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El factor de necrosis tumoral 
(TNF) es una citoquina que 
juega un papel muy 
importante en la patogénesis 
de la tuberculosis. Como un 
producto de monocitos-
macrófagos y de linfocitos, 
puede ejercer efectos 
benéficos y perjudiciales 
como resultado de la 
infección con M. tuberculosis. 
En este estudio se 
implementaron y 
optimizaron las condiciones 
de un bioensayo con células 
L-929 para cuantificar TNF 
en un grupo de 14 pacientes 
tuberculosos y 15 controles 
sanos. Todos los pacientes 
fueron diagnosticados por 
baciloscopia y las muestras 
obtenidas antes de iniciar el 
tratamiento. En ambos 
grupos se realizó la prueba de 
tuberculina por el método de 
Mantoux, se obtuvieron 
células mononucleares de 
sangre periférica para 
efectuar ensayos de 

linfoproliferación y 
purificación de células 
adherentes. En los 
sobrenadantes obtenidos de 
los cultivos celulares se 
determinaron los niveles de 
TNF. 
Los experimentos dosis-
respuesta al PPD indicaron 
que 10 ug/ml era la dosis 
óptima a usar. Al comparar 
la liberación de TNF por 
células adherentes 
(monocitos) y células 
mononucleares completas 
(monocitos y linfocitos) 
encontramos que ambas 
poblaciones celulares 
producen TNF 
espontáneamente y en 
respuesta al PPD, con mayor 
liberación por parte de los 
monocitos. Con respecto a la 
producción de TNF y la 
respuesta proliferativa al 
PPD, se encontró correlación 
estadísticamente significativa 
entre estas dos variables (p= 
0.001). Nuestros hallazgos 
concuerdan con el modelo de 
respuesta Thl , en el cual se 
libera INF-γ como respuesta 
inicial a la infección por la 
micobacteria, induciendo la 
posterior liberación de TNF 
con el propósito de controlar 
la infección. 

Introducción 

La tuberculosis es una 
infección crónica, pro-
duc ida por las es-
pecies de micobacte-
rias pertenecientes al 

complejo M. tuberculosis (M. 
bovis, M. africanum, M. tuber-
culosis) (1). La mayoría de las 
veces la bacteria ingresa al or-
ganismo por la vía aérea para 
multiplicarse inicialmente en el 
in te r ior de los m a c r ó f a g o s 
alveolares (2). La entidad se ca-
racteriza por gran destrucción 
tisular, que aunque puede afec-
tar cualquier órgano, lesiona 
principalmente los pulmones, 
produciendo granulomas con un 
centro de necrosis (3). Si bien la 
t ransmis ión de la infecc ión 
tuberculosa es función directa 
del número de fuentes de infec-
ción. modificada por las condi-
ciones medioambientales , la 
morbilidad depende del estado 
inmune y de los factores gené-
ticos del infectado (4). Por ello, 
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además de las ac t iv idades 
operativas para el control de la 
enfermedad, la respuesta inmu-
ne en tuberculosis es materia de 
amplio estudio. 
Uno de los mecanismos funda-
mentales en la respuesta del 
huésped contra la micobacteria 
es la inhibición del crecimiento 
bacteriano en el interior de los 
macrófagos tisulares, esto depen-
de a la vez de un proceso de 
retroalimentación mediado por 
citoquinas producidas por ma-
crófagos y linfocitos T en res-
puesta a la estimulación antigé-
nica (5). Una de las citoquinas 
más relevantes en la respuesta 
inmune a la tuberculosis es el 
factor de necrosis tumoral alfa 
(TNFα) y su producción puede 
asociarse con una respuesta pro-
tectora por parte del huésped o 
con la patología de la enferme-
dad. Las acciones protectoras 
comprenden bás icamente la 
muerte de la micobacteria den-
tro de los macrófagos estimula-
dos por T N F α y la inhibición 
del crecimiento bacteriano, el 
cual puede ser estimulado por 
otras citoquinas (6, 7). La pro-
ducción in vivo de TNFα , es la 
responsable de la formación del 
granuloma, limitando la dise-
minación de la bacteria en el 
huésped (8). De otro lado, el 
T N F α se encuentra asociado con 
la patología produciendo necro-
sis tisular (9) y manifestaciones 
clínicas como fiebre, pérdida de 
peso y efusión pleural (10). 
La identificación del papel que 
cumplen las citoquinas en pro-
cesos biológicos y entidades clí-
nicas ha sido facilitado por el 
desarrollo de bioensayos con 
clonos de líneas celulares sensi-
bles a los efectos de las cito-
quinas, que permiten demostrar 
cada actividad (11). La activi-

