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1. RESUMEN

La respuesta inmune humoral timodependiente requiere Ila
participacion de linfocitos T para la activacion de linfocitos B. La
primera sefial de activacion del linfocito B depende de la unidn del
antigeno al receptor para antigeno del linfocito B (BCR), ademas,
de sefiales coestimuladoras y mediadores solubles aportados por el
linfocito T. De las sefales coestimuladoras mas estudiadas
involucradas en la activacion del linfocito B esta la sefal dada por la
interaccion de la molécula CD40 en el linfocito B con su ligando
(CD40L) en el linfocito T, la cual se ha visto que es necesaria en la
produccion de anticuerpos, cambio de isotipo y generacion de
linfocitos B de memoria. En las enfermedades autoinmunes
mediadas por autoanticuerpos, como en la respuesta inmune
normal, se requiere la participacion de linfocitos T antigeno
especificos para la activacion de linfocitos B autorreactivos, donde
las mismas sehales coestimuladoras parecen ser requeridas. El
lupus eritematoso sistémico (LES) es el prototipo de enfermedad
autoinmune sistémica mediada por autoanticuerpos, fos cuales
estan  dirgidos  principalmente  contra  DNA,  histonas,
ribonucleoproteinas y otros componentes nucleares y citoplasmicos.
Su etiologia es desconocida, aunque parecen participar algunos
defectos en el sistema inmune, ademas de factores ambientales,
hormonales y genéticos.

Los autoanticuerpos anti-DNA patogénicos en LES y sus modelos
murinos son de clase 1gG. La produccion de anticuerpos IgG por los
linfocitos B depende de la interaccién CD40-CD40L. Por lo tanto, el
estudio de esta interaccidon es importante para entender la
patogenia de esta enfermedad.

La participacion de la interaccion CD40-CD40L en el LES ha sido
estudiada sobre todo en modelos animales, en los que el
tratamiento con anti-CD40L retarda la enfermedad. La interaccion
CD40-CD40L podria contribuir a la patogenia del LES a través de
interacciones antigeno especificas entre linfocitos B y linfocitos T
autorreactivos, aunque algunos estudios sugieren una participacion
inespecifica de la interaccion CD40-CD40L en linfocitos de
pacientes con LES.

Nuestro trabajo consistid en analizar la expresion de CD40L por
linfocitos de sangre periférica de pacientes con LES activo e
inactivo y estudiar la cinética de expresion de dicha molécula bajo
diferentes estimulos.

Los resultados demostraron que no hay expresién de CD40L por
linfocitos de sangre periférica de pacientes con LES y que la



cinética de expresion de CD40L en los linfocitos de estos pacientes
es normal. Por lo tanto estos resultados indican que no hay
activacion policlonal en los linfocitos de pacientes con LES vy
sugieren que 1a participacion de la interaccion CD40-CD40L puede
ser a nivel de linfocites T y B antigeno especificos, al igual que en
una respuesta inmune normal.



2. ANTECEDENTES

2.1. Respuesta inmune

El sistema inmune combate agentes extrafios mediante dos
mecanismos esenciales: la inmunidad natural o innata y la inmunidad
especifica o adaptativa. Esta ultima se caracteriza por ser especifica,
inducible y con memoria que permite, ante un segundo contacto,
eliminar mas rapida y eficazmente al patdgeno que indujo la
respuesta.

Las células responsables de la inmunidad especifica son los linfocitos,
los cuales pueden ser linfocitos T o linfocitos B que derivan de células
progenitoras en la médula 6sea. Los linfocitos T se diferencian en el
timo y los linfocitos B en la médula ésea, que son los érganos linfoides
primarios. En ellos, los linfocitos adquieren su repertorio de receptores
antigeno especificos. Los érganos linfoides secundarios que incluyen
el bazo, ganglios linfaticos y tejido linfoide asociado a mucosas,
proveen el ambiente donde los linfocitos interactdan entre si y con los
antigenos extrafos'?.

Los linfocitos B reconocen antigenos de manera especifica a través
de una molécula de inmunoglobulina de superficie que es su receptor
para el antigeno (BCR). Los antigenos reconocidos por los linfocitos B
incluyen proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos, ademas de
pequefias moléculas. Estos son habitualmente reconocidos en su
forma nativa'>.

Por otro lado, los linfocitos T reconocen antigenos a través de un
receptor especifico de superficie (TCR). A diferencia del receptor de
los linfocitos B, el TCR no reconoce antigenos nativos, sino proteinas
que deben ser procesadas intracelularmente a péptidos capaces de
asociarse a moléculas propias del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC)'*.

Los linfocitos T pueden ser CD4+ o CD8+. Los primeros reconocen
péptidos unidos a moléculas MHC clase Il, mientras que los segundos
reconocen péptidos unidos a moléculas MHC clase |. Los linfocitos T
CD4+, dependiendo del tipo de mediadores solubles que secretan, se
dividen a su vez en linfocitos Th1 o linfocitos Th2. Los linfocitos CD4+,
Th1 y Th2 son los linfocitos T inductores, mientras que tos linfocitos T



CDB8+ son en su mayoria citotoxicos'.

2.2. Inmunidad humoral

La inmunidad humoral, mediada por linfocitos B a través de la
secrecion de anticuerpos, es importante para la defensa contra
microorganismos extracelulares, para eliminar toxinas solubles y en
las fases de diseminacidn de infecciones intracelulares. La inmunidad
humoral requiere activacion de linfocitos B y puede ser
timoindependiente o timodependiente (cuando participan en ella
linfocitos T inductores). La respuesta humoral timodependiente es la
respuesta habitual contra antigenos proteicos o antigenos, que sin ser
proteicos, se encuentran unidos a una proteina. Ocurre en los 6rganos
linfoides secundarios; en especial en los limites entre la zona
paracortical, rica en linfocitos T, y los foliculos linfoides, poblados por
linfocitos B®.

La respuesta timodependiente se divide en primaria y secundaria. La
respuesta primaria ocurre durante el primer contacto con el antigeno,
cuando los linfocitos B se unen a éste a través de su BCR, lo
internalizan, lo procesan y lo presentan en forma de peptidos
asociados a moléculas MHC clase Il a linfocitos T inductores
especificos. Este contacto implica, ademas, la interaccion de
moleculas de adhesion, sefales coestimuladoras y liberacion de
mediadores solubles por el linfocito T, 1o cual resulta en activacidn de
los linfocitos B que proliferan se diferencian a células plasmaticas
productoras, incialmente, de anticuerpos IgM, en su mayoria, de baja
afinidad. Otros linfocitos B activados se diferencian a celulas de
memoria que dan lugar a los centros germinales dentro de los foliculos
linfoides y que eventualmente son la base de la respuesta
secundaria®.

2.3. Formacion de Centros Germinales

En los centros germinales hay gran proliferacién de linfocitos B
activados, durante la cual, el BCR se diversifica nuevamente por un
proceso conocido como hipermutacién somatica, que introduce
mutaciones puntuales a todo lo largo de los genes de las regiones



variables de las cadenas pesada y ligera (Vi y V) de inmunoglobulina.
Después de varios ciclos de divisidn (y por tanto, de hipermutacion
somatica) son seleccionados los linfocitos con un BCR de mayor
afinidad por el antigeno. Esto se conoce como maduracion de la
afinidad.

Ademas de la maduracion de afinidad, en los centros germinales
ocurre el cambio de isotipo de inmunoglobulina, que hace que los
genes de cadena rearreglados en VDJ recombinen sus segmentos de
region constante, dando lugar a anticuerpos de diferentes isotipos que
tienen la misma especificidad para el antigeno pero diferente funcion
biolégica®’.

Asi, durante la respuesta secundaria, en los centros germinales
muchos linfocitos B se diferencian a células plasmaticas que producen
anticuerpos con mayor afinidad, mientras que otros siguen generando
linfocitos B de memoria. La respuesta secundaria, actia de manera
mas rapida y eficiente ante un segundo contacto con el antigeno.

Sin embargo, la mutacién somatica puede maodificar la especificidad
de los linfocitos B, inclusive hacia antigenos propios {autoantigenos).
De ahi que en la maduracién de afinidad es nuevamente importante la
presencia de mecanismos de seleccion para qué, sélo los linfocitos B
con alta afinidad para el antigeno sobrevivan y los que pierdan la
capacidad de reconocer al antigeno o adquieran especificidad por
antigenos propios sean eliminados. Este proceso de seleccion esta
dirigido por las células dendriticas foliculares y linfocitos T inductores
activados”™.

Hay modelos experimentales que sugieren que los linfocitos B
especificos hacia antigenos propios, generados en esta etapa, son
eliminados en centros germinales por el mismo autoantigenc en
circulacion, por un mecanismo del cual hablaremos mas adelante®®.

2 4. Activacion de linfocitos B por linfocitos T CD4

Como ya se ha comentado, en la respuesta inmune humoral hacia
antigenos timodependientes el linfocito B especifico es activado por
un linfocito T inductor especifico casi siempre contra el mismo
antigeno, aunque contra distintos determinantes antigénicos. Para tal



evento se necesita que el linfocito T sea también activado, lo cual se
logra a través del contacto con una célula presentadora de antigenos
(CPA), que puede ser el mismo linfocito B. Para ser una CPA
eficiente, el linfocito B necesita ser estimulado adicionaimente, por
gjemplo con lipopolisacarido bacteriano, para que exprese mayor
cantidad de moléculas MHC clase Il y moléculas coestimuladoras®.

Et primer evento en la activacidon del linfocito B es el contacto directo
entre el linfocito T y el B a través de moléculas de adhesién como
CD54 en el linfocito B con su ligando CD11a/CD18 en el linfocito
T'®'"' Antes de esto, la activacion inicial del linfocite B, depende de la
union del antigeno al BCR.

