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‘ RESUMEN

Los pacieates con lupus  erilomaloso  presenian
miltples manifestacioncs de  cafermedsd  suloinmunc,
algunas de las cuales han sido asociadas coa alicracio-
oes de la inmonidad celular. Exisien estudios que selia-
lan 3 ls pidl como sitio primario del lupus eritemaloso,
y al sistema lnmune cutined con un paped preponderan-
te. En e presente cstudio s¢ caraclerizaron diferentes

cificos y la Wenica de la aviding-bioting:  inmunoperoxi: .
dasa lay leslones de Lopus  Erlematoso - Sistémico! -

(LES) presenlaron un incremento significativo (p <
0,05) de linfocitos T cooperadores-inductores CD4+,
linfocitos T supresorcsCitotoricos CD8+, linfocitos
TAaPy la molécula dc adhesién LFA-1f , en relacion
con piel no lesionada y piel sana control. Por su parte,
los linfocitos T%8 y las células CD25+ (receptor
Interieucina-2) esiaban  disminuidas en Jas lesiones de
LES en relacides con piel no lesionada y piel sana

coatrol. Las lesiones de Lupus Eritematoso Discoideo

Créaico (LEDC) (ambién presentaron unm gumento
significativo {(p < 0,05) de linfocites T CD4+, CD8+,
af+ y LFA-1§ +, y una disminucién en el nimero
de célules T65+ y CD25+. La cpidermis en las lesioncs
de LES y LEDC mostré upa disminucion de células de
Langerhans CDla+ ausencia de HLA-DR por parie de
los queratinocitos, y expresion de la molécula de inter-

accldn celular ICAM-1 limitada a peguefios grupos de
queratinocitos. Las diferencias y  altersciones  obscrva-
das pudieran conmibuir con & proceso patoldgico en
lupus critematoso, y seflalan un posible defecto a oived
del compromiso epidérmico.

SUMMARY

Paticats with lopus ecrythematosus show scvenl
manifestations fo autimmune disease, which have been
associated with changes in  cell modisted  immunity.
Some studies suggest the skin a3 a primary ste for
Lupus Erythematosus, with the skin immuoe system
plaving a key role. Ino the present study, leukocyle
subpopulations: were characterized using specific mono-
clonal  antibodies and the avidin-biotin Immunoperoxida-
se. - Systemic. . Lupus Erythematosus (SLE) showed a
significant increase (p < 0.05) in T belper-inducer
CD4+ cells, T suppressor-cytotoxic CD8+ cells BT
cells and LFA-1f expression, in comparison lo noa-
lesionated and control healthy skin. ln contrast, T& T
cells and CD25 (IL-2 receptor) cells were dicreased in
SLE lesions in relation to non-lesionaled and control
healthy skin. Lesions of Chronic Discoid Lupus Erythe-
matosus (CDLE) also showed a significant increase (p
< 0.05) in CD4+, CD8+Q P + and LFA-1p cells, and
a decreased in TS+ T cells and CD25+ cells. The
epidermis in both SLE and CDLE lesions showed a
decreased in Langerhans cells CDla+, a lack of HLA-
DR ecxpression by the keratinocytes. The observed
changes may coatribule to the pathogenesis of lupus
erythematosus, and suggest a possible deffect in the
epidermal compromise.
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INTRODUCCION

~ aciemes con Lupus Erftema-
toso  Sistémico  (LES)
presentan multiples manifes-
taciones de enfermedad autoinmune,
algunas de las cuales han sido aso-
cladas con alteraciones de la inmuni-
dad celular,'"' Diversos estudios
han demostrado alteraciones de la
funcién de los linfocitos B y T. Histo-
l6gicaments, las lesiones de LES se
caracterizan por la presencia de un
infitrado  de células mononucleares
en dermis papilar, degeneracién vy
vacuolizaclén de la basal y la pre-
sencia de Inmunoglobulinas y com-
plemento en la unién dermo-epidér-
mica. La presencia del infltrado ce-
lular en la mayoria de los casos de
LES no concuerda con el estado de
Inmunosupreslén ascciado, lo que
indicarfa que la respuesta de Inmuni-
dad celular en esta enfermedad estd
asociada con mecanismos de bajo-
regulacién® La utilizecién de anti-
cuerpos monocionales para la elimi-
nacién selectiva de subgrupcs linfo-
citarios ha permitido manipular en
modelos experimentales el curso de
diversas enfermedades infecclosas,™
Estos experimentos han demostrado
la Imponancia de la imemeiacién de
linfoctos T y el equilbric que debe
axistir entre |las subpoblaciones de
linfocitos T excluyentes CD4 y CDB.

