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INTRODUCCTON

Se han llevado a cabo un sinnimcro de estudios que
intentan dilﬁcidar la patogenia del compromiso del sistema
nervioso central (SNC)} en el lupus eritematoso generaliza-
de (LEG). Todos ellos se han enfocado en los posihles me-
canismos inmunes de tipo humoral que pudiesen explicar 1la
inmunopatogénesis de este ecléctico grupo de signos y sin-
tomas. Entre estos destacan, la deteccidn inconsistente
de anticuerpos anti-nucleares (1,2), niveles bajos de fra-
ciones del complemento (3,4}, concentraciones elevadas de
inmunoglobulinas (5) y la presencia de anticuerpos especi-
ficos anti-neuronales (A-11) y anti-asialo GM1 (12) en el
compartimiento del liquido cefalo-raquideo (LCR).

La vasculitis ha sido practicamente excluida como me-
canismo fisiopatogénico del compromiso del SNC aunque his-
tolégicamente, puede observarse dafio a nivel de la micro-
vasculatura cerebral (13,14)., Tradicionalmente, toda ma-
nifestacién neuro-psiquidtrica se habla atribuido a vascu-
litis cerebral pero el hallazgo es por demds inconsis-
tente.

En la actualidad, se ha sugerido que ¢l dafo princi-

pal es a nivel del plexo coroides y se traduce por e} de-



pbésito de complejos inmunes en el mismo; estos dJepbésitos,
a su vez, favorecen un aumento en la permeabilidad de la
barrera hemato~encefalica (15,16,17,18). De ahi la detec-
cién de anticuerpos anti-neuronales y anticuerpos anti-
asialo GMl en el LCR. Como es patente, todos estos estu-
dios abarcan el campo de la inmunologia humoral.

Dada la minima celularidad del LCR, no se han llevado
a cabe estudios que se enfoquen hacia los mecanismos inmu-
nes celulares como posibles mediadores del dafio en SNC.

En este trabajo, intentamos caracterizar las sub-
poblaciones de linfocitos T en el LCR y su estado de acti-
vacibdbn celular, asi como determinar que papel juegan dos
citocinas, interleucina-l e interleucina-2 en la inmunopa-
togénesis del daho en SNC. Asi mismo, caracterizamos las
sub-poblaciones de linfocitos T en el LCR y su estado de
activacién celular.

Nuestros resultados no sélo tienen importantes reper-
cusiones desde el punto de vista de la inmunolegia basica,
sino que en un futuro, podrian permitir la diferenciacién
entre la psicosis de origen lipico per se, de aquella se-

cundaria a la administracién de dosis altas de esteroides.



MATERTAL Y METODOS

Estudiamos prolectivamente a 12 pacientes femeninas
con el diagndéstico establecido de LEG de acuerdo con los
criterios modificados de 1la ARA (19), Todas se encontra-
ban con actividad del SNC al momento en que se realizd el
estudio, El trabajo se condujo de junio de 1987 a febrero
de 1988, Las manifestaciones neurolégicas se encuentran
detalladas en la tabla ! y fueron por demés variadas. La
edad promedio fué de 2A.9 afos (rango: 15-A2 afios). El
tiempo de evolucidn promedio del LEG fué de 44.7 meses
(rango: 4-120 meses).

Como control, se estudié el LCR de B pacientes, mas-
culinos y femeninos, sometidos a bloqueo sub-aracnoideo
para cirugias menores tales como histerectomia trans-vagi-
nal, reseccibén prostitica trans-uretral o reduccibén de
hernia inguinal., Ninguno de ellos cursaba con datos cli-
nicos sugerentes de padecimientos neuroldgicus o autoinmu-
nes concomitantes.

Se obtuvieron muestras de 5 a 8 cc. de LCR tanto de
los pacientes como de los controles y se congelaron a

-70%C hasta que se elaboraron los ensayos. Las muestras



Tabla 1.

Manifestaciones neurolbgicas en
12 pacientes con LEG.

Crisis convulsiva:
Signos piramidales:

Paresia o parédlisis de N.
craneanos

Cefaleat

Hidrocefalia normotensa
Alteraciones del comportamiento:
Afmsia:

Hemiparesia corporal:

Temblor:

Infarto cerebral:



también fueron procesadas para contenido de glucosa y pro-
teinas. . Por motivos éticos, no nos f{ué posible obtener
muestras de LCR de pacientes con LEG sin compromiso drj

SNC.

