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Resumen

El papel de las células TCD4+ en la inmunidad contra la tuberculosis ha sido ampliamente es-
tudiado. Sin embargo, la función de las células TCD8+ en la co-infección VIH-1 y M. tuberculosis

(VIH/Mtb) no está bien comprendida. Para determinar la funcionalidad de estas células TCD8+
de pacientes VIH+ con TB (tuberculosis) pulmonar activa se usaron diferentes parámetros inmu-
nológicos. Los resultados indican que ambos grupos de pacientes VIH+ (con o sin TB activa) con la
misma carga viral y cantidad de linfocitos TCD4+ en sangre, presentaron diferentes alteraciones
en la frecuencia ex vivo para las moléculas CD95 y CD127 en células TCD8+ totales, vírgenes y me-
moria positivas, mientras que para la molécula HLA-DR, las diferencias fueron observadas en la
población celular total. Además, las células TCD8+ de los pacientes con TB activa cultivadas por 72
h en presencia de PPD, presentaron baja proliferación y alta frecuencia de apoptosis inducida, así
como baja producción de IFN-� IL-10 y TNF-� en comparación a los Controles sanos. Estos datos
sustentan la hipótesis que las células T CD8+ pierden su funcionalidad contra el Mtb durante la in-
fección con VIH-1, lo cual puede ser responsable de la activación de la TB en los pacientes co-infec-
tados.
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Abstract

The role of CD4+ T-cells in immunity against tuberculosis has been extensively studied. How-
ever, the function of CD8+ T-cells in co-infections of HIV-1 and M. tuberculosis (VIH/Mtb) is not
well understood. To evaluate the functionality of CD8+ T-cells from HIV+ patients having active
TB, several immunological parameters were assayed. Results indicate that both HIV+ groups
(with and without active TB), having the same viral load and peripheral blood CD4+ T and amount
of lymphocytes in the blood, displayed different alterations in the ex vivo frequency for CD95 and
CD127 markers in CD8+ T-cells, naive and memory positive cells, while for the HLA-DR marker,
differences were observed in the total cell population. Moreover, CD8+ T- cells from TB-active pa-
tients, cultured for 72 h in the presence of PPD, showed a low proliferation rate and a high fre-
quency of induced apoptosis as well as lower production of IFN-� IL-10 and TNF-� cytokines com-
pared to healthy control cells. These results support the hypothesis that CD8+ T-cells lose their
functionality against Mtb during an HIV-1 infection, which could be responsible for the activation
of TB in VIH/Mtb co-infected patients.
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Introducción

La progresiva pérdida de linfocitos
TCD4+ y la susceptibilidad a infecciones
oportunistas tales como TB son característi-
cas propias de la infección por VIH-1. Des-
pués de la seroconversión a VIH-1, el riesgo
de una TB activa aumenta significativamen-
te en personas que son crónicamente infec-
tadas con Mycobacterium tuberculosis

(Mtb) sin sintomatología (1-2). Sin embar-
go, la infección activa (3), pero no la infec-
ción latente de TB (4), está asociada con el
desarrollo de la fase SIDA. Además, al con-
trario de la mayoría de las otras infecciones
oportunistas, el riesgo de desarrollar la TB
está sustancialmente aumentado antes que
ocurre una pérdida significativa de las
células TCD4+ en sangre (5-6). En ausencia
de la infección VIH o de otras inmunodefi-
ciencias, la mayoría de los contactos cerca-
nos de personas con TB activa que se infec-
tan con Mtb y estimula una respuesta inmu-
ne adaptativa contra este patógeno, no se
enferman, y sólo el 10% de los individuos ex-
puestos al Mtb desarrollan la enfermedad
(7). De este modo, el dramático incremento

de la TB activa asociada con la infección VIH
sugiere que la inmunidad específica contra
Mtb sea particularmente vulnerable al daño
del sistema inmune asociado al VIH. Esto
último ha sido confirmado en un reciente es-
tudio longitudinal donde se demostró, que
en la fase aguda de la infección viral ocurre
una rápida eliminación de la respuesta in-
mune contra Mtb en personas que permane-
cían libre de síntomas de la TB (8).

