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DEFECTOS EN LA PRODUCCION DE LINFOQUINAS
POR LINFOCITOS DE PACIENTES CON
TUBERCULOSIS PULMONAR

L. GARCIA, C. ZULUAGA, M. SANCHEZ

Estudiamos el efecto de los sobrenadan-
tes de cultivos de linfocitos estimulados con
PPD y provenientes de individuos sanos
tuberculina positivos y negativos y de pacien-
tes con tuberculosis pulmonar activa, en la
prueba de MIF indirecto y en la ingestion de
aceite rojo/reduccion de NBT, utilizando
células peritoneales (CEP) de cobayo indu-
cidas con aceite mineral. Encontramos que
los sobrenadantes de linfocitos de los con-
troles tuberculina positivos estimulados con el
antigeno, inhibieron la migracién de las CEP,
mientras que los de los controles tuberculina
negativos estimulaban su migraciéon. En los
pacientes tuberculosos la respuesta fue
variable encontrindose sobrenadantes que
inhibieron la migraciéon de las CEP y otros que
no lo hacian y por el contrario la aumen-
taban. Los estudios metabdlicos mostraron
que los sobrenadantes de cultivos estimu-
lados con PPD de controles tuberculina
positivos inducian un aumento significativo
del indice de R/I lo cual no se observé en
los controles tuberculina negativos, ni en
los pacientes tuberculosos. Estos resulta-
dos demuestran que en una proporcion impor-
tante de pacientes tuberculoso los linfocitos
no son capaces de producir las linfoquinas que
actiien sobre los macréfagos.

INTRODUCCION
La tuberculosis continua siendo no sélo un
problema de salud publica en los paises en
desarrollo sino también un reto a la investiga-
cion biomédica (1). Los datos contradictorios
sobre la efectividad de la vacunacion con BCG
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(2, 3) indican la carencia de conocimiento
sobre los inmunoégenos relevantes en las mico-
bacterias y sobre los mecanismos fundamenta-
les en la defensa del huésped. El amplio espec-
tro de la reactividad inmunoldgica (4), asi
como la presencia de multiples anormalidades
especificas y no especificas (5-10) encontrados
en los pacientes tuberculosos, hacen énfasis
aun mas en la necesidad de examinar cuidado-
samente la respuesta inmune de individuos
sanos sensibilizados a los antigenos micobac-
terianos, comparativamente con la de los
pacientes tuberculosos. Se acepta que el meca-
nismo fundamental de defensa contra la tu-
berculosis es la inhibicion del crecimiento bac-
teriano en el interior de los macréfagos
tisulares; sin embargo, para que estas células
sean capaces de cumplir su funcién adecuada-
mente, se requiere una activacion metabdlica
que aumente sus propiedades antimicrobianas
(11). Dicho aumento depende a su vez, de la
presencia de linfoquinas producidas por linfo-
citos T especificos en respuesta a la estimula-
cion antigénica (12, 13). En el presente estudio
se investigd la produccidon de linfoquinas por
parte de sujetos sanos y de pacientes tubercu-
losos y su efecto sobre diversas funciones de
macrdéfagos peritoneales de cobayo.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos estudiados: Se estudiaron pacientes
del Hospital La Maria de Medellin y del Con-
sultorio de Vias Respiratorias de la misma ciu-
dad, con diagnoéstico de tuberculosis pulmonar
comprobado bacteriolégicamente. Se conside-
raron como no crénicos a quienes apenas iban
a comenzar tratamiento antituberculoso por
primera vez y como cronicos quienes después
de seis meses o mas de tratamiento continua-
ban positivos bacteriolégicamente o habian
presentado recidivas después de tratamientos
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previos. Como controles se estudiaron indivi-
duos sanos, tuberculina positivos o negativos.
Se consideraron positivas induraciones de 10
mm o mas, 72 horas después de la aplicacion
de 2 U.I. de PPD (PPD, Rt-23, Instituto Nacio-
nal de Salud, Bogotd) y como negativas las
menores de 5 mm.

Obtenciéon de linfocitos. Se tomaron mues-
tras de sangre venosa utilizando heparina
como anticoagulante. Las células mononu-
cleares se separaron después de diluir la sangre
total en igual volumen de solucion balanceada
de Hank's y centrifugada en Ficoll-Hypaque
a 800 g/20 min (14). La capa de células mo-
nonucleares fue lavada dos veces en Hank's
y resuspendida en RPMI-1640, adicionando
10% de suero bovino fetal inactivado y anti-
bidticos, a wuna concentracion de 2x10°
cel/ml.