El antigeno unido al BCR es endocitado, procesado en la via
endocitica a péptidos que son presentados por moléculas MHC clase
Il en la superficie del linfocito B. El linfocito T reconoce péptidos
antigénicos a través del TCR. Cuando el linfocito B es una eficiente
CPA, la interaccién TCR-péptido-MHC y las interacciones de contacto,
proporcionan sefales de activacion al linfocito T, induciendo en este la
expresion de CD40L. La interaccion CD40L-CD40 induce en el
linfocito B la expresion de las moléculas coestimuladoras CD80 (B7-1)
y CD86 (B7-2), las cuales interactuan con CD28 en el linfocito T, lo
cual lleva a éste finalmente a la secrecién de citocinas como IL-2, -4,
IL-5, etc™'™3,

La interaccion de CD40L en el linfocito T con CD40 en el linfocito B,
proporciona, a éste, la sefal necesaria para el cambio de isotipo, el
cual finalmente depende de las distintas citocinas presentes en el sitio
en que ocurre la activacién del linfocito B'. La interaccion CD40-
CD40L es también fundamental en la generacién de linfocitos B de
memoria.

2.5. La interaccion CD40-CD40L

CD40L (también conocido como gp39, TBAM, TRAP, 5¢8, CD154) es
una glucoproteina de membrana tipo |l de 33 kDa, de expresion
inducible y transitoria, principalmente en la superficie de linfocitos T
CD4+ activados'®, aunque también es expresada en bajo porcenta1je
por linfocitos B, linfocitos CD8+, basofilos y eosindfilos activados'™ ™.
CDA40L pertenece a la familia del factor de necrosis tumoral (TNF).



El receptor para CD40L, CD40, es una glucoproteina de membrana
tipo | de 40 a 50 kDa, penteneciente a Ia familia del receptor de TNF,
expresada constitutivamente por CPA profesionales que son las
células dendriticas, macrofagos y linfocitos B, ademas de las células
dendriticas foliculares de los centros germinales®®?'. También el
epitelio timico, algunas celulas endoteliales y muchas células
parenquimatosas y no parenquimatosas de rifion expresan CD40%%,

2.6. Efecto de la interaccion CD40-CD40L en la inmunidad
humoral

Se han realizado multiples estudios acerca de los efectos de la
interaccion CD40-CD40L en el linfocito B. Algunos eventes incluyen:
adhesion homotipica, proliferacién, cambio de isotipo y secrecion de
anticuerpos. Se ha observado ademas que esta interaccién induce un
incremento en la expresion de CD23, MHC clase I, RIL-2a (CD25) y
CD80/CD86. El entrecruzamiento de CD40 induce también en el
linfocito B la produccion de IL-6 e IL-10%°,

Los efectos funcionales mas importantes del entrecruzamiento de
CD40 en el linfocito B son: proliferacién, produccion de anticuerpos,
cambio de isotipo, formacion de centros germinales, generacion de
células de memoria y prevencion de apoptosis de centrocitos en
centros germinales.

2.6.1. Proliferacion

La activacion de linfocitos B a travées de CD40 se estudia con
anticuerpos monoclonales antiCD40 solubles o inmovilizados o con,
CD40L soluble asociada a membrana. En estos modelos, el grado de
activacion del linfocito B depende, en gran medida, de las condiciones
en que se lleva a cabo el entrecruzamiento de CD40.

En su forma soluble, por ejemplo, algunos anticuerpos anti-CD40
inducen una proliferacion minima de los linfocitos B?®. Et mismo efecto
se ha visto con la forma soluble de CD40L (trimero)¥’. La adicién de
iL-4 incrementa la respuesta de los linfocitos B a la estimulacion con
ambos tipos de estimulo®.



Cuando se utilizan ligandos inmovilizados en células, como células L
transfectadas con CD40L humano, hay una proliferacion intensa y
sostenida de linfocitos B. Cuando se adiciona IL-4 a los sistemas de
ligandos inmovilizados la poblacion de linfocitos B se expande mas de
1000 veces®?®. Otras citocinas como la I1L-13, iL-1, INFy y la IL-10
también tienen efectos sinérgicos ¢ aditivos en Ia proliferacion de
linfocitos B en respuestas a CD40L inmovilizado'”

2.6.2. Produccion de anticuerpos y cambio de isotipo

La interaccion CD40-CD40L tiene un papel importante en la
produccién de anticuerpos y en el cambio de isotipo, donde la
participacion simultanea de una 6 mas citocinas resulta en cambio de
isotipo a las diferentes subclases de inmunoglobuiinas.

Los isotipos murinos que se sabe son inducibles por citocinas son
IgG1, lgG2a, IgG2b, 1gG3, IgE e IgA. En el humano, los isotipos
coestimulados por citocinas son lgG1, 1gG3, 1gG4, IgE e IgA.

La IL-4 induce en linfocitos B murinos estimulados con anti-CD40
inmovilizado un ligero incremento en ia produccion de IgM e 1gG y
secrecion de grandes cantidades de IgE®!. Por otra parte, los linfocitos
B murinos y humanos estimulados con células transfectadas con
CD40L también secretan IgE en respuesta a IL-4%. Lo anterior
confirma que la interaccién CD40-CD40L junto con la IL- 4 participa de
manera importante en eI cambio de isotipo a IgE. La 1L-13 tiene
efectos similares a la IL-4"7

Por otra parte la IL-5 pamc1pa de manera sinérgica con la |L-4 para la
producciéon de lgM 1gE, 1gG1 e I1gG3 por linfocitos B murinos
activados por CD40%*

La IL-10, en linfocitos B humanos de amigdalas activados con anti-
CD40, induce la secrecion de IgG1, 1gG2 e 1gG3%¥. La IL-10 en estos
sistemas también produce bajos niveles de IgA1, pero cuando se
adiciona TGFp se producen grandes cantidades de IgA1 e IgA2 y se
inhibe la produccién de IgM e IgG**.



2.6.3. Formacién de centros germinales y generacion de células
de memoria

Las primeras evidencias al respecto surgieron de experimentos in vitro
en los que los linfocitos B de centros germinales activados a través de
CD40 en presencia de IL-2 e IL-10, adquieren un fenotipo de linfocitos
B de memoria, mientras que el bioqueo de ia interaccién CD40-CD40L
dirige la diferenciacion de los linfocitos B de centros germinales a
células plasmaticas®.

Una de las evidencias mas importantes proviene de estudios en
pacientes con sindrome hiper-IlgM, con defectos en el gen de CD40L.
Estos pacientes tienen una ausencia de centros germinales en
organos linfoides secundarios e incapacidad para montar una
respuesta secundaria hacia antigenos timodependientes®®*. Con la
identificacion del sindrome hiper-IgM, se han creado varios modelos
animales con el fin de semejar la enfermedad y estudiar con mayor
detalle los efectos de la interaccion CD40-CD40L.

En experimentos de bloqueo in vivo se ha encontrado, que ratones
tratados con anti-CD40L no desarrollan centros germinales. Los
experimentos de transferencia adoptiva en estos ratones demuestran
que la generacidén de linfocitos B de memoria antigeno especificos
esta también inhibida™.

De manera similar, los ratones deficientes en el gen para CD40 y
CD40L, con un fenotipo parecido a los pacientes con sindrome hiper-
IgM, no desarrollan centros germinales ni linfocitos B de memoria®®*°,

2.6.4. Prevencion de apoptosis

Se sabe que el entrecruzamiento del BCR en linfocitos B inmaduros
causa apoptosis y en linfocitos B maduros proliferacion. Algunos
trabajos demuestran que un entrecruzamiento muy extenso o muy
limitado del BCR induce apoptosis en linfocitos B maduros y que la
estimufacién a través de CD40 (anticuerpos anti-CD40 6 linfocitos T
activados) previene completamente ia apoptosis en ambas
condiciones*'*,

In vitro, los anticuerpos anti-CD40 ¢ anti-lgM previenen la apoptosis
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de los linfocitos B de centros germinales®. Sin embargo, los mismos
estimulos no son suficientes para prevenir fa apoptosis de linfocitos B
de sangre periférica® a menos que sean estimulados con anti-CD40
e IL-4, lo cual disminuye ia apoptosis*®. Ademas, la apoptosis de una
linea celular de linfoma B inducida por anticuerpos anti-igM puede ser
prevenida con anti-CD40*,

En conjunto, to anterior explica en gran parte como los linfocitos B en
los centros germinales, son rescatados de la apoptosis durante la
maduracion de la afinidad: aquellos linfocitos B que reciben la sefal
antigeno especifica a través de su inmunoglobulina de superficie y
ademas, reciben la sefial de CD40 por un linfocito T inductor antigeno
especifico activado, son rescatados de apoptosis, mientras que
aquellos que solo reciben una de las dos sefiales mueren por
apoptosis’.

2.7. CD40-CD40L en enfermedad

Dada su importante funcién, ha sido de gran interés de muchos
grupos descifrar el papel de CD40L en diversas enfermedades, como
es el caso de algunas inmunodefiencias, en infecciones virales y en
autoinmunidad®*"#"*  En autoinmunidad, el lupus eritematoso
sistémico, la artritis reumatoide, la enfermedad injerto contra huesped
y la esclerosis multiple son algunas de las enfermedades donde la
participacion de CDA40L ha sido estudiada, como veremos mas
adelante.

2.7.1. Autoinmunidad
Tolerancia y Autoinmunidad

La capacidad del sistema inmune de no responder en contra de lo
propio, se conoce como tolerancia inmunoldgica. La tolerancia puede
ser mediada por varios mecanismos, en especial delecion clonal y
anergia clonal.

a. Delecion clonal

Los linfocitos T durante su maduracién en el timo, sufren un proceso
de seleccidon negativa, principalmente en la médula timica, durante el
cual, los timocitos con TCR con gran afinidad por péptidos propios

11



unidos a las moléculas propias del MHC son eliminados mediante un
mecanismo de muerte celular programada o apoptosis. Este proceso
se conoce como delecién clonal 2.