Mtb es un patógeno intracelular faculta-
tivo que sobrevive y crece primariamente
dentro de los macrófagos y células dendríti-
cas en el hospedador (9). En ratones y huma-
nos, la respuesta inmune tiene dificultad
para eliminar la infección por Mtb, resultan-
do en el establecimiento de una infección la-
tente en humanos y un estado crónico de la
enfermedad en ratones. Los mecanismos de
esta inmunidad específica no están comple-
tamente comprendidos, pero se conoce que el
control de la infección depende de la respues-
ta de los linfocitos T, en especial, las células T
CD4+ (10-11). Estas células son cruciales
para la respuesta inmune en la fase aguda de
la infección por Mtb en el modelo murino

(12), secretan IFN-� y TNF-� las cuales acti-
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van a los macrófagos infectados y contribu-
yen a contener el bacilo intraendosomal (5,
13-14) y a la formación de los granulomas
bactericidas (15). Aunque las células TCD8+
han sido implicadas en el control de la TB en
humanos (16-17), los mecanismos no están
completamente claros y existen pocos datos
que muestren qué papel están jugando estas
células para contener la infección latente en
pacientes VIH+. En este trabajo se propuso
investigar el papel de estas células en la fase
tardía de la infección por VIH, y cómo es
afectada su funcionalidad durante la enfer-
medad por Mtb. Un mejor entendimiento de
tal respuesta pudiera ayudar a elucidar los
mecanismos inmunopatológicos de la co-in-
fección VIH/ Mtb.

Materiales y métodos

Pacientes y diseño del estudio

Este trabajo es un estudio transversal de
diferentes grupos de individuos, cuyo núme-
ro total fueron 30 personas, de los cuales, 14
seropositivos para VIH-1 pertenecientes al
Servicio de Infectología del Hospital Vargas
(Caracas, Venezuela), clasificados en dos (2)
grupos: pacientes VIH+ con TB pulmonar ac-
tiva (grupo VIH+/TB+) con valores de células
TCD4+ < 250/mL (n= 7); pacientes VIH+ sin
TB activa (VIH+/TB-) con valores de células
TCD4+ < 250/mL (n= 7). Un tercer grupo de
adultos con un cuadro clínico de TB pulmo-
nar activa pero seronegativos para el virus
(TB; n= 5). El grupo Control fue el cuarto gru-
po conformado por individuos seronegativos
a VIH y sin enfermedad de TB activada (n =
11). El estudio fue aprobado por la Comisión
de Bioética local y todos los pacientes dieron
su consentimiento informado por escrito. El
diagnóstico de TB pulmonar fue basado so-
bre radiografía de tórax y baciloscopia de es-
puto, y la confirmación fue por un cultivo po-

sitivo de Mtb. Ningún paciente recibió trata-
miento anti-tuberculosis o terapia con corti-
costeroides en los 5 meses previos al estudio.
Además, ninguno recibió previamente trata-
miento antirretroviral. Mientras que el grupo
de pacientes VIH+ sin diagnóstico de TB, fue
indicado por examen físico, ausencia de cual-
quier síntoma sugestivo de TB y no tenían
signos radiológicos de enfermedad pulmo-
nar. Los adultos sanos, seronegativos para
VIH ni con TB activa fueron invitados para
participar después de asistir a asesoramiento
y pruebas voluntarias para la detección de la
infección por VIH, quienes resultaron negati-
vo para esta infección.

Medición de la carga viral

Los niveles de ARN para VIH-1 fueron
medidos en el Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel” con un kit comercial de PCR
cuantitativo de la transcriptasa reversa (Am-
plicor HIV Monitor Test; Roche Molecular
Systems, Branchburg, NJ, USA) con un lími-
te promedio de detección de 2-3 log10 co-
pias/mL.