Obtencion de células de exudado peritoneal
(CEP): Se inocularon i.p. cobayos adultos jo-
venes con 10 ml de aceite mineral (aceite cris-
tal) (15). Noventa y seis horas mas tarde, los
animales fueron sacrificados por descerebra-
cion; la piel del abdomen fue removida asépti-
camente y se lavd la cavidad peritoneal con
100 ml de Han's-Alsever (v/v). Las células
separadas fueron lavadas dos veces con
Hank's y resuspendidas finalmente en medio
RPMI-1640 suplementado como se describid
para los linfocitos y a la concentracidn indica-
da para cada prueba.

Prueba de MIF indirecto: Con el fin de de-
finir la dosis 6éptima de antigeno para la prueba
del MIF indirecto (16), se cultivaron linfocitos
en presencia de concentraciones variables de
PPD (NIH, Bethesda, Md.) por 72 h/37°C.
Después de la incubacion los cultivos fueron
centrifugados a 800 g/10 min y los sobre-
nadantes colectados se conservaron a — 20° C,
hasta su uso.

En esta prueba, los macréfagos peritoneales
inducidos de cobayo fueron ajustados a
4x107/ml; se llenaron tubos capilares con
la suspension de CEP y se sellaron en un ex-
tremo con Vaspar, se centrifugaron a 50 g/5
min y se cortaron utilizando lapiz de dia-
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mante en la interfase entre células y medio.
Los extremos de los tubos con las CEP fueron
colocados por duplicado en camaras de Mac-
kaness, las cuales fueron selladas con grasa
silicona y llenadas con los sobrenadantes de
los cultivos de linfocitos diluidos 1/2, en
medio completo. A los sobrenadantes contro-
les se agregd antigeno en las concentraciones
correspondientes. Las camaras fueron incuba-
das 24 h/37°C, al cabo de las cuales se deter-
min6 el area de migracion, utilizando un
microscopio invertido y ocular calibrado. El
porcentaje de inhibicién de migracidn fue cal-
culado por la siguiente formula:

% MIF = | — -2Xea experimental

X 100
drea control

Efecto de los sobrenadantes sobre la inges-
tion de aceite rojo — reduccion de Nitroazul de
Tetrazolium (NBT): Se cultivaron células de
exudado peritoneal por 48 h/37°C a una con-
centraciéon de 2x10° cel/ml en presencia de
sobrenadantes de cultivos de linfocitos esti-
mulados o no, con 50ug/ml de PPD (NIH, Be-
thesda, Md) diluidos en medio completo. A
los sobrenadantes controles se adiciond anti-
geno, inmediatamente antes del cultivo con
CEP. Después del cultivo las células fueron
lavadas y ajustadas a una concentracion de
Ix1O7 cel viables/ml y su capacidad metabd-
lica se evalu6 de acuerdo con la técnica de
Stossel (17). La ingestion se estudié mezclan-
do 0.4 ml de NaCl 0.15 M y 0.2 ml de par-
ticulas de aceite rojo (amablemente propor-
cionadas por la Dra. Maria P. McGee, Bowman
Gray Sch of Medicine, Winston Salem, N.C.)
emulsionado con lipopolisacarido de E. coli
(Sigma Chemical Co) y opsonizados con una
mezcla de sueros humanos normales. Para la
reduccion del NBT, el NaCl fue reemplazado
por nitroazul de tetrazolium (Sigma Chemical
Co) a una concentracion de 2 mg/ml. Los tu-
bos se incubaron a 37°C/20 min; las reaccio-
nes se pararon afladiendo 6 ml de soluciéon 1
mM de N-etilmaleimida (Sigma Chemical Co )
en NaCl 0.15 M a 4°C y los sedimentos resus-
pendidos en 2 ml de Dioxano (Merck), calen-
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tados a 85°C/15 min, centrifugados a 500
g/15 min y la densidad 6ptica (DO) del sobre-
nadante del tubo con aceite rojo determinada
a 520 y 580 nm, mientras que la del NBT a
580 nm solamente. Los resultados se calcula-
ron segun las siguientes féormulas:

[= DOsz0 X 14.14*
T.I. X No. cel/107

DOSSOG“;‘;;‘% —-Dom(T “ﬁ;;fbx 14.14%
R —

T.L X No. cel/107

Reduccion

Indice = =
tidide Ingestion

I: Ingestion (mg Ac. rojo/107 cel/min).

