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OBJETIVOS: Examinar el papel de los linfocitos T vírgenes
y de memoria (definidos por las isotermas CD45) en la in-
fección tuberculosa reciente y en la enfermedad pulmonar y
pleural. Correlacionar dichas subpoblaciones con las con-
centraciones séricas del receptor soluble de IL-2 (sIL-2R) e
interleucina-6 (IL-6).

MÉTODOS: Las subpoblaciones linfocitarias T (CD3, CD4,
CD8), vírgenes (CD45RA), memoria (CD45RO) y células T
activadas CD25+ (receptor de IL-2), fueron medidas en san-
gre y pleura en pacientes con infección tuberculosa reciente
(n = 7), tuberculosis pulmonar (n = 22) y pleuritis tubercu-
losa (n = 12). Se determinaron concentraciones séricas de
sIL-2 e IL-6 en 13 pacientes con tuberculosis pleural o pul-
monar y se correlacionaron con las subpoblaciones
CD45RA y CD45RO.

RESULTADOS: Se observó una linfocitosis T afectando a to-
das las subpoblaciones estudiadas, incluyendo células T vír-
genes y de memoria, aunque sin modificación del cociente
RA:RO, con respecto a controles. Se observó una marcada
acumulación de células T de memoria y de células T CD25+
en la pleuritis tuberculosa. No hubo correlaciones entre con-
centraciones de sIL-2 e IL-6 y subpoblaciones T vírgenes o
memoria.

CONCLUSIONES: En la infección tuberculosa reciente se
evidenció una linfocitosis T, afectando a células vírgenes y
de memoria, aunque sin predominio de una sobre otra. En
la pleuritis tuberculosa hay una compartimentalización de
células T de memoria y células T activadas que presumible-
mente representen un papel fundamental en la inmunidad
local frente a M. tuberculosis.

Palabras clave: Inmunidad frente a Mycobacterium tuberculosis.
Isoformas CD45. Memoria inmunológica. Subpoblaciones T.
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Memory T cells during tuberculosis
infection and disease

OBJECTIVE: To examine the role of naive and memory T
cells (as determined by CD45 isoforms) in recent tuberculo-
sis infection and in pulmonary and pleural forms to the dise-
ase. To relate such subpopulations to serum levéis of soluble
IL-2 receptor (sIL-2R) and interleukin-6 (IL-6).

METHODS: T cell subpopulations (CD3, CD4, CD8), naive
(CD45RA), memory (CD45RO) and activated CD24+ T cells
(IL-2 receptor) were measured in the peripheral blood and
pleura of patients with recent tuberculosis infection (n = 7),
pulmonary tuberculosis (n = 22) and tuberculosis pleurisy
(n = 12). Serum levéis of sIL-2 and IL-6 were determined in
13 patients with pleural or pulmonary tuberculosis and their
relation to CD45RA and CD45RO subsets was analyzed.

RESULTS: T lymphocytosis involving all the subpopula-
tions studied, including naive and memory T cells, was de-
tected, although the RA:RO ratio did not change in relation
to control levéis. Marked increases in memory T cells and
CD24+ T cells were found for patients with tuberculous
pleurisy. sIL-2 and IL-6 levéis were unrelated to naive and
memory T cell subpopulations.

CONCLUSIONS: T lymphocytosis involving all T cell subsets
can be observed in recent tuberculosis infection; both naive
and memory T cells are implicated, although neither one
predominates over the other. In tuberculous pleurisy there
is compartmentalization of memory and activated T cells,
which presumably play important roles in the local imniune
response to Mycobacterium tuberculosis.

Key words: Mycobacterium tuberculosis immunity. CD45 analy-
sis. Immunologic memory. T cell subsets.

Introducción

Aunque estudios previos han detallado las alteracio-
nes de las subpoblaciones linfocitarias T durante la tu-

Correspondencia: Dr. J. Montes Santiago.
Servicio Medicina Interna. Hospital Meixoeiro.
36200 Vigo. Pontevedra.

Estudio realizado con beca 93/0736 del pondo de Investigaciones Sanitarias.

Recibido: 23-2-98; aceptado para su publicación: 28-4-98.