Inmunofenotipaje

El número de células T circulantes y sus
subpoblaciones fue determinado en muestra
de sangre total mediante marcaje por fluo-
rescencia, seguido por análisis por citometría
de flujo, usando perlas fluorescentes como
estándar interno (BD, USA) y anticuerpos
monoclonales comerciales (AcMcs de BD,
USA). Los siguientes AcMcs fueron usados:
anti-CD3-PerCP, anti-CD4-APC, anti-CD8-
APC, anti-CD45RA-FITC, anti-CD45RO-PE.
Brevemente, 100 µL de muestra sanguínea
fue incubada con AcMcs conjugados por 30
min en hielo, en la oscuridad y lavadas. Los
glóbulos rojos fueron lisados con una solu-
ción de lisis FACS (BD, USA) y las muestras
fueron inmediatamente adquiridas en un ci-
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tómetro de flujo FACSCalibur (BD). Los
eventos fueron seleccionados en la región de
linfocitos vivos basados en los parámetros de
forward y scatter y fueron analizados en el
software Cell Quest (BD).

Análisis de la expresión ex vivo

de FAS (CD95), HLA-DR e IL-7R�

(CD127)

Para medir la frecuencia de linfocitos T
CD8+ totales, vírgenes y memoria marcados

positivamente para FAS (CD95) e IL-7R�

(CD127), y positivos para HLA-DR en la po-
blación total, se usó marcaje directo de inmu-
nofluorescencia con AcMcs tanto con FITC o
PE, respectivamente. Brevemente, 100 µL de
sangre total fue marcada con anti-CD3-
PerCP, anti-CD8-APC, anti-CD95-FITC, an-
ti-HLA-DR-PE y anti-CD127-PE (BD) por 15
min en hielo en la oscuridad. Posteriormen-
te, las muestras fueron lavadas y los glóbulos
rojos fueron lisados usando con una solución
de lisis FACS (BD, USA) y las muestras fue-
ron inmediatamente adquiridas en un citó-
metro de flujo FACSCalibur (BD). Irrelevan-
tes isotipos de anticuerpos de ratón fueron
usados como controles negativos para deter-
minar el fondo de fluorescencia. La expresión
del antígeno fue cuantificada por citometría
de flujo como porcentaje de células positivas
en una población celular.

Ensayos de linfoproliferación (LPR)

in vitro

Las células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) fueron aisladas de mues-
tras de sangre tratada con EDTA mediante
centrifugación de un gradiente de densidad
(Histopaque, Sigma, USA). Estas CMSP fue-
ron crecidas en placas de 96 pozos en una
densidad de 1×105 cel/pozo en 0,2 mL de me-
dio RPMI-1640 (Gibco, Life Technology,

USA), suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor, 2 mM L-Gluta-
mina, 100 U/mL penicilina y 100 mg/mL de
sulfato de estreptomicina (Gibco, USA) en la
presencia de uno de los siguientes estímulos:
5 µg/mL de fitohemaglutinina (PHA, Sigma,
USA), 1 µg/mL de PPD (Staten Serum Insti-
tut, Suecia) y un combinado de péptidos de
ENV viral superpuestos en 20-mer (cada
péptido a 1µg/mL) (BD, USA). Las células no
estimuladas fueron usadas como controles.
La LPR fue determinada después de 72 h de
cultivo por incorporación de BrdU (Sigma,
USA), el cual fue agregado en las últimas 4-5
horas de cultivo. Posterior al lavado celular,
los linfocitos fueron fijados, permeabilizados
y marcados con anti-BrdU conjugados con
FITC, anti-CD3-PerCP y anti-CD8-APC (BD,
USA) por 30 min. Finalmente, las células fue-
ron extensamente lavadas, resuspendidas en
formaldehído (1%), adquiridas en un citóme-
tro de flujo FACSCalibur (BD) y analizados
los datos usando el software CellQuest de BD.