De manera similar, los linfocitos B durante su maduracion en médula
Osea, al reconocer antigenos propios multivalentes y/o en altas
concentraciones, como por ejemplo proteinas en la superficie celular,
son eliminados predominantemente por delecion clonal®*°.

Sin embargo, muchos linfocitos T y B autorreactivos escapan de la
delecion clonal en los 6rganos linfoides primarios, ya sea porque los
autoantigenos reconocidos por ellos no se encuentran en timo o
medula 6sea, o bien, estan en muy bajas concentraciones. Estos
linfocitos maduran en periferia y en ellos la tolerancia inmunologica es
mediada por mecanismos diferentes.

b. Anergia clonal

Tanto en linfocitos B, como T, la anergia clonal se ha descrito como el
resultado de una respuesta a un antigeno en ausencia de segundas
sefales (coestimuladoras). Los linfocitos T se hacen anérgicos al
reconocer antigenos propios en células presentadoras de antigeno
(CPA) no profesionales, que carecen de moléculas coestimuladoras
(B7.1 y B7.2), necesarias para activarlos®*®. Los linfocitos B son
anérgizados al reconocer antigenos a través de su inmunoglobulina de
superficie en ausencia de su linfocito T antigeno especifico, el cual ha
sido eliminado en el timo®®. En ambos casos esto ocurre mas
frecuentemente con células autorreactivas.

c. Ignorancia clonal

La ignorancia clonal es el mecanismo mas fragil de tolerancia
inmunoldgica, de hecho, no puede ser considerado como tolerancia,
sino como una falta de respuesta simplemente por no haberse
identificado la presencia del antigeno. Los linfocitos ignorantes no
sufren anergia clonal ni delecién clonal, sino que permanecen
ignorantes de la existencia del antigeno. Los linfocitos ignorantes
existen en todos los individuos sanos sin causar dafio alguno, aunque
la presencia simultanea de linfocitos T y B ignorantes dirigidos contra
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el mismo antigeno es excepcional.

La mayoria de los linfocitos B ignorantes reconocen antigenos
intracelulares como proteinas de citoesqueleto, nucleares, de estrés,
etc. Cuando llegan a estar presentes, los autoanticuerpos producidos
por los linfocitos B ignorantes son de baja afinidad (IgM) y en bajas

cantidades, por lo que habitualmente no son patogénicos’".

Los linfocitos T ignorantes habitualmente reconocen proteinas
diversas en tejidos no linfoides, que no necesariamente estan

secuestradas’®,

La ruptura de cualquiera de los mecanismos de tolerancia podria
resultar en enfermedad autoinmune. No obstante, para que surja una
enfermedad autoinmune por autoanticuerpos debe haber activacion de
linfocitos T y B autorreactives. Se han descrito muchos posibles
mecanismos patogénicos que pueden contribuir al desarrollo de una
enfermedad autoinmune, y que no son necesariamente excluyentes:
Por ejemplo, los linfocitos T y B autorreactivos podrian activarse por
reactividad cruzada con antigenos extrafios (mimetismo molecular),
activaciéon de linfocitos T por presentacion de determinantes no
expuestos (epitopos cripticos), activacién de linfocitos T por
su%%rantigenos, factores genéticos, fallas en la regulacién inmune,
etc”

En las enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos, la
produccion de autoanticuerpos, como en la respuesta inmune normal,
requiere de la participacion de linfocitos T antigeno especificos para la
activacién de los linfocitos B autorreactives. Aparentemente, las
mismas sefiales coestimuladoras son requeridas para la proliferacion,
produccion de autoanticuerpos, cambio de isotipo y linfocitos B de
memoria. Como se menciond, la sefal coestimuladora mejor
caracterizada y que participa en todos estos mecanismos, es la sefal
mediada por la interaccién CD40-CDA40L.

De acuerdo con lo anterior, se ha estudiado la participacion de CD40L
en enfermedades autoinmunes. En algunos modelos animales de
enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, enfermedad injerto contra huésped y esclerosis multiple,
el tratamiento con anti-CD40L tiene un efecto benéfico, retardando el
dafio tisular mediado por el proceso autocinmune.,
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2.7.2. Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

El LES, que es la enfermedad de interés en este estudio, es e!
prototipo de enfermedad autcinmune sistémica mediada por
anticuerpos. Aunque las causas del LES son desconocidas, muchas
evidencias sefialan que algunos defectos en el sistema inmune tienen
un pape! principal, ademas de factores genéticos, hormonales vy
ambientales.

El LES es mas frecuente en mujeres jovenes, especialmente entre los
15 y los 45 afios de edad principalmente, lo cual sugiere una fuerte
influencia de los estrogenos en el LES. Las manifestaciones clinicas
de la enfermedad son muy variables y pueden ser leves, restringidas a
ta piel y las articulaciones; hasta manifestaciones graves
muitisistémicas, cuyo sitio principal de dafo es el riién, ademas de
otros organos que incluyen el sistema nervioso central, pulmones,
etc®. Esta variabilidad en la enfermedad complica su diagnostico y
sefala la necesidad de individualizar la evaluacion y recomendaciones
para cada paciente. Por tal razon el Colegio Americano de
Reumatologia (ACR) establecié en 1982 criterios de clasificacion
clinicos y de laboratorio que han ayudado enormemente en la
identificacion de pacientes con LES® (ver apéndice 1).

Ademas de los criterios de clasificacion para un diagnéstico acertado
del LES se han desarrollado y validado diversos indices clinicos para
medir la actividad de la enfermedad; uno de ellos, y el mas utilizado,
es el indice de actividad de la enfermedad para LES “SLEDAI" (ver
apéndice 2)*. La actividad de la enfermedad es un reflejo del tipoyla
severidad del érgano afectado en algun momento de la enfermedad, y
es de suma importancia para un tratamiento adecuado del LES.

Los pacientes con LES tienen multiples autoanticuerpos. Los mas
caracteristicos son los anti DNA, pero también los hay contra
componentes nucleares (histonas, ribonucleoproteinas), fosfolipidos,
neuronas, eritrocitos y plaquetas. Los anticuerpos anti DNA del isotipo
IgG, que unen DNA de doble cadena, tienen un pape! importante en el
desarrollo de glomerulonefritis por complejos inmunes, los cuales se
depositan en las paredes de los vasos glomerulares renales, donde
activan al sistema del complemento. Este proceso induce inflamacién
local y dario tisular que libera mas antigeno de las células dafiadas y
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exacerba el dafio tisular®.

a. Modelos murinos

Diversas cepas de raton como la NZB/NZWF, (BWF,), NZB/SWRF,
(SNF+), MRL-lprilpr (deficiente en el gen de Fas) y BxSB (en machos)
desarrollan espontaneamente una enfermedad parecida al LES
humano. En algunos de estos ratones se han aislado clonas de
linfocitos T inductores autorreactivos que inducen la produccion de
autoanticuerpos anti-DNA patogénicos por linfocitos B2,

En el modelo SNF;, algunas clonas representativas inducen
rapidamente nefritis lupica al ser transferidas a ratones jovenes. La
mayoria de estas clonas responden a antigenos de nucieosomas
(complejos de DNA con histonas)®. Los autoanticuerpos anti-DNA
inducidos por estas clonas tienen numerosos residuos basicos en las
regiones Vy, generados por mutacion somatica, y son de clase IgG
que fijan complemento™.

Lo anterior, apoya la hipétesis de que la produccion de
autoanticuerpos patogénicos anti-DNA en LES se debe a
interacciones cognatas entre poblaciones selectas de linfocitos T y B
autorreactivos.

La importancia de la interaccion entre linfocitos T inductores vy
linfocitos B autoreactivos en el desarrolio de lupus, ha sido estudiada
a nivel de sefiales coestimuladoras, incluyendo la interaccion CD40-
CD40L.

En ratones SNF4, que desarrollan nefritis ldpica alrededor de los 6
meses de edad, se ha observado que el tratamiento temprano con
anti-CD40L, retrasa mas alla de los nueve meses el inicio de la nefritis
lupica severa hasta en un 60%. En el suero, los niveles de
autoanticuerpos patogénicos disminuyen considerablemente. E! efecto
benéfico de la terapia con anti-CD40L en estos ratones, es
probablemente por el bloqueo de la expansion de linfocitos B de
memoria autorreactivos, comprometidos con la produccién de
autoanticuerpos patogénicos®.

En ratones BWF; la terapia con anti-CD40L también tiene efectos
benéficos, con disminucion de la produccion de autoanticuerpos anti-
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DNA, reduccion del dafio renal y sobrevida prolongada®®. De manera
similar, la disminucién de la produccién de autoanticuerpos
patogenicos anti-DNA y anti-lgG (factor reumatoide) en ratones MRL-
ior/lpr deficientes en CD40L, es dependiente de ia interaccién CD40-
CD40L*.

En estudios de linfocitos de ratones predispuestos a nefritis lipica se
encontré que los linfocitos T de bazo de ratones SNF, de un mes de
edad expresan CD40L, lo que no ocurre en un control SWR. La
estimulacion con anti-CD3 incrementa la proporcion de linfocitos T que
expresan CD40L, siendo nuevamente mayor la expresién en el ratén
SNF, que el control®®.

