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En el marco de las investigaciones basicas dirigidas a es-
clarecer los mecanismos inmunolégicos que configuran la
respuesta del huésped frente a la infecciéon por Mycobacte-
rium tuberculosis, se han valorado los niveles de receptor so-
luble de interleucina 2 (sIL-2R) en exudados pleurales tu-
berculosos, en comparacién con liquidos de etiologia no
micobacteriana.

Para ello, se han estudiado 40 enfermos con derrame
pleural: 10 con pleuresia tuberculosa, 10 con neoplasia, 10
con neumonia bacteriana no tuberculosa y 10 con trasuda-
do. La determinacion de la concentraciéon de sIL-2R se efec-
tudé mediante técnica ELISA.

En pacientes con tuberculosis, el valor de sIL-2R en liqui-
do pleural fue 14.666 + 5.634 U/ml, significativamente supe-
rior a los niveles encontrados en cualquier otro grupo de pa-
tologia, que fueron 4.341 + 2.655 U/ml en los derrames
neumonicos, 5.542 + 3.682 U/ml en los neoplasicos y 1.377 +
125 U/ml en los trasudados (p < 0,001). Asimismo, se demos-
tré una excelente correlacion entre los niveles de adenosin-
desaminasa (ADA) y de sIL-2R en el liquido pleural de los
enfermos con tuberculosis (p < 0,001 y r = 0,805).

En la tuberculosis pleuropulmonar, la compartimentaliza-
cion de la respuesta inmune de la cavidad pleural determina
la existencia de niveles significativamente mas elevados de
sIL-2R con respecto a los detectados en los liquidos pleura-
les de otra etiologia. Esta observacion, asi como la demostra-
cién de una estrecha correlacién entre sIL-2R y ADA, per-
mite plantear la posible utilizacion de esta molécula como
un parametro accesorio en el diagnéstico diferencial de los
derrames pleurales, aunque en este estudio no parece alcan-
zar el grado de fiabilidad de la ADA.
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Comparative assessment of soluble interleukin 2
receptor and adenosin-desaminase levels

in pleural fluid of patients with tuberculosis

or other diseases

In order to better understand the immunological mecha-
nisms involved in host protection against Mycobacterium tu-
berculosis infection, we studied soluble interleukin 2 recep-
tor (sIL-2R) concentration in tuberculous pleural exudates
as well as in pleural fluids of non-mycobacterial etiology.

We collected pleural fluid from 40 patients: 10 with tu-
berculous pleurisy, 10 with neoplasia, 10 with non-tubercu-
lous bacterial pneumonia and 10 with trasudate. Soluble
IL-2R was measured in the stored specimens using a stan-
dard ELISA technique.

In patients with tuberculosis, sIL-2R in pleural fluid was
14,666 + 5,634 U/ml, significantly higher than was detected in
any other group, being 4,341 + 2,655 U/ml in pneumonic exu-
dates, 5,542 + 3,682 U/ml in neoplasic exudates and 1,377 + 125
in trasudates (p < 0.001). Also, an excellent correlation was de-
monstrated between adenosin-desaminase (ADA) and sIL-2R
in tuberculous pleural fluids, with p < 0.001 and r= 0,805.

In pleuropulmonary tuberculosis, compartmentalization
of the immune response in the pleural space is responsable
for the significantly higher levels of sIL-2R that were found
in tuberculous pleural liquids compared with the ones detec-
ted in other diseases. This observation, as well as the de-
monstration of a good correlation between sIL-2R and
ADA, suggest the possible usefulness of this molecule as an
additional marker in the differential diagnosis of pleural ef-
fusions, though in the present study it appears to be less re-
liable than ADA.

Key words: Tuberculous pleural exudate. Soluble receptor of in-
terleukin 2. Adenosin-desaminase. Immunology in tuberculosis.
Pleural effusions.
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Introduccion

Para el desarrollo de estrategias diagnosticoterapéuti-
cas eficaces en la lucha contra la tuberculosis, es nece-
sario un conocimiento profundo de los complejos meca-
nismos inmunolégicos involucrados en la defensa del
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Fig. 1. Valores de receptor soluble de interleucina 2 (sIL-2R) en el liquido
pleural en los distintos grupos de patologia pul r. e: empi no in-
cluido en el andlisis estadistico.