Ensayos de apoptosis inducida

Las CMSP purificadas de los individuos
fueron crecidas en placas de 96 pozos en una
densidad de 1×105 cel/pozo en las mismas
condiciones de cultivo mencionada en el pá-
rrafo anterior. Las células no estimuladas
fueron usadas como controles negativos. La
apoptosis inducida fue cuantificada después
de 72 h de cultivo. Las células fueron marca-
das con anexina-V conjugada con FITC y yo-
duro de propidio usando un kit comercial
(BD, USA), según las recomendaciones de los
fabricantes. La apoptosis fue medida por ci-
tometría de flujo como porcentaje de las célu-
las positivas para anexina V en una población
celular dada. Tanto las células vivas como las
apoptóticas fueron incluidas en el análisis y
el debris celular fue excluido.
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Medición de la producción

de citocinas

La producción de citocinas fue medida
en los sobrenadantes de los cultivos de las
CMSP por 72 h en la presencia de 5 µg/mL de
fitohemaglutinina (PHA, Sigma, USA), 1
µg/mL de PPD (Staten Serum Institut, Sue-
cia) y un combinado de péptidos de ENV viral
superpuestos en 20-mer (cada péptido a
1µg/mL) (BD, USA), tal como se describió en
párrafos anteriores. Los sobrenadantes fue-
ron recolectados y almacenados en –80°C
hasta el análisis. Un equipo “Cytometric Bead
array (CBA)” fue usado, de acuerdo a las ins-
trucciones de los fabricantes (BD, USA), La
metodología combina los principios de los in-
munoensayos tipo sándwich con la habilidad
de la citometría de flujo para medir las carac-
terísticas de múltiples partículas, por lo cual,
se pudo medir las concentraciones de tres ci-

tocinas humanas (IL-10, IFN-� y TNF-�) si-
multáneamente en una simple muestra de
sobrenadante.

Análisis estadístico

Los valores promedios fueron expresa-
dos como media ± DS. Las diferencias (valo-
res de P) fueron evaluadas usando las dos co-
las, de la prueba no paramétrica Mann-Whit-
ney U. Las diferencias fueron consideradas
significativas para una P < 0,05.

Resultados

Niveles de las subpoblaciones de

linfocitos T en los grupos en estudio

Los resultados de las subpoblaciones de
células T de los grupos estudiados son mos-
trados en la Figura 1. Los dos grupos de pa-
cientes VIH+ presentaron una disminución
significativa de los valores plasmáticos de
linfocitos TCD4+ en comparación al grupo
Control y al grupo TB+ (P < 0,001). En el caso

de los linfocitos T CD8+, se puede observar
que ambos grupos de pacientes VIH+ presen-
taron valores bajos en la población celular to-
tal, grupo VIH+/TB- (P < 0,05) y el grupo
VIH+/TB+ (P< 0,001) en comparación a los
valores del grupo control y al grupo TB+; si-
milarmente se obtuvo este comportamiento
en la subpoblación de células vírgenes de am-
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Figura 1. Subpoblaciones celulares. Los va-
lores absolutos de las subpobla-
ciones celulares (nº/µL plasma),
linfocitos T CD4 y CD8 totales (A)
y linfocitos T CD8 vírgenes y me-
moria (B) son expresados como
media ± DS. Las diferencias en la
media fueron comparadas por la
prueba no paramétrica Mann-
Whitney U con 2 colas. (*) P< 0,05
vs Control; (+++) P< 0,001 vs Con-
trol.



bos grupos de pacientes VIH+, donde el gru-
po de pacientes co-infectados VIH+/TB+

mostró mayor diferencia significativa (P<
0,001) vs grupo control y TB+. Mientras que
los valores de las células TCD8+ memoria
fueron similares entre todos los grupos, a pe-
sar que en los grupos TB+ y VIH+/TB- hubo
una tendencia a ser mayor vs Control; en los
pacientes co-infectados presentaron meno-
res valores vs grupo VIH+/TB- y al grupo TB,
pero similares a los del grupo Control.