R: Reduccion (ug Formazan/107 cel/min)

T.I.:Tiempo de incubacién

*  Factor de conversion del aceite rojo a
520 nm (0.94/DQ); donde 0.94 es la
densidad (gr/1t) del aceite.

Analisis de datos: En las pruebas de MIF
indirecto se consideraron como inhibidores
porcentajes mayores de 20% y como estimu-
lacién de migracion valores inferiores a —20%
(16). Las diferencias entre los cuatro grupos
comparados en esta prueba se hicieron por
medio del chi cuadrado. En el caso de las
pruebas de ingestion de aceite rojo o reduc-
cion del NBT, la significancia de las diferen-
cias entre las medias se evalud por la prueba
de la T de Student para grupos independientes.

RESULTADOS
Los sobrenadantes de los cultivos de linfo-
citos estimulados con diferentes concentra-
ciones de PPD y provenientes de individuos
controles tuberculina positivos, mostraron
una inhibicién de migracién del 40% en sobre-
nadantes de cultivos con 50 ug/ml, concentra-
ciones menores no indujeron una inhibicidn
significativa de la migracion de las CEP, varian-
do entre 0.81% y 16.7% para 10 y 20 ug/ml

de antigeno, respectivamente.
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La prueba del MIF indirecto utilizando la
dosis 6ptima de 50ug/ml de PPD (Figura 1)
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Figura 1. [Inhibicion de migracion de macrdfagos peritoneales
de cobayo con sobrenadantes de cultivo de linfocitos de pa-
cientes tuberculosos Vs sujetos sanos estimulados con P.P.D.
(50  ug/ml,)

mostré diferencias significativas (p < 0.005)
entre los grupos estudiados. En los controles
tuberculina positivos 10/11 presentaron MIF
positivo y sélo uno indujo un aumento de la
migracion. En los controles tuberculina nega-
tivos, la situacion fue inversa pues, 6/7 sobre-
nadantes no indujeron MIF y 5/7 mostraron
un aumento de la migraciéon. En los pacientes
tuberculosos no crénicos 4/6 sobrenadantes
exhibieron una inhibiciéon de migracién positi-
va y no se observo ningun caso de estimula-
cion de la migracion; finalmente, en los
pacientes con tuberculosis crénica se observd
la mayor heterogeneidad pues, 7/18 (39%)
respondieron positivamente inhibiendo la
migracién de las CEP, 3/18 (17%) por el
contrario la estimularon y,. 8/18 (44%) no
mostraron variaciones en la migracion celular.

Los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
de individuos controles o pacientes ejercieron
un efecto variable sobre la capacidad de las
CEP para ingerir aceite rojo y reducir el
NBT (Tabla 1). En los controles tuberculino
positivos la presencia del antigeno se reflejo
en una disminucién no significativa de la in-
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Tabla 1. Efectos de los sobrenadantes de cultivos de linfoci-
tob estimulados con PPD sobre la ingestién de aceite rojo y
reduccion del nitro azul de tetrazolium por macrdfagos peri-
toneales de cobayo.

Ingestion Reduccion
PPD mg/107 ug/107 Indice
50 ug/ml] cel/min cel/min R/1

.085 £.024**].012 £.005] .127 .05

Controles - p=0.005
30

Tuberculina + 023,005 |.039f.012fL72 %
= 0.02
Controles - 047 +.008 |.010%.004) 25 .11 F
Tuberculina —| 039 £.008 |.023%.002) .713%.15
Pacientes - .031%*. 006 |.024%.008] .85 %.32
024,005 |.o16%.010] .96 .64

** Media £ 5.E.M. de seis (6) experimentos en cada grupo.

gestion de 0.085 a 0.023 mg/107 cel/min. de
aceite rojo en los cultivos sin antigeno compa-
rativamente con los cultivos con PPD; sin em-
bargo, los cultivos estimulados presentaron
una reduccion de NBT de 0.039 ug/107
cel/min, tres veces mayor que la encontrada
en los cultivos controles. Estos cambios se
tradujeron en un indice de Reduccién/In-
gestion (R/D significativamente elevado (p
< 0.005) en los cultivos con PPD que presen-
taron 1.72 con respecto a los controles cuyo
indice fue de 0.127.