dad del TNF se cuantifica em-
pleando líneas celulares conti-
nuas, sensibles a la acción del 
TNF, tales como las células L-
929 y células WEHI (11). 
El objetivo de este trabajo fue 
determinar los niveles del TNF 
liberados in vitro por células 
m o n o n u c l e a r e s pe r i f é r i c a s 
(CMNP) de pacientes con tuber-
culosis activa y compararlos con 
los niveles producidos por las 
células de los individuos sanos. 
Pretendemos determinar además 
la contribución de los monocitos 
y de las CMNP en la liberación 
del TNF. 
La relación entre la respuesta 
celular al PPD y la producción 
de TNF también fue examinada. 

Material y m é t o d o s 
Sujetos estudiados. El estudio 
incluyó 15 adultos sanos como 
controles, apareados por edad y 
sexo con los pacientes, volunta-
rios de la Facultad de Medicina 
de la Universidad del Valle y per-
sonal de la Fundación Cideim. 
Se estudiaron 14 pacientes adul-
tos (de 15 a 60 años) provenientes 
de los centros de salud y del Hos-
pital Mario Correa de la ciudad 
de Cali, con diagnóstico de tu-
berculosis pulmonar comproba-
da bacter iológicamente . Las 
muestras de esputo fueron exa-
minadas microscópicamente me-
diante tinción de Ziehl Neelsen 
en el laboratorio de bacteriología 
del Departamento de Micro-
biología de la Universidad del 
Valle. La muestra de sangre para 
el estudio fue obtenida antes del 
inicio del tratamiento antitu-
berculoso. Se emplearon mues-
tras de sangre obtenidas de pa-
cientes en las cuales la prueba de 
Elisa y para HIV fue negativa. 
Tanto los controles como los pa-
cientes recibieron información 

previa sobre los procedimientos 
médicos por realizar y firmaron 
voluntariamente un formato de 
consentimiento antes de la toma 
de las muestras, conforme a los 
reglamentos nacionales e inter-
nacionales sobre protección de 
sujetos participantes en investi-
gaciones biomédicas. 

Prueba de tuberculina. A cada 
uno de los individuos se le reali-
zó la prueba de tuberculina por 
el método de Mantoux, el cual 
consiste en inyectar 0.1 ml de 
5TU PPD RT-23 (Statens Seru-
minstitut, Copenhagen, Den-
mark) en la cara anterior del an-
tebrazo izquierdo. Las reac-
ciones fueron leídas a las 72 ho-
ras, midiendo la induración en 
milímetros. El resultado anota-
do fue el promedio de los dos 
diámetros medidos. Se conside-
ró positiva una reacción cuando 
el diámetro fue igual o mayor de 
10 mm. 

Obtención de células mononu-
cleares. A cada uno de los suje-
tos experimentales se le tomó 
una muestra de 20 a 30 m l de 
sangre venosa, en tubo heparini-
zado. Los mononucleares se se-
pararon por centrifugación so-
bre F i co l l -Hypaque (S igma 
Chemical Co., St Louis, Mo). 
La capa de mononucleares obte-
nida se lavó dos veces y se 
resuspendieron en RPMI-1640 
(Gibco BRL, Grand Island, NY) 
suplementando con 0.25 mM 
hepes (Sigma), 0.24 mM bicar-
bonato de sodio (Sigma), 200 
mM L-glutamina (Gibco BRL, 
Grand Island, NY), penicilina 
100 U/ml - estreptomicina 100 
ug/ml (Gibco BRL) y 10% de 
un pool de suero humano con-
sistente en una mezcla en partes 
iguales de sueros obtenidos de 
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adultos del sexo mascul ino, 
tuberculino negativos, inactiva-
do a 56°C durante 30 minutos. 
Se contaron las células vivas 
empleando eosina Y al 0.1% y 
se ajustó la concentración de las 
mismas a 1 x 106 células/ml. Para 
evitar la estimulación inespecí-
f ica por contaminac ión con 
lipopolisacárico (LPS), se empleó 
material estéril, desechable y 
med ios reac t ivos l ibres de 
pirógeno y polimixina B(Sigma) 
a una concentración de 25 ug/ml. 