La expresión ex vivo de FAS (CD95),

IL-7R� (CD127) y HLA-DR y la carga

viral en los grupos de estudio

La expresión ex vivo de diferentes molé-
culas asociadas a la inducción de apoptosis
(CD95), a la sobrevivencia celular (CD127) y
a la activación celular (HLA-DR) en las célu-
las T CD8+ y en sus subpoblaciones vírgenes
y memoria, y la carga viral entre los diferen-

tes grupos de individuos estudiados fueron
evaluados, cuyos resultados son resumidos
en la Tabla 1. Todas las poblaciones de las cé-
lulas TCD8+ de ambos grupos de pacientes
VIH+ presentaron altos valores de CD95 con
respecto a los del grupo control (P < 0,05),
pero la diferencia de los valores fue más alta
entre los pacientes co-infectados y el grupo
control (P < 0,001), especialmente en las po-
blaciones total y virgen. Los valores fueron si-
milares entre el grupo TB+ y el grupo Control.
Al analizar los resultados del porcentaje de
linfocitos TCD8+ positivos para la molécula
CD127, se encontró que los grupos infectados
con VIH (P < 0,05) y coinfectados VIH+/TB+

(P < 0,001) presentaron valores más bajos
con respecto a los del grupo control y al grupo
TB+ en las poblaciones total y virgen de estas
células, mientras que en la población de célu-
las memoria, se pudo observar que solamen-
te hubo disminución del porcentaje de
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Tabla 1 .Expresión de HLA-DR, CD95 y CD127 y carga viral.

Grupos CD8 (%) CD8CD45RA (%) CD8CD45RO (%) Carga viral
(copia/mL)CD95 CD127 HLA-DR CD95 CD127 CD95 CD127

Control

23 54 4 11 46 28 64

-± ± ± ± ± ± ±

16 8 2 9 27 16 14

TB

30 49 10 15 50 29 55

-± ± ± ± ± ± ±

13 15 3 7 20 10 24

VIH+/TB-

64(*) 18(*) 28(*) 34(*) 22 53(*) 18(*) 103.966

± ± ± ± ± ± ± ±

28 7 12 17 17 26 10 34.285

VIH+/TB+

75(+) 14(+) 37(*) 43(+) 20(*) 50(*) 54 143.369

± ± ± ± ± ± ± ±

8 7 14 27 12 30 24 75.235

Los valores en porcentajes de las subpoblaciones de linfocitos TCD8+ totales, vírgenes y memoria marcadas posi-
tivamente para CD95, CD127 y HLA-DR y la carga viral (Nº partículas virales/mL plasma) son expresados como
media ± DS. Las diferencias en la media fueron comparadas por la prueba no paramétrica Mann-Whitney U con 2
colas. (*) P< 0,05 vs Control; (+) P< 0,001 vs Control.



CD127+ en el grupo VIH+/TB- (P < 0,05). Los
pacientes co-infectados no presentaron dife-
rencia significativa en relación a los del grupo
Control. El análisis de los resultados obteni-
dos del porcentaje de linfocitos TCD8+ tota-
les marcados con la molécula HLA-DR, la
cual es un marcador de superficie de activa-
ción celular, indica que ambos grupos de pa-
cientes VIH+ muestran valores significativa-
mente altos de activación de estos linfocitos
en relación al grupo de individuos sanos (P <
0,05). En el caso del grupo TB, los valores
fueron mayores pero no significativos al del
grupo Control. A pesar que los pacientes co-
infectados presentan una tendencia a tener
mayores valores de activación celular en
comparación a los pacientes infectados sola-
mente con VIH, no hubo diferencia significa-
tiva. Finalmente, en relación a la carga viral,
no fue observada una diferencia significativa
entre ambos grupos de pacientes VIH+, a pe-

sar que hubo una tendencia de aumento en el
grupo de pacientes co-infectados.

Los ensayos in vitro de

linfoproliferación

Aunque todos los grupos de pacientes
infectados con VIH presentaron un incre-
mento significativo de la proliferación de sus
linfocitos TCD8+ totales en presencia de
PHA en relación a la condición de cultivo de
no estimulación, la proliferación nunca llegó
alcanzar los valores del grupo Control, donde
el grupo VIH+/TB- presentó los valores signi-
ficativamente más bajos (P < 0,05), resulta-
dos mostrados en la Figura 2. Cuando las
CMSP fueron cultivadas en presencia de PPD
o el antígeno viral Env, no se observó incre-
mento específico de la proliferación de los
linfocitos TCD8+ en ninguno de los grupos
de pacientes infectados con VIH, presentan-
do valores similares a los del grupo Control.
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Figura 2 .Proliferación de Linfocitos TCD8+. Se determinó la proliferación de linfocitos TCD8+
totales en presencia de diferentes condiciones de estímulos [PHA: fitohematoglutinina
(5 µg/mL), PPD (1 µg/mL) y Env (1 µg/mL)] con 72 h de cultivo de CMSP, a través de la
medición de la incorporación de Bromodeoxiuridina (BrdU), realizada por un anticuer-
po monoclonal anti-BrdU-FITC y analizados los resultados por citometría de flujo. Las
barras representan la media ± la desviación estándar. Las diferencias en la media fue-
ron comparadas por la prueba no paramétrica Mann-Whitney U con 2 colas. (*) P< 0,05
vs Control.