En los controles tuberculina negativos la
presencia del antigeno no indujo cambios tan
notorios en la capacidad de las CEP para inge-
rir aceite rojo o reducir NBT y aunque los
indices de R/I fueron mayores en las CEP con
sobrenadantes provenientes de cultivos con
PPD, la diferencia con el control no fue esta-
disticamente significativa. De igual forma es
importante seflalar que mientras el indice en
las CEP con sobrenadantes de tuberculina
positivos incubados con PPD fue de 0.713, el
de los controles tuberculina positivos fue de
1.72 como ya se sefialé (p< 0.02).

En los pacientes tuberculosos no se encon-
traron diferencias entre los sobrenadantes
de tres cronicos y los tres no crénicos estudia-
dos, por lo cual se presentan globalmente. La
presencia de PPD no indujo cambios impor-
tantes en la capacidad de las CEP de ingerir
aceite rojo o reducir NBT. Es interesante que
aunque la diferencia no era significativa, el
indice R/I en los cultivos sin antigeno fue de
0.85 mientras que en los controles tuberculi-
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na positivos y negativos fue de 0.127 y 0.25
respectivamente. La presencia del antigeno
indujo un leve aumento no significativo en el
indice R/I de los pacientes, el cual fue de
0.96. La heterogeneidad en la capacidad de
los sobrenadantes de linfocitos estimulados
con PPD provenientes de los pacientes tubercu-
losos para inducir cambios en los CEP, fue
evidenciada por la ausencia de reduccién y
por lo tanto un indice de cero (0) en dos
pacientes (uno crénico y uno no crdénico)
mientras que en otro croénico, el indice alcan-
z6 valores de 2.72 y en los otros tres valores
intermedios.

DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion
muestran que una proporcidén importante de
los sobrenadantes de cultivos de linfocitos de
pacientes tuberculosos, estimulados in vitro,
con antigenos micobacterianos; son incapa-
ces de activar metabdlicamente los macrofa-
gos o de inhibir la migracién de estas células
comparativamente con los sobrenadantes pro-
venientes de individuos sanos tuberculina
positivos.

En la prueba de MIF indirecto, utilizando
células de exudado peritoneal de cobayo
como indicadoras, se observo claramente que
mientras los sobrenadantes de controles
positivos o negativos diferenciaban la respues-
ta migratoria, en los pacientes tuberculosos
podian diferenciarse tres patrones de respues-
ta: 1) la mayoria de los pacientes con tubercu-
losis no crénica y cerca del 40% de los pacien-
tes con infeccion crénica produjeron MIF,
2) una tercera parte de los pacientes no
cronicos y cerca del 45% de los cronicos
presentaron una respuesta de MIF negativa y
tampoco indujeron un aumento en la migra-
cion de las CEP y 3) una proporcién menor
(17%) de los cronicos cuyos sobrenadantes
aumentaron la migracion de las CEP. Se sabe
que el resultado neto de la migracidon en las
pruebas de MIF, depende de la presencia de
factores inhibidores y estimuladores de la
migraciéon en el sobrenadante del cultivo de
linfocitos (18, 19); pero quiza lo mas impor-
tante de esta observacidn es que estos factores
parecen ser producidos por células diferentes
(20) de tal manera que el factor inhibidor de
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la migracién de los macréfagos (MIF) seria
producido en el raton por linfocitos Lyt-1.2
y en humanos por linfocitos Tp considerados
como linfocitos T ayudadores mientras que el
factor estimulador de la migracion (MStF)
seria producido en el ratéon por las células
Lyt-2.2 y en el humano por linfocitos T de
fenotipo supresor. En este sentido nuestros
resultados confirman que la prueba de MIF
¢és un indicativo de la regulacion de la respues-
ta inmune contra el bacilo tuberculoso y que
la produccién de linfoquinas estd sujeta a los
mecanismos de ayuda y supresion (21) que
como se ha demostrado se encuentran altera-
dos en el paciente tuberculoso (22, 23). Sin
embargo es necesario recurrir a otras pruebas
que se correlacionen mas directamente con la
capacidad de las linfoquinas producidas por
el linfocito T para activar metabdlicamente
a los macrofagos y en consecuencia aumentar
su capacidad antimicrobiana. En este sentido
la técnica de ingestion de aceite rojo y reduc-
cion del NBT es especialmente significativa
pues permite detectar simultaneamente la
capacidad fagocitica y la activacion del meta-
bolismo de la glucosa por via de la hexosamo-
nofosfato (17, 24) que lleva a la formacién
de H.0., el cual parece tener un potente
efecto anti-micobacteriano (25). En nues-
tros experimentos se demostré claramente
que los sobrenadantes de cultivos de linfocitos
de individuos controles tuberculina positivos
estimulados in vitro con PPD indujeron un
aumento del indice de R/I el cual fue final-
mente un indicativo de la efectividad del
proceso fagocitico. Dicho aumento no se
demostré en los controles tuberculina negati-
vos ni en los pacientes tuberculosos; pero hay
que insistir en que al igual que en los estudios
de MIF, en este caso los pacientes también
mostraron una mayor variabilidad debida a
la ausencia de reducciéon por parte de macro-
fagos incubados con sobrenadantes de dos
cultivos de linfocitos estimulados con el anti-
geno. Otro de los hallazgos interesantes en
los estudios con aceite rojo/NBT fue la dis-
minucién en la ingestion inducida por los
sobrenadantes de los cultivos con PPD de los
controles tuberculina positivos. Varios auto-
res han reportado (26, 27) que monocitos
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aislados de pacientes tuberculosos presentan
naturalmente un estado de activacion mayor
que las células de individuos no enfermos;
aunque los macréfagos estudiados por noso-
tros en las pruebas metabolicas provenian de
cobayos, llama la atencién que los sobrena-
dantes de cultivos de linfocitos de dos pacien-
tes, aun en ausencia de antigeno, indujeron
un indice R/I intermedio entre los controles
tuberculina positivos y negativos, es posible
que este estado intermedio de activacion se
dé por linfoquinas producidas por linfocitos
estimulados previamente in vivo en los pacien-
tes tuberculosos que cuando son cultivados
in vitro contintan produciendo las linfoquinas
en bajas concentraciones; sin embargo, esta
posibilidad debe ser investigada mas cuidado-
samente antes de validarla.