Ensayo de uwctividad de 1L-7,

La asctividad de IL-1 se detectd por un métods indi-
recto con células LBRM-33,1A.5 como se ha descrito con
anterioridad (20), En respuesta a la presencia de 1lL-1,
las células LBRM-33.IA.5 producen IL-2., En breve, lxlO5
células se incubaron con un mismo volGmen de LCR y fituhe-
maglutinina a concentraciones sub-o6ptimas durante 24 ho-
ras. Se cosecharon los sobrenadantes y se determinaron

los niveles de IL-2 como se describe a continuacidn.

Ensayo de wclividad de IL-2,

Las muestras de LCR fueron procesadas con células
CTLL (21) para determinar la presencia o ausencia de TL-2.
5x10A células CTLL se incubaron durante 24 horas con los
diferentes sohrenadantes obtenidos del c¢nsayo con las ré-
lulas LRRM-33.TA.5.

Durante las dGltimas 8 horas de este cultivo a cada
pozo se agregd 0.5 uCi de 3HTdR y la cosecha medidu de la

incorporacidén de timidina tritiada sc llevld a cabu como



ha sido descrito anteriormente (22),

Tincién inmunoflucrescente de célufus de LCR,

Las células del LCR tanto de pacientes con LEG como
de controles se obtuvieron por centrifugacibn de 1a'mues-
tra (1200 RPM durante 10 minutos). Se resuspendid el bo-
tén celular en 0.5 ul de RPMI (medio de cultivo del Royal
Park Memoraial Tnstitute) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (SBF), estreptomicina 100 ug/ml, penicilina
100 U/ml y L-glutamina 2 mMol, Las células se colocaron
en microlaminilias, fueron secadas al aire, fijadas en
acetona durante 10 minutos y lavadas en solucibén amorti-
guadora de fosfatos (PBS), Se agregaron 50 pl del anti-
cuerpo monoclonal (anti-CD4, anti-CD8, anti-TAC, anti-re-
ceptor de transferrina, anti-antigeno T10 y anti-antigeno
VLA-1) (Cia. Ortho Chemical). Las células se incubaron
durante 30 minutos a 4°C.

Las laminillas se lavaron dos veces en PBS y se les
agregd 50 ul FITC-1gG anti-ratén permitiendo que la reac-
cibn se 1levara a cabo durante 30 minutos. Después de
tres lavados finales, las laminillas se montaron y fueron
observadas con microscopio de fluorescencia. Por lo menos

se contaron 50 células por laminilla.
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Andlisis estedlstico.
Se 1levé a cabo el andlisis estadistico . con t,de'Stu-

dent para muestras pareadas,
RESULTANOS

Concentruciones de IL-71 ¢ IL-2 en LCR de pacientes con LEG
y manifestaciones neuroldgicas veasus LOR de contacles.
Como se muestra en la figura 1, la actividad de TL-1
en el LCR de pacientes con LEG y compromiso de SNC fué
significativamente mayor que en los controles. La con-
centracién de IL-1 en LCR de pacientes con LEG fué en pro-
medio de 3,15 % 0.4 unidades/ul, mientras que en los con-
troles, fué de 0.5 * 0.14 unidades/ul (p<0.01), E1 amplio
rango en las concentraciones de IL-1 detectadas no se
correlaciond con alguna manifestacibébn neurolbgica en par-
ticular. Los niveles de plucosa y de procteinas fucron
normales en ambos grupos. No hubo evidencia de actividad
de TL-2 ni en las pacientes con LEG, ni en los controles

(figura 2),

Sul-polfluciones de células 7,

La cuenta linfocitaria total en LCR fué de 25.4 £ 5
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células/mm3 en pacientes con LEG y de 3.6 £ 0.6 células/
mm3 en ios controles, Se detectaron las sub-poblaciones
Ch4 y CDB de linfocitos T por tincidn de inmunofluorescen-
cia como se muestra en la tabla 2. Las células CD4 posi-
tivas en LEG fueron de 13.9 % 1.8 células/mm3 versus 4.3
+ 0.5 células /mm3 en controles, Las células CN8 positi-
vas en LEG fueron de 22.5 % 7 células/mm3 versus 4.4 % 2,1
células/mm3 en controles., Esta relacién, favoreciendo un
aumento en la sub-poblacién celular T CD-8 positivas (su-
presoras) es de llamar la atencidn, ya que es comparable
a la clésica relacibn inversa de 1las sub-pablaciones
CD4-CD8 caracteristicamente detectada en la sangre perifé-

rica de los pacientes con LEG.