Linfoproliferación. Las células 
mononucleares periféricas se 
cul t ivaron por tr ipl icado en 
microplacas de 96 pozos (Fal-
con, Becton Dickinson Labware) 
a una concentración de 1 x 105 

células/pozo y se estimularon 
con 10 ug/ml de PPD (Batch 
RT47, Statens Seruminstitut, 
Copenhagen, Denmark) durante 
siete días a 37°C en atmósfera 
húmeda con 5% de C O 2 .  Ocho 
horas antes de la cosecha fueron 
pulsadas con lµCi/pozo de 3H-
timidina (Amersham, UK). Se 
cosecharon en papel de fibra de 
vidrio (Whatman, Maidstone, 
England) y la incorporación de 
timidina fue medida empleando 
un con t ado r de cen te l l eo 
(Beckman LS 7000). Al prome-
dio en cuentas por minuto (cpm) 
se les restó las cpm del control 
(células sin estímulo) para obte-
ner el cpm neto. Se considera-
ron como respuestas prolifera-
tivas positivas las de los culti-
vos estimulados que presenta-
ron un cpm neto mayor que el 
promedio de los cpm en los cul-
tivos no estimulados y como res-
puestas negativas, las de los cul-
tivos estimulados que presenta-
ron un cpm neto menor que el 
promedio de los cpm de los cul-
tivos no estimulados. 

Purificación de células adhe-
rentes. Una vez obtenidos los 
mononucleares como se descri-
bió anteriormente, se ajustó la 
concentración de células a 1 x 
106 células/ml en RPMI-1640 su-
plementario con 10% de pool de 
suero humano. Se depositó 1 ml 
de la suspensión celular en 
microplacas de 24 pozos (Falcon. 
Becton Dickinson Labware) que 
contenían laminillas en cada uno 
de los pozos y se incubó a 37°C, 
5% CO2. Dos horas más tarde se 
eliminaron las células no adhe-
rentes, se incubó durante 18 y 72 
horas al término de las cuales se 
recolectó el sobrenadante, se ex-
trajo la laminilla y se coloreó con 
tinción de estearasas inespecíficas 
(Sigma) para determinar el por-
centaje de pureza de los mono-
citos obtenidos. Los monocitos 
purificados y los mononucleares 
se cultivaron en paralelo, bajo las 
mismas condiciones, en micro-
placas de 96 pozos a una concen-
tración de 1 x 105 células/pozo. 
Los cultivos se realizaron por tri-
plicado y se estimularon con PPD. 
Las células fueron incubadas a 
37°C, 5% C O 2 .  Se recolectó en 
un vial el contenido de los tres 
pozos que constituían cada cul-
tivo; mediante centrifugación a 
200 g durante tres minutos se 
obtuvo el sobrenadante y se con-
servó a -70°C hasta su uso. 

Bioensayo para TNF con la lí-
nea celular L-929. Las células 
L-929 (ATCC CCL1; American 
Type Culture Collection, Rock-
ville, MD) son una línea tumoral 
de fibroblastos murinos sensible 
a la acción citotóxica del TNF. 
Se emplearon las células L-929 
tratadas con actinomicina D 
(Sigma) para incrementar la sen-
sibilidad a la acción del TNF 
(12). Brevemente, las células L-

929 se cultivaron en microplacas 
de 96 pozos a una concentración 
de 6 x 104 células por pozo en 
100 ul de medio DMEM suple-
mentado con 10% de suero fetal 
bovino inactivado. Se incubaron 
durante 12 horas a 37°C con 5% 
de CO 2 ,  se reemplazó el medio y 
se agregaron 50 Ul de actino-
micina D a una concentración 
de 4 ug/ml y 50 Ul de las mues-
tras a probar por triplicado o una 
dilución de TNF-α recombinante 
(r-TNF-α). Después de 24 horas 
de incubación, las células se fi-
jaron con metanol y se tiñeron 
con cristal violeta al 1% (Sigma), 
se lavó la placa con agua co-
rriente y se adicionaron 50 ul de 
SDS al 10% con el f in de 
solubilizar el colorante. Las di-
ferencias de color se cuantifi-
caron en un lector de Elisa a 
570nm (Dynatech MR 500). La 
viabilidad celular es inversamen-
te proporcional a la concentra-
ción de TNF y a la densidad 
óptica (DO). 

