-TB. 

 

Al estudiar la potencia de las hormonas para modular la producción de IL-10, en DS sólo se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los compuestos a la concentración                 

1x10-7M. Mientras que DHEA y su derivado sintético HE2000 parecieron estimular la producción 

de la interleuquina estudiada, AED disminuyó sus niveles (Figura 29, A). DHEA se comportó de 

igual manera en el grupo de individuos HIV-TB, mientras que no se encontraron otras diferencias 

estadísticamente significativas entre las hormonas, a pesar de que si exhibían variaciones en la 

respuesta de CMSP estimuladas sólo con antígeno (Figura 29, B). 



                                                                                                                                        RESULTADOS 

95 
 

1x10 -9 M

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

IL
-1

0
(%

)
1x10 -8 M

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

*

1x10 -7 M

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

**

*
*

##
#

1x10 -6 M

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

*

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

IL
-1

0
(%

)

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

*

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

*

*

* *
#

DHEA AED AET 7-oxo-
DHEA

HE2000
40

60

80

100

120

140

160

***

A

B

 

Figura 29. Comparación de la capacidad inmunomoduladora de los compuestos en igual concentración 
frente a la producción de IL-10 Mtb-específica. CMSP provenientes de DS y HIV-TB fueron estimuladas 
con un antígeno de Mtb (10 g/ml) durante 5 días en presencia/ausencia de hormonas y la secreción de IL-
10 fue medida por ELISA, tal como se detalla en Materiales y Métodos. En el título se indica la 
concentración evaluada. En el eje X se indican las hormonas con las cuales se estimuló a las CMSP y en el 
eje Y los resultados producción de IL-10 en forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno 
(100%). Se grafican los resultados para los DS (barras blancas, A) y para los pacientes HIV-TB (barras 
negras, B). El análisis estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de 
Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001 y 
prueba de Kruskal-Wallis (diferencias significativas entre hormonas), #p<0,05 y ##p<0,01.  

 

Como se describió previamente, Mtb es capaz de modular la producción de citoquinas en favor de 

una respuesta regulatoria. Por ese motivo, una característica importante en un compuesto 

inmunomodulador en el contexto de la TB, es que promueva un perfil Th1 sobre el perfil 

regulatorio. Para conocer si alguna de las hormonas en estudio sería capaz de suscitar dicha 

transición, se estudió la relación entre la producción de IFN-γ sobre IL-10 (Figura 30). 

Entre los resultados más llamativos, se destaca la modulación ejercida por 7-oxo-DHEA, que logró 

aumentar significativamente los niveles de IFN-γ por sobre los de IL-10 en todas las 

concentraciones probadas en DS y a la concentración más alta estudiada (1x10-6M) en HIV-TB. 

Este efecto no se observó en el contexto de la coinfección con ninguno de los compuestos a 

concentraciones mayores a 1x10-7M, un valor superior a la concentración fisiológica reportada para 



                                                                                                                                        RESULTADOS 

96 
 

DHEA.59 Los resultados encontrados indican que 7-oxo-DHEA sería capaz de inducir un perfil 

Th1, contrario a la acción de la micobacteria. Como efecto opuesto se destacó la modulación por 

AED, que invirtió la relación IFN-γ/IL-10 (1x10-8M). Por último, DHEA y HE2000 no mostraron 

efecto alguno sobre la relación estudiada en los pacientes HIV-TB (Figura 30).  

Dado los resultados descriptos hasta el momento, junto con las correlaciones encontradas entre los 

niveles hormonales y los parámetros clínicos en pacientes, se decidió que la hormona 7-oxo-DHEA 

sería la mejor opción para estudiar como compuesto inmunoprotector en la fisiopatología de la TB 

en personas HIV+. Por ese motivo, se continuaron los estudios con 7-oxo-DHEA, comparando sus 

efectos con los de DHEA. 
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Figura 30. Relación de la producción de IFN-/IL-10 medida a partir del sobrenadante de cultivo de 
CMSP estimuladas con un antígeno de Mtb durante 5 días. En el eje X se indican la condición sin el 
agregado de hormona (Medio, rombos) y las concentraciones de hormona con las cuales se estimuló a las 
CMSP (círculos). En el eje Y se indican los resultados de producción de IFN-/IL-10 en valores absolutos. 
Se grafican los resultados para los DS (color blanco) y para los pacientes HIV-TB (color negro). Prueba de 
rangos con signos de Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05.  
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Extendiendo la caracterización del perfil de citoquinas en respuesta a la estimulación antígeno-

específica con Mtb, se estudió la producción de IL-17A y TNF- in vitro. En cuanto a la primera, ha 

sido descripto que confiere protección a pacientes con TB, pero también se ha relacionado con 

una condición patológica cuando sus niveles son elevados y se expresa en forma crónica.39,137  

Los resultados encontrados para la producción de IL-17A mostraron que el tratamiento de CMSP 

estimuladas con Mtb con 7-oxo-DHEA indujo efectos contrapuestos entre ambas cohortes de 

estudio (Figura 31). Si bien condujo al aumento de los niveles de IL-17A en DS, no moduló    

(1x10-8M) o, contrariamente, disminuyó (1x10-9M, 1x10-7M y 1x10-6M) la secreción de esta 

interleuquina por células de pacientes coinfectados. En cuanto a DHEA, no se encontraron 

diferencias significativas en la modulación ejercida, a excepción de la concentración más baja 

estudiada en ambos grupos de estudio y a 1x10-6M en pacientes HIV-TB (Figura 31).  
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Figura 31. Modulación de los niveles de IL-17A por DHEA y 7-oxo-DHEA en CMSP estimuladas con 
antígeno de Mtb. En el eje X se indican las concentraciones de 7-oxo-DHEA con las cuales se estimuló a las 
CMSP provenientes de DS y pacientes HIV-TB; y en el eje Y, los resultados de producción de IL-17A en 
forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno (100%). Se grafican los resultados para los DS 
(barras blancas) y para los pacientes HIV-TB (barras negras). El análisis estadístico se realizó con los valores 
absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon, *p<0,05 y **p<0,01 y prueba U de Mann-Whitney 
(diferencias significativas con entre las muestras de DS y HIV-TB), #p<0,05 y ##p<0,01. DHEA n= 10 DS, 7 
HIV-TB; 7-oxo-DHEA n= 17 DS, 8 HIV-TB.  
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Cuando se comparó la potencia de ambas hormonas a la misma concentración, se descubrió que            

7-oxo-DHEA indujo la secreción de IL-17A en DS de manera significativa con respecto al efecto de 

DHEA (1x10-8M y 1x10-6M). Por el contrario, en el grupo de pacientes HIV-TB el metabolito 

oxigenado redujo los niveles de esta citoquina en respuesta a un antígeno de Mtb (1x10-9M,              

1x10-7M y 1x10-6M), encontrando diferencias significativas con la acción de DHEA (Figura 32). 
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Figura 32. Comparación de la capacidad inmunomoduladora de DHEA y 7-oxo-DHEA en igual 
concentración sobre a la producción de IL-17A Mtb-específica. En el título se indica la concentración de 
hormona evaluada. En el eje X se indican las hormonas con las cuales se estimuló a las CMSP y en el eje Y 
los resultados de producción de IL-17A en forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno 
(100%). Se grafican los resultados para los DS (barras blancas, A) y para los pacientes HIV-TB (barras 
negras, B). El análisis estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de 
Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05 y **p<0,01 y prueba de 
Kruskal-Wallis (diferencias significativas entre hormonas), #p<0,05 y ###p<0,005.  

 

Continuando con los estudios del efecto inmunomodulador de 7-oxo-DHEA sobre la capacidad de 

producción de citoquinas in vitro luego de la estimulación con Mtb, se realizó un análisis para 

estudiar el balance entre la producción de IL-17A e IFN- o IL-10 (Figura 33).  Se observó que en 

DS, DHEA no tuvo efecto sobre la relación IFN-/IL-17A, mientras que disminuyó los niveles de 
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IL-10/IL-17A (1x10-9M). En el mismo grupo de individuos, 7-oxo-DHEA por un lado incrementó 

los niveles de IFN- por sobre los de IL-17A (1x10-7M), mientras que por el otro disminuyó la 

relación IL-10/IL-17A (1x10-6M), cuando se lo comparó con células sin tratamiento. En la cohorte 

de pacientes HIV-TB, tanto DHEA (1x10-7M) como 7-oxo-DHEA a su concentración más efectiva 

(1x10-6M) incrementaron los niveles de la relación IFN-/IL-17A, mientras que no modificaron la 

relación IL-10/IL-17A, demostrando así la inducción de un perfil del tipo inflamatorio. 
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Figura 33. Relación entre la producción de IFN-γ/IL-17A e IL-10/ IL-17A medidas en el sobrenadante de 
cultivo de CMSP estimuladas con un antígeno de Mtb. En el eje X se indican la condición sin el agregado 
de hormona (Medio, rombos) y las concentraciones de hormona con las cuales se estimuló a las CMSP 
(círculos). En el eje Y los resultados de producción de IFN-γ/IL-17A (A) e IL-10/ IL-17A (B) en valores 
absolutos. Se grafican los resultados para los DS (color blanco) y para los pacientes HIV-TB (color negro). 
Prueba de rangos con signos de Wilcoxon, *p<0,05.  

 

Para culminar con la determinación en la modulación del perfil de citoquinas, se estudió la 

producción de TNF-α en sobrenadantes de cultivo, asociada a un perfil pro-inflamatorio. Como se 

observó previamente, DHEA estimuló la secreción de esta citoquina a las concentraciones más 

bajas estudiadas (1x10-9M, 1x10-8M y 1x10-7M), sólo en el grupo de DS. En cambio, 7-oxo-DHEA 

promovió la producción de TNF- en respuesta al antígeno de Mtb a todas las concentraciones 

estudiadas en DS y a 1x10-8M, 1x10-7M y 1x10-6M en pacientes HIV-TB (Figura 34). 

Al estudiar la capacidad de modulación de las hormonas a la misma concentración, se observó en 

DS que DHEA estimuló en mayor medida que 7-oxo-DHEA la producción de TNF- a 1x10-9M. 

Sin embargo, a la concentración 1x10-6M, el metabolito oxigenado indujo significativamente la 
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síntesis de la citoquina tanto en DS como en HIV-TB, mientras que DHEA no mostró efecto 

modulador alguno (Figura 35). 
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Figura 34. Producción de TNF- en respuesta a la estimulación con un antígeno de Mtb y su 
modulación por DHEA y 7-oxo-DHEA. CMSP de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno de 
Mtb y la secreción de citoquinas fue medida por ELISA. En el eje X se indica las concentraciones de 
hormona con las cuales se estimuló a las células y en el eje Y, los resultados de producción de TNF- en 
forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno (100%). Se grafican los resultados para los DS 
(barras blancas) y para los pacientes HIV-TB (barras negras). El análisis estadístico se realizó con los valores 
absolutos. Prueba de rangos con signos de Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a las células 
estimuladas con Mtb), *p<0,05 y **p<0,01 y prueba U de Mann-Whitney (diferencias significativas con entre 
las muestras de DS y HIV-TB), #p <0,05. DHEA n= 8 DS, 3 HIV-TB; 7-oxo-DHEA n= 8 DS, 4 HIV-TB. 
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Figura 35. Comparación de la capacidad inmunomoduladora de DHEA y 7-oxo-DHEA en igual 
concentración frente a la producción de TNF- Mtb-específica. CMSP de DS y HIV-TB fueron 
estimuladas con un antígeno de Mtb y la secreción de TNF- fue medida por ELISA.  En el título se indica 
la concentración evaluada. En el eje X se indican las hormonas con las cuales se estimuló a las CMSP y en el 
eje Y, los resultados de producción de TNF- en forma relativa a las células estimuladas sólo con antígeno 
(100%). Se grafican los resultados para los DS (barras blancas, A) y para los pacientes HIV-TB (barras 
negras, B). El análisis estadístico se realizó con los valores absolutos. Prueba de rangos con signos de 
Wilcoxon (diferencias significativas con respecto a la condición Mtb), *p<0,05 y **p<0,01 y prueba de 
Kruskal-Wallis (diferencias significativas entre hormonas), #p<0,05.  

 

Dado el efecto modulador de 7-oxo-DHEA en la secreción de TNF- y a la importancia del balance 

de citoquinas pro- y anti-inflamatorias en la respuesta contra Mtb,25 se decidió estudiar la relación 

de IL-10/TNF- (Figura 36). Se observó que esta hormona es capaz de aumentar los niveles de la 

citoquina protectora TNF- sobre los de la interleuquina inmunosupresora IL-10 en ambas 

cohortes de estudio, reflejado en la disminución del balance IL-10/TNF-. 
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Figura 36. Relación entre IL-10/ TNF- obtenida a partir del sobrenadante de cultivo de CMSP 
estimuladas con un antígeno de Mtb. CMSP de DS y HIV-TB fueron estimuladas con un antígeno de Mtb 
durante 5 días y la secreción de citoquinas fue medida por ELISA. En el eje X se indican la condición sin el 
agregado de hormona (Mtb, rombos) y las concentraciones de hormona con las cuales se estimuló a las 
CMSP (círculos). En el eje Y los resultados de producción de IL-10/ TNF- en valores absolutos. Se grafican 
los resultados para los DS (color blanco) y para los pacientes HIV-TB (color negro). Prueba de rangos con 
signos de Wilcoxon, *p<0,05 y **p<0,01. 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos hasta el momento, los datos clínicos con los que se 

contaba y estudios previos de nuestro grupo de trabajo, se decidió hacer un estudio de correlación 

entre variables de importancia clínica e inmunológica (Tabla 7). Dicho análisis se realizó utilizando 

los valores absolutos de la respuesta de células estimuladas con un antígeno de Mtb, a los que se 

restaron los valores de células sin estimular. Los valores de LT CD4+ y CD8+ en sangre periférica y 

de carga viral plasmática fueron brindados por los médicos que proporcionaron las muestras, 

mientras que el porcentaje de células T regulatorias (Tregs) y de linfocitos T regulatorios “no 

convencionales” (uTregs) fueron publicados por nuestro grupo con anterioridad.58 
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Los resultados de correlaciones (Tabla 7) demostraron que existen diferencias en el perfil de 

respuesta de DS y de pacientes HIV-TB. En ambas cohortes de estudio la proliferación celular 

correlacionó de forma positiva con la capacidad de las células de producir IFN-γ en respuesta a 

Mtb. Sin embargo, la proliferación celular antígeno-específica en DS correlacionó positivamente 

con el recuento de LT CD8+, mientras que en individuos HIV-TB se relacionó con recuento, 

proporción y el valor nadir de LT CD4+ y correlacionó inversamente con la carga viral. 