384

berculosis''4, son escasos los trabajos que hacen refe-
rencia a las células T de memoria en esta infección. En
modelos animales se conoce que la memoria inmunoló-
gica frente a Mycobacterium tuberculosis es de larga
duración5. Además la producción de interferón gamma
(IF)6-7, considerado uno de los principales causantes de
la activación de los macrófagos contra M. tuberculosis

se asocia a la aparición de células con fenotipo de me-
moria (CD45RB- en ratón)8-9. La expresión de diferen-
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tes isoformas de CD45 -una glucoproteína de superficie
con actividad tirosín-fosfatasa implicada en la activa-
ción de células T- ha sido utilizada para caracterizar es-
tadios específicos de activación de linfocitos T. Así, los
linfocitos CD4 producidos recientemente por el timo
expresan la isoforma mayor (p 205/220) llamada
CD45RA. Cuando estos linfocitos vírgenes encuentran
un antígeno específico, se convierten en linfocitos de
memoria que expresan una isoforma menor de CD45 (p
180) llamada CD45R010". No se conoce con certeza si
este esquema puede aplicarse también a los linfocitos
CD8'2. Se ha demostrado además que las células vírge-
nes CD4 (CD45RA) pueden ser activadas y proliferar
mediante la combinación de la acción de diversas cito-
cinas como IL-2, TNF e IL-613.

El objetivo de este trabajo fue examinar la expresión
de las isoformas CD45 durante la infección reciente por
M. tuberculosis y durante la enfermedad pulmonar y
pleural, estudiándose en el último caso también dicha
respuesta celular en el líquido pleural. Se intentó corre-
lacionar además las subpoblaciones vírgenes y de me-
moria con las concentraciones séricas de receptor solu-
ble de IL-2 (sIL-2R) e IL-6, ya que se ha comunicado
que estas dos citocinas demuestran una buena correla-
ción con el grado de afectación tuberculosa14.

Material y métodos

Sujetos

Se incluyeron en este estudio 41 pacientes mayores de
10 años, atendidos en el Hospital Meixoeiro de Vigo. Se ex-
cluyeron pacientes con infección por VIH, con conductas en
riesgo para adquirirla (usuarios de drogas por vía parenteral) y
enfermos inmunodeprimidos (tratados con esteroides u otros
inmunodepresores, portadores de neoplasia o de una infección
concomitante; p. ej., hepatitis viral). A 7 pacientes, estudiados
como contactos familiares de enfermos con tuberculosis pul-
monar bacilífera, en los que se evidenció una conversión de la
reacción de Mantoux en los 3 meses previos, se les incluyó en
el grupo de infección reciente (MAN). Todos ellos pasaron de
un Mantoux de < 5 mm a > 15 mm, y sus radiografías de tórax
fueron normales. A 22 pacientes con radiografías compatibles
con tuberculosis pulmonar y en los que se visualizaron bacilos
ácido-alcohol resistentes en el esputo y/o presentaron un culti-
vo de Lowenstein positivo para M. tuberculosis se les incluyó
en el grupo de tuberculosis pulmonar (PUL). En 12 pacientes
se realizó un diagnóstico de pleuresía tuberculosa (PLE) por el
hallazgo de granulomas caseificantes en la biopsia pleural o la

positividad del cultivo para M. tuberculosis en la biopsia o lí-
quido pleural. Se utilizaron 10 controles sanos (CON) elegidos
entre donantes de sangre o pacientes ambulatorios sanos. To-
das las determinaciones en los enfermos se hicieron antes de
transcurrir una semana de tratamiento antituberculoso. Se
agrupó a 13 pacientes (cuatro con tuberculosis pleural y nueve
con pulmonar) cuyas concentraciones séricas de sIL-2R e IL-6
pudieron correlacionarse con las subpoblaciones linfocitarias
CD45RA y CD45R0.

Métodos

Se extrajo sangre venosa antes de las 10 a.m. y fueron sepa-
radas las células mononucleares mediante gradiente Ficoll-
Hypaque (Lymphopred, Nyegaard, Oslo, Noruega). Las célu-
las mononucleares del líquido pleural se separaron también en
Ficoll-Hypaque y una parte del líquido fue teñida con May-
GrunwaId-Giemsa y procesada para análisis bioquímico y re-
cuento diferencial. Para calcular el número absoluto de cada
subpoblación linfocitaria el porcentaje de células con tinción
positiva en la citometría de flujo se multiplicó por el recuento
absoluto de linfocitos en sangre periférica o pleura obtenido
mediante contador Coulter. Se utilizaron anticuerpos mono-
clonales marcados con ficoeritrina o isotiocianato de fluores-
ceína. Se incubaron un total de 5 x 105 células durante 30 min
a 4 °C con los anticuerpos monoclonales y lavados dos veces
con RPMI 1640 y 1% de FBS para eliminar los anticuerpos
no ligados. El análisis citométrico se realizó con un citómetro
ÉLITE (Coulter Electronics, Hialeah, Florida, EE.UU.). Se
utilizó un promedio de 5.000 células para cada análisis. Los
anticuerpos monoclonales utilizados fueron CD3 (T3), CD4
(T4), CD8 (T8), CD25 (IL-2R1) (Coulter Immunology, Hiale-
ah, Florida. EE.UU.) y CD45RA (Albl 1), CD45R0 (UCHL1)
(Immunotech, Marsella, Francia). Las concentraciones séricas
de sIL-2R se determinaron mediante sandwich ELISA (Euro-
genetics, Tessenderlo, Bélgica). El límite de detección del test
fue 20 U/ml. Las concentraciones de IL-6 se determinaron por
sandwich ELISA (Quantikin®, R&D Systems, Minneapolis,
EE.UU.). El límite de detección fue 0,35 pg/ml.