Activecidn de céfulas T en LCR,

Como se observa en las figuras 2 y 3, detectamos un
mayor porcentaje de células reactivas con el antigeno de
activacién T10 en el LCR de pacientes con LEG, 17.6 + 2,07
versus 3.3 ¢+ 0.7% en el LCR de los controles. El porcen-
taje de células reactivas con el marcador antigénico tar-
dio VLA-1 también se encontré elevado en el LCR de pacien-
tes con LEG, 12.0 £ 1.5% versus 0.7 & 0.2% en controles.

Ambos resultados fueron estadisticamente significativos
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can p<0.01., Sin embargo, la reactividad con marcadores
antigénicos tempranos (anti-TAC y anti-TrR) fué baja y no
se detectd diferencia entre las muestras de pacientes con

LEG y los controles.
DISCUSTON

Durante cerca de 25 afios, se asumib que las manifes-
i tacioneé inmunolégicas en el LEG eran secundarias a vascu-
lopatias de tipo inflamatorio., Sin embargo, como se men-
ciond con anterioridad, ante 1a evidencia histopatolébgica
de que este hallazgo es por demhs infrecuente, la investi-
gacién.se reorientd hacia la dilucidacién de mecanismos
inmunopatogénicos de tipo humoral, como la presencia de
anticuerpos antineuronales (6,7,8,9,10,11).

Son tan variadas las manifestaciones neurolégicas en
el LEG, abarcando desde 1la sintomatologia psiquiétrica,
la neuropatia de pares craneanos o de nervios periféricos
e incluso la mielopatia, que es probable que estén coac-
cionando diversos mecanismos inmunopatogénicos y no sea
posible dilucidar un solo mecanismo de dafic inmune.

En la actualidad, su estudio se ha dirigido hacia la
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presencia de autoanticuerpos neuronales con reactividad
cruzada con linfocitos periféricos (10,11), hacia el depb-
sito de complejos inmunes en el plexo coroides (15-18) y
hacis 1a presencia de anticuerpos anti-proteina P ribosb-
mica (23). Estos resultados son, sin embargo, controver-
tidos.

Este trabajo intenta determinar cual es el posible
papel que juega la respuesta inmune de tipo celular en 1la
inmunopatogenia del compromiso del SNC. Hemos detectado
1as presencia de niveles elevados de TL-1 en LCR de pacien-
tes con LEG al compararse con sujetos controles.

La IL-1 es una citocina producida por macréfagos vy
monocitos en respuesta a cualquier proceso inflamatorio
agudo o crénico. También es producida por las células
equivalentes en SNC, los astrocitos y la microglia.y puede
ser liberada espontaneamente ante la presencia de dafio a8
dichas células. Es un polipéptido con peso molecular de
17000 daltons que promueve la diferenciacibdn linfocitaria
y favorece la produccién de IL-2, factor estimulador de
colonias, factor de crecimiento de células B, interferon
gamma y factores quimotlcticos derivades de los linfocitos

(24).
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Es posible que el aumento en IL-1 en LCR de pacientes
con LEG y compromiso del SNC traduzca la presencia de un
proceso inflamatorio localizado al encéfaloc en el cual,
tanto los astrocitos como la microglia, aumentan Su pro-
duccibén de la citocina. Esta a su vez, llegaria al com-
partimiento del LCR en forma secundaria a alteraciones en
la barrera hemato-encefdlica o en forma secundaris a alte-
raciones inducidas en el plexc coroides por el depésito
de complejos inmunes en el mismo,

Por otra parte, no se observaron diferencias en la
concentracién de TL-2 entre los LCR de pacientes con LEG
y controles. La IL-2 es una citocina producida principal-
mente por la subpoblacibébn celular CN4 (25). Esto implica
que el proceso inflamatorio del SXC no involucra directa-
mente a las células T cooperadoras sino que efectivamente,
las repercusiones inmunoldgicas son a nivel de las células
productoras de TL-1 (astrocitos, microglia).