En cuanto a la producción de citoquinas en respuesta a la estimulación con antígenos de Mtb, la 

producción de IFN- correlacionó positivamente con el recuento de LT CD8+ en DS, mientras 

que en pacientes HIV-TB se observó esta asociación con el recuento, con la proporción y con el 

valor nadir de LT CD4+ y con la relación CD4/CD8. Por otra parte, la producción de IFN- se 

asoció negativamente a la proporción de LT CD8+ y a los valores de carga viral en pacientes HIV-

TB. En cuanto a la producción de IL-10, en DS se asoció a mayores niveles y proporción de LT 

CD4+ y a una mayor relación CD4/CD8, mientras que correlacionó negativamente con la 

proporción de LT CD8+. En HIV-TB, una mayor producción de IL-10 se relacionó de manera 

inversa con los niveles de carga viral plasmática. No se observaron correspondencias entre la 

producción de IL-17A y los diversos parámetros estudiados en DS, pero en pacientes HIV-TB 

dicha citoquina correlacionó en forma positiva con el recuento y la proporción de LT CD4+, 

mientras que lo hizo en forma negativa con la carga viral. Por último, la producción de TNF- 

presentó una relación inversamente proporcional al recuento de LT CD8+ (Tabla 7). En DS el 

recuento absoluto de LT CD4+ estaba asociado a mayores proporciones de Tregs, pero dichos 

parámetros correlacionaron de forma negativa en individuos HIV-TB. Asimismo, los niveles más 

altos del valor nadir de LT CD4+ correlacionaron de forma positiva con la relación CD4/CD8 y 

de manera inversa con la proporción de uTregs, una población expandida en pacientes HIV-TB 

(Tabla 7). 



                                                                                                                                        RESULTADOS 

108 
 

 

 

Tabla 7. Estudios de correlación entre los resultados de respuesta antígeno-específica contra Mtb y parámetros 
clínicos para DS y HIV-TB. En la tabla se detallan el coeficiente de correlación de Spearman, el valor de 
significancia estadística (p), la pendiente y el número de individuos involucrados en el análisis (n). Se muestran 
por separado los análisis de DS (A) y pacientes HIV-TB (B). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005. 

Parámetros en DS r p Pendiente n 

Proliferación celular (CPM) vs. Producción de IFN- (pg/ml) 0,6703 0,0053 (**) 3,462 ± 1,130 14 

Proliferación celular (CPM) vs. Recuento absoluto LT CD8+ (células/ml) 0,7500 0,0331 (*) 0,376 ± 0,194 7 

Producción de IFN- (pg/ml) vs. Recuento absoluto LT CD8+ (células/ml) 0,8667 0,0022 (**) 0,060 ± 0,033 10 

Producción de IL-10 (pg/ml) vs. Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) 0,7500 0,0331 (*) 5,277 ± 2,910 7 

Producción de IL-10 (pg/ml) vs. Recuento relativo LT CD4+ (%) 0,8214 0,0171 (*) 0,005 ± 0,002 7 

Producción de IL-10 (pg/ml) vs. Recuento relativo LT CD8+ (%) -0,7474 0,0267 (*) -0,004 ± 0,002 7 

Producción de IL-10 (pg/ml) vs. Relación CD4/CD8 (U.A.) 0,8409 0,0089 (**) 0,0003 ± 0,0001 7 

Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) vs. Recuento absoluto LT CD8+ (células/ml) 0,7029 0,0016 (**) 0,728 ± 0,075 16 

Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) vs. LT CD4+ Tregs (%) 0,7119 0,0015 (**) 0,0001 ± 4,1x10-5 15 

Recuento absoluto LT CD8+ (células/ml) vs. LT CD4+ Tregs (%) 0,6684 0,0032 (**) 0,0002 ± 5,6x10-5 15 

Parámetros en HIV-TB r p Pendiente n 

Proliferación celular (CPM) vs. Producción de IFN-g (pg/ml) 0,6905 0,0347 (*) 1,305 ± 0,521 8 

Proliferación celular (CPM) vs. Valor nadir de LT CD4+(células/ml) 0,5825 0,0449 (*) 0,008 ± 0,004 8 

Proliferación celular (CPM) vs. Carga Viral (copias/ml) -0,6091 0,0260 (*) -2,978 ± 1,304 11 

Producción de IFN- (pg/ml) vs. Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) 0,8167 0,0054 (**) 0,014 ± 0,003 9 

Producción de  IFN- (pg/ml) vs. Recuento relativo LT CD4+ (%) 0,8833 0,0015 (**) 0,0008 ± 0,0002 9 

Producción de  IFN- (pg/ml) vs. Recuento relativo LT CD8+ (%) -0,8223 0,0033 (**) -0,001 ± 0,0003 9 

Producción de  IFN- (pg/ml) vs. Relación CD4/CD8 (U.A.) 0,7486 0,0163 (*) 1,3x10-5 ± 4,8 x10-6 8 

Producción de  IFN- (pg/ml) vs. Valor nadir de LT CD4+ 0,8097 0,0137 (*) 0,007 ± 0,002 7 

Producción de  IFN- (pg/ml) vs. Carga Viral (copias/ml) -0,8000 0,0069 (**) -5,830 ± 3,356 9 

Producción de IL-10 (pg/ml) vs. Carga Viral (copias/ml) -0,6084 0,0200 (*) -93,65 ± 58,60 12 

Producción de IL-17A (pg/ml) vs. Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) 0,7500 0,0331 (*) 2,550 ± 0,679 7 

Producción de IL-17A (pg/ml) vs.  Recuento relativo LT CD4+ (%) 0,7143 0,0440 (*) 0,090 ± 0,038 7 

Producción de IL-17A (pg/ml) vs. Carga Viral (copias/ml) -0,9000 0,0417 (*) -283,1 ± 130,8 5 

Producción de TNF- (pg/ml) vs. Recuento absoluto LT CD8+ (células/ml) -0,7058 0,0467 (*) -1,554 ± 0,900 5 

Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) vs. Valor nadir de LT CD4+ 0,8929 0,0001 (***) 0,505 ± 0,085 11 

Recuento absoluto LT CD4+ (células/ml) vs. LT CD4+ Tregs (%) -0,6138 0,0428 (*) -0,004 ± 0,002 8 

Relación CD4/CD8 (U.A.) vs. Valor nadir de LT CD4+ 0,7268 0,0056 (**) 388,6 ± 122,4 11 

Valor nadir de LT CD4+ vs. LT CD4+ uTregs (%) -0,7728 0,0358 (**) -0,020 ± 0,008 6 

A 

B 
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Los resultados aquí mostrados demostraron que el escenario de la coinfección genera una 

alteración en la respuesta específica contra Mtb. Estas variaciones pueden ser moduladas por 

hormonas adrenales, como DHEA y sus metabolitos, de forma tal de optimizar la respuesta contra 

la micobacteria. Se encontró que 7-oxo-DHEA a su concentración más efectiva (1x10-6M) fue capaz 

de modular la proliferación celular y una respuesta con un perfil de citoquinas de tipo Th1, al 

incrementar los niveles de IFN- y TNF-, sin suprimir la acción necesaria de IL-10 (regulación) e 

inhibiendo la secreción de IL-17A (inflamación). En base a los prometedores resultados 

encontrados sobre el efecto diferenciado de 7-oxo-DHEA no descriptos hasta el momento, y con el 

fin de profundizar el conocimiento en cuanto a función inmunomoduladora, se continuó con los 

estudios in vitro e in vivo con la cepa H37Rv de Mtb. 
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4.3. Sección 3: Estudio del potencial terapéutico de 7-oxo-DHEA en un modelo murino de 

tuberculosis pulmonar. 

Mtb es un patógeno exitoso que ha logrado infectar a un tercio de la población mundial a través de 

la inhibición y evasión de la inmunidad innata y adaptativa. Entre la micobacteria y el sistema 

inmune se establecen distintas interacciones que pueden culminar en beneficio del hospedero o 

del patógeno. Mediante el estudio y la identificación de los factores del huésped que lo hacen 

susceptible a la progresión de la enfermedad, se podrían descubrir terapias dirigidas al hospedador 

(TDH). Las TDH se centran en potenciar los componentes clave de los mecanismos efectores anti-

micobacterianos, limitando la inflamación y el daño patológico en el pulmón. Para lograrlo, es 

necesario mejorar nuestra comprensión de los complejos procesos que conducen a la progresión 

de la enfermedad a nivel molecular, celular y sistémico.24 

Una herramienta fundamental para el conocimiento y comprensión de la fisiología, la patogénesis 

y las posibles terapias a utilizar, son los diferentes modelos experimentales. Es sabido que los 

fagocitos constituyen uno de los componentes antimicrobianos más potentes de la inmunidad 

mediada por células. Con frecuencia, en la experimentación se utilizan líneas celulares monocíticas 

para estudiar la función de los macrófagos, ya que estas células no pueden expandirse fácilmente ex 

vivo. Particularmente, la línea celular de monocitos humanos THP-1 diferenciada con forbol-12-

miristato-13-acetato (PMA, por sus siglas en inglés), poseen características y funciones muy 

similares a los monocitos humanos primarios y a macrófagos derivados de monocitos. Estas células 

han sido utilizadas en diversos estudios, dado que producen una respuesta semejante a la de los 

macrófagos humanos ante la infección por Mtb, tales como como el procesamiento de antígenos y 

la presentación a células T, una fagocitosis eficiente de la bacteria y la expresión de moléculas del 

CMH clase II en respuesta al estímulo con IFN-.138–140 
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Por su parte, los modelos animales han demostrado ser extremadamente importantes para el 

descubrimiento de fármacos antituberculosos, ya que logran imitar algunas funciones e 

interacciones que no pueden replicarse en los estudios in vitro. Aunque ningún modelo animal es 

perfecto, ya que solo consiguen reproducirse de forma incompleta diferentes aspectos de la 

enfermedad humana, han servido como una herramienta para evaluar distintos compuestos como 

bactericidas y esterilizantes. En particular, el grupo de trabajo del Dr. Rogelio Hernández Pando ha 

desarrollado un modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva. Este modelo se caracteriza 

por contar con una fase inicial de resistencia parcial dominada por una respuesta de perfil Th1 y 

macrófagos activados que producen TNF- y expresan iNOS. La fase progresiva de la enfermedad 

se inicia un mes después de la infección y se caracteriza por una disminución de células que 

expresan IFN-γ, IL-2, TNF- e iNOS, en coexistencia con daño tisular progresivo (neumonía), una 

alta carga bacteriana en pulmón y una elevada producción de IL-4 y otras citoquinas 

inmunosupresoras como TGF-β. Por las características descriptas, este modelo murino se puede 

considerar como similar a la TB humana y por lo tanto adecuado para el estudio de nuevos 

fármacos en el tratamiento de esta enfermedad. 96,117,141 

4.3.1. Estudio de 7-oxo-DHEA en la inhibición del crecimiento bacteriano. 

En la naturaleza existen compuestos con actividad bactericida o bacteriostática contra distintas 

cepas de micobacterias. En un primer ensayo, se evaluó si 7-oxo-DHEA poseía la capacidad de 

inhibir el crecimiento de Mtb cepa H37Rv, cultivando a las bacterias durante una semana en 

presencia de la hormona y comparando sus efectos con DHEA y HE2000. Como control de 

inhibición, se utilizó isoniazida (hidracida del ácido isonicotínico), un antibiótico de primera línea 

que actúa contra los bacilos tuberculosos en estado de replicación. La concentración mínima 
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inhibitoria reportada para la isoniazida ha sido de 0,25-0,5 (g/ml),142,143 lo que está en 

concordancia con los resultados observados en el ensayo de inhibición (Figura 37). 
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Figura 37. Concentración efectiva de 7-oxo-DHEA inhibitoria del crecimiento de Mtb cepa H37Rv y su 
comparación con el efecto de DHEA y HE2000. Mtb (2,5x105 bacterias por pocillo) fue cultivada durante 7 
días en presencia de 7-oxo-DHEA, DHEA o HE2000 a diferentes concentraciones (diluciones sucesivas 1:2 
de 16 g/ml a 0,125 g/ml). En el eje X se indican las condiciones estudiadas y las concentraciones de 
hormona con las cuales se trataron las micobacterias. En el eje Y se grafica la densidad óptica (DO) a 492 
nm, utilizada para medir el crecimiento bacteriano. Cada experimento poseía un control (bacterias sin 
tratamiento) y un control de inhibición (1% de las bacterias sembradas). Como control de fármaco 
bactericida, se utilizó isoniazida. ANOVA con post-test de Dunnet, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y 
****p<0,0001.  

 

Sorprendentemente, se observó que 7-oxo-DHEA posee una concentración efectiva (0,5 g/ml) a 

la cual parece inhibir el crecimiento de la cepa virulenta de Mtb, cuando la misma se cuantifica por 

absorbancia. Para el caso de DHEA, no se encontró ninguna concentración que pueda restringir el 
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crecimiento bacteriano. Por otra parte, HE2000 inhibió la replicación de la micobacteria en tres 

concentraciones efectivas (0,5, 2 y 16 g/ml, Figura 37). 