Dosis-respuesta al PPD. Se es-
tudiaron mononucleares de cua-
tro individuos sanos tuberculino 
positivos, cultivadas durante 18 
horas en microplacas de 96 po-
zos y se evaluó la liberación de 
TNF en respuesta a la estimula-
ción con PPD en las siguientes 
concentraciones: 0.1,10,100 mg/ 
ml. Como control se empleó me-
dio de cultivo solo. De esta for-
ma se determinó la dosis de PPD 
por emplear en los ensayos. 

Métodos de análisis estadístico. 
Se aplicó la prueba de Kolmoro-
gov-Smirnov, para observar la 
distribución de los datos y utili-
zar pruebas paramétricas cuando 
la distribución era normal y prue-
bas no paramétricas, si no cum-
plía con los criterios de normali-
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dad. Para determinar la variabili-
dad se obtuvieron los datos de 
media aritmética, desviación 
estándar y coeficientes de varia-
ción. En los experimentos dosis-
respuesta, se realizaron análisis 
de regresión lineal entre las va-
riables densidad óptica y concen-
tración de TNF. Se compararon 
los resultados de los cultivos no 
estimulados (control) con los re-
sultados de los estimulados, me-
diante pruebas T, con un nivel de 
significancia de 5%. Se identifi-
caron las diferencias entre las 
pruebas de tuberculina y la res-
puesta linfoproliferativa (RLP) 
aplicando la prueba de McNemar 
que fue corregida con la prueba 
de Fisher debido a que algunas 
de las frecuencias fueron meno-
res de cinco. 
Se evaluaron las diferencias en-
tre los casos y controles mediante 
pruebas no paramétricas Mann-
Whitney con un nivel de signifi-
cancia de 5%. Se realizaron aná-
lisis de correlación para deter-
minar la relación entre los datos 
de la linfoproliferación informa-
dos en cpm neto y los datos de 
liberación de TNF informados 
en densidad óptica neta. 

Resultados 
Curva patrón con  TNF-α 
recombinante  humano 
En cada experimento se realizó 
una curva patrón con TNF-α , la 
cual se inició con una concetra-
ción de 3000 pg/ml de TNF-α y 
se cont inuó con di luciones 
seriadas 1:2 hasta llegar a una con-
centración de 0.39 pg/ml. Como 
control negativo se utilizaron cé-
lulas con medio completo. 
La Figura 1 ilustra la curva pa-
trón en la cual puede apreciarse 
el alto nivel de correlación esta-
dística entre DO y la concentra-
ción de TNF recombinante. La 

'. 

estos resultados que 10 ug/ml de 
PPD era la dosis óptima para usar 
en posteriores experimentos. 

Variación intra e inter-
experimento 
La Tabla 1 ilustra la variabili-
dad inter e intra ensayo observa-
da con el bioensayo. Para la va-
riabilidad intra experimento, el 
punto de menor variabilidad co-
rrespondió a la concentración de 
125 pg/ml de T N F α en donde se 
observó un coeficiente de varia-
ción de 10%. La zona de mayor 
variabilidad se presentó en las 
concentraciones de 250 a 1000 
pg/ml con un coeficiente de va-
riación en el rango de 13 a 22%. 
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Tabla 1. Variación entre e intraexperimento dado por las células L-929 

Por lo que respecta a la varia-
ción entre experimentos, el co-
eficiente de variación se encuen-
tra en el rango entre 29 y 50% 
tanto en altas como en bajas con-
centraciones. 