huésped contra la infeccién por Mycobacterium tuber-
culosis. Estudios anteriores han demostrado que la con-
centracién del factor soluble de la interleucina 2 (IL-2)
en diferentes liquidos biolégicos es proporcional al gra-
do y a la duracién de la estimulacién que reciben los
linfocitos T del huésped'2. La presentacién de los anti-
genos micobacterianos a las células T induce la produc-
ci6n de IL-2 que, a su vez, promueve la expresion de su
propio receptor de membrana®, Este estd formado por
tres cadenas polipeptidicas, denominadas alfa (p55),
beta (p70) y gamma (p64)*3, y su unién con la IL-2 lle-
va a la proliferacién clonal, maduracién y diferencia-
cién de linfocitos T competentes®’. Una fraccién solu-
ble de 45 kD, liberada por rotura proteolitica de la
subunidad alfa, es hoy dia facilmente detectable en los
distintos liquidos orgdnicos mediante anticuerpos mo-
noclonales y es el objeto del presente estudio.

Elevaciones importantes del nivel de receptor soluble
a la IL-2 (sIL-2R) han sido evidenciadas en el suero de
pacientes con una amplia gama de enfermedades, sien-
do por tanto un dato bastante inespecifico, que refleja la
intensidad de la activacion de las células T con indepen-
dencia de la situaciéon en que ésta se produce'. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que en enfer-
mos con tuberculosis pleuropulmonar existe una mayor
concentracién de sIL-2R en el liquido pleural que en la
sangre, y que estos niveles son mds elevados que en
exudados pleurales de pacientes afectados de otras pato-
logias??.

La finalidad de nuestro trabajo fue buscar una posible
aplicacién clinica de esta molécula para el diagnéstico
diferencial de los derrames pleurales, comparando su
utilidad con respecto a la determinacidn de la actividad
de la adenosin-desaminasa (ADA).
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Pacientes y métodos

Seleccion de pacientes

Se estudiaron 40 pacientes con derrame pleural, consecuti-
vamente, para cada tipo de patologia, incluidos en 4 grupos de
10 sujetos cada uno: a) tuberculosis pulmonar confirmada mi-
crobiolégicamente; b) neoplasia pulmonar primaria (5 adeno-
carcinomas, 3 carcinomas epidermoides y 2 carcinomas oats
cell); ¢) neumonia bacteriana (9 derrames paraneumdénicos no
complicados y un empiema), y d) trasudado (8 cardiogénicos,
un sindrome nefrético y una cirrosis hepatica).

Recogida y preparacion de muestras

A todos los pacientes se les efectué toracocentesis, segin la
técnica habitual. Una parte del liquido extraido se remiti6 al
laboratorio para los estudios bioquimico, citométrico y micro-
bioldgico, otra se envié al servicio de anatomia patolégica
para su andlisis citolégico y una tercera parte se conservo, tras
centrifugacidn, para separar la fraccion celular, alicuotindose
y congeldndose de inmediato a —30 °C, hasta su uso para la
determinacion de la molécula objeto de la presente investiga-
cién. Asimismo, se extrajeron 10 ml de sangre periférica en
un tubo de vidrio y, tras incubar 30 min a 37 °C para la retrac-
cion del coagulo, se centrifugé y almacend en las mismas
condiciones que los liquidos pleurales.

Determinacion de sIL-2R

El andlisis cuantitativo de sIL-2R se realiz6 mediante una
técnica de inmunoanalisis marcada por enzimas (ELISA), dis-
ponible comercialmente con la denominacién de Cellfree®, de
la Compaiifa T Cell Sciences de Cambridge, Massachussetts,
EE.UU. En resumen, el estdndar o las muestras problema se
introducen en unos pocillos de poliestireno para microtitula-
ciones, previamente recubiertos con un anticuerpo monoclo-
nal murino anti-IL-2R humano. Tras la incubacién a tempera-
tura ambiente durante 3 h, se afiade un segundo anticuerpo
monoclonal murino anti-IL-2R humano unido a una peroxida-
sa de rdbano. En estas condiciones el sIL-2R presente en la
muestra se fija al anticuerpo absorbido en la superficie del po-
cillo, mientras que el anticuerpo conjugado se une a un segun-
do epitopo diferente de la molécula en estudio, completando-
se asi el sandwich. Tras un nuevo perfodo de incubacién de
2 h, el antigeno libre se elimina por lavado mediante una solu-
cién tamponada a pH 7,4 y se ailade un cromégeno a base de
O-fenilendiamina, dejandolo en contacto con la muestra du-
rante 20 min. La reaccidn se interrumpe afiadiendo una solu-
cién de SO,H, 2N, obteniéndose un producto terminal cuya
densidad 6ptica leida a 490 mm es proporcional a la cantidad
de sIL-2R presente.