Con el fin de corroborar los efectos observados de 7-oxo-DHEA y HE2000, se tomaron alícuotas 

de aquella condición donde las hormonas inhibieron significativamente el crecimiento bacteriano                  

(0,5 g/ml) y se sembraron en placas de Petri con medio 7H10 para realizar el ensayo de 

cuantificación de unidades formadoras de colonias (UFC, Figura 38). El recuento de UFC mostró 

que tanto 7-oxo-DHEA como HE2000 restringieron de manera significativa la replicación de Mtb, 

confirmando los resultados previamente encontrados por espectrofotometría.  
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Figura 38. Unidades formadoras de colonias a partir del ensayo de concentración mínima inhibitoria de 
crecimiento. Los pocillos de las concentraciones de efectivas de 7-oxo-DHEA y HE2000 se sembraron por 
duplicado en medio 7H10 y se incubaron durante 21 días para cuantificar UFC. El eje X muestra las 
condiciones estudiadas y la concentración hormonal que inhibe el crecimiento de Mtb. En el eje Y, se 
grafican las UFC, como una medida del crecimiento bacteriano. Cada experimento poseía un control 
(bacterias sin tratamiento) y un control de inhibición (1% de las bacterias sembradas). ANOVA con post-
test Dunnet, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001.  

 

4.3.2. Efectos de las hormonas esteroides sobre la funcionalidad de macrófagos. 

Las células macrofágicas adherentes se infectaron con Mtb H37Rv en una relación de infección de           

5 bacterias/macrófago durante 3 horas en presencia de 7-oxo-DHEA (1x10-5M), DHEA (1x10-7M, 
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concentración previamente reportada como efectiva)144 y HE2000 (1x10-5M). Las bacterias se 

lavaron y, luego de 1 hora en medio de cultivo con hormonas, las células se fijaron para ser teñidas 

mediante la técnica de Ziehl Neelsen. Se determinó el porcentaje de células en las que se observó 

por lo menos una micobacteria fagocitada. DHEA no presentó efectos significativos en la 

fagocitosis, tal como fue previamente reportado.144 Por su parte, 7-oxo-DHEA y HE2000 

aumentaron de manera significativa el porcentaje de células con actividad fagocítica, cuando se los 

comparó con células infectadas sin tratar (control, Figura 39). 
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Figura 39. Efectos de las hormonas esteroides sobre el porcentaje de células con capacidad fagocítica de 
macrófagos humanos infectados con Mtb cepa H37Rv. Los macrófagos de la línea celular THP-1 se 
infectaron con Mtb H37Rv con una multiplicidad de infección de 5 bacterias/1 de macrófago y se trataron 
con 7-oxo-DHEA, DHEA y HE2000. Las bacterias no fagocitadas fueron lavadas, los macrófagos se 
cultivaron por 1 hora en presencia de hormonas y luego fueron fijados y teñidos. El * indica diferencias 
significativas con respecto al control (células infectadas sin tratamiento). Prueba de ANOVA de Tukey, 
*p<0,05, **p<0,01.  

 

Con el objetivo de estudiar la modulación de las hormonas esteroides sobre el crecimiento 

bacteriano intracelular, luego de la infección con Mtb H37Rv las células se incubaron durante 1 

hora (Día 0 o D0), 24 horas (D1) o 96 horas (D4) en presencia de hormonas. Los macrófagos se 

lisaron y se sembraron en placas de Petri con medio 7H10 para cuantificar las UFC después de 21 

días de cultivo (Figura 40). El D0, al ser un tiempo corto luego de la infección, es un estimativo al 
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número de bacterias fagocitadas. Por otra parte, los D1 y D4 reflejan la capacidad de restringir el 

crecimiento micobacteriano intracelular.  

Se observó que el tratamiento del cultivo celular con todas las hormonas a las concentraciones 

ensayadas promovió un aumento en la capacidad fagocítica de los macrófagos en D0. 

Alternativamente, en el D1 la estimulación con 7-oxo-DHEA (1x10-5M), DHEA (1x10-7M y               

1x10-6M) y HE2000 (1x10-6M y 1x10-5M) lograron disminuir el número de UFC. Por último, el 

cultivo con 7-oxo-DHEA (1x10-5M) y HE2000 (1x10-6M y 1x10-5M) indujo a los macrófagos a 

limitar de manera significativa la replicación intracelular de Mtb a los 4 días post-infección (Figura 

40, A).  

Por otra parte, se estudió el comportamiento de cada compuesto con sus diferentes 

concentraciones a lo largo del tiempo de cultivo. En cuanto al control, en D0 se observa una baja 

capacidad fagocítica, mientras que la carga bacteriana intracelular aumenta al D1 y se mantiene 

constante durante los 4 días del experimento. El compuesto 7-oxo-DHEA, a su concentración 

efectiva en este modelo (1x10-5M), estimuló un aumento de la actividad fagocítica en D0 y moduló 

de manera significativa una disminución progresiva de la carga bacteriana intramacrofágica 

durante el transcurso de los días. Ese efecto no pudo comprobarse en la concentración 1x10-6M, 

aunque si promovió la fagocitosis en D0 y en el D4 se vio una disminución significativa de UFC 

con respecto al D1, pero que no difirió del control. Por otra parte, si bien DHEA a su 

concentración efectiva (1x10-7M) logró restringir el crecimiento de Mtb en D1, el valor alcanzado 

en UFC al D4 no fue significativamente diferente del de las células control. Por último, HE2000 a 

las dos concentraciones estudiadas tuvo un efecto significativo en el aumento de la fagocitosis y la 

eliminación de la micobacteria por parte de los macrófagos (Figura 40, B).  
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Figura 40. Restricción del crecimiento bacteriano de los macrófagos humanos THP-1 infectados con Mtb 
cepa H37Rv. Los macrófagos THP-1 se infectaron con Mtb H37Rv con una multiplicidad de infección de 5 
bacterias/macrófago y se trataron con 7-oxo-DHEA, DHEA y HE2000, ensayadas a dos concentraciones. 
Las bacterias no fagocitadas fueron lavadas y los macrófagos se cultivaron con hormonas durante 1 hora 
(D0), 24 horas (D1) y 96 horas (D4). Las células se lisaron y se sembraron en medio 7H10 para cuantificar 
las UFC/ml después de 21 días de cultivo. A) Modulación de la carga bacteriana intracelular. El eje X 
muestra las condiciones estudiadas y las concentraciones hormonales con las que se trataron las 
micobacterias. En el eje Y, se representan las UFC/ml obtenidas. En el título se señala el tiempo estudiado 
(D0, D1 y D4). El * indica diferencias significativas con respecto al control (células infectadas sin 
tratamiento). ANOVA con post-test de Dunnet, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. B) 
Capacidad de cada compuesto para reducir el crecimiento intracelular bacteriano durante 4 días. El eje X 
indica los días después de la infección y el título indica las concentraciones hormonales con las que se 
trataron las células. En el eje Y, se representan las UFC/ml obtenidas a partir de macrófagos lisados. El * 
indica diferencias significativas entre los días. ANOVA Test de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
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Con el objetivo de caracterizar el perfil de citoquinas producido por los macrófagos humanos 

THP-1 infectados en presencia de hormonas esteroideas, se estudió la secreción de citoquinas en 

los D1 y D4. Se determinó la concentración de citoquinas asociadas a un perfil M1 o pro-

inflamatorio (TNF- e IL1-) y a un fenotipo M2 o regulatorio (IL-10 y TGF-) en sobrenadantes 

de cultivo.28,145 Se estudió 7-oxo-DHEA a su concentración más efectiva (1x10-5M) y a aquella con 

las que no presentó diferencias con respecto al control (1x10-6M) en el ensayo de restricción del 

crecimiento bacteriano, mientras que DHEA fue ensayada a 1x10-7M y HE2000 a 1x10-5M (Figura 

41 y 42). 
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Figura 41. Efectos de las hormonas esteroides en la producción de citoquinas de macrófagos humanos 
infectados con Mtb cepa H37Rv. Los macrófagos THP-1 se infectaron con Mtb H37Rv con una 
multiplicidad de infección de 5 bacterias/macrófago y se trataron con 7-oxo-DHEA, DHEA y HE2000. Las 
bacterias no fagocitadas fueron lavadas y los macrófagos se cultivaron con hormonas durante 24 horas (D1, 
A) y 96 horas (D4, B). Se midió la producción de TNF-, IL-1β, IL-10 y TGF-β en sobrenadante de cultivo, 
utilizando kits de ELISA. Se grafica un experimento representativo en el que se utilizaron 6 réplicas por 
condición, cuyos sobrenadantes se juntaron para realizar las mediciones. La línea punteada señala la 
concentración de cada citoquina medida en el sobrenadante de las células control. 
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Figura 42. Balance de citoquinas pro- y anti-inflamatorias secretadas por macrófagos humanos infectados 
con Mtb cepa H37Rv y su modulación por hormonas. Los macrófagos THP-1 se infectaron con Mtb 
H37Rv con una multiplicidad de infección de 5 bacterias/macrófago y se trataron con 7-oxo-DHEA, DHEA 
y HE2000, ensayadas a dos concentraciones. Las bacterias no fagocitadas fueron lavadas y los macrófagos se 
cultivaron con hormonas durante 24 horas (D1, A) y 96 horas (D4, B). Se midió la producción de TNF-, 
IL-1β, IL-10 y TGF-β en sobrenadantes de cultivo usando kits de ELISA. Se grafica un experimento 
representativo en el que se utilizaron 6 réplicas por condición, cuyos sobrenadantes se juntaron para realizar 
las mediciones.  

 

Como fue señalado en los resultados de recuento de UFC (Figura 40), 7-oxo-DHEA moduló la 

restricción del crecimiento bacteriano solo a 1x10-5M. Para poder explicar las diferencias entre la 

concentración óptima de 7-oxo-DHEA y aquella que no tuvo un efecto significativo con respecto al 

control, se estudió la secreción de citoquinas en sobrenadante de cultivo luego de la infección, 

comparando los resultados con las concentraciones activas de DHEA (1x10-7M) y HE2000               

(1x10-5M) (Figuras 41 y 42). En el D1, entre las concentraciones 1x10-5M y  1x10-6M de 7-oxo-

DHEA, sólo se observó, un ligero incremento en la producción de TNF- a la concentración       

1x10-6M (Figura 41, A). Al estudiar las relaciones entre las citoquinas, este hallazgo se tradujo en 

un modesto aumento de la relación TNF-/IL-10 en la concentración que no restringió el 

crecimiento bacteriano (1x10-6M) (Figura 42, A). El tratamiento de macrófagos con DHEA, que a 
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D1 disminuyó el número de UFC, redujo la secreción de TNF- y aumentó la de TGF-, 

resultando en una menor relación de TNF-/TGF- e IL-1/ TGF- (Figuras 41 y 42, A). En 

cuanto a la modulación ejercida por HE2000 en D1, se registró una menor liberación de TNF- e 

IL-10, observándose un menor balance de TNF-/TGF- y de IL-1/TGF-, pero un aumento en 

la relación IL-1/ IL-10 (Figuras 41 y 42, A). 

En reportes previos, tanto DHEA como HE2000 fueron estudiados en un modelo de murino de 

TB pulmonar progresiva, encontrando que ambos esteroides modularon una supervivencia 

prolongada en los ratones tratados y la disminución en el recuento de UFC en pulmón.113,146 Con 

el objetivo de comprobar si 7-oxo-DHEA podría ser evaluado en un modelo experimental en 

ratones, se realizó el ensayo de restricción del crecimiento bacteriano en una línea celular de 

macrófagos alveolares murinos llamada MH-S.116 Los resultados mostraron que el tratamiento con 

las hormonas 7-oxo-DHEA (1x10-5M) y DHEA (1x10-7M) estimuló a las células a fagocitar un 

mayor número de micobacterias en D0. Sin embargo, en D1 ninguna de las hormonas logró 

disminuir el número de UFC con respecto del control, observándose incluso un aumento 

significativo en la concentración más baja utilizada. Llamativamente, todos los compuestos a las 

concentraciones estudiadas lograron estimular significativamente la restricción del crecimiento de 

Mtb dentro de los macrófagos con respecto al control a D4 (Figura 43, A).  

Cuando se estudió el comportamiento de cada condición a lo largo del tiempo, nuevamente los 

macrófagos no tratados (control) demostraron tener una baja capacidad fagocítica, con un 

aumento progresivo de la carga bacteriana intracelular durante los 4 días del experimento (Figura 

43, B). Por el contrario, 7-oxo-DHEA (1x10-5M) efectivamente aumentó la capacidad fagocítica a 

D0 y estimuló significativamente la eliminación intracelular de la micobacteria a D4. Se señala que 

la concentración de DHEA 1x10-6M, a pesar de no estimular la fagocitosis a D0, indujo a los 
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macrófagos a mantener la carga bacteriana constante, lo que resultó en un menor número de UFC 

que el control a D4. En cuanto a la dosis de DHEA que indujo la fagocitosis en D0, se observó 

que al D1 la carga bacteriana aumentó significativamente, pero a D4 logró controlarse. HE2000, a 

pesar de no estimular la capacidad fagocítica de estas células, sí logró mantener la carga bacteriana 

por debajo del control. Dados los resultados favorables de DHEA y HE2000 en un estudio previo 

de TB pulmonar progresiva en ratón, estos datos sugieren que 7-oxo-DHEA tendría un gran 

potencial para administrarse como fármaco en el modelo murino.  