Comparación  entre  células 
adherentes  (monocitos) y célu-
las mononucleares  (monocitos  y 
linfocitos o CMNP) 
La Figura 3 muestra que existe 
una diferencia significante en la 
liberación espontánea de TNF en-
tre los monocitos purificados y las 
CMMNP, tanto a las 18 horas 
(p<0.025) como a las 72 horas 
(p<0.002). En esta figura, los da-
tos están representados como 1 -
DO, es decir, un valor alto de den-
sidad óptica (DO) indica un nivel 
alto de TNF-α . Cuando los culti-
vos fueron estimulados con PPD, 
no se observó diferencia con 
significancia estadística. 
Estos resultados indican que las 
dos poblaciones celulares produ-
cen TNF espontáneamente y en 
respuesta a PPD. observándose 
mayor liberación de TNF por par-
te de los monocitos, sin encon-
trar diferencia cuantitativa en los 
monocitos evaluados tanto a las 
18 como a las 72 horas. 

Producción de TNF y respuesta 
proliferativa  al  PPD 
Una serie de pacientes con 
diagnóstico confirmado de tuber-
culosis pumonar (n=14) y donan-
tes sanos con respuesta cutánea 
positiva al PPD (n=17), se clasifi-
caron de acuerdo con su respues-
ta linfoproliferativa al mismo. 
Como se observa en la Tabla 2, 
las células de cinco de los 14 
pacientes estudiados no prolife-
raron cuando se cultivaron in 
vitro con PPD, sugiriendo aner-
gia. Las células de los pacientes 
que fueron PPD reactivos in vitro 
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(n=9) produjeron más TNF es-
pontáneamente (0.851 +0.036) 
que las células de los pacientes 
sin respuesta proliferativa al PPD 
(0.723±0.035). Esta diferencia 
no fue observada entre los dos 
grupos mencionados luego de la 
estimulación con PPD. Entre los 
pacientes hubo una correlación 
estadísticamente significativa 
entre el g rado de l in fo -
proliferación y producción de 
TNF (p = 0.001). Entre los suje-
tos control sano, también se ob-
servó mayor producción de TNF 
en los sobrenadantes de cultivos 
que presentaron proliferación en 
respuesta al PPD. Sin embargo, 
cuando se agruparon los datos 
de los sujetos sanos, no hubo 
correlación significante entre 
linfoproliferación y producción 
de TNF (p= 0.22). 
La Tabla 3 muestra la relación 
entre la prueba cutánea al PPD y 
la respuesta proliferativa al mis-
mo en el grupo de pacientes tu-
berculosos y en el de controles. 
En ambos grupos se observó 
concordancia entre la respuesta 
cutánea positiva y la prolifera-
ción, encontrándose disociación 
en algunos de los individuos que 
fueron negativos a la prueba cu-
tánea y respondieron en la proli-
feración, lo cual se observó prin-
cipalmente en el grupo de los 
controles. La relación entre es-
tas dos medidas de la respuesta 
inmune al PPD no llegó al nivel 
de significancia estadística en los 
pacientes ni en los controles. 

Figura 3. Liberación de TNF por células adherentes (mono-citos, MO, pureza > 90%) y CMNP (linfocitos y 
monocitos) obtenidos de siete individuos sanos sensibilizados, cultiva-dos durante 
18-72 horas. Las células se cultivaron con (EST) o sin (CTRL) el estímulo de 
10 µg/ml de PPD. Los resultados están graficados 

como 1 - DO ± el error estándar. 

Tabla 2. Liberación de TNF por CMNP obtenidas de pacientes tuberculosos 
e individuos sanos clasificados según respuesta linfoproliferativa al PPD. 

Discusión 
En el presente estudio se eviden-
ció la liberación in vitro de TNFα 
a partir de cultivos de células 
mononucleares de pacientes 
tuberculosos e individuos sanos 
en respuesta a antígenos especí-
ficos de la micobacteria. Actual-
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Tabla 3. Relación entre la prueba cutánea y la respuesta 
linfoproliferativa al PPD en grupos de pacientes 

tuberculosos y controles sanos. 