La naturaleza de los factores activadores de
los macrofagos no es bien conocida. Hace
algunos afios se propuso que MIF y MAF
podrian corresponder a una misma molécula
(28); pero mas recientemente utilizando
hibridomas de células T (29, 30), clonas de
Linfocitos T (31) y tecnologia deDNA recom-
binante (32) se ha demostrado que el inter-
feron-gamma es la molécula mas importante,
pero no la Gnica, en la activacion de los macro-
fagos. En el caso especifico del Mycobacte-
rium tuberculosis los datos son contradictorios
pues Douvas et al (33), utilizando la técnica
de unidades formadoras de colonia, demostra-
ron que el interferon-gamma recombinante
paraddjicamente estimulaba la multiplicacion
del microorganismo intracelularmente mien-
tras que Rook et al (34) basandose en la
incorporacion de 3H-Uracilo demostraron un
efecto positivo del interferon-gamma recom-
binante inhibiendo la replicacion del bacilo
dentro de los macréfagos humanos.

Finalmente, nuestros resultados, al igual que
los de muchos otros autores, confirman un
defecto en la respuesta inmune de los pacientes
tuberculosos la cual debe estudiarse mas deta-
lladamente con el fin de obtener una mejor
comprension de los mecanismos normales y
patolégicos que ocurren en las defensas frente
a este microorganismo y eventualmente
mejorar la prevencién y el manejo de esta
enfermedad.
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SUMMARY

Lymphocytes from patients with pulmo-
nary tuberculosis and from tuberculin positive
and negative healthy controls were cultured
with and without PPD for 72 hours at 32°C.
Culture supernatants were assayed by indirect
MIF and by oil red ingestion/NBT reduction
techniques using guinea pig peritoneal cells
as indicator macrophages. Supernatants from
positive controls inhibited macrophage migra-
tion while those from negative controls
stimulated their migration. Supernatants from
patients with pulmonary tuberculosis showed
variable results but less than half were able to
inhibit macrophage migration. Oil red inges-
tion/NBT reduction assay demonstrated that

supernatants from cultures of tuberculin
positive controls stimulated with antigen
(PPD) induced a significant increase of

the reduction/ingestion index which was not
seen in supernatants from negative controls
nor from patients. These results show a defect
in the lymphocytes of patients with pulmo-
nary tuberculosis, which in a significant
number do not produce lymphokines able
to activate macrophages.
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