Interesantemente, en ratones machos BxSB (en esta cepa el LES se
presenta en machos y esta ligado al cromosoma Y) una subpoblacién
de linfocitos B de bazo (linfocitos grandes) expresa CD40L, tanto en
ausencia como en presencia de lipopolisacarido (activador de
linfocitos B) a las 24 hs de cultivo. La expresion de CD40L es
funcional, sugiriendo que la autoinmunidad en estos ratones podria
deberse a una ruptura en los mecanismos que regulan la expresion de
esta molécula en los linfocitos B*.

b. Estudios en humanos

En pacientes con LES activo, pero no en sujetos normales ni en
pacientes en remision, se han encontrado también clonas de linfocitos
inductores autorreactivas, las cuales son capaces de inducir la
produccion de autoanticuerpos patogénicos anti-DNA cuando son
cocultivadas con linfocitos B autélogos™. Estas clonas autorreactivas,
como en los ratones, también responden a nucleocsomas®®. Los
autoanticuerpos patogénicos producidos por pacientes con LES, con
evidencias de mutacién somatica y cambio de isotipo (evidencias
indirectas de la participacion del antigeno y los linfocitos T,
respectivamente) tienen un papel importante en el desarrolio de la
glomerulonefritis por complejos inmunes®',

Los estudios mencionados, al igual que los estudios en ratones,
sugieren una cooperacion antigeno especifica entre linfocitos B vy
linfocitos T autorreactivos en la produccién de autoanticuerpos
patogénicos anti-DNA. Sin embargo algunos autores han sugerido que
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el LES podria deberse a una activacién policlonal de linfocitos B
autorreactivos (sobre todo en etapas tempranas), independiente del
antigeno y de linfocitos T inductores.

Recientemente el grupo de Syamal Datta encontrd, que en pacientes
con LES activo hay expresién de CD40L por linfocitos T CD4+ de
sangre periférica, sin previa estimulacién exdégena. En estos pacientes
CD40L es expresade también por linfocitos T CD8+ vy,
sorpresivamente por linfocitos B, comparado con controles sanos y
pacientes en remision. Ademas, al estimular linfocitos de los pacientes
en remision y controles sanos, con dosis subdptimas de mitégenos, Ia
expresion de CD40L por linfocitos T y B de pacientes en remision, es
marcadamente mayor que en los controles normales, indicando
defectos intrinsecos en la regulacion de CD40L en los linfocitos de
estos pacientes®’.

A diferencia de estos resultados el grupo de Mary Crow no encontrd
expresién de CD40L por linfocitos de sangre periférica de pacientes
con LES activo. Sin embargo la cinética de expresién de CD40L bajo
el estimulo de ionomicina y PMA mostrd resultados diferentes en
controles y en pacientes. En controles hubo una maxima expresion de
CD40L a las 6 hrs con una disminucién gradual a niveles basales a las
48 hs de cultivo. Mientras gue en pacientes, a las 24 y 48 hs todavia
habia una elevada expresicn de CD40L, lo que sugiere que en los
pacientes con LES hay una regulaciéon anormal de la expresion de
CD40L%,
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3. JUSTIFICACION

E! lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune
mediada por autoanticuerpos en la que los mecanismos responsables
de ia activacion de linfocitos B y el cambio de isotipo que resulta en
autoanticuerpos patogénicos, IgG, son desconocidos. La interaccion
CD40-CD40L, que es esencial para el cambio de isotipo en
condiciones normales, parece tener un papel importante en la
patogenia de modelos animales de LES. Los mecanismos mediante
los que la interaccion CD40-CD40L contribuye a la patogenia de la
enfermedad son desconocidos, pero se han propuesto varias
posibilidades, una de ellas (y la mas factible) es que la participacion
de la interaccion CD40-CD40L es entre linfocitos T y B autoinmunes
antigeno especificos, aunque ofra posibilidad seria una estimulacion
inespecifica de linfocitos B a través de la molécula CD40 con su
ligando CD40L, resultando en produccion indiscriminada de
anticuerpos.

Apoyando la primera posibilidad, en algunos pacientes y en modelos
murinos de LES, se ha encontrado que la produccion de
autoanticuerpos es secundaria a interacciones entre poblaciones de
linfocitos T y B autoinmunes y que el inmunégeno principal son
antigenos de los nucleosomas.

La segunda posibilidad es apoyada por estudios en modelos animales,
en los cuales se encontré expresion de CD40L en la membrana de
linfocitos T y B de bazo. Ademas en estudios mas recientes, un grupo
de investigadores, a diferencia de otro, encontro expresion de CD40L
en la membrana de linfocitos T y B de sangre periférica en pacientes
con LES. Entonces, este hallazgo requiere de ser comprobado. Dado
que el LES en humanos es una enfermedad heterogénea y que de
hecho podria considerarse un sindrome, es posible que ambas
posibilidades sean correctas en casos individuales de la enfermedad.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
De acuerdo a lo anterior nos planteamos las siguientes preguntas:

1. ¢Existe expresién generalizada de CD40L en la superficie de
linfocitos de sangre periférica de pacientes con LES activo?

2. ¢Existen diferencias en la cinética de expresion inducida de CD40L
entre pacientes con LES activo e individuos sanos?

5. HIPOTESIS

1. En algunos pacientes con LES, los linfocitos de sangre periférica
expresan CD40L en la membrana en forma generalizada.

En la mayoria de los pacientes con LES, los linfocitos de sangre
periférica no expresan CD40L en la membrana en forma
generalizada.

2. La cinética de expresion inducida de CD40L por linfocitos de
sangre periférica de pacientes con LES podria ser diferente o no
con respecto a la de individuos sanos.

6. OBJETIVOS GENERALES

1. Analizar la expresion de CD40L en la superficie de linfocitos de
sangre periférica de pacientes con LES activo.

2. Comparar la cinética de expresion de CD40L, bajo diferentes

estimulos, entre pacientes con LES con diferentes grados de
actividad e individuos sanos.
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7. MATERIAL Y METODOS

Pacientes
Los pacientes que se incluyeron en el presente estudio cumplieron
con los siguientes criterios:

¢ Diagnostico de LES hecho por un reumatélogo, de acuerdo a los
criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia®
(ACR, apéndice 1).

+ Que tuvieran o no actividad clinica de acuerdo con el indice de
actividad para LES® (SLEDAI, apéndice 2).

« Sin fratamiento con esteroides o con una dosis inferior a 30 mg/dia
de prednisona.

Se excluyeron pacientes con las siguientes caracteristicas:
» LES inducido por drogas
e Infeccién al momento de la evaluacién

« Tratamiento con ciclofosfamida, azatioprina, ciclosporina o algun
otro inmunosupresor en el uitimo mes

Controles

Los controles fueron individuos de ambos sexos, aparentemente
sanos, sin familiares con LES y sin ningun tipo de infeccion en el
momento de la toma de muestra.
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Reactivos y soluciones

Las soluciones empleadas fueron; amortiguador de sales de fosfato
(PBS). NaCl 15 mM, NaH,PO./Na,HPO, 10 mM pH 7.4 utilizando
agua bidestilada y filtrandolo por una membrana de 0.22 pm cuando
se requeria. Buffer de lisis: NH,Cl 0.15 M, KHCO; 1mM, Na,EDTA
01mM pH 7.4 Medio de cultivo: RPMI 1640 (Gibco BRL)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) descomplementado (30
min a 56°C) al 10%, glutamina {Gibco BRL} 0.05 mM, aminoacidos no
esenciales (Gibco BRL) al 1%, piruvato de sodio (Sigma) al 1%, 2-
mercaptoetanol (Sigma) y antibiticos (gentamicina y ciproxina). Las
soluciones de bromurc de 2-aminecetilisotiouranio (AET, Sigma
Chemicals) y metil-ester de leucina (LO-ME) se prepararon en e
momento de su uso. Para activar a los linfocites se uso el éster de
forbol, 4-forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma) y el ionoforo de
calcio, lonomicina (Boehringer Mannheim), las soluciones de estos
activadores se prepararon tambien en el momento de su uso. La
estreptoavidina marcada con ficoeritrina utilizada en los analisis para
citometria de flujo fue obtenida de Jackson ImmunoResearch.

Anticuerpos

El anticuerpo para la molécula CD40L humana (24-31) fue donado por
el Dr. Randy Noelle de la Universidad de Dartmouth. Los hibridomas
OKT3, G28-5y 7G7.B6 productores de los anticuerpos anti-CD3, anti-
CD40 y anti-RiL-2 respectivamente {marcadores para linfocitos T
CD3+, linfocitos B y para la cadena a de! RIL-2 respectivamente)
fueron obtenidos de la American Type Culture Collection (ATCC). Los
anticuerpos producidos por estos hibridomas fueron purificados, por
cromatografia de afinidad, de sobrenadantes de cultivo y
posteriormente biotinilados o fluoresceinados por métodos estandares.
Los anticuerpos anti-CD4 FITC, anti-CD8 FITC, anti-CD19 FITC y anti-
CD56 PE (marcadores para linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
linfocitos B y células NK respectivamente) fueron obtenidos de Dako.
El anticuerpo anti-CD3 (64.1) utilizado para activar a los linfocitos T
fue un obsequio del Dr. Peter Lipsky.
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Obtencién de células mononucleares de sangre periférica

Se obtuvieron, por venopuncion, 20 ml de sangre en un tubo con
anticoagulante, la cual se diluy6é 1:2 en solucion salina isotonica. Se
colocaron 20 mi de sangre diluida en tubos de 50 ml sobre 10 ml de
Ficoli-Hypaque (sigma) y se centrifugd a 1500 rpm, a temperatura
ambiente, por 45 min. Con una pipeta estéril se removié la capa
superior que contenia el plasma y las plaquetas. Con otra pipeta se
transfirid la capa de células mononucleares (CMN) a otro tubo de 50
ml. Se lavaron las células tres veces con un exceso de PBS,
centrifugandose 10 min a 1300 rpm.