En LES experimental y en pa-
clenes el tratamiento con ant-CD4 o
el receptor a la IL-2 han Inducido una
mejorfa de las leslones.'®*
Resuttados que sefialan una Impor-
tante particlpacién de la Inmunidad
celular en el LES. La mayoria de los
estudios en pacientes con LES han
sido realizados hacla la determina-
cién de los componentes de la Inmu-
nidad humoral, y muy pocos se han
avocado al estudio de la Inmunidad
celular.

En el LES, una de las caracterfs-
ticas mas importantes es la sobreac-
tivacién de los linfocitos B, los cua-
les producen grandes camtidades de
inmunoglobulinas y autocanticuerpos,
Esta condicién parece ser la res-
puesta a una serie de sefales exce-

sivas producidas por los linfocitos T,
como son la produccion aberrante
de Interleucinas y expresion anormal
de moléculas de aciivacion. Eslos
estudios in vitro han demostrado una
importante participacién de los linfo-
citos T en la patogénesis del LES.'®®
Sin embargo, pocos evalian la parti-
cipacion de la respuesta inmune ce-
lular en las lesiones cutaneas de los
pacientes con LES. Por tal motivo,
en el preseme trabajo se caraclerizan
distintas subpoblaciones leucocita-
rias en la lesién cutdnea de pacien-
tes con LES, ufiizando anticuerpos
monoclonales especfficos y el proce-
dimlento Inmunocitoquimico de Ila
avidina-blotina inmunoperoxidasa.
igualmente se realiza un esiudio
comparativo prefiminar entre el LES
y 8l lupus eritematoso discoideo cro-
nico (LEDC), cuya afeccion esld limi-
tada a plel y clinicamente las lesio-
nes son atrofiantes. Eslos esiudios
permiticdn obtener Informacibn de
vaior prondstico otil para la
aplicacién de esquemas terapéuti-
cos.

MATERIALES Y METODOS

Paclentes

En ol presents estudio se evalua-
ron 7 pacientes con LES, caracteri-
zados de acuerdo con los criterios
de la Asoclacién Americana de Reu-
matologia (ARA),'? los cuales inciu-
yan lasiones prmarias atrbuidas a
lupus eritematoso: rash malar, alope-
cla, rash papuloescamoso, lupus
cutaneo subagudo, lupus discoide,
ulceras ovales, rash difuso por foto-
sensibilidad. A cada paciente se le
realzd una historia clinica detallada
con énfasis en la evaluacion reuma-

fologica y dermatolGgica.

Paclemes con los sigulenies cri-
terios fueron excluidos del presente
astudio,

1.- Enfermedades cutdneas asocia-
das no relacionadas a LES (linfo-
ma, enfermedades de pigmera-
cién por agemes quimicos o fisi-
deos, paraproteinemias).
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- Edades extremas de la vida (<
12 afos y > 70 anos).

3.- Aplicacion de esteroides iOpicos
en un lapso menor de 15 dias
previos al estudio.

- Dosis de esteroides sistémicos

mayores de 10 mg de predniso-
na o su equivalents.

5.- Drogas inmunosupresoras: Aza-
tioprina, Ciclofosfamida

6.- Uso de cloroquina o hidrocloro-

quina por un perfiodo no menor
de 3 meses antes del estudio.

Para el estudio comparalivo se
analzaron 3 muestras provenientes
de paclentes con LEDC, los cuales
fueron seleccionados de acuerdo a
criterios clinicos, histologicos e in-
munolégicos.

Como controles negativos se
analizaron 2 muestras de pief sana
procedentas de cirugla cosmética
Procesamiento del tefido

Dos muesiras de plal fueron ob-

tomadas en forma de ojal con una
hojilla de bisturi N° 15, y seccionada
en dos fragmentos, uno para realizar
ol esiudio hislopatoldgico y & otro
para el andlisis Inmunocitoquimico.