mente existen diferentes estrate-
gias metodológicas como el 
inmunoensayo y la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) 
para cuantificar la producción de 
T N F y otras c i toquinas . El 
bioensayo es una técnica sensi-
ble y relevante a nivel biológico 
ya que determina sólo la proteína 
activa. No obstante, hay dificul-
tades en especificidad debido a 
la no distinción entre TNFα y 
TNFβ (12-15). Igualmente, la alta 
variabilidad intra e inter experi-
mento que otros autores y noso-
tros observamos. (14), son li-
mitantes de esta metodología. A 
pesar de lo anterior, nuestros re-
sultados son concordantes con 
lo informado en la literatura. 
Estas metodologías alternas se 
caracterizan por ser más especí-
ficas y menos variables que los 
bioensayos. A pesar de que es-
tas dos técnicas no determinan 
citoquinas biológicamente acti-
vas, tienen una gran ventaja de-
bido a que son menos sensibles 
a los efectos inhibitorios de tam-
pones u otras sustancias presen-
tes en muestras biológicas (16). 
Los ensayos de dosis respuesta 
(Figura 2) mostraron que las cé-
lulas mononucleares periféricas 
respondieron de una manera de-
pendiente de la dosis de PPD 
empleado. Esto permite atribuir 
el incremento en la producción 
de TNF al estímulo antigénico 
por PPD, discriminando así en-
tre la producción espontánea y 
la inducida por el antígeno. 
Es bien conocido que el T N F α 
es liberado por las células de la 
línea de monocitos o macrófagos 
en respuesta al LPS (17) y a una 
gran variedad de agentes infec-
ciosos como bacterias Gram ne-
gativas (18, 19), Gram positivas 
(20), virus (21), parásitos (22, 
23) y hongos (24). En este estu-

dio hemos encontrado que los 
monocitos y células mononu-
cleares per ifér icas producen 
TNF en respuesta al estímulo con 
PPD, pero también se encuentra 
liberación de TNF en células no 
estimuladas. Lo anterior indica 
que las dos líneas celulares (mo-
nocitos - macrófagos y linfoci-
tos) liberan TNF tanto en forma 
espontánea como estimulada, 
encontrándose mayor liberación 
de TNF por parte de los mo-
nocitos, sin encontrar diferencia 
cuantitativa en la cinética de li-
beración de TNF para estas dos 
poblaciones celulares. Estos re-
sultados demuestran que las cé-
lulas de los pacientes con tuber-
culosis podrían ser activadas in 
vivo por antígenos micobacte-
rianos. 
Es de anotar que tanto a las 18 
como a las 72 horas, los mono-
citos liberaron más TNF que las 
células mononucleares comple-
tas. Sin embargo, hay mayor di-
ferencia entre los niveles de TNF 
liberados por los mononucleares 
completos sin estímulo y los es-
timulados con PPD. Esto indica 
que la respuesta de las células 
mononucleares completas a PPD 
es más específica que la de los 
monocitos y que la liberación de 
TNF está relacionada con la 
interacción específica entre el 
antígeno (PPD) y el receptor 
CD3 asociado a las células T 
(25). Además, encontramos que 
los monocitos obtenidos de los 
pacientes tuberculosos, liberan 
más TNF que los de los contro-
les, tanto en forma espontánea 
como estimulada, lo cual con-
cuerda con lo informado por 
Takashima y cols. (26), quienes 
fueron los primeros en demos-
trar diferencias en la liberación 
de TNF por parte de monocitos 
de pac i en te s t ube rcu losos , 
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correlacionados con el estado de 
la enfermedad. Estos investiga-
dores encontraron niveles ele-
vados de T N F en pacientes 
tuberculino positivos con tuber-
culosis activa recién diagnosti-
cada y bajos niveles en los pa-
cientes tuberculino positivos con 
tuberculosis refractaria crónica. 
Estos resultados se complemen-
tan con los de Ogawa y cols (27), 
qu ienes mos t r a ron que los 
monocitos provenientes de san-
gre pe r i f é r i ca de pac ien tes 
tuberculosos producen más TNF 
que los controles. 
Como se mencionó anteriormen-
te, se observó una disociación 
entre la respuesta cutánea nega-
tiva y la linfoproliferación, prin-
cipalmente en algunos indivi-
duos del grupo control (Tabla 
3). Es posible que estos indivi-
duos, que residen en un país "en-
démico" para tuberculosis, ha-
yan tenido sensibilización pre-
via por infección natural con M. 
tuberculosis o por contacto con 
micobacterias atípicas, o hayan 
sido vacunados con BCG (como 
la mayoría de nuestros pacientes 
y controles). La respuesta in vitro 
sustenta la sensibilización pre-
via y la reacción de hiper-
sensibilidad tardía, por ser el re-
sultado sumatorio de la respues-
ta celular que puede ser alterada 
y traducirse en una respuesta ne-
gativa, no siempre se correlacio-
na con el estado de sensibiliza-
ción del huésped. 
Otros investigadores han obser-
vado que en pacientes tuberculo-
sos hay una respuesta disminui-
da a antígenos (28, 29). No obs-
tante, llama la atención que las 
células de cinco de los pacientes 
del presente estudio, no prolife-
raron en respuesta al estímulo 
con PPD, pero sí lo hicieron con 
PHA. Los posibles mecanismos 