Tratamiento de las células mononucleares con metil-ester de
leucina (LO-ME)

Se resuspendieron las CMN de sangre periférica en medio sin SFB a
una densidad de 5 x 10%mi y se trataron con LO-ME 5 mM durante 40
min a temperatura ambiente. Posteriormente, se centrifugaron 10 min
a 1300 rpm y se lavaron tres veces con un exceso de PBS. El LO-ME
es toxico para las células fagociticas (como macrofagos) y citotdxicas
(como células NK), pero no para los linfocitos T o B.

Purificacion de linfocitos T de sangre periférica por la técnica de
rosetas con eritrocitos de carnero tratados con 2-
aminoetitisotiouranio (AET)

Las CMN tratadas con LO-ME se resuspendieron en medio con SFB
(medio completo) a una densidad de 1 x 107/ml. Por cada 4 ml de
suspension de células se adicionaron 4 ml de eritrocitos de carnero
(EC) al 4% tratados con AET y 2 ml de SFB inactivado por calor. El
AET aumenta !a unién de los linfocitos T con los eritrocitos de carnero.
Se centrifugd la mezcla 5 min a 800 rpm a 4°C y se incub6 1 h en
hielo. Una vez concluido este tiempo se colocaron 3 ml de Ficoll-
Hypague en un tubo de centrifuga de 15 ml y se adicioné Ia mezcla de
CMN/SFB/EC, previamente resuspendida, centrifugandose durante 30
min a 2000 rpm y a 4°C. A continuacién, se desech¢ el sobrenadante
y el boton celular, que contenia las rosetas, fué resuspendido en
solucion de lisis durante un minuto. Se adiciond un exceso de PBS frio
y se centrifugo la mezcla, se repitieron los lavados dos veces mas y
jos linfocitos T purificados fueron resuspendidos finalmente en medio
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completo. Se analizé la pureza de los linfocitos T por
inmunofluorescencia con anticuerpo anti-CD3 en un citémetro de
flujo, obteniéndose purezas >97%.

Estimulacion de linfocitos con anti-CD3 inmovilizado o con
ionomicina/PMA

Se incubaron placas de 96 pozos con el anticuerpo anti-CD3 64.1 (20
ng/pozo) en un volumen de 50 pl de tris 0.05M pH 8.5 por 90 min a
37°C. Pasado este tiempo se hicieron tres lavados con PBS y se
colocaron 2x10° linfocitos T purificados por pozo en 200 ul de medio
completo. Las placas se incubaron durante 0, 6 y 24 hs.
Posteriormente, se recuperaron las células y se hicieron tinciones por
inmunofluorescencia para citometria de flujo. Por otra parte, se
estimularon 1x10° células mononucleares/pozo o 2x10° linfocitos T
purificados/pozo en placas de 24 o 96 pozos con ionomicina a 1.4uMy
PMA a 10ng/ml durante 0, 6 y 24 hs. Después de este tiempo se
recuperaron las células y se hicieron tinciones  por
inmunofluorescencia para ser analizadas por citometria de flujo.

Tincion de inmunofluorescencia para citometria de flujo

Se colocaron 1x10% CMN suspendidas en 50 ul de soluciéon de gamma
globulina humana (4mg/ml) en placas de 96 pozos de fondo redondo y
se incubaron por 30 min a 4°C. Se hicieron 3 lavados con 200 pl de
solucion de lavado (PBS-suero humano normal-SHN-1%-EDTA 5mM-
NaN; 0.1%). A continuacion, las muestras se tiferon para
inmunoftuorescencia de dos colores: para la primera tincion se
emplearon anticuerpos marcados con FITC (FL-1), para los
marcadores CD3, CD4, CD8, CD40/CD19 é CD56. Para la segunda
tincion se utilizé un anticuerpo bictinilado, para la molécula CD40L,
seguido de estreptoavidina marcada con ficoeritrina (FL-2). Entre cada
incubacion se hicieron tres lavados exhaustivos con la solucién de
lavado. Posteriormente, las muestras se resuspendieron en 400ul de
yoduro de propidio (IP) a 100 pg/ml y se analizaron en un citometro de
flujo (FACSort de Becton Dickinson) con el software “Lysis II".

El equipo mide y analiza las propiedades Opticas de células
individuales que pasan a través de un rayo laser. Dependiendo de
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como interactuan las células con el rayo laser, un citometro de flujo
puede medir cinco parametros para cada célula: tamafo (forward
scatter, FCS), complejidad (side scatter, SSC) y tres emisiones de
fluorescencia (FL-1, FL-2 y FL-3). Un sistema o&ptico-electrénico
convierte las sefales opticas de las células en sefiales de voltaje. La
sefal de voltaje es traducida en un valor digital el cual es almacenado
en un computadora. Los datos son posteriormente recuperados y
analizados utilizando programas de computacién como el “software
Lysis II’, que agrupa la informacion de muitiples células en graficas
estadisticas, las cuales analizan parametros individuales
(histogramas) o dos parametros a la vez (graficas de puntos, densidad
6 contorno)®.

Para nuestro estudio, la muestra control se analizd en una grafica de
puntos de FCS vs SSC, donde se delimité una ventana en el trazo de
barrido longitudinal vs barrido de 90 grados en la region
correspondiente a los linfocitos (ver figura A), excluyéndose otros tipos
celulares como monocitos y granulocitos. La poblacion seleccionada
se analizd en un histograma para IP (FL-3), para excluir células
muertas, que son positivas al IP (fluorescencia roja, ver figura B).
Posteriormente las muestras problema se adquirieron bajo estas
condiciones de seleccion.

Las tinciones de linfocitos T purificados se realizaron en las mismas
condiciones, a excepcion de la incubacidon con gamma globulinas
humanas.
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Analisis estadistico de los resultados

Para un analisis estadistico adecuado, los pacientes se clasificaron de
acuerdo a la actividad de la enfermedad (SLEDAI) en tres grupos: de
baja (SLEDAI < 8), mediana (SLEDAI 9-14) vy alta actividad (SLEDAI
>14). Para cada grupo, los resultados fueron analizados con la prueba
t de student, con valores de p<0.01 para indicar diferencias
estadisticamente significativas con respecto a un control de individuos
sanos. El analisis estadistico se realizé con Excel de Microsoft office.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

8.1. Pacientes

Para el presente estudio se analizaron 17 pacientes con LES con
distintos grados de actividad y 5 individuos sanos como controles. La
tabla 1 describe algunas de las caracteristicas de los 17 pacientes:
como puede observarse los pacientes 4 y 10 son debutantes, con
diagnéstico reciente de LES y sin tratamiento en el momento de la
toma de muestra, los demas pacientes tenian diferentes tiempos de
evolucion de la enfermedad y en el momento de la toma de muestra
estaban sin tratamiento o consumian esteroides a bajas dosis. Los
controles son individuos sanos entre los 24 y 45 anos, 3 de los cuales

son mujeres.

PACIENTES | SEXO EDAD SLEDAI TRATAMIENTO TIEMPO DE
{myldia) EVOLUCION
1 F 35 4 N 6 afos
2 F 20 7 Prednisona (10) 3 afios
3 F 27 8 N 6 meses
4 F 23 8 N 5 meses, de recién
diagnéstico
5 F 37 8 Prednisona (15) 11 afnocs
6 F 55 12 Prednisona (5) 1ano
7 F ND 12 N ND
8 M 35 12 N 2 anos
9 F 37 12 Prednisona (10) 2 meses
10 F 35 12 N 1 afo, de recién
diagnéstico
11 F 35 14 Prednisona {5) 16 afios
12 F 24 14 Prednisona {30) 1 afio
13 F ND 21 N ND
14 F 17 22 Predniscna (5) 2 afos
15 F 22 24 Prednisona (20) 6 meses
16 F 18 25 N 2 afies
17 F ND 32 N ND

M= sin tratamiento, ND= no determinado
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8.2. Expresion de CD40L por linfocitos de sangre periférica de
pacientes con LES.

Las tablas 2 y 3 describen los resultados obtenidos al analizar por
doble inmunofluorescencia las CMN de los 17 pacientes con LES y de
los individuos sanos. En la tabla 2 se observan las medias +
desviacion estadar de los porcentajes de células que expresan CD40L
en ias subpoblaciones celulares CD3+ (linfocitos T totales), CD4+
(linfocitos T inductores), CD8+ (linfocitos T citotoxicos), CD40/CD19+
{linfocitos B) 6 CD56+ (celulas NK) de pacientes con baja, mediana y
alta actividad. Los porcentajes totales, obtenidos de tinciones
sencillas, para cada una de las subpoblacicnes fueron considerados
como el 100%. La prueba t de student no indicé diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes con LES (de baja,
mediana y alta actividad) y los individuos sanos para la expresion de
CD40L en las diferentes subpoblaciones con valores de p>0.01.
Simitarmente, la tabla 3 indica las medias + desviacion estandar de
los porcentajes de células que expresan el RIL-2, como un marcador
de activacion, por las mismas poblaciones celulares. La expresién de
CD25 fué observada en pacientes y en controles, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas con valores de p>0.01. Lo
anterior indica que los linfocitos de los pacientes con LES no estaban
activados.