Procedimienio histopatoldgico

Una de las muestras fue fijada en
formalina al 10% por 24 - 72 horas, y
procesada en forma convencional en

tefiidas con Hematoxilina-Eosina.
Eslas [Aminas fueron procesadas en
ol laboratorio de Dermopatoiogia del

Servicio de Dermatologfa del H.U.C.

Las biopsias para el estudio
inmunocitoquimico fueron  incluidas
en el medio de criopreservacion
*OCT compound® (Miles Scientific,
EEUU), congeladas en nitrégeno Ii-
quido y aimacenadas a -70°C.



Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales
utilizados fueron diluidos en buffer
fosfato salino modificade (PBS), pH
7,25 Los anticuerpos utilizados reco-
nocen los siguientes marcadores:
CD4 (HP 2.6, T cooperador-inductor,
dilucién 1:2500) donado por A. Mo-
retta (Ludwing Institute, Lausanne,
Suiza); CD8 (B116.1, T supresor-cito-
téxico, dilucién 1:2500) y MHC-Ii
(B33.1.1, HLA-DR, dilucién 1:20)
donado por G. Trinchieri (The Wistar
Institute, Philadelphia, EEUU); CDla
(Células de Langerhans, dilucién
1:100) Becton Dickenson, Inc.
(Mountain View, EEUU); CD25 (Tac,
anti-IL-2R, dilucién  1:1500) donado
por T. A. Waldman (NCi, NHI, Be-
thesda, EEUU); CD54 (RR1/1, ICAM-
1, dilucién 1:3000), y CD18 (TS1/18,
LFA-1 B, dilucién 1:2000) donados
por T. Springer (Harvard Medical
School, Boston, EEUU); TCR1
(TCR 81, linfocitos T ~ T8, dilucién
1:100) y TCR2 ( BF1, linfocitos T a.B,
dilucién 1:100) T Celi Sciences, Inc.
(Cambridge, EEUU).

Procedimiento Inmunocitoquimico

El procedimiento inmunocitoqui-
mico fue el de la avidina biotina
inmunoperoxidasa previamenie des-
crito.®'® Resumiendo, se obtienen
cortes congelados (5 Um) en un cri-
ostato y se secan toda la noche. La
inmunotincibn comienza con una
hidratacién de las muestras en
solucién buffer fosfate (FBS) e incu-
bacién por 30 min. en cada uno de
los siguientes pasos:

1.- Anticuerpo primarioc monoclonal
de origen mdurido.

2.- Anti-igG de ratén biotinado gene-
rado en caballo (50 pg/mi,
dilucién 1:30) (Vector Labs Inc,
Burlingame, EEUU).

3.- Complejo avidina-biotina-peroxi-
dasa (dilucién 1:100) (Vector
Labs Inc., Burlingame, EEUU).
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Lavados pon PBS de 5 min. fue-
ron realizados entre cada una de las
incubaciones. La reaccién fue revela-
da por 10 min. con 80 Um H,Q, y 3-
amino-9-etil-carbazol (AEC) (0,88
mM de concentracion final), el cual
fue disuelto en 50 mM N, N-dimetil-
formamida en buffer acetato 0,1 M,
pH 5,2. Los cortes fueron lavados y
contrastados con hematoxilina de
Mayer. Los controles consistieron en
la omisién del anticuerpo primario o
el uso de un anticuerpo de especifi-
cidad irrelevante a la misma
concentracién.

Cuantificacién celular

El contaje celular se realizé bajo
un microscopio ©6ptico, equipado
con una reticula milimetrada (Carl
Zeiss, Alemania), calibrada para
determinar el ndmero de células/imm?
presentes en la epidermis o en el
infitrado linfocitario. Sole aquellas
células con nicleo visible que pre-
sentaron una tincién roja fueron con-
tadas como positivas. Con la finali-
dad de obtener una muestra repre-
sentativa de las lesiones, dos cortes
no-seriados y alternos fueron reco-
lectados, inmunotefidos y contados
para cada marcador. Los campos de
interds en cada corte fueron
contados a 1000X, generando 24 x
10* células por corte. Los porcenta-
jes de cada fenotipo fueron
calculados, basandonos en que hay
4000 cels/mm? de infiltrado, deduci-
do de un contaje previo de las célu-
las nucieadas en hematoxilina-eosi-
na.