Sin embargo, el grupo TB presentó altos valo-
res (P < 0,05) en relación al grupo Control en
presencia de PPD.

Los ensayos in vitro de la apoptosis

inducida

Se cuantificó la frecuencia de la muerte
celular asociada a la apoptosis inducida. Am-
bos grupos de pacientes infectados
(VIH+/TB– y VIH+/TB+) presentaron altos
valores de apoptosis de los linfocitos TCD8+
en la ausencia de estímulos y en la presencia
de PHA, PPD y Env comparados con el grupo
de pacientes sanos (P < 0,05). Sin embargo,
los pacientes co-infectados presentaron los
valores más altos de células apoptóticas en la
presencia de estos estímulos (Figura 3). En el
caso de los pacientes TB+ presentaron valo-
res más altos que el grupo Control para todas
las condiciones de estimulación, pero no fue-
ron significativas las diferencias.

La cuantificación de la producción

de citocinas

Las CMSP de los diferentes grupos de
adultos estudiados fueron cultivadas por 72 h
en distintas condiciones de estimulación y la

producción de IL-10, TNF-� e IFN-� fue
cuantificada (Figura 4), Los resultados indi-
can que en la presencia de PHA la producción
de IL-10 fue más alta en los pacientes co-in-
fectados comparada al grupo Control (P <
0,05), pero no hubo diferencias significativas
con el resto de los grupos (VIH+/TB- y TB+)
(Figura 4A). Mientras que en la presencia de
PPD, la producción de esta citocina fue signi-
ficativamente más alta en los pacientes TB+
(P < 0,05) y similar en los pacientes co-infec-
tados vs Control; finalmente, los valores fue-
ron similares entre todos los grupos, cuando
se cultivaron las células en presencia del antí-
geno viral. Cuando analizamos la producción

de TNF-�, se observó que en presencia de

PHA, las CMSP presentaron una tendencia
de incremento de los valores de concentra-
ción de esta citocina entre todos los grupos de
pacientes en relación al grupo Control, sin
embargo, fue observada diferencia significa-
tiva en el grupo de pacientes co-infectados
VIH+/TB+ vs Control (P < 0,05) (Figura 4B).
En la presencia de PPD, las células del grupo
VIH+/TB+ mostraron significativamente los
valores más bajos de concentración de esta
citocina vs Control (P < 0,05), mientras que
el resto de los grupos presentaron valores si-
milares al grupo Control. En presencia del
antígeno Env, los valores fueron similares
entre todos los grupos con respeto al Control.

La producción de IFN-� en ambos gru-
pos de los pacientes infectados VIH+ dismi-
nuyó en presencia del mitógeno y de PPD en
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Figura 3. Apoptosis inducida de Linfocitos
T CD8. Se determinó la frecuen-
cia de apoptosis inducida in vitro

de apoptosis en linfocitos T CD8,

a través del marcaje con annexi-
na V y yoduro de propidio y anali-
zados los resultados por citome-
tría de flujo. Las barras represen-
tan la media ± la desviación es-
tándar. Las diferencias en la me-
dia fueron comparadas por la
prueba no paramétrica
Mann-Whitney U con 2 colas. (*)

P< 0,05 vs Control; (**) P< 0,01 vs



relación a los individuos sanos. Sin embargo,
el grupo de pacientes co-infectados fueron
los que presentaron una diferencia significa-
tiva con respecto al Control (P < 0,05) en am-
bos casos. Nuevamente se observó valores si-
milares de concentración de esta citocina en-
tre todos los grupos, al cultivar las células en
presencia del antígeno viral Env (Figura 4C).