Las figuras 3 y 4 muestran, como ejemplos, los resultados de tinciones
de doble fluorescencia, para la expresion de CD40L, en un control
sano y en un paciente con LES activo respectivamente. Los
cuadrantes en las graficas de puntos indican los porcentajes de
células dobles positivas para CD40L con los diferentes marcadores,
en los que se observa que no hay expresion de CD40L. Las figuras 5y
6 indican de manera similar la expresion del RIL-2, por las diferentes
subpobiaciones de linfocitos, en un control sano y en un paciente con
LES activo respectivamente, en donde encontramos que los linfocitos
T CD4+ y los linfocitos B (CD40/CD19) tienen un nivel basal de
expresion del RIL-2.
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Porcentajes de células que expresan CD40L en las poblaciones

celulares:
cD3 CD4 CD3 CD40/CB18 CDS6
Control x=0.16+0.17 | x=0.2740.250 | x=0.1320.16 { x=0.33+0.18 | x=0.1+0.07
(individuos sanos} {n=5) {n=5) {n=4) {n=5) {n=3)
Grupo 1 x= 0.24+0.46 | x=0.1140.18 | x=0.5540.75 | x= 0.04:+0.02 | x=0.02+0.02
{pacientes de baja (n=5) {n=5) {n=5} {n=4) {n=4)
actividad)
Grupo 2 x=0.81+061 | x=1.16+1.52 | x=0.53+0.50 | x=0.47+0.32 | x=0.18+0.13
{pacientes de (n=7) {n=7) (n=6) (n=7) (n=6}
mediana actividad)
Grupo 3 x=0.39+0.39 | x=0.35+0.18 | x=0.86+0.81 | x= 0.25+0.28 | x=0.2710.25
(pacientes de alta (n=5) {n=5) {n=5} (n=5) (n=4)
actividad)

Tahla 2. Valores de medias + desviacion estandar de los porcentajes de células
que expresan CD40L en las poblaciones CD3, CD4, CD8, CD40 y CD56. El
nomero de individuos estudiados por grupo es indicado en { ), los valores de p
para cada grupo en las diferentes subpoblaciones fueron todos p>0.01.

Porcentajes de células que expresan el RIL-2 en las poblaciones

celulares:
cD3 cD4 CcD8 CD40/CD19
Control x=23.9949.30 x=31.99+14.58 x=3.353+2.51 x=32.42+15.87
{(individuos sanos) (n=5) {n=5) {n=5) (n=5)
Grupo 1 x= 22.86+8.55 ¥=36.83+19.62 x=2.95+2.34 x=14,78+8.09
{pacientes de baja {n=5} (n=5) {n=4} (n=2})
actividad)
Grupo 2 x=28.53+13 x=36.09+21.45 x=2.76+2.22 x=21.64+11.10
{pacientes de (n=T7) {n=6) (n=5) (n=6)
mediana actividad)
Grupo 3 x=21.71+12.91 %=37.60+13.40 x=1.1610.97 x=16.02+6.98
(pacientes de alta (n=5) {n=5) {n=5) {n=5)
actividad)

Tabla 3. Valores de medias + desviacion estandar de los porcentajes de células
que expresan el RIL-2 en las poblaciones CD3, CD4, CD8 y CD40. E! numero de
individuos estudiados por grupo es indicado en { }, los valores de p para cada
grupo en las diferentes subpoblaciones fueron todos p>0.01.
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FLUORESCENCIA 2

CD40L

CONTROL CD3 CD4

0.02% 0.10% 0.26% 0.10% 0.28%
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FLUORESCENCIA 1

FIGURA 3. Expresion de CD40L por linfocitos de sangre periférica de un
individuo sano. La figura muestra tinciones de doble flucrescencia de CMN de
sangre periferica obtenidas de un individuo sano y analizadas por citometria de
fiujo. En el eje de las X se muestra la primera tincion con diferentes anticuerpos
marcados con FITC (fluorescencia 1). Mientras que en el eje de Y se muestra la
segunda tincién con un anticuerpo anli-CD40L biotinilado, seguide de
estreptoavidina marcada con ficoeritrina {fluorescencia 2): A es una tincién control
con anticuerpos irrelevantes marcados con FITC y PE, B, C y D son tinciones con
anticuerpos para las subpoblaciones de linfocitos T CD3, CD4 y CD8
respectivamente; E es una tincion para la subpoblacion de linfocitos B con un
anticuerpo para CD40/CD19; y F es una tincion para la subpoblacion de finfocitos
NK con un anticuerpo anti CD56. Los cuadrantes en las gréficas de puntos indican
los porcentajes de células dobles positivas para CD40L con los diferentes
marcadores, $e muestra un ejemplo representativo de 5 controles analizados.
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FLUORESCENCIA 2
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FIGURA 4. Expresiéon de CD40L por linfocitos de sangre periférica de un
paciente con LES. La figura muestra tinciones de doble fluorescencia de CMN de
sangre periférica obtenidas de un paciente con LES activo y analizadas por
citometria de flujo. En el eje de las X se muestra la primera tincién con diferentes
anticuerpos marcados con FITC (fluorescencia 1). Mientras que en el eje de Y se
muestra la segunda tincién con un anticuerpo anti-CD40L biotinilado, seguido de
estreptoavidina marcada con ficoeritrina (fluorescencia 2): A es una tincidn control
con anticuerpos irrelevantes marcados con FITC y PE; B, C, D, E y F son graficas de
puntos de tinciones dobles para CD40L con los marcadores CD3, CD4, CD3,
CD40/CD19 y CD56 respectivamente, tal como se describe en la figura 1. Los
cuadrantes en las graficas de puntos muestran los porcentajes de células dobles
positivas para CD40L con los diferentes marcadores. Se presenta un ejemplo de 17
pacientes analizados.
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FLUORESCENCIA 2
RIL-2

10 10°

10"

CD3 cD4 CcDs
3.86% 19.98% L |728% 12.02% 1.44%
=)
B
2
& 24 50%
T10°
E CDS56é
3.96% 0.08%
S
[
=
"e -“'.6 Iy -
SR 11234%
o e 2h Bl
E " ¥

10° 10' 10* 10* 10*

FLUORESCENCIA 1

FIGURA 5. Expresion del RIL-2 por linfocitos de sangre periférica de un
individuo sano. La figura muestra tinciones de doble fluorescencia de CMN de
sangre periférica obtenidas de un individuo sano y analizadas en un citdometro de
flujo. En el eje de X se muestra la primera tincion con diferentes anticuerpos
marcados con FITC {flucrescencia 1). Mientras que en el ejerde Y se muestra la
segunda tincion con anti-CD25 biotinilado, seguido de estreptoavidina marcada
con ficoeritrina (fluorescencia 2). A, B, C, D y E son graficas de puntos que
representan tinciones dobles del RIL-2 con los marcadores CD3, CD4, CD8,
CD40/CD19 y CD56 respectivamente. Los cuadrantes en las graficas de puntos
muestran los porcentajes de células daobles positivas para el RIL-2 con los
diferentes marcadores. Se da un ejemplo representativc de 5 controles
analizados.
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FIGURA 6. Expresién del RIL-2 por linfocitos de sangre periférica de un
paciente con LES. La figura muestra tinciones de doble fluorescencia de CMN de
sangre periférica obtenidas de un paciente con LES activo y analizadas en un
citometro de flujo. En el eje de X se muestra la primera tincion con diferentes
anticverpos marcados con FITC (fluorescencia 1). Mientras que en el eje de Y se
muestra |la segunda tincidn con anti-CD25 biotinilado, seguida de estreptoavidina
marcada con ficoeritrina (fluorescencia 2). A, B, C, D y E son graficas de puntos
que representan tinciones dobles del RIL-2 con los marcadores CD3, CD4, CD8,
CD40/CD19 o CD56 respectivamente. Los cuadrantes en las graficas de puntos
muestran también los porcentajes de células dobles positivas para el RIL-2 con los
diferentes marcadores. Se da un ejemplo representativo de 17 pacientes.
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8.3. Expresion de CD40L por linfocitos de sangre periférica de
pacientes con LES bajo diferentes estimulos

Los resultados mostrados hasta aqui indican que no hay expresion de
CD40L por linfocitos T ni B de pacientes con LES. A continuacion
nuestro interés se enfocd en analizar la cinética de expresion de
CD40L por linfocitos totales y linfocitos T purificados bajo diferentes
estimulos.

a. Expresion inducida de CD40L por linfocitos totales.

Inicialmente las CMN totales de 3 pacientes con LES (SLEDAI 7, 12 y
32) y de controles normales, tratadas con LO-ME (por lo tanto, libres
de monocitos), fueron estimuladas con ionomicina 1.4 uM y PMA 10
ng/ml. Se tomaron muestras de 1x10° células a los tiempos 0, 6 y 24
h para analisis por doble inmunofluorescencia. Como en los estudios
previos, para la primera tincién se emplearon anticuerpos marcados
con FITC anti-CD3, CD4, CD8 6 CD40/CD18 y para la segunda tincion
se empled un anticuerpo anti-CD40L biotinilado, seguido de
estreptavidina marcada con ficoeritrina.

% de células dobles positivas
para CD40L y CD3 a los tiempos:
Pacientes Oh 6h 24 h
1 (SLEDAI=T) 0.02 38.76 21.2
2{SLEDAI=32) 0.28 28.88 6.14
3 (SLEDAI=12) 0.06 25.88 12.2
Control 1 0 56.08 257
Control 2 0.48 48.06 292
Control 3 0.2 54.44 8.7

Tabla 5. Cinética de expresién de CD40L
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Como puede apreciarse en la tabla 5, la cinética de expresion de
CD40L con dosis éptimas de ionomicina/PMA es muy semejante en
estos tres pacientes y controles, habiendo una maxima expresion de
CD40L a las 6 h con una disminucién a las 24 h sin llegar a su nivel
basal. Ademas, los porcentajes de las células dobles positivas para
los marcadores CD40L y CD3 a las 6 y 24 h, en pacientes, no es
mayor que en los controles.

En las figuras 7 y 8 se muestran, como ejemplos, la cinética de
expresion de CD40L en respuesta a ionomicina/PMA por linfocitos de
un control sano y un paciente con LES respectivamente (SLEDAI=32),
en las poblaciones CD3+, CD4+ o CD8+. Como puede verse, tanto en
el paciente como en el control aproximadamente el 50% de la
pobiacion CD3 expresa CD40L a las 6 h, mientras que en la poblacion
CD8+ solo el 8% expresa CD40L a este tiempo. Durante la cinética de
expresion de CD40L observamos una disminucion de la poblacion
CD4 y un aumento en el porcentaje de celulas positivas para CD4o0L al
tiempo 6 y 24 h. Estos resultados se obtuvieron en los ofros dos
pacientes.