Los resultados para D4, en donde las diferencias fueron aún más significativas en cuanto a la 

restricción del crecimiento bacteriano con respecto del control para 7-oxo-DHEA a 1x10-5M 

(Figura 40), demostraron que su concentración efectiva redujo los niveles de IL-1-, IL-10 y TGF-

 con respecto al control (Figura 41, B). Esta modulación se vio reflejada en el aumento de la 

relación de TNF-/IL-10, TNF-/TGF- e IL-1/TGF-, lo que indica un balance hacia un perfil 

del tipo pro-inflamatorio por sobre un fenotipo regulatorio (Figura 42, B). Por otro lado, DHEA 

que no presentó diferencias significativas en el número de UFC con respecto al control en D4 

(Figura 40), tampoco pareció inducir modificaciones en el balance del perfil de citoquinas (Figura 

41, B). Por último, HE2000 podría actuar mediante un mecanismo de acción opuesto al de 7-oxo-

DHEA, ya que disminuyó la relación de citoquinas pro-inflamatorias/citoquinas regulatorias a D4 

(Figura 42, B), resultando esta condición efectiva para la restricción del crecimiento de Mtb en 

macrófagos (Figura 40). 
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Figura 43. Restricción del crecimiento bacteriano de los macrófagos murinos MH-S infectados con Mtb 
cepa H37Rv. Los macrófagos MH-S se infectaron con Mtb H37Rv con una multiplicidad de infección de 5 
bacterias/macrófago y se trataron con 7-oxo-DHEA, DHEA y HE2000, ensayadas a dos concentraciones. 
Las bacterias no fagocitadas fueron lavadas y los macrófagos se cultivaron con hormonas durante 1 hora 
(D0), 24 horas (D1) y 96 horas (D4). Las células se lisaron y se sembraron en medio 7H10, para cuantificar 
las UFC después de 21 días de cultivo. A) Las hormonas modulan la carga bacteriana intra-macrofágica. El 
eje X muestra las condiciones estudiadas y las concentraciones hormonales con las que se trataron las 
micobacterias. En el eje Y, se representan las UFC/ml obtenidas. El * indica diferencias significativas con 
respecto al control (células infectadas sin tratamiento). ANOVA con post-test de Dunnet, *p<0,05, 
**p<0,01, ***p<0,001 y ****p<0,0001. B) Capacidad de cada compuesto para reducir el crecimiento 
intracelular bacteriano durante 4 días. El eje X indica los días después de la infección y el título indica las 
concentraciones hormonales con las que se trataron las células. En el eje Y, se representan las UFC/ml 
obtenidas a partir de macrófagos lisados. El * indica diferencias significativas con respecto a D0. ANOVA 
Test de Tukey. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.  
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4.3.3. Empleo de 7-oxo-DHEA en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar. 

Finalmente, se decidió evaluar la acción de 7-oxo-DHEA en un modelo murino de tuberculosis 

pulmonar progresiva. Para ello, se infectaron ratones macho BALB/c con Mtb H37Rv y se trataron 

con 7-oxo-DHEA (15, 50 o 200 μg/día, 3 veces por semana) mediante administración subcutánea 

(SC) e intratraqueal (IT). Los animales fueron sacrificados a los 90 días después de la infección. Se 

colectaron los pulmones y el bazo de cada ratón para enumerar UFC como un estimativo de la 

carga bacteriana en los órganos. 

En primer lugar, se estudió el efecto de 7-oxo-DHEA sobre la supervivencia de los ratones (Figuras 

44). Se observó que los animales que recibieron el vehículo presentaron una sobrevida del 77,8% a 

los 90 días post-infección. Este valor fue más alto de lo esperado y previamente reportado en el 

mismo modelo, aunque se utilizó un menor inóculo en la infección con Mtb debido a la alta 

mortalidad que se había registrado con anterioridad.113 En cuanto al efecto de 7-oxo-DHEA, a su 

dosis más baja estudiada (15 g) los ratones exhibieron una sobrevida del 100% mediante la 

administración IT, mientras que la supervivencia en la vía SC fue de 71,4% (muy similar al grupo 

control). La dosis media de 50 g administrada intratraquealmente pareció no tener efectos 

significativos con respecto al vehículo (83,3%), mientras que la vía SC ha demostrado una menor 

sobrevida (57,1%). Por último, la dosis de 200 g en la vía IT fue la que demostró una menor 

protección en términos de sobrevida (37,5%), aunque cabe aclarar que la mortalidad se debió en 

mayor medida a la obstrucción de las vías respiratorias por la administración del fármaco en una 

dosis concentrada, lo que impedía una correcta disolución formando una solución más espesa. La 

administración SC de la dosis de 200 g manifestó una supervivencia similar al grupo vehículo 

(71,4%). 
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Figura 44. Curvas de sobrevida para ratones con tuberculosis pulmonar progresiva tratados con 7oxo-
DHEA. Se infectaron ratones BALB/C con Mtb H37Rv y se trataron con 15, 50 y 200 μg de 7-oxo-DHEA 
mediante administración intratraqueal (IT) y subcutánea (SC). Se grafica el porcentaje de sobrevida desde el 
comienzo (60 días post-infección) al final (90 días post-infección) del tratamiento con la hormona. 

 

Finalmente, se determinó la carga bacteriana en pulmón y bazo mediante el recuento de UFC 

(Figura 45). El grupo que recibió vehículo presentó una carga bacteriana promedio de 27,5x106 

UFC/pulmón y 5,87x106 UFC por gramo de bazo. A su dosis más baja estudiada (15 g), 7-oxo-

DHEA aplicada mediante vía IT y SC indujo en los ratones tratados una reducción significativa de 

la carga bacteriana en pulmón, pero sólo la vía SC también logró disminuir la diseminación a 

bazo. Por otra parte, la dosis de 200 g mediante la administración IT demostró ser eficiente en la 

reducción de la carga bacilar, tanto en pulmón como en bazo.  

Los resultados de los estudios in vitro e in vivo con una cepa virulenta de Mtb, demuestran que               

7-oxo-DHEA fue capaz de modular en macrófagos una mayor actividad fagocítica y un aumento en 

la capacidad de controlar el crecimiento bacteriano intracelular. Sorprendentemente, sólo el 

tratamiento con 7-oxo-DHEA redujo significativamente la carga bacteriana en pulmón y bazo de 

ratones infectados en el transcurso de una TB pulmonar ya establecida. Los hallazgos de este 

ensayo pre-clínico alientan a profundizar los estudios acerca del rol inmunomodulador de 7-oxo-

DHEA y su mecanismo de acción en la defensa contra Mtb. 
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Figura 45. Unidades formadoras de colonias en pulmón y bazo de ratones BALB/c sacrificados 30 días 
después del tratamiento con 7-oxo-DHEA. Se infectaron ratones BALB/C con Mtb H37Rv y 60 días post-
infección se trataron con 15, 50 y 200 μg de 7-oxo-DHEA mediante administración intratraqueal (IT) y 
subcutánea (SC). Luego de 1 mes de tratamiento (90 días post-infección) se obtuvieron los pulmones 
derechos y los bazos de 6 ratones. Los órganos se procesaron para determinar la carga bacilar por recuento 
de UFC. 
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5.1. Sección 1: Síntesis orgánica y desarrollo de una metodología analítica para la detección de 

hormonas en plasma humano. 

5.1.1. Síntesis orgánica de las hormonas. 

Uno de los objetivos del presente trabajo de tesis fue desarrollar una metodología novedosa basada 

en HPLC-MS/MS para la medición simultánea de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA en plasma 

humano, con el fin de estudiar el desbalance hormonal en el contexto de la coinfección HIV-TB. 

En particular, la tecnología de espectrometría de masa triple cuadrupolo es una herramienta que 

optimiza la sensibilidad de detección, lo que resulta en una medición cuantitativa específica. Esta 

característica permite el análisis de múltiples analitos en matrices complejas. No obstante, el 

desarrollo de un protocolo cuantitativo requiere de la disponibilidad de compuestos patrones para 

cada molécula y la sistematización de un procedimiento para que sea reproducible con una alta 

eficiencia de extracción.119,147  

En primer lugar, se procedió a la síntesis de los metabolitos oxigenados de DHEA, con el fin de 

contar con los patrones necesarios para el desarrollo del método de HPLC-MS/MS y de poder 

utilizarlos posteriormente en los ensayos biológicos.  

La síntesis de AED se realizó utilizando DHEA como material de partida (Figura 9). Se obtuvo a 

partir de la reducción de la cetona con NaBH4 en MeOH:H2O, el alcohol en posición β en el C17 

con un alto rendimiento. El agente reductor (hidruro) ataca al carbono carbonílico y 

posteriormente ocurre la protonación del oxígeno en presencia del solvente prótico, dando lugar al 

grupo OH.105 La reacción de reducción del C17 resultó estereoselectiva para la incorporación del 

H-17α, debido al impedimento estérico del CH3-18 presente en la cara β del esteroide y adyacente 

al carbonilo. Además, la reacción se puede llevar a cabo a temperatura ambiente, sin exclusión 
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especial de aire o humedad, obteniendo muy buenos rendimientos de producto (95%) en un corto 

tiempo.99,148  

En el caso de la síntesis de 7-oxo-DHEA (Figura 10), se probaron 3 métodos distintos, que 

permitieron mejorar progresivamente el rendimiento. En todos los casos, se realizó la sustitución 

del hidrógeno alílico (posición vecina a un doble enlace) de C7 por un grupo hidroxilo, con su 

ulterior oxidación formando la cetona (oxidación alílica):  

(1) En el método 1, el primer paso consistía en la protección del alcohol del C3, con el fin de 

que la transformación a realizarse sobre el C7 no afecte al grupo OH. Una de las estrategias 

más conocidas es la protección del grupo alcohol mediante acetilación con anhídrido 

acético, ya que la conversión al grupo éster se logra con muy buenos rendimientos (90%). El 

segundo paso de reacción involucró la sustitución del hidrógeno alílico. La introducción de 

un átomo de oxígeno en posición alílica es complicada y hasta el día de hoy existen 

diferentes agentes oxidantes y solventes. El rendimiento de la reacción es de moderado a 

bajo, y se generan múltiples sub-productos, de entre los cuales debe purificarse el compuesto 

de interés. La reacción clásica y más conocida de oxidación alílica es aquella mediada por un 

compuesto con cromo. Se escogió el PCC (clorocromato de piridinio) como agente oxidante, 

dado que fue reportado como un reactivo eficiente para la transformación de ∆5-

esteroides.101 La reacción resultó poco reproducible ya que es en fase heterogénea, con una 

duración de hasta una semana y un rendimiento bajo del 40%. En el tercer paso de reacción, 

se realizó la desprotección del alcohol del C3 por medio de una hidrólisis básica con K2CO3, 

obteniendo un rendimiento de 80%. 

(2) El método 2 involucró un solo paso de reacción de oxidación alílica mediada por NaClO2 y 

TBHP (tert-butyl hidroperóxido) con un rendimiento global del 60%, similar a lo reportado 
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en literatura.125 En este tipo de reacciones, el NaClO2 ha ganado interés debido a su bajo 

costo. Además, la oxidación es realizada en un solvente (ACN:H2O) con menor toxicidad 

que el benceno y se evita el uso del cromo en la reacción. A diferencia de la anterior, esta 

reacción  fue realizada bajo reflujo a 50°C, con una duración total de 20 horas.102 Esta 

metodología de oxidación generaba una mayor cantidad de subproductos, cuya separación 

por cromatografía en columna resultó complicada. Aunque este procedimiento puede 

considerarse más sencillo, económico y ecológico que el anterior, aún no se conseguía un 

alto rendimiento, por lo que se ensayó otro método para la síntesis orgánica. 

(3) En el método 3, se combinaron la protección del grupo OH del C3 (como se describió en el 

método 1), y una oxidación alílica similar a la realizada en el método 2 con NaClO2 y TBHP, 

cambiando el solvente a AcOEt. El rendimiento de este paso de oxidación protegiendo 

previamente el alcohol fue del 80%, obteniendo mayor cantidad de producto oxidado en la 

posición de C7 que en el método 1.125 Por último, se realizó la hidrólisis del éster con una 

base fuerte (KOH), lo que resultó en un alto rendimiento. Este método permitió acrecentar 

el rendimiento global, por lo que fue seleccionado para de la síntesis de 7-oxo-DHEA. 

El compuesto AET se obtuvo a partir de un intermediario de la síntesis de 7-oxo-DHEA (3-AcO-7-

oxo-DHEA). Se decidió partir de este compuesto y no de 7-oxo-DHEA, porque la purificación por 

cromatografía en columna utilizando sílica gel posee una mayor resolución para compuestos de 

polaridad intermedia.  El reactivo fue reducido en C7 bajo las condiciones de Luche, seguida de 

una hidrólisis con KOH. La reducción de Luche es una reducción quimioselectiva de cetonas a 

alcoholes, empleando para ello NaBH4 y CeCl3 y utilizando como solvente MeOH:THF (2:1). Este 

método tiene como ventaja la reducción selectiva, sin afectar a la insaturación presente en esa 

molécula, lo que resultó en un rendimiento parcial de 85%.105   
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5.1.2. Método analítico. 

En cuanto a la metodología de HPLC-MS/MS desarrollada, una de las principales características es 

que los analitos no fueron derivatizados para su detección y cuantificación. La medición sin 

derivatización es cada vez más factible, debido al desarrollo de equipos de espectrometría de masas 

altamente sensibles, que alcanzan límites de cuantificación cada vez más bajos.149–151 Los límites de 

cuantificación logrados en este trabajo son comparables a los informados por otros autores que 

utilizaron condiciones similares.152 Sólo se reportaron mejores resultados cuando se utilizó una 

fuente de ionización diferente o se derivatizaron analitos.152–154 Por otra parte, la reacción de 

derivatización idealmente debe ser total, rápida y reproducible, sin generación de artefactos 

químicos o productos secundarios que pudieran interferir con la cuantificación. La derivatización 

generalmente mejora la sensibilidad, facilitando el procedimiento de ionización. Sin embargo, 

estos resultados son difíciles de lograr en compuestos polihidroxilados, como AED y AET, que 

pueden dar lugar a dos o más productos. En este trabajo, no fue necesaria la derivatización de los 

compuestos, ya que  se decidió concentrar la muestra 10 veces, teniendo en cuenta los datos 

previamente publicados y el límite de cuantificación obtenido para DHEA.59 

En matrices complejas, pueden existir compuestos que den lugar a  picos interferentes que co-

eluyan con los analitos de interés, causando supresión de la ionización y perjudicando la 

sensibilidad de detección.155 Para estimar ese posible efecto de la matriz (EM), se comparó la 

respuesta de cada analito en una solución de MeOH con una muestra extraída de plasma 

combinado, obteniendo comportamientos cromatográficos similares (Tabla 5, Figura 17). Estos 

resultados permitieron el uso de calibración externa (curva el solvente) para cuantificación de los 

analitos en las muestras de plasma. 
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5.1.3. Eficiencia de extracción. 