Mediante 6 concentraciones estdndar de sIL-2R se elabord
una curva patrén, a partir de la cual los valores de las mues-
tras problema posteriormente se determinaron por duplicado
en cada caso.

Determinacion de ADA

Para la estimacién de la actividad de la enzima ADA se em-
pled el método propuesto por Blake y Berman, adaptado por
Boehringer Mannheim. Se trata de un test cinético rapido, en
el cual el amoniaco liberado de la adenosina en la reaccién de
glutamato deshidrogenasa se une al 2-cetoglutarato, con la
oxidacion paralela de NADPH a NADP. La disminucién de
la absorbancia a 320 nm permite una valoracién de la lineali-
dad de la reaccion y, mediante una férmula matemadtica, el
calculo de la actividad en unidades internacionales por litro.

44



M.J. AVILES INGLES ET AL.-ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS NIVELES DE RECEPTOR SOLUBLE DE INTERLEUCINA 2
Y ADENOSIN-DESAMINASA EN LIQUIDOS PLEURALES TUBERCULOSOS Y DE OTRAS ETIOLOGIAS

ADA (U/l)

120
7 e

100 - -

80 -
Jp<001 ®

60 1T
— n
n »
- | |

A0
— [
] |

20 3 n
] ] - .
. | | _I—

o | " |
\ . S
e o 25? 20°
W e (¥ (e

sIL-2R (U/ml) (Miles)
30

25

20

15

r=10,805
p < 0,001

b b by b

I J I I I T
50 60 70 80 90 100 110
ADA (U/)

iy
(@]

Fig. 2. Valores de adenosin-desaminasa (ADA) en el liquido pleural en los

Fig. 3. Lorrelacnon entre el receptor soluble de interleucina 2 (sIL-2R) y

4 grupos de patologia estudiados. e: empiema; no incluido en el andli

ad d i (ADA) en el liquido pleural de los pacientes con tu-

estadistico.

Estudio estadistico

El tratamiento estadistico inferencial de los datos se realizé
mediante estudio de regresidn-correlacion para variables
cuantitativas y, para la comparacién entre grupos, mediante el
test de la t de Student o analisis de variancia de una via, segin
fuera apropiado, complementandolo con contraste de igualdad
de pares de medias.

Resultados

Los niveles de sIL-2R en el liquido pleural en los di-
ferentes grupos de enfermos estudiados se muestran en
la figura 1. El valor de esta molécula fue 14.666 + 5.634
U/ml en los pacientes con tuberculosis, 4.341 + 2.655
U/ml en las neumonias, 5.542 + 3.682 U/ml en las neo-
plasias y 1.377 = 125 U/ml en los trasudados. Hay que
destacar la existencia de diferencias estadisticamente
significativas en las cifras detectadas en los pacientes tu-
berculosos con respecto al resto de las patologias.

Los valores de actividad de la enzima ADA en el li-
quido pleural de estos mismos pacientes fueron de 65,5
+ 14,5 U/l en los casos de tuberculosis, siendo significa-
tivamente mas elevados que en los restantes grupos: 15
+ 9,1 U/l en neumonias, 15,8 + 6,6 U/l en neoplasias y
6,4 + 4 U/l en trasudados (fig. 2).

El analisis mediante regresion lineal de las cifras de
sIL-2R y ADA en exudados pleurales de origen tuber-
culoso evidencia una correlacién positiva significativa
entre estos dos factores (fig. 3).

Discusién
A pesar de los constantes progresos en el estudio de

los diferentes componentes del liquido pleural y de la uti-
lizacién de nuevos marcadores para su clasificacion etio-
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berculosis pleuropulmonar.

16gica, existe todavia un porcentaje significativo de de-
rrames pleurales cuya causa permanece desconocida al
final del proceso diagnéstico'®. Aunque la determinacién
de la actividad de la enzima ADA en el exudado pleural
permita identificar la etiologia tuberculosa del mismo
con una sensibilidad cercana al 110%!""", se han descrito
cifras de ADA muy clevadas en derrames pleurales de
pacientes con patologia no micobacteriana'®, viéndose re-
ducida por tanto la especificidad de este pardmetro.