para la supresión incluyen: a) la 
presencia de monocitos supre-
sores en tuberculosis (30). b) La 
presencia de células T supresoras 
que expresan el receptor de cé-
lulas T CD3. las cuales liberan 
proteínas al medio de cultivo 
(como receptor soluble) que al 
unirse a otros antígenos como el 
PPD. inhiben la activación y pro-
liferación de otras células T (31). 
c) Es posible que diferentes 
citoquinas como la IL-2 y la IL-1, 
así como produc tos mico-
bacterianos sean elementos cla-
ve en este fenómeno de supre-
sión (32). 
El papel de las citoquinas en el 
control del crecimiento intrace-
lular de la micobacteria es com-
plejo y el perfil de las citoquinas 
liberadas in vitro son un indicati-
vo de la función de los linfocitos 
T in vivo. Las células TCD4+ 

murinas se han dividido en dos 
subpoblaciones (Thl y Th2) con 
base en el perfil de citoquinas 
liberadas por las mismas luego 
de la estimulación antigénica 
(33). Las células Thl secretan IL-
2 e interferón-γ (IFNα) mientras 
los linfocitos Th2 producen IL-4, 
IL-5 e IL-10 (34). 
Se ha encontrado en modelos 
murinos de tuberculosis, que hay 
una respuesta protectora inicial 
del tipo Th 1 seguida por una res-
puesta Th2, limitando la respues-
ta inflamatoria y disminuyendo 
el daño tisular en el sitio de la 
infección (35). En pacientes 
tuberculosos se ha determinado 
que la respuesta tipo Th2 es la 
predominante y juega un papel 
importante en la defectuosa re-
sistencia del huésped a la infec-
ción (36, 37). 
Con base en este modelo, los 
hallazgos de este estudio con-
cuerdan con el hecho de que la 
respuesta inicial frente a la mico-

bacteria es del tipo Thl , en la 
cual el IFN- γ estimula la libera-
ción de T N F α que actúa como 
un factor adicional activador de 
macrófagos. Posteriormente se 
presenta un desplazamiento en 
la respuesta hacia el tipo Th2. 
encontrándose un patrón mixto 
de respuesta Thl + Th2 o ThO, 
el cual es el responsable del daño 
tisular inducido por T N F α (38). 

Summary 
Tumor Necrosis Factor (TNF) is 
a cytokine that plays a very 
important role in the pathogenesis 
of tuberculosis. As a product of 
monocytes-macrophages and 
lymphocytes it can exert both 
benefical and detrimental effects 
on the outcome of infection with 
M. tuberculosis. In this study the 
bioassay using the L-929 fibro-
blast cell line was implemented 
to quantify the TNF levels in 14 
patients and 15 healthy controls. 
All patients were diagnosed by 
microscopic identification of acid 
fast bacilli and the samples were 
obtained before treatment. The 
Tuberculin Test was applied to 
patients and controls, using the 
Mantoux procedure. Peripheral 
blood mononuclear cells were 
obtained for lymphoproliferation 
assays and the separation of 
adherent cells. The TNF levels 
were measurred in culture supe-
rnatants of mononuclear cells 
and purified monocytes. The 
d o s e - r e s p o n s e e x p e r i m e n t s 
showed 10 ug/ml of PPD to be 
the opt imal dose for proli-
feration and TNF induction. 
Comparing the TNF release by 
adherent cells (monocytes) and 
complete mononuclear cells 
(monocytes and lymphocytes) we 
found that both cell populations 
produce TNF spontaneously as 
well as in response to PPD and 
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that higher levels are released 
by monocytes. A statistically 
significant correlation between 
proliferation and TNF produc-
tion was observed (p=0.001). 
Our findings concur with the Th 1 
model in which IFN-γ is released 
during the response to infection 
inducing the subsequent release 
of TNF to control it. 
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