En este método se utilizó un EI añadido en una concentración conocida previo a la extracción 

(Figura 8).156–158 Entre las características propias de un EI, el mismo debe ser estable y con un 

comportamiento extractivo, cromatográfico y de ionización comparable a los analitos. Con el 

propósito de elegir un EI apropiado, se llevaron a cabo experimentos preliminares con el estándar 

deuterado DHEA-16,16-d2. Nuestros resultados indican una pérdida significativa de la marca de 

deuterio (Figura 16), como ya fue informado por otros autores.128,130 La pérdida de deuterio debido 

a reacciones biológicas o procesos químicos podría comprometer la precisión de los resultados, ya 

que dificulta la reproducibilidad y puede dar lugar a una cuantificación errónea.128,159 A pesar de 

que recientemente se ha informado de la síntesis de esteroides marcados de forma estable con 

deuterio160, la obtención de estos compuestos es un paso adicional que aumenta el costo, el tiempo 

y la complejidad de la técnica. Por lo tanto, decidimos utilizar un compuesto comercial que no 

estaba presente en la matriz estudiada como EI, que exhibió propiedades químicas y físicas 

similares a las de los analitos naturales, de modo tal de poder relativizar la recuperación a la 

eficiencia de la extracción. 

Cuando la sensibilidad es un problema, algunos autores proponen el uso de la extracción líquido-

líquido para enriquecer la muestra con respecto al analito y eliminar proteínas y otros metabolitos 

hidrofílicos. 161,162 Un problema común en los métodos bioanalíticos es que el efecto de la matriz 

también puede alterar la eficiencia de la recuperación.111 Por ello, calculamos la recuperación 

relativa, obteniendo resultados satisfactorios para todos los compuestos. Sin embargo, descubrimos 

variaciones entre las muestras de plasma de individuos HIV-TB y DS cuando se evaluó la 

recuperación absoluta del EI (Figura 18). Este hecho podría explicarse por las diferencias en los 

componentes de la matriz que interfieren con el proceso de extracción.156 En este sentido, se ha 
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descripto que durante las infecciones crónicas se produce un aumento en la concentración de 

proteínas y lípidos. Las personas infectadas por el HIV desarrollan múltiples síndromes 

metabólicos relacionados con proteínas moduladas por el virus y con la inflamación, lo que 

conduce a un aumento de la síntesis de ácidos grasos y los niveles de triglicéridos, alterando el 

metabolismo lipídico celular.163,164 Asimismo, los pacientes afectados con TB presentan mayores 

niveles plasmáticos de citoquinas, proteína C reactiva, metaloproteinasa de matriz 8, alfa-1-

antitripsina, cortisol, estradiol, prolactina, hormona de crecimiento y hormona tiroidea.75,165,166 

Dado que en los pacientes coinfectados también existe una mayor producción de diferentes 

proteínas y lípidos167, era de esperar que hubiera cambios en la composición de la matriz que 

pudieran explicar las diferencias encontradas en la eficiencia de extracción absoluta. Por este 

motivo, el uso de un EI resulta conveniente para corregir las interferencias de la matriz y obtener 

resultados precisos. 

5.1.4. Medición de hormonas en plasma humano. 

El ensayo desarrollado nos permitió determinar las concentraciones de DHEA, AED, AET y 7-oxo-

DHEA en muestras de plasma humano. Utilizamos muestras de DS para evaluar la aplicación de 

este enfoque novedoso basado en HPLC-MS/MS, comparando los resultados obtenidos con RIA,59 

un ensayo validado. Los resultados mostraron correspondencia entre ambas metodologías, 

obteniendo un coeficiente de correlación de rango de Spearman estadísticamente significativo de 

0,8095 (Figura 19 A). Por otra parte, correlacionamos los resultados de las muestras de DS y de 

HIV-TB determinados en el laboratorio de referencia con los obtenidos en el laboratorio 

secundario (Figura 19 A). Considerando los resultados de este análisis, concluimos que los valores 

en el laboratorio secundario fueron similares a los adquiridos en el laboratorio de referencia. Sin 

embargo, encontramos que las pendientes de la curva de regresión difieren ligeramente entre los 
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metabolitos, encontrando valores <1 para DHEA y AED (0,4540 y 0,6090, respectivamente), lo 

que indica que los valores cuantificados en el laboratorio secundario fueron inferiores a los del 

laboratorio de referencia. 

A modo de resumen, el enfoque desarrollado implica una extracción líquido-líquido, el uso de un 

esteroide comercial agregado antes de la extracción como EI y no utiliza técnicas de derivatización. 

Teniendo en cuenta lo anterior, y de acuerdo con las directrices actuales131, se propone que esta 

metodología es sensible y precisa para la cuantificación simultánea de los metabolitos en estudio. 

El trabajo futuro implicará una validación exhaustiva de este método cromatográfico, para la 

separación y cuantificación de estos y otros esteroides significativos. 

En cuanto a los hallazgos biológicos, han sido reportado niveles plasmáticos de DHEA (medidos 

por RIA) estadísticamente menores en pacientes con HIV, TB y HIV-TB, en comparación con 

DS.59,74,76,168–170 Es más, la terapia antituberculosa parece aumentar los niveles de DHEA en plasma, 

restaurando su concentración a los niveles comparables con individuos sanos.168 Sin embargo, 

como se evidencia en la Figura 20, en este trabajo la cohorte de individuos HIV-TB exhibió no 

solo mayores niveles plasmáticos de DHEA, sino también de AET y 7-oxo-DHEA, cuando se los 

compara con DS. Como se discutió anteriormente, la coinfección HIV-TB induce un estado 

crónico de inflamación que desregula la producción de compuestos secretados por células y 

tejidos, como hormonas, citoquinas o proteínas de fase aguda.77,171 Por lo tanto, se propone que la 

discrepancia entre la concentración plasmática de DHEA obtenida por HPLC-MS/MS y RIA 

podría corresponder a diferencias en la eficiencia de extracción debido a las complejidades de la 

matriz, que pueden resolverse con el uso de un EI.  

Por otra parte, se compararon los niveles de hormonas encontrados en este trabajo con la 

bibliografía disponible.  Como se expuso en la Figura 20, el rango determinado para AED iba de 
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0,85 - 56,69 ng/ml (o su concentración equivalente 2,92x10-9M-1,95x10-7M), para AET de 2,04-

63,63 ng/ml (6,65x10-9M - 2,07x10-7M) y para 7-oxo-DHEA de 1,64 - 67,01 ng/ml (5,42x10-9M - 

2,21x10-7M). Si bien no se han encontrado reportes de la medición de estas hormonas en el 

contexto de la coinfección HIV-TB por HPLC-MS/MS, en otros trabajos se realizó la medición de 

estas hormonas en DS mediante otras técnicas analíticas. Se ha reportado la cuantificación de 

AED y AET por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC-MS), informando 

concentraciones séricas en hombres mayores de 20 años de 2 - 7x10-9M y 0,1 - 0,3x10-9M, 

respectivamente.172 En otro trabajo donde utilizan la misma tecnología, hallaron que la 

concentración en suero de AED era de 1,78 - 7,24x10-9M.173 En cuanto a 7-oxo-DHEA, los niveles 

determinados por GC-MS y por HPLC-MS/MS están en el orden de 1x10-11M.153,174 Las 

concentraciones reportadas en otros trabajos son similares o inferiores a las descriptas en esta tesis. 

Las diferencias se encuentran en las metodologías utilizadas, donde se empleaban otros métodos 

analíticos (GC-MS), solventes de extracción y reacciones de derivatización. En este sentido y como 

se discutió previamente, compuestos que poseen más grupos funcionales (AED y AET) pueden ser 

más susceptibles a las condiciones de derivatización, originando subproductos o conversiones 

incompletas. En consecuencia, esto conducirá a errores de medición por defecto. En lo que 

respecta a DHEA, los valores adquiridos están en concordancia con lo previamente reportado en 

pacientes HIV-TB y TB,59,76,175 por lo que las determinaciones realizadas podrían considerarse 

adecuadas.  

Comprender los complejos cambios que tienen lugar durante la coinfección HIV-TB podría 

conducir a la identificación de marcadores de pronóstico y al desarrollo de nuevos tratamientos 

farmacológicos. Existen ciertos datos clínicos que sirven de predictores de la respuesta inmune 

contra patógenos y un resultado de enfermedad exitoso o desfavorable.176,177 Es por ese motivo que 

se contrastaron las concentraciones de hormonas medidas con los datos clínicos de los pacientes, 
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obteniendo resultados interesantes para 7-oxo-DHEA. Por un lado, observamos una correlación 

positiva y estadísticamente significativa entre los niveles de esta hormona y el recuento total de 

células T CD4+ o los valores de nadir de células T CD4+. Por otro lado, descubrimos que las 

concentraciones más altas de 7-oxo-DHEA se asociaron con el desarrollo de una TB pulmonar 

restringida a los pulmones en lugar de una infección diseminada. 

En primer lugar, el recuento de células T CD4+ periféricas es una medida estándar de progresión 

de la enfermedad en individuos infectados por HIV, ya que un mayor recuento de células T CD4+ 

se asocia con un menor riesgo a corto plazo de eventos de SIDA y un mayor índice de masa 

corporal.178,179 Asimismo, los individuos HIV+ con menores recuentos de células T CD4+ son más 

propensos a desarrollar TB y exhiben títulos virales más elevados.52,171 En el contexto de la TB, está 

bien establecido que las células T CD4+ son críticas para la resistencia a Mtb, por lo que una 

deficiencia funcional de linfocitos T CD4+ resulta en la formación alterada del granuloma, lo que 

conlleva a la falla de restringir el crecimiento bacteriano.180,181 Igualmente, un mayor valor nadir de 

células T CD4 se relaciona con resultados favorables a largo plazo y respuestas específicas efectivas 

de linfocitos T CD4+ y CD8+ en personas viviendo con HIV. 176,178 En segundo lugar, las 

manifestaciones clínicas de la TB son variables y dependen de una serie de características del 

sistema inmune del huésped. Antes del advenimiento de la pandemia del HIV, la mayoría de los 

casos de TB notificados se limitaban a los pulmones, pero posteriormente se observó un aumento 

en la frecuencia de la TB extrapulmonar en personas cuya función inmunitaria estaba 

comprometida.182 La frecuencia de TB (pulmonar y extrapulmonar) en sujetos infectados con HIV 

aumenta con el avance de la inmunosupresión.183 En línea con esto, un estudio epidemiológico ha 

demostrado que las personas con TB pulmonar presentan recuentos de linfocitos CD4+ más altos 

que aquellos con TB extrapulmonar, lo que indicaría una falla del sistema inmune en el control 

del patógeno.183 
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Hasta donde se tiene conocimiento, por primera vez se reporta la medición simultánea de DHEA, 

AED, AET y 7-oxo-DHEA en plasma de individuos HIV-TB, mediante el uso de la tecnología 

HPLC-MS/MS. Los hallazgos sobre 7-oxo-DHEA sugieren que este metabolito de DHEA con 

actividades androgénicas y estrogénicas débiles89,92,184 podría estar involucrado en el desarrollo de 

una respuesta inmune efectiva contra Mtb y/o HIV en individuos coinfectados. Como se 

mencionó en la introducción, los pacientes HIV-TB no logran establecer una respuesta adecuada 

contra los patógenos, por lo que requieren la combinación de terapias tradicionales y adyuvantes. 

Por ese motivo, los resultados originados en esta parte del trabajo de investigación alentaron a 

desarrollar estudios más exhaustivos para caracterizar papel de estas hormonas en la 

inmunopatología de la TB durante la coinfección con el HIV. 
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5.2. Sección 2: Propiedades inmunomoduladoras de DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA en el 

contexto de la coinfección HIV-TB. 

La coinfección HIV-TB representa un reto desde el punto de vista del estudio de su fisiopatología, 

ya que la presencia de ambos patógenos está asociada con una profunda desregulación del sistema 

inmune y alteraciones en el perfil de citoquinas sintetizadas por los LT del hospedador. Ha sido 

previamente reportado que la funcionalidad de las células T CD4+ y CD8+ específicas para el HIV 

está reducida en el contexto de la coinfección con Mtb, en comparación con la monoinfección por 

el virus. Esto resulta en una disminución de la capacidad para co-secretar múltiples citoquinas, 

como IFN-γ, IL-2, TNF-, IL-21 e IL-17, lo que podría tener un impacto significativo en el control 

del patógeno. De manera sinérgica, se ha observado que el número de LT CD4 Mtb-específicos 

están preferentemente reducidos en etapas tempranas de la infección por el HIV. Además, la 

progresión del virus está asociada a un aumento en la relación IL-4/IFN-γ, lo que señala que a 

medida que la enfermedad progresa, los linfocitos se polarizan hacia una respuesta 

antiinflamatoria. Asimismo, Mtb también promueve la replicación viral mediante un aumento en 

las citoquinas inflamatorias a nivel sistémico, lo que conduce a la activación crónica de LT y 

macrófagos que culmina con el agotamiento de estas células. A pesar de reportarse un perfil del 

tipo pro-inflamatorio a nivel periférico en pacientes HIV-TB, los datos publicados respaldan la 

hipótesis de que el resultado de la infección de Mtb se determina a nivel local, no sistémico.185–189  

La identificación de los factores del huésped que promueven la progresión o la contención de la 

infección en el contexto de HIV-TB, podría conducir al descubrimiento de nuevas terapias 

dirigidas al hospedador (TDH). Las TDH pretenden potenciar los mecanismos inmunitarios 

contra la infección por Mtb y/o reducir directamente el exceso de inflamación, para preservar la 

función pulmonar o mejorar la eficacia del tratamiento antituberculoso tradicional. Estas terapias 
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podrían ofrecer ventajas adicionales para los pacientes con coinfección HIV-TB, ya que pueden 

reducir la duración de la terapia, logrando mejores resultados de tratamiento y disminuyendo las 

posibilidades de recaída o reinfección.190,191  En este sentido, nuestro grupo de investigación ha 

estudiado durante años el rol de DHEA en el contexto de la coinfección HIV-TB. Los resultados 

sugirieron que esta hormona inducía la producción de IL-12 y la reducción de la secreción de IL-

10 por las CD derivadas de monocitos estimuladas con Mtb, aumentaba la expresión de moléculas 

involucradas en la activación linfocitaria (CMH-I y CMH-II) y co-estimuladoras (CD86) y 

potenciaba la producción de IFN-γ y las respuestas citotóxicas y diferenciación terminal en células 

T CD8+ de pacientes coinfectados.57,59,192 Por eso, en esta tesis se propuso evaluar los diferentes 

aspectos de la respuesta inmune específica antituberculosa en individuos HIV-TB y su modulación 

por DHEA y sus metabolitos biológicamente activos (AED, AET y 7-oxo-DHEA). 