Anélisis estadistico

Los resultados de la caracteriza-
clén inmunocitoguimica.  fueron ex-
presados como media + SEM (error
estandard de la media). Las medias
fueron calculadas en base a los va-
lores individuales para cada paclen-
te. La comparacién entre grupos se
realizé aplicando el test de Student o

test no-paramétrico de Wilcoxon.
Cualquier valor de P menor a 0,05
fue considerado significativo. El gra-
do de correlacién entre los grupos
fue calculado usando el método de
correfacion de Pearson o la correla-
cién de rango de Kendall.

RESULTADOS

El andlisis inmunocitoquimico
demostré diferencias importantes
entre las lesiones de pacientes con
LES en relacién con la piel no lesio-
nada de los mismos pacientes y la
piel sana control (Tabla N° 1).
Especfficaments, en el Infitrado de
las lesiones de LES se observd una
alta densidad de Ilinfocitos T
cooperadores [ inductores CD4+ y T
supresores/citotoxicos chs+ (Figura“
N® 1). Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p < -
0,05) (Tabta N° 1). Igualmente: se
observé un incremento significativo
(p < 0,05) en el nimero de linfocitos
T ofp, ¥ la expresién de LFA-1 B por
parte de los linfocitos T (Tabla N° 1).
Las lesiones -de LES presentaron una
disminucion significativa (p < 0,05)
en el numero de linfocitos T T8 en
relacién con la piel no-lesionada
(Tabla N° 1). Por su parte, se
observé una baja expresién del
receptor IL-2 (CD25) en los
infiltrados de LES que sélo fue
significativa (p < 0,05) en relacién
con la piel nomal (Tabla N° 1, Figura
N° 2). Igualmente, se observgd una
disminucion significativa (p < 0,05)
en la densidad de las células de
Langerhans epidérmicas CDila+
(Tabla N° 1). En la epidermis de las
lesiones de LES se observé una
ausencia en la expresidn de HLA-DR
por parte de los queratinocitos y una
expresiéon de ICAM-1 en pequeios
grupos de queratinocitos. A nivel de
las vénulas post-capilares se aprecid
una atta expresién de ICAM-1 por
parte de las células endoteliales.

DERMATOLOGIA VENEZOLANA, VOL. 31, N> 1, 1993



TABLA N° 1
Subpoblaciones Leucocitarias en Leslones Cuténeas de Lupus Eritematoso
LES LEDC
A B c D E
Fenotlpos Lesién Piel no Lesién Piel no Plel Diferenclas
Leslonada Leslonada Normal (p<0,05)
CD4 2565 * 192 1775 + 158 4896 * 364 2427 + 208 1703 = 117 AB C-D
A-C AE
C-E D-E
CcDs8 1879 = 154 1131 = 134 2132 = 459 1115 = 161 406 + 44 A-B C-D
A-E GE
B-E D-E
af 2710 £ 266 1428 + 208 3170 = 458 1156 = 308 1245 + 247 AB C-D
AE CGE
; Td 179 = 24 307 + 64 547 £ 75 NR NR A-B AC
‘ . CD2s 372 + 48 392 + 105 497 + 73 669 = 160 550 = 205 A-E
- LFA-1B 3333 = 235 1005 + 109 4573 = 410 2097 + 333 NR AB CD
; - A-C
CD1a 135 = 26 427 = 36 104 + 24 319 £ 66 397 + 61 AB GC-D
_ s i AE GE
§ Valores expresados como media + error estandard de la media
? NR = muy escasas para ser cuantificadas.