Para ver si los linfocitos de estos pacientes con LES bajo estos
estimulos presentaban una mayor activacion con respecto a sus
controles, se midid la expresién de CD25 al mismo tiempo que se
midio la expresion de CD40L. En la tabla 6 se muestran los
porcentajes de las células dobles positivas para el RIL-2 con CD3 a
las 0, 6 y 24 h: se observa que en estos tres pacientes los porcentajes
de células dobles positivas no son mayor con respecto a los controles.
También vemos que la cinética de expresion del RiL-2 es muy
semejante en pacientes y controles, con una expresion basal del RIL-2
al tiempo 0 y una expresién maxima a las 24 hs. Los resultados
indican, que por lo menos en estos tres pacientes no hay una mayor
activacion de los linfocitos con respecto a su control bajo estos
estimulos.
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% de células dobles positivas para el
RIL-2y CD3 a los tiempos:
Pacientes Oh Eh 24h
1 (SLEDAI=7) 6.3 . 1186 494
2 {SLEDAI=12) 6.92 10.72 488
3 (SLEDAI=32) 17.68 30.88 32
control 1 4.08 7 36.3
control 2 43 10.3 52.1
controf 3 252 14.4 88.9

Tabla 6. Cinética de expresion del RIL-2

Las figuras 9 y 10 muestran, como ejemplos, la cinética de expresion
de CD25 en respuesta a ionomicina/PMA por linfocitos de un control y
un paciente con LES respectivamente en las poblaciones CD3+, CD4+
o CD8+. Tanto en el paciente como en el control aproximadamente el
50% de la poblacién CD3 expresa el RiL-2 a las 24 h. Similarmente,
que para la cinética de expresibn de CD40L, observamos una
disminucion de la poblaciéon CD4 y un aumento de la poblacién
positiva para el RIL-2 a las 6 y 24 h. Estos resultados fueron obtenidos
para los otros dos pacientes. La disminucion de la poblacién CD4
observada en la cinética de expresion de CD40L y el RiL-2 alas 6 y
24 hs es explicada por la internalizacién de la molécula CD4 por
efecto del PMA, através de sefiales de endocitosis dependientes de
fosforilacion localizadas en el dominio carboxilo terminal de esta
molécula®.
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b. Expresion inducida de CD40L por linfocitos T purificados

Para descartar la posibilidad de que las moléculas de otras células
CD40+ pudieran estar inhibiendo la expresién de CD40L, se
purificaron los linfocitos T de un paciente con indice de actividad
elevado (SLEDAI=32) y se estimularon con ionomicina/PMA ¢ anti-
CD3 inmovilizado en placa durante O, 6 y 24 h. En la figura 11 se
muestra la cinética de expresién de CD40L en la poblacién CD4+ bajo
estos estimulos en un control y en un paciente con resultados
similares. Con el estimulo de anti-CD3, la maxima expresion de
CD40L fue a las 24 h, mientras que con el estimulo de iono/PMA la
maxima expresion de CD40L fue a las 6 h. En la Figura 12 se muestra
la cinética de expresién de CD25 en la poblacién CD4+ para este
mismo control y paciente con resultados similares. Con el estimulo de
anti-CD3, la maxima expresion de CD25 fué a las 24 h, mientras que
con el estimulo de iono/PMA hay una aumento en la expresion de
CD25 a las 6 h. Como en los casos anteriores se observa una
disminucion de la poblacién CD4 a las 24 h bajo el estimulo de
ionomicina/PMA.
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FIGURA 11. Cinética de expresion de CD40L por linfocitos T purificados de un
paciente con LES. Linfocitos T purificados por el método de rosetas fueron estimulados
con ionomicina/PMA y/o anti-CO3 durante 0, 6 y 24 h, después de lo cual se analizaron por
inmunofluorescencia en dos colores en un citdmetro de fiujo. En la figura se muestra la

cinética de expresion de CD40L en la poblacién CD4+ en un control A y en un paciente B
bajo estos estimulos.
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FIGURA 12. Cinética de expresion del RIL-2 por linfocitos T purificados de un paciente
con LES. Linfocitos T purificados por el métode de rosetas fueron estimulados con
ionomicina/PMA yfo anti-CD3 durante 0, 6 y 24 h, después de lo cual se analizaron por
inmunoflucrescencia en dos colores en un citbmetro de flujo. En la figura se muestra la
cinética de expresion del RIL-2 en fa poblacion CD4+ en un control A y en un paciente B bajo
estos estimulos.

42



9. DISCUSION

La interaccion CD40-CD40L es una de las sefiales coestimuladoras
mejor caracterizadas para la activacion de linfocitos B en la respuesta
humoral timodependiente. En el LES, la interaccion CD40-CD40L,
parece tener un papel importante en la produccion de autoanticuerpos
patogénicos, caracteristicos de la enfermedad®®*’. Sin embargo, dada
la complejidad de la enfermedad, el mecanismo por el cual la
interaccion CD40-CD40L participa en la activacion de los linfocitos B
autoreactivos no ha sido definido. El objetivo de nuestro trabajo fue
estudiar el papel de la interaccion CD40-CD40L en la patogenia del
LES, para lo cual nos enfocamos en analizar la expresion de CD40L
en la superficie de linfocitos de sangre periférica de pacientes con
LES con distintos grados de actividad, comparando con la expresion
de CD25 como un indicador de actividad.

De acuerdo con nuestros resultados podemos concluir lo siguiente: 1)
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de CD40L entre pacientes, independientemente del grado
de actividad y los controles y 2) La cinética de expresion de CD40L
por linfocitos de pacientes con LES bajo diferentes estimulos tiene un
comportamiento similar al de los controles sanos.

La participacion de la interacciébn CD40-CDAOL en la patogenia de
LES ha sido estudiada en modelos animales y en humanos. En ambos
casos se han encontrado clonas autorreactivas de linfocitos inductores
capaces de facilitar la produccion de autoanticuerpos patogénicos
anti-DNA al ser cocultivadas con linfocitos B autologos®™®. Aunque
esto no ha sido siempre confirmado, lo cual no es sorprendente, dada
la heterogeneidad de la enfermedad.

Cuando se han secuenciado los genes de los autoanticuerpos del LES
humano y murino se ha encontrado que tienen mutacion somatica®*".
Esto es una evidencia indirecta de seleccion por e} antigeno. Por otio
lado, los autoanticuerpos patogénicos son del isotipo 1gG, lo cual
indica, también en forma indirecta, la participacién de la interaccion
CD40-CD40L, muy probablemente de los linfocitos T y B especificos
contra los autoantigenos relevantes en la patogenia del LES. Sin
embargo, algunos hallazgos, como la expresion generalizada de
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CD40L por linfocitos T y B de sangre periférica en pacientes con LES,
sugeririan que la sefal CD40-CD40L en LES podria ser
inespecifica®'®%.

En este estudio encontramos que los linfocitos de sangre periférica de
pacientes con LES no expresan CD40L en forma espontanea. Los
resultados coinciden parcialmente con un estudio en 19 pacientes,
donde no se encontraron diferencias significativas, para la expresién
de CD40L, con respecto a los controles, aunque en tres de los
pacientes en dicho estudio si hubo un aumento en la exprtesion de
CD40L en los linfocitos T CD4+%%. En nuestro estudio, ademas de no
encontrar expresion de CD40L en los linfocitos T CD3+ de pacientes
con LES, tampoco encontramos expresion significativa de CD40L en
los linfocitos B, a diferencia del grupo de Datta quienes en 9
pacientes encontraron un gran ngmero de linfocitos T y B que
expresaban CD40L en su membrana®'. Los resultados obtenidos por
el grupo de Datta sugieren una activacién policlonal en los linfocitos de
los pacientes con LES, mientras que nuestros resultados sugieren
que no hay activacién policlonal.

El hecho de no encontrar expresion espontanea de CD40L en los
linfocitos de pacientes con LES es apoyado por algunos factores que
se tomaron en cuenta durante el analisis: Los 17 pacientes analizados
no consumian esteroides o lo hacian en bajas dosis, lo cual descarta
la posibilidad de una inhibicion de la expresion de CD40L por efecto
de los esteroides. Por otra parte el tiempo de evolucién de los
pacientes analizados fue variable, incluyendo pacientes debutantes, y
en ninguno de ellos se encontré expresion de CD40L, lo cual excluye
la posibilidad de que la expresién de CD40L pueda darse solo al inicio
de la enfermedad. Los pacientes de acuerdo al indice de actividad de
la enfermedad se clasificaron en pacientes de baja, mediana y alta
actividad, en ninguno de los tres grupos se encontro expresion de
CD40L.

Una posibilidad para explicar la ausencia de CD40L en este estudio
seria que al examinar en conjunto linfocitos T y B, estos ultimos
estuvieran inhibiendo la expresién de CD40L, inducida por CD40, tal
como ha sido publicado®™. Para excluir dicha posibilidad, se
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examinaron los linfocitos T purificados de un paciente con gran
actividad del LES, en quien tampoco se encontré expresion de CD40L
en el tiempo basal. Por lo tanto, no consideramos que la ausencia de
expresion sea por un efecto inhibitorio in vitro por CD40.

Como un control importante, al mismo tiempo que se analizd la
expresion de CD40L se analizd la expresion del RIL-2, como un
marcador de activacién. Los resultados para los 17 pacientes
demuestran que no hay diferencias con respecto a los controles,
indicando que los linfocitos de los pacientes con LES no estaban
activos.