5.2.1. Caracterización de las cohortes de estudio en respuesta al antígeno de Mtb.  

Las células T helper (Th) son fundamentales para todos los aspectos de la respuesta inmune, ya 

que contribuyen a la protección contra patógenos y adquieren sus capacidades efectoras a través de 

un complejo proceso de proliferación y diferenciación.193 En el sitio de la infección, la resistencia a 

Mtb depende crucialmente de la activación de macrófagos mediada por células T antígeno-

específicas. En pacientes TB con una enfermedad avanzada, ha sido reportada una capacidad de 

respuesta proliferativa defectuosa, asociada a la producción deficiente de IL-2 e IFN-γ.194,195 Por ese 

motivo, se decidió estudiar la proliferación Mtb-específica de CMSP de pacientes HIV-TB y se 

compararon los resultados con un grupo de DS. Entre las cohortes que se reclutaron en este 

estudio, no se registraron diferencias significativas en cuanto a la proliferación inducida por un 

antígeno de Mtb (Figura 22). En DS, el hecho de que las CMSP respondan al antígeno, se explica 

porque la cohorte de adultos había recibido la vacunación con BCG. Por otra parte, ya ha sido 
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reportado que los individuos HIV-TB conservan una respuesta robusta en cuanto a la capacidad 

proliferativa Mtb-específica.187 

Otro aspecto importante que repercute en el resultado de la respuesta inmune contra Mtb es la 

clase y la cantidad de citoquinas liberadas. Con el objetivo de estudiar cómo las CMSP 

provenientes de individuos coinfectados con HIV-TB y de DS responden al estímulo con un 

antígeno de la micobacteria, se analizó el perfil de citoquinas. Al estudiar la respuesta de los grupos 

de estudio en conjunto, no se encontraron diferencias significativas en la secreción de citoquinas 

Mtb-específica (Figura 22). Estos resultados están en concordancia con un trabajo previamente 

publicado, en donde el estímulo de CMSP de pacientes HIV-TB con un antígeno de Mtb no 

presentó diferencias significativas con respecto a la respuesta de DS en la producción de IFN-γ e 

IL-10.185 Los resultados difieren si las células se tratan con diferentes mitógenos, en donde se ha 

demostrado que los pacientes HIV-TB poseen una capacidad reducida en la secreción de 

citoquinas del tipo Th1 y Th2.196 

En cuanto al balance entre citoquinas, la cohorte de DS demostró que existe una correlación 

positiva en la producción de citoquinas del tipo pro-inflamatorias, ya que una mayor secreción de 

IFN-γ correlacionó con concentraciones superiores de IL-17A y TNF- (Figura 23, A). Si bien la 

relación entre IFN-γ e IL-17A se mantuvo en los pacientes HIV-TB, niveles más altos de IL-17A y 

TNF- correlacionaron con una mayor liberación de IL-10 (Figura 23, B). La evidencia indica que 

la respuesta Mtb-específica que montan las CMSP provenientes de individuos HIV-TB difiere de 

aquellos individuos con un sistema inmune funcional, evidenciando los defectos en la capacidad 

de controlar la infección dada la gravedad de la patología. Los hallazgos de otros investigadores con 

CMSP de personas con TB cuando se estimulan con Mtb, señalan que en pacientes con 

enfermedad moderada se observa un patrón de citoquinas Th1, mientras que las etapas más 
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avanzadas se caracterizaban por patrón mixto Th1/Th2 y una mayor producción de TGF-β.197 

Asimismo, en individuos HIV-TB se encontró que a medida que la enfermedad por HIV progresa, 

tanto las células de la inmunidad adaptativa como de la innata se polarizan hacia una respuesta 

anti-inflamatoria dominada por IL-4.188 Estos resultados indicarían que la respuesta inmune celular 

protectora se pierde gradualmente a medida que la enfermedad avanza. Por este motivo, se decidió 

estudiar si alguna de las hormonas podría modular un perfil Th1 protector por sobre un fenotipo 

Th2 patológico. 

5.2.2. Modulación de la proliferación antígeno-específica.  

Se estudió mediante un ensayo in vitro si DHEA y/o alguno de sus metabolitos tendría un efecto 

sobre la respuesta proliferativa específica contra un antígeno de Mtb de CMSP (Figura 24). Los 

resultados encontrados se compararon con el efecto ejercido por con un derivado sintético de 

DHEA (HE2000) que ha sido utilizado como agente terapéutico en un modelo murino de TB y ha 

probado ser eficaz para reducir la tasa de coinfección con TB en una cohorte de individuos 

HIV+.113,198  Los hallazgos más llamativos señalaron que DHEA pareció inhibir la proliferación en 

respuesta a un antígeno de Mtb, mientras que el derivado oxigenado 7-oxo-DHEA en su 

concentración más efectiva (1x10-6M) fue capaz de aumentarla de manera significativa, 

encontrando un efecto mayor en las CMSP de HIV-TB en comparación con DS. En un trabajo 

previo, se ensayó la capacidad de DHEA de inducir proliferación celular en respuesta al estímulo 

con Mtb en pacientes con TB, encontrando un modesto efecto linfoproliferativo (1x10-7M) en 

individuos con enfermedad moderada, pero no en aquellos con estadios iniciales o avanzados de la 

enfermedad. En ese mismo reporte, no encontraron modulación por DHEA en la respuesta de 

células provenientes de DS.195 Por último, nosotros observamos que HE2000 no tuvo efecto en la 

actividad proliferativa de las células. Distintos factores en el microambiente de las células T 
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efectoras regulan en gran medida su capacidad de proliferar y de inducir una respuesta inmune 

eficaz. El hallazgo de la modulación por 7-oxo-DHEA constituye la primera demostración de que 

esta hormona en concentraciones suprafisiológicas es capaz de incrementar la respuesta inmune 

proliferativa específica a un antígeno de Mtb en personas coinfectadas con HIV-TB.  

5.2.3. Variaciones en el perfil de citoquinas. 

A continuación, se investigó si las hormonas DHEA, AED, AET y 7-oxo-DHEA eran capaces de 

modular el perfil de citoquinas frente al estímulo con Mtb. Dada la importancia del balance 

Th1/Treg durante la enfermedad tuberculosa, primeramente, se estudió la producción antígeno-

específica de IFN-γ e IL-10. Como fue descripto previamente, las células de perfil Th1 secretan 

principalmente IFN-γ, aunque también TNF-, IL-2 y ciertas quemoquinas. El IFN-γ aumenta de 

la capacidad antimicrobiana de los macrófagos y la expresión del CMH-II, y actúa sobre células no 

hematopoyéticas para regular la inflamación mediada por IL-17 en el sitio de la infección. Por el 

contrario, la citoquina reguladora IL-10 es capaz de inhibir la acción de macrófagos, disminuyendo 

la liberación de IL-12 e IFN-γ por las células T, y de restringir las respuestas de LT CD4+ y la 

función de células presentadoras de antígenos infectadas con micobacterias, contrarrestando las 

propiedades activadoras de IFN-γ.44,199 

Los resultados observados en este trabajo de Tesis más relevantes en lo referente a la modulación 

de la producción de IFN-γ (Figuras 26 y 27) señalan que las concentraciones a las cuales DHEA es 

capaz de estimular dicha secreción en pacientes son 1x10-9M y 1x10-8M, mientras que también fue 

activa la dosis de 1x10-7M en DS. El mismo efecto para esta hormona fue descripto previamente en 

células de DS (1x10-7M), aunque en pacientes con TB no fue encontrado que tenga efecto en la 

liberación de IFN-γ. Esto puede deberse a que en aquel trabajo no fueron ensayadas las 

concentraciones activas aquí reportadas (1x10-9M y 1x10-8M).195 Cabe destacar que dichas dosis se 
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encuentran en el rango de su concentración fisiológica, por lo que sería inaplicable en términos de 

su potencial uso terapéutico.  

Con respecto a 7-oxo-DHEA, demostró tener efectos significativos en la estimulación de la 

secreción de IFN-γ en DS y HIV-TB a una concentración superior a la fisiológica (1x10-6M). Por su 

parte, HE2000 incrementó la liberación de esta citoquina, tanto en DS como en individuos HIV-

TB. Este resultado había sido previamente reportado en el contexto de un modelo murino de TB 

pulmonar.200 Cuando se comparó la potencia de las hormonas, 7-oxo-DHEA presentó diferencias 

significativas con respecto al efecto de DHEA y HE2000 a 1x10-6M en el contexto HIV-TB, 

mientras que en DS resultó igual de efectiva que el derivado sintético probado clínicamente como 

inmunoprotector (Figuras 26 y 27).  

La IL-10 es un potente factor inmunosupresor. Al realizar el análisis de su secreción en respuesta al 

estímulo con Mtb (Figuras 28 y 29), se observó que DHEA no tuvo efecto significativo en la 

producción de esta citoquina a concentración fisiológica, mientras que aumentó su liberación en 

las dos cohortes de estudio a 1x10-7M. En un trabajo similar, esta modulación por parte de DHEA 

fue previamente descripta en DS e individuos tuberculosos.195 7-oxo-DHEA exhibió propiedades 

contrapuestas, encontrándose que inhibe la liberación de la citoquina reguladora en respuesta al 

estímulo con Mtb en niveles fisiológicos y no tiene efecto alguno a mayores concentraciones. El 

compuesto HE2000 posee acciones diferenciales, ya que según la concentración a cuál se tratan las 

CMSP fue capaz de estimular (1x10-7M) o de restringir (1x10-6M) la secreción de IL-10. Si bien en 

la literatura, los niveles elevados de IL-10 en plasma se han asociado con la progresión de la 

enfermedad del HIV, 188,201 también se ha demostrado que esta citoquina es necesaria para la 

correcta formación y funcionalidad del granuloma.202 Aun se precisan más estudios para establecer 
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la relación a la cual la IL-10 ejerce una función protectora y cuando se vuelve perjudicial para la 

respuesta mediada por células efectoras. 

Durante la coinfección se establece un escenario complejo donde ambos patógenos aceleran el 

deterioro de las funciones inmunes, lo que puede conducir a la muerte si no se trata.13 En este 

contexto, la expansión de células Tregs (productoras de IL-10) es una característica desalentadora, 

ya que conlleva a la supresión de las respuestas inmunes Mtb-específicas. Al tomar los datos en 

conjunto y analizar el balance Th1/Treg (Figura 30), se observó que 7-oxo-DHEA, a diferencia de 

DHEA, AED, AET y HE2000, consiguió desplazar el equilibrio hacia un perfil protector en el 

contexto de la coinfección. Esta hormona elevó los niveles de IFN-γ por sobre los de IL-10 en 

individuos HIV-TB a concentraciones suprafisiológicas (1x10-6M). Como sugiere la evidencia, 7-

oxo-DHEA parece tener un efecto inmunomodulador sobre CMSP de pacientes HIV-TB, 

favoreciendo las respuestas Th1, fundamentales en la protección contra patógenos intracelulares 

como Mtb y HIV. Adicionalmente, esta hormona no disminuye los niveles de IL-10, lo que podría 

ser beneficioso en el contexto de la infección crónica.  

Dados los efectos encontrados para 7-oxo-DHEA, se continuó caracterizando la acción de este 

compuesto en cuanto a la variación de la producción de IL-17A. Las células Th17 son un 

subconjunto relativamente nuevo de células T CD4+, implicadas en la defensa del huésped y en la 

autoinmunidad. Estudios recientes demostraron que IL-17A contribuye tanto a la protección 

como a la patología inmune de la TB. Mientras que un estudio encontró que esta citoquina está 

involucrada en la formación de granuloma maduro,203 otro estudio informó que el reclutamiento 

de neutrófilos mediado por la interleuquina estaba directamente relacionado con un mayor daño 

patológico en el pulmón.204 Tal como se observó en la Figura 23, el estímulo con Mtb indujo una 

correlación positiva de IFN-γ e IL-17A, que se observó tanto en DS como en pacientes 
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coinfectados. Este resultado es contrario al paradigma que establece que IFN-γ inhibe la 

diferenciación de células hacia un perfil Th17.205 Sin embargo, ahora está bien establecido que los 

factores de transcripción que especifican el linaje, en lugar de apagarse, continúan expresándose en 

niveles bajos y pueden inducirse en células T ya diferenciadas, lo que lleva a su reprogramación 

funcional y a la plasticidad.193 En este sentido, en un trabajo reciente se ha descripto una 

población de células Th1/Th17 que co-expresan  IFN-γ e IL-17, que en pacientes con TB se 

correlacionan con la severidad de la enfermedad.206  

En este trabajo de tesis se ha encontrado que 7-oxo-DHEA posee efectos diferenciales 

estadísticamente significativos entre cohortes de estudio en cuanto a la modulación de la 

producción antígeno-específica de IL-17A, estimulando su producción en DS e inhibiendo la 

secreción en HIV-TB (Figura 31 y 32). Por el contrario, DHEA promovió la liberación de esta 

citoquina pro-inflamatoria en la dosis de 1x10-9M y 1x10-6M. Al estudiar el balance Th1/Th17 

(Figura 33, A), se encontró que tanto DHEA (1x10-7M) como 7-oxo-DHEA (1x10-6M) promueven 

los niveles de IFN-γ por sobre los de IL-17A en pacientes HIV-TB, demostrando modular un perfil 

protector en lugar de uno patológico. Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas 

cuando se estudió la relación IL-10/IL-17A (Figura 33, B).  