Discusión

A pesar que es conocido el importante
papel que juegan los linfocitos TCD4+ en la
inmunidad contra la TB activa, aún no está
bien comprendida la función que ejercen los
linfocitos TCD8+. Mucho menos en la situa-
ción de un cuadro de co-infección VIH/TB en
pacientes con TB pulmonar activa. Es por ello
que en este trabajo se quiso evaluar la funcio-
nalidad de la respuesta específica de linfoci-
tos TCD8+ en este tipo de pacientes co-infec-
tados VIH+/TB+ con TB pulmonar activa, fac-
tor conocido que acelera la progresión de la
infección viral a la fase de SIDA (18).

En este trabajo, se encontró que los va-
lores de células TCD4+ y CD8+ en sangre en
los pacientes TB+ fueron similares al del gru-
po Control. Mientras que los pacientes VIH+
y co-infectados VIH+/TB+ estudiados no es-
taban en la fase aguda de la infección viral.
Todo lo contrario, presentaron un cuadro de
inmunosupresión muy marcado, reflejado en
su número de linfocitos TCD4+ en sangre (<
250/µL). Sin embargo, por la similitud en los
valores de linfocitos TCD4+ totales entre am-
bos grupos de pacientes, podemos afirmar
que el grado de inmunodeficiencia es similar
entre los mismos. A pesar de esto, se eviden-
ció un mayor deterioro de la inmunidad celu-
lar en los pacientes co-infectados del resto de
los grupos. Efectivamente, nuestros resulta-
dos indican claramente una mayor disminu-
ción de la cantidad sanguínea de linfocitos
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Figura 4. Medición de citocinas de cultivo
de CMSP. A partir de CMSP se
midió la producción de IL-10 (A),

TNF-� (B) e IFN-� (C), en pre-
sencia de diferentes condiciones
de estimulación in vitro, fue eva-
luado a las 72 h de cultivo me-
diante citometría de flujo. Las
barras representan el promedio
± desviación estándar y las posi-
bles diferencias entre grupos fue-
ron investigadas mediante el uso
de la prueba estadística no para-
métrica Mann-Whitney U con 2
colas. (*) P< 0,05 vs Control.



TCD8+ total y virgen en el grupo de pacientes
co-infectados VIH+/TB+ en relación al grupo
de pacientes VIH+, los pacientes TB+ y los in-
dividuos sanos, significativamente en estos
dos últimos grupos (Figura 1). Además, al
evaluar la expresión de CD95, HLA-DR y
CD127 y la frecuencia de apoptosis inducida
en los linfocitos TCD8+ de los grupos estu-
diados, se pudo constatar que los pacientes
co-infectados presentaron las mayores dife-
rencias (Figura 2 y Tabla 1). A pesar que en
los pacientes con TB activa se observaron va-
lores intermedios, no hubo diferencia signifi-
cativa en las cantidades de las subpoblacio-
nes celulares, ni en las células apoptóticas, ni
mucho menos en los valores de la expresión
de Fas, HLA-DR y CD127 con respeto a los in-
dividuos sanos. Todo esto pareciera indicar
que la presencia de la TB pulmonar activa
afecta mucho más estos parámetros inmuno-
lógicos en la presencia de la infección con
VIH, hecho que confirma resultados previos
donde los autores demuestran, incluso, que
desde las tempranas fases de la infección vi-
ral puede ocurrir una rápida eliminación de
la respuesta inmune contra Mtb en personas
que permanecían libre de síntomas de la TB
(8). Además, la mayor pérdida de los linfoci-
tos TCD8+ que encontramos en los pacientes
co-infectados indica una mayor progresión
de la enfermedad viral, tal como ha sido des-
crito previamente (19).