Asi, con nuestros datos y aquellos publicados no se puede explicar la
base de las diferencias encontradas. Posiblemente en el estudio de
Datta, la expresién se deba a aspectos técnicos, dado que ellos
examinaron células fijadas con formaldehido, lo cual puede, en
ocasiones, resultar en fluorescencia inespecifica, ademas, a diferencia
de nuestro estudio, ellos no excluyeron del analisis las células
muertas, las cuales pueden ser también una fuente de fluorescencia
inespecifica y resultados falsos positivos.

El analisis de la cinética de expresién de CD40L y CD25, bajo el
estimulo de ionomicina/PMA, mostré un comportamiento muy similar
en pacientes y en controles. Para |a expresion de CDA40L, los
resultados son semejantes a los obtenidos por el grupo de Datta
quienes encontraron que la cinética de expresion de CDA4OL, por
linfocitos T CD4+ de lineas celulares obtenidas de pacientes con LES,
bajo el estimulo de ionomicina/PMA, es muy semejante a los
individuos sanos. Sin embargo, cuando CMN de pacientes con LES
son estimuladas con anti-CD3 durante 18 h, se observa un gran
namero de linfocitos T CD4+ que expresan CD40L con respecto a los
controles®’. De manera contraria a nuestros resultados el grupo de
Mary Crow encontré una cinética de expresion de CDA40L alterada en
pacientes con LES bajo el estimulo de ionomicina/PMA®, La cinética
de expresién de CD25, en los tres pacientes con LES estudiados,
indicé que los porcentajes de células CD3, CD4 y CD8 positivas para
CD25 no fueron mayores que los controles, lo cual indica que los
linfocitos de los pacientes no presentaban una mayor activacion que
los controles. Estos resultados son similares a los estudios del grupo
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de Mary Crow, quienes encontraron un patrén de expresion de CD25
muy parecido en pacientes y controles®.

Los resultados obtenidos por los grupos de Datta y Mary Crow
ademas de sugerir una activacion policlonal en los linfocitos de los
pacientes con LES indican defectos intrinsecos en la expresion de
CD40L. Los autores sugieren ademas que la activacién de los
linfocitos autoreactivos es perpetuada por interacciones entre
linfocitos T-B vy linfocitos B-B. Sin embargo nuestros datos no apoyan
dichas conclusiones sino que sugieren que la participacion de la
interaccion CD40-CD40L puede ser a nivel de linfocitos T y B antigeno
especificos, en donde la expresion de CD40L por linfocitos de
pacientes de LES es probable que se encuentre a nivel de 4rganos
linfoides secundarios (bazo, amigdalas, ganglios), que es el lugar
donde se lleva a cabo la interaccion T-B y activacién de linfocitos.
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10. CONCLUSIONES

* No se encontro expresion de CD40L por linfocitos de sangre
periferica de pacientes con LES activo.

» La cinética de expresion inducida de CDA40L, bajo diferentes
estimulos, fue muy semejante en pacientes y controles.

Por lo anterior, nuestros resultados sugieren que en la mayoria de
pacientes con LES, la participacién CD40-CD40L en la patogenia de ia
enfermedad es a nive! de linfocitos T y B autorreactivos en presencia
del antigeno.
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APENDICE 1

Criterios para la clesificacién de el Lupus Eriternatoso Sitémico* (ref. 63)

Criterics

Definicidn

1. Erupcién malar

2. Eritemna discoide

3. Fotosensibilidad

4. Ulceras orales

5. Artritis

6. Serositis

7. Desérdenes renales

8. Desdrdenes neurolégicos

9. Desdrdenes hematolégicos

10. Desdrdenes inmunoldgices

11. Anticuerpos antinucleares

Eritema localizado, lise o elevado, por encima de
eminencias malares, tendiendo a expandwse a los pliegues
nasolabiales.

Placas eritematosas elevadas con cosWras queratdlicas
adherentes vy tapamiento folicular, puede ocurrir
cicatrizacion atréfica en lesiones viejas.

Erupciones en piel como resultado de una reaccién inusual
a la luz solar, por 13 historia del paciente u observacion del
médico.

Ulceras orales o nascfaringeas, sin dalor. Observadas por
un meédico,

Artnitis no erosiva que involu¢ra dos o mas articulaciones
periféricas, caraclerizadas por ser frag#es, hinchadas o
expansivas.

a) Pleuritis--historia convicente de dolor pleuritico por un
médico o evidencia de efusién pleural,

b) Pericarditis--documentada por ECG o ewvidencias de
efusion pericardial

a) Persistencia de proteinura mayor de 0.5 por dia o
mayor de 3 sila cuanlificacién no fué hecha,

b) Restos celulares— pueden ser células  rojas,
hemoglobina, granulares, tubulares o mezcladas.

a) Alagues—en ausencia de drogas ofensivas o desdérdenes
metabdlicos conocidos: par ejemplo, uremia cetoacidosis o
desbalance electrolitico.

b) Psicosis— en ausencia de drogas ofensivas o desordenes
metabdlicos conocidos: por ejemplo, uremia cetoacidosis o
desbalance electrolitico.

a) Anemia hemolitica--con reticulocitosis. .
b) Leucopenia—menos de 4000 leucocitos lotales por mm®
en dos ¢ mas ocasiones. .

¢} Linfopenia—~menos de 1500 linfocitos por mm® en dos o
mas ocasiones.

d) Trombocitopenia—menas de 100000 plaquetas por mm®
en ausencia de drogas ofensivas.

a) Preparacién de céutas LE posiliva.

b} Anticuerpos Anti-DNA: anticuerpos para DNA nativo en
titulos anormales.

¢} Anticuerpos Anti-Sm: presencia de anticuerpos para el
antigeno nuclear Sm.

d) Pruebas serolégicas falso positivas para sifilis, que se
sabe son positivas por lo menos durante seis meses y son
confirmadas por pruebas de ELISA para Treponema
pallidum,

Titulos anormales de anticuerpos antinucleares por
inmunoflugrescencia o un ensayo equivalenie en aigin
punto del tiempo y en ausencia de drogas gue se sabe eslan

aspriadas eon el sindrome de “lupss inducido por drogas®

* La clasificacion propuesta esta basada en 11 criterios. Para la identificacién de pacientes con
Lupus Eriternatoso Sistémico se considera que el paciente debe de reunir 4 o rpés de los 11
criterios, de manera serial o simultdneamente, durante algin intervalo de la observacion,
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Fecha

APENDICE 2

DE 14 i&[@ g }Ut‘.("

"’.

SLE-DAI
No, Afiliacion

Nombre del paciente

{Anotar la calificacion SLEDAI durante la revision o los diez dias previos)

Peso Calif. Descriptor Definicion

8 Crisis convulsivas De inicio reciente, excluir causas metabdlicas, infecciosas o por
drogas.

8 Psicosis Alteraciones graves en la percepcion de la realidad, alucinaciones,
incoherencia, asociaciones vagas, alteraciones del pensamiento
légico, conducta anommal. Excluir uremia u olras causas
metabdlicas.

8 Sindrome organico Alleraciones de la memoria, orgntacion u otras funciones

cerebral intelectuales, de inicio rdpido y caracterislicas clinicas fluctuantes.
Transtornos de la atencibn e incapacidad para concentrarse,
Ademds de dos de los siguientes datos: trastornos perceptivos,
lenguaje incoherente, insomnio o sornnolencia diurna, aumento o
disminucidn en la aclividad psicomotora. Excluir  causas
metabdlicas, por drogas o infecciosas.

8 Trastomos Cambios retinianos tipicos: cuerpos citoides, hemorragias

visuales retiniznas, exudados serosas © hemoirdgicos en la coroides,
neuritis  dptica. Excluir causas como hipenension, drogas o
infeccién.

8 Trastornos de Initio reciente de neuropalia sensitiva o metora en nervios

pares craneales  Sraneales.

8 Cefalea lupica Dolor de cabeza persistente y grave, puede ser migrafioso y no
responde 2 analgésicos narcélicos.

8 Accidente De reciente aparicidn, excluir aleroesclerosis y hemorragia.

cerebravascular

8 Vasculitis Uiceras, gangrena, nédulos hipersensibles en los dedos, infartos
petiungueales, hemorragias en astilla, biapsia y angiografia
diagndstica de vasculitis,

4 Artritis Mas de dos articutaciones con dolor y signos de inflamacitn.

4 Miositis Dolor ¢ debilidad muscular proximal, con elevacién de CK ylo
aldolasa, cambios en EMG ¢ hiopsia diagnéstica.

4 Cilindros urinarios  Granutoses o eritrociticos.

4 Hematuria Mas de 5 eritrocitos por ¢campo. Excluir otras causas: litiasis o
infeccion,

4 Proteinuria Mis de 0.5 g de proteinas en 24 heoras en relacion a la
determinacion previa.

4 Piuria Mas de 5 leucocitos por campe. Excluir otras causas {infeccion).

2 Eritema malar De nueva aparicitn o recurrencia, inflamatorio, fotosensible.

2 Alopecia Nueva o recurrente, localizada o difusa.

2?2 Ulceras mucosas Nuevas o recurentes, orales ¢ nasales.

2 Pleuritis Daoler pteuritico con derrame, frote 0 engrosamiento pleural,

2 Pericarditis Dolor pericardica con al menos uno de los siquientes hallazgos:
frote, derrame, confirmacién ECG o ecocardiogratia.

2 Hipocomplementemia  Disminucién de C3 a menos de |a mitad del limite narmal.

2 Anti-DNA FARR> 25 U/mil.

1 Fiebre >38°C, excluir infeccién.

1 Trombocitopenia < 100,000 l;laquetasfmmav

1 Leucopenia <3000/men”.

Calificacion total
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