Los datos actuales señalan que los virus y las bacterias intracelulares pueden inducir distintos tipos 

de células Th1, que pueden ser discriminadas en base a la expresión de factores de transcripción. 

El primer subconjunto, llamado células Th1 clásicas, poseen T-bet, mientras que el segundo 

subconjunto llamado células no clásicas Th1 o Th1*, expresa simultáneamente T-bet y RORγt, 

factor de transcripción maestro para la diferenciación hacia el perfil Th17. A pesar de exhibir 

características de células Th17, las Th1* secretan IFN-, tal como las Th1. Sorprendentemente, se 

ha encontrado que las células Th1 que producen IFN-γ en respuesta a Mtb pertenecen casi 
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exclusivamente al subconjunto Th1*, ejerciendo un rol protector en la patología. Si bien el origen 

de estas células aún no se ha dilucidado, una hipótesis indica que derivarían de células Th17 (cuya 

diferenciación requiere RORγt) y que posteriormente se convertirían hacia el fenotipo Th1* bajo 

la influencia de IL-12, TNF-α y/o IL-1β.193 Esto podría explicar el efecto de 7-oxo-DHEA sobre el 

aumento en la producción de IFN- y la disminución en la secreción de IL-17A observada sólo en 

pacientes coinfectados. De todas formas, los LT CD4+ no son los únicos productores de IL-17A 

dentro del grupo de CMSP, ya que también es liberada por LT CD8+ y células NK.207 Por otra 

parte, debe tenerse en cuenta que los pacientes, a pesar de contar con un valor menor de LT 

CD4+, presentan un mayor número de clones específicos para Mtb que pueden ser modulados por 

las hormonas, explicando de esta forma el efecto diferencial observado en DS y HIV-TB. 

Como fue mencionado, el IFN- es la citoquina preeminente en la defensa inmune contra Mtb, 

cuya función principal es la estimulación de los macrófagos para activar los mecanismos de muerte 

micobacteriana, que se ve reforzado por TNF-. Esta última citoquina es crítica para la prevención 

del establecimiento de infección por Mtb y el mantenimiento de la TB en un estado latente. Sus 

mecanismos de acción incluyen la inducción de apoptosis, la maduración de CD y la inducción de 

respuestas de células T específicas de antígeno.208 Por otra parte, aunque está bien establecido que 

la muerte de células infectadas por virus está mediada principalmente por células T CD8+ 

citotóxicas, también los LT CD4+ del tipo Th1 pueden adquirir actividad citolítica mediada por 

TNF- y por liberación de perforina y granzima B.193  

Dada la importancia del TNF- en la inmunidad contra Mtb, se decidió estudiar el efecto de las 

hormonas sobre su secreción (Figura 31 y 32). Mientras DHEA sólo estimuló la producción de 

esta citoquina en DS, 7-oxo-DHEA logró aumentar la liberación de TNF-α en respuesta a la 

estimulación con un antígeno de Mtb en ambas cohortes de estudio. El metabolito oxigenado 
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exhibió diferencias significativas en la modulación de TNF-α con respecto a DHEA. Al estudiar la 

relación de esta citoquina con IL-10, se encontró que 7-oxo-DHEA disminuye los niveles de IL-

10/TNF-α, demostrando nuevamente una modulación hacia un perfil Th1 en lugar de uno 

regulatorio. DHEA ha sido ensayada previamente en el contexto de la TB pulmonar en un modelo 

murino, encontrándose que no ejercía modulación en la producción de TNF-α.209 Por otra parte, 

HE2000 fue evaluada en el mismo modelo y resultó ser significativamente más potente DHEA al 

modular una respuesta efectiva contra una cepa virulenta de Mtb. Este análogo sintético logró 

estimular la secreción tanto de TNF-α e INF-γ (como se demostró en este trabajo para 7-oxo-

DHEA) , lo que resultó en un desenlace más favorable para el control de la micobacteria.200  

En último lugar, se realizaron análisis de correlación entre los resultados de respuesta antígeno-

específica contra Mtb y los parámetros clínicos para DS y HIV-TB. Se encontró que ambas cohortes 

presentan relaciones diferentes entre los parámetros estudiados (Tabla 7). En común entre ambos 

grupos de estudio, se observó que la proliferación celular en respuesta al antígeno correlacionaba 

de manera positiva con la producción de IFN-. La actividad linfoproliferativa en pacientes HIV-

TB se relacionó negativamente con los valores de carga viral.  

En el caso de DS, la producción de IFN- estaba asociada al recuento de LT CD8. 

Alternativamente, al estudiar el grupo de pacientes coinfectados, una mayor secreción de IFN- se 

relacionó con niveles y proporciones más altos de LT CD4+, una mayor relación CD4/CD8 y 

mayores niveles nadir de CD4+. Los estudios inmunológicos indican que en pacientes HIV-TB, la 

supresión inmune se caracteriza por una disminución marcada de células T CD4+ y una menor 

secreción IFN-γ.210 Además, es sabido que menores valores nadir de células T CD4+ se asociaron a 

deficiencias en la respuesta específica contra HIV mediada por células Th y CD8+, en sujetos con 

infección crónica por el virus.176 Por otra parte, en la Figura 21 se demostró que los niveles 
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plasmáticos más altos de 7-oxo-DHEA medidos por HPLC-MS/MS se asocian positivamente 

parámetros clínicos predictores de una resolución exitosa de la enfermedad (recuento absoluto de 

CD4+ y valor nadir de LT CD4+) y con una TB restringida a los pulmones, en lugar de una 

enfermedad diseminada. Estas asociaciones, junto a los resultados encontrados para 7-oxo-DHEA 

(estimulación de la proliferación celular y de la producción de IFN- y TNF-α antígeno-específica), 

sugieren que este compuesto tendría un rol importante en modular una respuesta inmune exitosa 

en el control de Mtb y/o HIV. 

Por otra parte, en pacientes coinfectados tanto la secreción de IL-10, como IFN- e IL-17A 

correlacionaron de forma negativa con la carga viral. Por su parte, una mayor secreción de IL-17A 

se relacionó positivamente también con el recuento y proporción de LT CD4+. Ya ha sido 

reportado que pacientes HIV-TB con menor valor de recuento de LT CD4+ exhiben una menor 

capacidad de producción de citoquinas pro- y anti- inflamatorias.185 Además, la coinfección se 

asoció con una frecuencia reducida de células T CD4+ IFN-γ+ IL-2+ y se correlacionó 

inversamente con la carga viral. Adicionalmente, se encontró un correlato entre una respuesta de 

células T CD4+ agotada y desregulada, con etapas avanzadas de la infección por HIV.45 Al parecer, 

los individuos HIV-TB con un mayor número y proporción de células T CD4+ son capaces de 

liberar mayores niveles de citoquinas en respuesta a un antígeno de Mtb, lo que además se 

relaciona con un estado clínico más favorable, dado que estos parámetros correlacionan con 

menos copias del virus circulante en plasma. En cuanto a IL-10, fue reportado que la relación de 

IL-10/IFN- se correlaciona inversamente con la progresión del HIV.188 En este sentido, es 

importante resaltar que a la concentración a la cual 7-oxo-DHEA tiene un mayor efecto sobre la 

proliferación celular y la producción de IFN- y TNF-, la liberación de IL-10 no se ve modificada. 

A pesar de modular el balance de citoquinas hacia un perfil pro-inflamatorio (mayores niveles de 
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IFN-/IL-10 y menos valor de la relación IL-10/TNF-α), no restringe la acción regulatoria de IL-10, 

lo que podría significar en una respuesta protectora sin implicancias en el daño tisular.  

Por último, en DS los recuentos absolutos de LT CD4+ y CD8+ correlacionaron en forma positiva 

con el recuento de células Tregs. Por el contrario, en HIV-TB se encontraron que los niveles de LT 

CD4+ correlacionaban de manera inversa con la proporción de Tregs y se descubrió una 

asociación negativa entre el valor nadir de CD4+ y el porcentaje de células regulatorias no 

convencionales (uTregs). En un reporte previo, nuestro grupo de trabajo ha descripto que esta 

población se encuentra expandida en pacientes HIV-TB, cuando se los compara con 

monoinfectados HIV+, individuos HIV+ con TBL y DS.59 Posteriormente describimos que las 

uTregs ejercen funciones reguladoras de forma similar a las Tregs, a pesar de tener una expresión 

superficial alterada de marcadores característicos células reguladoras convencionales y diferencias 

en la producción de citoquinas.58 En la TB, las Tregs regulan la inmunopatología, pero también 

son capaces de modular negativamente las respuestas efectoras, necesarias para la erradicación de 

patógenos.33 Se cree que la población de uTregs, que también fue descripta en el contexto de una 

enfermedad inflamatoria autoinmune,211 puede estar involucrada en los mecanismos patogénicos 

desarrollados durante la coinfección HIV-TB. Si bien los niveles de 7-oxo-DHEA no se asocian de 

manera directa con la frecuencia de células regulatorias, mayores niveles de esta hormona 

correlacionaron con el recuento absoluto de LT CD4+ y el valor nadir de LT CD4+ (Figura 21), 

dos parámetros que correlacionan en forma inversa con el porcentaje de Tregs y uTregs, 

respectivamente. 

En conjunto, las observaciones presentadas en este apartado muestran el desbalance producido por 

la coinfección HIV-TB sobre la función y el perfil de LT y su modulación por DHEA y sus 

metabolitos AED, AET y 7-oxo-DHEA. Los hallazgos señalan que 7-oxo-DHEA ejerce un efecto 
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inmunoprotector, al estimular la proliferación celular y la producción de IFN- y TNF- (dos 

citoquinas asociadas a un perfil tipo Th1). Además, este metabolito redujo los niveles de la 

citoquina IL-17A, asociada a la patología, y no modificó la producción de IL-10. Estos resultados 

aportan nuevos datos para delinear estrategias que acompañen al tratamiento de la enfermedad 

tuberculosa, modulando la inmunidad celular. 
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5.3. Sección 3: Estudio del potencial terapéutico de 7-oxo-DHEA en un modelo murino de 

tuberculosis pulmonar. 

5.3.1. Estudio de 7-oxo-DHEA en la inhibición del crecimiento bacteriano. 

Durante muchos años se ha realizado la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos para tratar la TB, 

pero aun Mtb sigue provocando más de un millón de muertes cada año. La rápida generación y 

diseminación de cepas resistentes a los medicamentos es un problema exacerbado por la 

coinfección con el HIV, que exige mayores esfuerzos en la investigación de nuevas clases de 

compuestos antituberculosos.2  

Existen diferentes métodos estandarizados para realizar pruebas de susceptibilidad in vitro de las 

micobacterias. En esta tesis se utilizó una metodología cuantitativa basada en una reacción 

colorimétrica (las células proliferantes reducen un reactivo, dando color), que permitió descubrir el 

efecto bacteriostático de 7-oxo-DHEA (0,5 µg/ml) y HE2000 (0,5, 2 y 16 µg/ml). Asimismo, se 

estudió el efecto bactericida de los esteroides mencionados mediante el recuento de UFC, 

encontrándose una disminución significativa en el número de micobacterias para ambos 

compuestos a 0,5 µg/ml (Figuras 37 y 38).   

Mtb posee una gruesa envoltura celular que contiene una gran variedad de lípidos, lo que la hace 

extremadamente hidrófoba y constituye una barrera protectora para la bacteria. Se cree que la baja 

permeabilidad de la pared celular micobacteriana contribuye a la resistencia farmacológica. 

Además, en esa envoltura se encuentran los factores de virulencia que le permiten infectar a su 

célula diana, evitar la destrucción por el macrófago, proliferar dentro de esta célula y, 

eventualmente, escapar de ella. Los compuestos comúnmente utilizados en el tratamiento anti-

tuberculoso cubren una amplia gama de mecanismos de acción, que incluyen el bloqueo de la 

síntesis de ADN, la maquinaria de traducción y la pared celular y la biosíntesis de lípidos.212  
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En cuanto a la explicación del posible mecanismo de acción de 7-oxo-DHEA, no se han 

encontrado reportes previos en los que se ensaye este compuesto u otro similar en la inhibición del 

crecimiento de Mtb. Incluso, en células eucariotas el mecanismo de acción de DHEA, la hormona 

precursora, aún no ha sido dilucidado.64  Se ha descripto que cepas patógenas de Mtb utilizan 

preferentemente ácidos grasos como fuente de carbono, en lugar de carbohidratos. En particular, 

la micobacteria cuenta con una serie de enzimas que le permiten catabolizar el colesterol. 

Mutaciones involucradas en el metabolismo del colesterol están relacionadas con inhibición del 

crecimiento bacteriano. El mecanismo de toxicidad asociado a este fenómeno se explica por la 

acumulación de un metabolito intermediario llamado colest-4-en-3-ona, que parecería intercalarse 

en la envoltura celular de Mtb, alterando la integridad de la membrana.213 Es posible que 7-oxo-

DHEA actúe a través de un mecanismo similar, pero para confirmarlo es necesario la realización 

de ensayos adicionales, cuyo estudio se encuentra más allá de los objetivos del presenta trabajo de 

tesis.   

5.3.2. Efectos de las hormonas esteroides sobre la funcionalidad de macrófagos. 

Los macrófagos tienen un rol esencial en el control de la infección por Mtb. Paradójicamente, 

también constituyen el nicho de replicación de la micobacteria, dado que la misma posee 

diferentes estrategias de evasión de los mecanismos bactericidas de la célula. Como se mencionó 

en la introducción, según los estímulos presentes en el medio, los macrófagos pueden de 

polarizarse a distintos tipos celulares. Se han descripto dos perfiles principales llamados M1 y M2. 