Los linfocitos TCD8+ no son afectados
de manera directa por la infección del VIH
pero mostraron alteraciones que son conse-
cuencias indirectas de la infección por el
VIH, el cual incrementa la susceptibilidad a
la apoptosis a través de la vía Fas/FasL, dis-
minuye la expresión de Bcl-2 y Bcl-xL (20-
21), aumenta la expresión de HLA-DR (22), y
disminuye la expresión de la molécula CD127
(22-23), todo esto ocasionado por el aumento
de la carga viral (22, 24-25).

Por otra parte, al estudiar diversos me-
canismos efectores, tales como la producción

de IFN-�, TNF-� e IL-10 por las CMSP y la
respuesta proliferativa de los linfocitos
TCD8+ con la estimulación de PHA, de un
derivado específico de M. tuberculosis (PPD)
y de un antígeno del virus (Env), los resulta-
dos obtenidos indican que los pacientes co-
infectados exhibieron una pérdida total de
las respuestas estudiadas contra el antígeno
bacteriano, comparado con el grupo de indi-
viduos con TB activa (TB+), quienes presen-
taron respuestas específicas, excepto por la

producción de TNF-� en presencia de PPD,
cuyos valores fueron similares a los del grupo
Control (Figuras 2 y 4). Esta pérdida de la
funcionalidad específica de estas células en
los pacientes co-infectados puede ser expli-
cada por: a) deterioro gradual de la funciona-
lidad de los linfocitos TCD4+ específicos para
Mtb que ocurre por la infección directa del
VIH (26). Esto conduciría a una falta de acti-
vación por parte de estas células colaborado-
ras a los linfocitos TCD8+ específicos para la
bacteria; b) las infecciones virales crónicas,
tales como las del VIH, producen “agota-
miento” de los linfocitos TCD8+ perdiendo
su funcionalidad y conllevando a la fase de
SIDA (27). Este mismo fenómeno reciente-
mente ha sido observado en modelos anima-
les con toxoplasmosis, demostrando que ocu-
rre un “agotamiento” funcional de estas célu-
las TCD8+ y provocando la toxoplasmosis ce-
rebral (28). Se puede pensar que la presencia
de la co-infección VIH/TB puede provocar
agotamiento de células TCD8+ específicas
para ambos patógenos, conllevando a un cua-
dro de TB activa y a la fase de SIDA en los pa-
cientes co-infectados.

El desequilibrio de la producción de ci-
tocinas que se encontró en los pacientes co-
infectados puede comprometer la inmunidad
celular contra la infección bacteriana. En
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efecto, es bien conocido que la IL-10 induce el
reclutamiento, la actividad citotóxica y la
proliferación de los linfocitos TCD8+ (29).

Además, IFN-� y TNF-� son requeridos para
generar y mantener las respuestas antiviral
(30) y contra Mtb (10-11). La habilidad de las

células TCD4+ para producir IFN-� y TNF-�,
los cuales activan a los fagocitos para conte-
ner al patógeno intracelular, es crucial en la
protección contra la enfermedad micobacte-
riana. La pérdida de la producción de estas
citocinas agrava más la ya deteriorada inmu-
nidad celular contra Mtb ocasionando la
reactivación de la TB, tal como se ha descrito
(10-11). Por otra parte, esta pérdida de la in-
munidad contra Mtb observada en los pa-
cientes co-infectados puede explicar el cua-
dro de tuberculosis activa que presentaron,
hecho que es frecuente encontrar en pacien-
tes en fase de SIDA con reactivación de la in-
fección bacteriana (8). Finalmente, en pre-
sencia del mitógeno PHA y el antígeno Env,
ambos grupos de pacientes VIH+ perdieron
su capacidad productiva de estas citocinas,
mientras que la proliferación específica al
Env no se dio en ninguno de los pacientes
VIH+ de estos grupos. Estos resultados pue-
den ser explicados por el efecto inhibidor que
se ha observado de proteínas virales y/o por
la pérdida total de clones específicos contra el
virus durante la progresión de la infección vi-
ral (31).

En conclusión, la co-infección VIH/TB
conduce a una pérdida mayor de la funciona-
lidad de los linfocitos TCD8+ específicos
para Mtb y para el virus en comparación a la
infección única de VIH o de TB, conduciendo
al paciente a una mayor progresión de la fase
de SIDA.
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