A diferencia de los resultados obtenidos previamente
por nuestro grupo en la determinacién de sIL-2R en
suero, donde no se observaron diferencias significativas
en la concentracién de esta molécula en las distintas pa-
tologias'®, en el liquido pleural de los pacientes con tu-
berculosis hemos detectado niveles de sIL-2R significa-
tivamente mds elevados que los registrados en los
enfermos con derrames neopldsicos, paraneumoénicos y
trasudados (fig. 1). Este hallazgo, que es similar al des-
crito previamente por Ito et al® y Takahashi et al®, se
debe probablemente a una “compartimentalizacién” de
la respuesta inmunitaria tipica de la pleuritis tuberculo-
sal’, en la cual es habitual encontrar niveles de sIL-2R
del orden de 10 a 12 veces mds elevados en el liquido
pleural que en la sangre de los pacientes afectados™'®.
Este fendmeno inmunoldgico local tan peculiar ha sido
imputado a la presencia de un mayor porcentaje de lin-
focitos T que responden al PPD en la efusién pleural
que en la sangre periférica del enfermo'®', con un claro
predominio, ademds, de la subpoblacién T,;*>*. Asf, a la
considerable disminucién en la sintesis de IL-2 por par-
te de los linfocitos T de la sangre periférica, que a me-
nudo se manifiesta clinicamente en forma de anergia
tuberculinica®, se contrapone una liberacion significati-
vamente mayor de linfocinas por las células T presentes
en el liquido pleural, sobre todo las producidas por lin-
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focitos de tipo T,1: IFN-vy, IL-1 e IL-2*%. La acumula-
cién y la proliferacidn de los linfocitos T estarian en re-
laci6n tanto con la elevada concentracion local de anti-
genos micobacterianos por la proximidad del foco
pulmonar como con la eliminacién mds lenta de sIL-2R
y otras linfocinas por el reducido intercambio de las
proteinas en el espacio pleural®.

En nuestro trabajo, las cifras de ADA obtenidas en el
liquido pleural de enfermos tuberculosos han sido signi-
ficativamente mads elevadas que en los pacientes con de-
rrames malignos, paraneuménicos o trasudados (fig. 2),
confirmandose asi su ya reconocida utilidad en el diag-
ndstico diferencial de este tipo de patologia. Puede ob-
servarse que entre los enfermos no afectados de tuber-
culosis, se encontraron valores elevados de ADA sélo
en el caso de un exudado empiematoso (no incluido en
los cdlculos estadisticos), probablemente debido a la
presencia de una gran cantidad de polimorfonucleares,
células abundantes provistas de esta enzima. No obstan-
te, quiza el aspecto mas interesante de esta parte del es-
tudio es el hallazgo de una correlacién muy estrecha en-
tre los niveles de sIL-2R y ADA en los liquidos
pleurales de origen tuberculoso (fig. 3), lo que apoyaria
el planteamiento inicial de una posible utilizacion del
sIL-2R para diferenciar la etiologia micobacteriana de
las otras causas de derrame. Desafortunadamente, el ni-
mero limitado de casos investigados v el discreto grado
de solapamiento que existe entre los valores de sIL-2R
en el rango medio-bajo (entre 5.000 y 15.000 U/ml)
(fig. 1) no permiten el establecimiento de un nivel de
corte con una sensibilidad y especificidad adecuadas
para el diagndstico de la tuberculosis pleural, viéndose,
por tanto, reducida su aplicacién en la préctica clinica.
En este sentido, en el momento actual, la determinacién
de la actividad de la ADA sigue siendo el instrumento
mas fiable para diferenciar las pleuresias tuberculosas
de los derrames pleurales de distinta naturaleza.

En conclusidn, el presente estudio confirma la pre-
sencia de niveles de sIL-2R significativamente mas ele-
vados en los exudados pleurales de pacientes con tuber-
culosis que en los derrames pleurales de otras etiolo-
gfas. Sin embargo, su poder de discriminacién parece
ser insuficiente, siendo la ADA un parimetro mas espe-
cifico para orientar el diagndstico diferencial de los de-
rrames pleurales. No obstante, habida cuenta también
de la excelente correlacion existente entre sIL-2R vy
ADA, ambas moléculas podrian aportar informacién
util complementaria en casos individuales de dificil
diagnéstico.
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