Mientras que los macrófagos M1 se asocian la producción de citoquinas pro-inflamatorias, un 

aumento en la fagocitosis y a la restricción del crecimiento micobacteriano, las células con 

polarización M2 liberan citoquinas regulatorias (IL-10 y TGF-β) y poseen una menor respuesta 

bactericida. Particularmente, Mtb promueve la diferenciación de macrófagos hacia un perfil anti-
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inflamatorio M2. Es por eso que la manipulación en la actividad y perfil de los macrófagos 

constituye una de las posibles estrategias de tratamiento anti-tuberculoso. 34,133 

Durante este trabajo de tesis, se reportó que el tratamiento del cultivo celular de macrófagos 

humanos con 7-oxo-DHEA a su concentración más efectiva (1x10-5M), sorprendentemente logró 

aumentar el porcentaje de células con actividad fagocítica (Figura 39), estimular el proceso de 

fagocitosis, restringir el crecimiento intramacrofágico de Mtb (Figura 40) y promover la secreción 

de citoquinas asociadas a un perfil M1 (Figuras 41 y 42). En este proyecto, se utilizaron DHEA y 

HE2000 como control. Los efectos encontrados con 7-oxo-DHEA no fueron reproducidos por 

DHEA, pero si fueron comparables al análogo sintético HE2000.  

Previamente, se había reportado el mismo experimento, estudiando los efectos DHEA y cortisol 

sobre la línea celular THP-1.144 Los resultados aquí encontrados para DHEA coindicen con 

aquellos informados anteriormente, lo que da sustento a nuestro sistema de estudio y sus 

hallazgos. En el mismo trabajo, demostraron que si bien DHEA no promovió la diminución de la 

carga bacteriana ni modificó significativamente la producción de citoquinas en el macrófago, pudo 

comprobarse un aumento del proceso de formación de autofagosomas.144 En los macrófagos, la 

autofagia es un mecanismo natural de defensa que opera para eliminar la infección y la invasión 

microbiana. La captura de Mtb dentro de autofagosomas, que posteriormente fusionan con los 

lisosomas, conduce a la eliminación de los bacilos por enzimas hidrolíticas y radicales libres de 

oxígeno y nitrógeno.32  

Si bien no ha sido comprobado de manera directa, es posible que la autofagia uno de los 

mecanismos por el que 7-oxo-DHEA estimule significativamente la eliminación de Mtb. El 

tratamiento del cultivo de macrófagos con 7-oxo-DHEA estimuló la secreción de TNF-α por sobre 

IL-10 y TGF-β y un aumento de la relación IL-1β/TGF-β (Figura 42, B). Se ha demostrado que el 
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TNF-α inhibe el crecimiento de micobacterias a través de mecanismos dependientes e 

independientes del óxido nítrico, y ha sido relacionado con la inducción del proceso de autofagia 

en la infección por Mtb.214 Asimismo, la IL-1β demostró promover la fagocitosis, la maduración del 

autofagosoma y la posterior presentación de antígenos en macrófagos infectados con Mtb.133,215 Por 

el contrario, IL-10 ha sido relacionada la regulación de la autofagia y con el bloqueo de la 

maduración del fagosoma en macrófagos alveolares humanos durante la infección con la 

micobacteria.216,217 Estos datos sugieren que, debido al perfil de citoquinas modulado por 7-oxo-

DHEA, esta hormona podría tener inferencia en el proceso de autofagia. 

Los datos obtenidos en este apartado junto con el estudio de la función y polarización de LT, 

sugieren que 7-oxo-DHEA posee propiedades moduladoras de diferentes células inmunes en 

respuesta a la infección con Mtb. Este compuesto parece promover una respuesta del tipo Th1/M1 

por sobre una regulatoria (inducida por IL-10 y TGF-β), lo que conduciría finalmente al control 

del patógeno.  

5.3.3. Empleo de 7-oxo-DHEA en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar. 

En última instancia, la acción de 7-oxo-DHEA fue testeada en un modelo murino de tuberculosis 

pulmonar progresiva. Las dosis y frecuencia de administración elegidas para el ensayo se basaron 

en estudios previos realizados con DHEA, AED y HE2000 en el mismo modelo.84,200 

Sorprendentemente, esta hormona demostró tener un efecto protector en el contexto de una 

infección avanzada. Solo el tratamiento con 7-oxo-DHEA promovió la sobrevida de los ratones 

infectados con Mtb cepa H37Rv (dosis 15 µg IT, Figura 44), a la vez que logró reducir la carga 

bacteriana en pulmón (15 µg IT y SC y 200 µg IT, Figura 45, A) y su diseminación a bazo (15 µg 

IT y 200 µg IT, Figura 45, B).  
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La inmunidad contra Mtb requiere de un equilibrio de citoquinas del tipo Th1, lo que conduce a 

la activación de las funciones efectoras de macrófagos y linfocitos. En el curso de la TB pulmonar 

en el modelo murino previamente detallado, la fase progresiva de la enfermedad se caracteriza por 

un cambio a un perfil de citoquinas Th2, la pérdida progresiva de expresión de TNF-α y la 

progresión de la enfermedad.96 En este contexto, el tratamiento de los ratones con 7-oxo-DHEA 

resultó en un efecto protector, induciendo una supervivencia prolongada y reduciendo el recuento 

de bacterias en pulmón y bazo. Este efecto también fue observado para DHEA y AED, aunque 

ninguna de esas hormonas consiguió una sobrevida del 100%, por más que la administración de 

los fármacos comenzó desde el momento de la infección. La acción de DHEA y AED se asoció con 

el mantenimiento de una relación más alta de IL-2 sobre IL-4, una mayor expresión de IL-lα y 

TNF-α y un aumento en el número y la persistencia de granulomas.84 Por otra parte, cuando se 

trataron los ratones tuberculosos con HE2000 3 veces por semana a partir del día 60 post-

infección, se observó la inhibición de la proliferación bacteriana, un aumento de la expresión de 

TNF-α, IFN-γ e iNOS, así como una disminución en la expresión de IL-4. Además, cuando este 

compuesto se administró como complemento de la terapia convencional de antibióticos, promovió 

aún más la eliminación de la carga bacteriana en pulmón.200 En este trabajo no se ha estudiado el 

rol de 7-oxo-DHEA en la modulación del perfil de citoquinas o formación del granuloma en el 

contexto de la tuberculosis pulmonar progresiva en ratón, pero si se han comparado sus efectos 

con DHEA y HE2000 en células humanas y murinas. Los resultados descriptos en esta tesis 

señalan que en humanos 7-oxo-DHEA posee un rol inmunoprotector más potente que DHEA, 

alcanzando una misma o mayor modulación que el compuesto sintético HE2000. Por otra parte, 

en un modelo de macrófagos murino, tal como DHEA y HE2000, ha demostrado inhibir de 

manera significativa el crecimiento bacteriano intracelular.  
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En cuanto a otro posible efecto modulado por 7-oxo-DHEA que puede influir en la respuesta anti-

tuberculosa, se suma la respuesta inmune regulada por los GCs, lo que puede conducir a reactivar 

y agravar la TB en el hombre y los animales. La enzima que produce GCs activos mediante la 

conversión de cortisona en cortisol es la 11β-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11β-HSD1). 

Los principales sitios de expresión de 11β-HSD1 son el hígado, los músculos esqueléticos y el 

tejido adiposo, pero también está presente en macrófagos, linfocitos T CD4+ y CD8+, linfocitos B 

y células dendríticas, surgiendo como un nuevo mecanismo para la regulación de la actividad de 

los glucocorticoides.90 El cortisol puede activar el receptor de glucocorticoides (GR), lo que a su vez 

resultará en la transactivación o en la transrepresión de genes controlados por elementos de 

respuesta a glucocorticoides, como los genes de las citoquinas pro-inflamatorias.218 El efecto de los 

GC en el contexto de la coinfección, fue descripto en la Introducción (Sección 1.5.2.). Se ha 

propuesto que un aumento de la expresión de la enzima 11β-HSD1 en células del sistema inmune 

podría inhibir su perfil inflamatorio. En este sentido, se ha reportado que 7-oxo-DHEA es un 

potente inhibidor esta enzima, por lo que se cree que podría contrarrestar el efecto regulador de 

estos compuestos.219,220 La enzima podría estar implicada en la patogenia de la TB, dado que en un 

estudio realizado en pacientes con TB pleural, se demostró que se encuentran mayores niveles de 

11β-HSD1 en los casos de enfermedad severa.221 Se plantea entonces la hipótesis de que este 7-oxo-

DHEA podría potenciar la inmunidad efectiva contra Mtb en el contexto de la coinfección HIV-

TB, contrarrestando o reduciendo el efecto inmunosupresor causado por los GCs. 

Para finalizar, 7-oxo-DHEA podría modular la absorción y utilización de nutrientes por parte de 

Mtb dentro de la célula hospedadora. Desde hace unos años se ha identificado que la micobacteria 

posee genes catabólicos de colesterol, que puede ser captado desde la célula infectada y utilizado 

como fuente de carbono, tal como se mencionó previamente. Adicionalmente, el colesterol 

interviene en la señalización celular y en el tráfico de membranas, lo que colabora con la patogenia 
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y persistencia de Mtb. Por ejemplo, fue reportado que para que se produzca la entrada de Mtb a la 

célula se requiere de la fagocitosis mediada por receptor en los macrófagos.  Tanto la depleción 

como el enriquecimiento del colesterol en la membrana reduce la capacidad fagocítica de los 

macrófagos, lo que sugiere que el colesterol debería presentar una concentración óptima en la 

membrana celular para un proceso fagocítico exitoso. Después de la fagocitosis, el fagosoma 

madura mediante una serie de eventos de fusión con endosomas y lisosomas, que dan como 

resultado la formación de un fagolisosoma bactericida, en el cual el patógeno finalmente se 

destruye. Como se discutió previamente (Sección 1.3.1.2.), Mtb tiene la capacidad de detener la 

maduración del fagosoma y sobrevivir dentro de este compartimento. La persistencia dentro del 

fagosoma depende del uso del colesterol como fuente de energía.213  

En la introducción se ha discutido el rol de los lípidos durante la coinfección HIV-TB (Sección 

1.5.2.) y en esta tesis se ha puesto en evidencia el desbalance hormonal en este contexto. El 

colesterol parece tener un rol de importancia en la infección por ambos patógenos, ya que se 

observa un aumento de sus niveles en personas monoinfectadas con HIV+ o Mtb.163,222 

Recientemente, algunos autores han propuesto que la capacidad de los individuos HIV+ no 

progresores (capaces de controlar la progresión de la enfermedad sin recibir ninguna terapia), está 

relacionada con el bajo nivel de colesterol en sus células presentadoras de antígenos.223 Por otra 

parte, en pacientes tuberculosos, el colesterol es uno de los lípidos más abundantes presentes en las 

lesiones características de la enfermedad (granulomas).224 En cuanto al rol de 7-oxo-DHEA en el 

metabolismo de este compuesto, se comprobó que su aplicación transdérmica en personas sanas 

disminuyó los niveles de colesterol total.93 El mismo efecto había sido previamente reportado 

cuando DHEA fue administrado.225,226 Los datos sugieren que 7-oxo-DHEA, además de tener un 

efecto localizado sobre las células del sistema inmune, podría ejercer una acción sistémica al 
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disminuir los niveles de colesterol. Este efecto podría tener consecuencias beneficiosas en el 

contexto de la coinfección HIV-TB, y ser parte de la estrategia terapéutica en este contexto. 

5.4. Consideraciones finales 

Los tratamientos anti-tuberculosos con múltiples drogas erradican con éxito la infección, pero 

conllevan un gran costo para el sistema de salud, ya que son extensos (seis a nueve meses) y, debido 

a la mala situación socio-económica de la mayoría de los pacientes, necesitan tratamiento de 

sostén. Surge entonces la necesidad de desarrollar una inmunoterapia adicional, que proteja y 

controle la TB, especialmente en las personas HIV+. 

En conjunto, los hallazgos encontrados en esta tesis de doctorado señalan que la hormona 7-oxo-

DHEA ejerce un rol inmunoprotector en la respuesta contra Mtb en el contexto de la infección 

con el HIV. En este trabajo se reportó que existe un desbalance hormonal en los pacientes 

coinfectados, que involucra niveles desregulados de este compuesto. Los niveles más altos de 7-oxo-

DHEA en los pacientes se asociaron a parámetros clínicos predictores de una resolución favorable 

de la enfermedad: mayores niveles de LT CD4+, un aumento del valor nadir de células T CD4+ y 

con una TB restringida a los pulmones, en lugar de una enfermedad diseminada. Esta hormona 

logró promover una respuesta de un perfil tipo Th1 en respuesta a un antígeno de Mtb en CMSP 

de pacientes coinfectados, aumentando la proliferación celular y la secreción de IFN-γ y TNF-α, sin 

modificar la liberación de IL-10 (cuya acción reguladora es necesaria para disminuir la inflamación) 

y disminuyendo los niveles de IL-17A (citoquina asociada a la patología).  

En respuesta a la infección con una cepa virulenta de Mtb, 7-oxo-DHEA logró estimular en los 

macrófagos humanos y murinos la capacidad fagocítica y restringir el crecimiento intracelular de la 

micobacteria. Además, indujo un perfil tipo M1 en los macrófagos humanos, promoviendo el 
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aumento de los niveles de TNF-α e IL-1β por sobre las citoquinas anti-inflamatorias (TGF-β e IL-

10). Finalmente, 7-oxo-DHEA resultó protectora en un modelo murino de TB pulmonar 

progresiva, disminuyendo la carga bacteriana en pulmón y bazo y aumentando la sobrevida. Estos 

descubrimientos pueden sumarse al conocimiento de las propiedades de 7-oxo-DHEA de inhibir la 

producción de GCs y reducir los niveles de colesterol total, para sugerir que este compuesto podría 

tener un efecto beneficioso en el contexto de la coinfección HIV-TB. 

En el futuro, se pretende profundizar el estudio de 7-oxo-DHEA para su posible uso como co-

adyuvante en la terapia anti-tuberculosa o en protocolos de vacunación, especialmente útil en 

aquellos individuos que presenten inmunodeficiencia secundaria a la infección por HIV.  
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