Estudio estadístico

Los datos se expresan como media ± desviación estándar.
El análisis estadístico se realizó mediante SPSS 6.0 para Win-
dows. Se utilizaron tests no paramétricos (Mann-Whitney y
Kruskall-WaIlis) para comparar la distribución de las subpo-
blaciones linfocitarias entre dos o más grupos. Todos los va-
lores p son bilaterales y un valor < 0,05 se consideró signifi-
cativo. El grado de asociación de los porcentajes y valores
absolutos de las subpoblaciones CD45RA y CD45R0 con las
concentraciones séricas de sIL-2R e IL-6 se calculó mediante
el coeficiente de correlación de Pearson.

TABLA I
Subpoblaciones linfocitarias (células/u.1) en diversos estados tuberculosos

Linfocitos totales 1.380 ±416 2.161±654* 1.222 ±373 1.571 ±593
CD3 916 ±350 1.531 ±736* 854 ±371 1.073 ±472
CD4 682 ±278 957 ±551 518±272 729 ± 323
CD8 326 ± 1 5 1 562 ±258* 342 ±182 399 ±146
CD45RA (%) 929 ±404 (66 ± 17) 1.257 ± 399 (58 ± 11) 668 ± 241 (55 ± 13) 968 ± 392 (62 ± 11)
CD45R0 (%) 380 ± 162 (29 ± 16) 718 ± 676 (29 ± 18) 416 ± 272 (32 ± 15) 467 ± 186 (32 ± 12)
RA:RO cociente 2,78 ± 0,99 2,72 ±1,42 2,07 ± 0,93 2,12±0,73
Edad 50 ±24 22 ± 8* 44 ±22 41 ± 17

CON (n = 10) MAN (n = 7) PLE (n = 12) PUL (n = 22)

CON: controles sanos; MAN: infección reciente; PLE: pleuritis; PUL: pulmonar.
*p < 0,05 con respecto a controles.
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Fig. 1. Subpoblaciones linfocitarias T (%) en líquido pleural y sangre en
pacientes con pleuritis tuberculosa.

Resultados

Los pacientes en el grupo MAN fueron significativa-
mente más jóvenes que los pacientes del grupo CON
(MAN: edad = 22 ± 8, límites = 13-33; CON: edad = 50
± 24; límites = 26-80; p = 0,0059). En la tabla I se
muestra el número absoluto de linfocitos y subpoblacio-
nes T en los grupos CON, MAN, PLE y PUL. Puede
apreciarse la existencia de una linfocitosis en el grupo
MAN que afecta a todas las subpoblaciones estudiadas.
Sin embargo, no hubo diferencias en los porcentajes de
CD45RA y CD45RO y del cociente RA:RO en el grupo
MAN y PLE con respecto al grupo CON.

En la figura 1 se representan los porcentajes de sub-
poblaciones T en sangre y líquido pleural en 11 pacien-
tes con tuberculosis pleural. Además de la acumulación
preferencia! de la subpoblación CD4, el hallazgo más
importante es la inversión del cociente RA:RO en el lí-
quido pleural con respecto al de sangre. (Cociente
RA:RO; sangre: 2,10 ± 0,87; pleura: 0,66 ± 0,38.) En
7 de 11 pacientes se encontró una marcada expresión de
CD25 (> 10% de las células). No hubo correlación entre
porcentajes y valores totales de las subpoblaciones
CD45RA y CD45RO y concentraciones séricas de sIL-
2R e IL-6 en suero (p > 0,1) en todos los casos).