El LEG es una enfermedad crénica autoinmune en la
cual la evidencia ha sostenido un papel pivote de las cé-
lulas T. Algunas observaciones previas han permitido con~
cluir que dichas células se activan por mecanismos adn

poco claros (i.e. autocantigenos presentados por célulus
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accesorias con el HLA apropiado, epitopes con reaccién
cruzada con agentes infecciosos aGn no identificados, pér-
dida de los mecanismos de supresidén periférica, etc.)
(2n).

Recientcmente, se han identificado varias glicopro-
tefnas en la superficie de las células T activadas. El
significado de la mayoria de estas moléculas es poco claro
perc se sabe que son parte de un sistema de regulacién muy
fino y complejo que se inicia cuando la célula T ha sido
estimulada con antigeno o mitégeno: dos horas después de
la estimulacidn, la célula T se activa definitivamente y
un sistema de genes activados secuencialmente permite la
expresién en 4 horas a 14 dias, de diversas moléculas con
cinéticas diferentes (27).

La activacidén celular linfocitaria normal se caracte-
riza por la aparicibén de diversos marcadores antigénicos
en la superficie celular de activacién., Los mis tempranos
en aparecer son los receptores de TL-2 y de transferrina
que se presentan de 24-48 horas después del estimulo de
activacibén celular. Nuestros resultados no mostraron ac-
tivecidén temprana ni en los c;sos, ni en los controles.

Posteriormente, alrededor de los 5 dias post-estimulacién,
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el linfocito presenta marcadores antigénicos T10 y para
el dia 8-10 presenta el antigeno VLA-1 (very 1late
antigen-1),

El antigeno T10 fué inicialmente descrito como una
glicoproteina de superficie de la célula timica humana.
Se ha encontrado en tumores timicos asi como en células
T mitégeno-activadas, 24 horas después de la estimulacién,
Se desconoce cual es su funcién., Se ha utilizado princi-
palmente como marcador de la leucemia de células T y nunca
se observa en células T en reposo (28). La significancia
de nuestros hallazgos no es clara: probablemente solo po-
demos interpretar el hallazgo de células T T10 positivas
en el LCR de pacientes con LEG activo como evidencia de
activacibén de células T in vive, Por otra parte, es ten-
tador el especular que en vista de que T10 es un marcador
de células en médula bsea y timocitos, las células perifé-~
ricas pudiesen ser c¢élulas que han escapado al procedi-
miento de seleccién negativa y de delecién élunnl y son
por lo tanto, susceptibles a ser activadas por autoantf-
genos.

Normalmente, la molécula T10 se pierde cuando los ti-

mocitos se transforman en células T maduras (28). Esto
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pudiese no ocurrir en células T en LEG.

Simplemente T10 gpodria no ser el marcador de estas
células quu se "vscaparon', sino solo um antigeno de acti-
vacioén celular T,

NDado que se desconoce el mecanismo fisiopatolégico
se han postulado diversas teorias, Una de ella implica
una etiologia infecciosa, de tipo viral. Ya que los lin-
focitos de pacientes con LEG y compromiso del SNC exhibie-
ron marcadores antigénicos de activacién TIO y VLA-1 po-
dria considerarse la posibilidad de que por un efecto vi-
ral directo, o sobre la inmunorregulacién genética mediada
por proto-oncogenes de estirpe por determinar, podria mo-
dificarse el ciclo celular T permitiendo la expresidn de

estos marcadores.



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

PIES DE FIGURA

Produccidn de IL-1: Se observa la
concentracibén de IL~1 tanto en LEG

como en controles (Promedic + EE).

Antigenos de activacién temprana:
Porcentaje de expresibén de recep-
tares de TL~2 y de transferrina en

LEC y controles (Porcentaje + EE),

Antigenos de activacibn tardia.
Porcentaje de expresibén de marcado-
res T10 y VLA~1 en LEG y controles

(Porcentaje + EE).
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