Discusión

Aunque en la infección tuberculosa reciente hubo un
incremento en todas las subpoblaciones linfocitarias T,
no se observó, sin embargo, un significativo predominio
de la subpoblación CD45RA (virgen), a pesar de que
los pacientes recientemente infectados eran significati-
vamente más jóvenes que los controles (tabla I; fig. 1).
En modelos murinos de inmunidad frente a M. tubercu-
losis el principal subtipo presente en la infección aguda
corresponde a células vírgenes (CD45RB1")15. Como
demuestran nuestros datos esto parece diferente en hu-
manos posiblemente en relación con la demostrada re-
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ducción en la capacidad del timo para mantener las con-
centraciones de linfocitos T vírgenes (CD45RA) más
allá de los 20 años16. Respecto a la tuberculosis pulmo-
nar y pleural, originada en la mayor parte de casos por
la reactivación de un proceso latente, sería esperable un
predominio de células con fenotipo de memoria, obser-
vación que no se confirmó ya que el cociente RA:RO
no se modificó con respecto a los controles. Esta falta
de predominio del fenotipo de memoria contrasta con
estudios in vitro que demuestran que las células hu-
manas CD45RO, pero no las CD45RA, responden a an-
tígenos de recuerdo purificados a partir de M. tubercu-
losis17. Estudios en ratones demuestran además una
inmunidad de recuerdo frente a M. tuberculosis, alta-
mente efectiva y residiendo también en la subpoblación
CD45RB'""' (fenotipo memoria)18. La falta de modifica-
ción del cociente RA:RO, tanto en la infección reciente
como en la enfermedad pulmonar y pleural, admite
varias interpretaciones. Una de ellas es la postulada
-aunque controvertida- reversión de CD45RO a
CD45RA192". Otra es que los estímulos proliferativos
antígeno-independientes no induzcan el cambio al feno-
tipo memoria CD45RO. Se ha demostrado, por ejemplo,
que las células T vírgenes expandidas mediante combi-
nación de citocinas siguen permaneciendo CD45RA21.
No pudimos establecer, sin embargo, una correlación
entre los fenotipos de memoria o vírgenes con las con-
centraciones séricas de SIL-2 o IL-6. Por último, es po-
sible que estas observaciones estén en relación con la
complejidad antigénica de M. tuberculosis22. En efecto,
esta micobacteria desencadena una intrincada respuesta
celular que afecta a múltiples estirpes celulares como
fagocitos mononucleares, CD4, CD8, células T, células
con perfil funcional Th-1 (secretoras de IL-2 e IF) y
también Th-2 (secretoras de IL-4), que podrá variar con
el estado de infección y que podrá ser la suma de las
respuestas a múltiples antígenos y epítopos8-23'27. Posi-
blemente la reciente clonación completa del genoma de
M. tuberculosis2* arroje más luz sobre el complejo tema
de la inmunidad frente a este agente.

Otro dato destacable es la inversión del cociente
RA:RO en el fluido pleural con respecto a la sangre pe-
riférica (fig. 1). Esto confirma nuestras observaciones y
las de otros autores429 que comunican la compartimen-
talización de las células T de memoria en la pleuritis tu-
berculosa, quizá en relación con la actividad quimiotác-
tica del lipoarabinnomanano micobacteriano30. Esto está
también en concordancia con el hallazgo de que las cé-
lulas humanas CD45RO se adhieren al endotelio vascu-
lar y entran en los focos inflamatorios más fácilmente
que las células CD45RA, debido a la expresión en su
superficie de ciertas moléculas de adhesión (p. ej.,
VLA, LFA y otras)4-'2-'9 y que traducen una respuesta
específica frente a ciertas citocinas (p. ej., SDF-1, 6-C-
kine, MIP-3a y MIP-3J3)31. Ya que las células con feno-
tipo de memoria (CD45RO o CDw29) producen impor-
tantes cantidades de IFN4, su compartimentalización
tendría un papel sustancial en la inmunidad local me-
diada por células frente a M. tuberculosis^2. La mayor
parte de los líquidos estudiados (7 de 11) evidenciaron
concentraciones elevadas de expresión del marcador
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temprano de activación CD25 (receptor de IL-2), lo que
sugiere que estas células se activaron tras su contacto
con el antígeno. La falta de expresión de CD25 en el
resto de líquidos podría ser explicada admitiendo que
esta activación celular pudiera ocurrir de forma intermi-
tente (aparición y desaparición de CD25).

En resumen, nuestros datos sugieren que en la infec-
ción tuberculosa reciente, y también en la enfermedad
pulmonar y pleural, la respuesta celular T involucra tan-
to a células vírgenes como de memoria. Estas últimas se
activan, se acumulan de forma preferencia! en la pleuri-
tis tuberculosa y presumiblemente desempeñan un pa-
pel esencial en la inmunidad local frente a este agente.
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