Figura N° I: Linfocitos T en infiltrados de Lupus Eritema- Figura N° 2: Células infilrantes en un paciente con Lupus
foso  Sistémico, Eritemaioso Sistémice positivas para el receptor de la Inter-
A: T cooperadores - inductores CD4+. leucing-2 (CD25, Tac). Avidina-biotina imwnunoperoxidasa,
B: T supresores - citotéxicos CD8+ Avidina - biotina Barra = 20 pm.

inmuncperoxidasa, Barra = 20 pm.
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Las jesiones de LEDC también
presentaron un aumento significativo
(p < 0,05) en el nimero de linfociios
T CD4+, CO8+aP + y LFA-1B + en
relacién con la piel no lesionada y la
piel normal (Tabla N° 1). Iguaimente
seé observd una disminucidn en el
nimero de células T8 +, CO25+ y
CD1a (Tabla N* 1). Las diferencias
fueron esladisticamente significativas
(p < 0,05) solo entre la densidad de
células de Langerhans presentes en
la lesion, piel no lesionada y piel
nommal (Tabla N° 1). Al igual que en
las lesiones de LES, la expresion de
HLA-DR en la epidermis sélo se
imitd a las céiulas de Langerhans,
Por su pare, la expresion de ICAM-1
s80i0 se observd en pequefios grupos
de queratinocitos.

La comparacion entre las dos
manifestaciones clinicas de |upus
demostrd que las diferencias en la
densidad de las distitas subpobla-
ciones leucocitarias fue més pronun-
clada en el LEDC que en el LES, con
diferencias significativas para los
linfocitos T cooperadores - inducio-
res CD4+, linfocitos TT 8 y la expre-
sion da LFA-1 § (Tabla N° 1).

DISCUSION

El presente estudio demostrd di-
ferencias significativas en la densi-
dad de subpoblaciones leucocitarias
en las lesiones de LES y LEDC, y
sofiala una Imporante participacion
de la Inmunidad celular en & lupus
erftematoso,

La ausencia de HLA-DR por par-
te de los queratinocitos Indica un
posible defecto a nivel de sefiales
accesorias en [a epidermis el cual ha
sido demostrado en olras patologias
cutdneas.®? Estos estudios han

quiere que los queratinocitos
expréesen moléculas clase [l del
Complejo Principal de Histocompati-
biidad 0 HLA-DR y la molécula de
imMeraccion celular ICAM-1. Estas
sefiales a su vez pueden ser induci
das por cilocinas como e gamma-
interferon ( T - IFN).* La ausente
expresion de HLA-DR por los quera-
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tinocitos y la disminucion de células
de Langerhans epidérmicas pudieran
s&f faclores importamtes en el desa-
mollo de la lesidn cutanea en el |u-
pus eritematoso. Estos resuliados
indican un defecto a nivel de dos
células esenciales en la generacion
de una respuesta inmune efeciora
cutdnea: las células de Langerhans y
los queratinocitos. Las células de
Langerhans son delerminanies en la
generacion de la respuesta Inmune
primaria, al ser capaces de presentar
antigenos a linfocitos T virgenes (no
sensibilizados). Por su parte, los
queratinocitos se transforman en cé-
lulas inmunocompetentes después
de ocumir un insulto antigénico. En
el lupus erlematoso, esie dsfecio
pudiera contribuir con la pemmanen-
cla de un infitrado de linfociios T
incapaz de culminar la fase efeciors
de la respuesta Inmune. La baja
expresion de moléculas de aciiva-
cién como el CD25 (receptor IL-2) y
la alta expresion de las moléculas de
adhesion (LFA-1P en linfocitos e
ICAM-1 en el endotelic vascular)
demostradas en el presaents estudio,
pudieran a su vez indicar la naturale-
za del infitrado iGpico. Esta infiltrado
posee aparentemente todas las sefia-
les de adhesion necesarias para per-
manecer en piel, pero estd poco ac-
tivado lo cual limita la division celu-

que teérmico. Debido a que Ila
radiacién ultravioleta es capaz de
inducir la desnaturalizacion del DNA
de los queratinocitos,® pudiendo este
acido nuciéico actuar como antigeno
desencadenante de la lesién cutdnea
de lupus, es posible que los
linfoctos T T8 jueguen un papel en
la iniciacion del infilirado y reciuta-
miento de nuevos grupos celulares
al sitio de insulto antigénico.” Por su
parte, la densidad de linfocitos

Tap parecerfa eslar por debajo de
los valores estimados, ya que los
mismos deberfan ser similares a la
sumatoria de linfoctos T CD4+ v
CD8+ menos los linfocitos TT 8 . Una
explicacién pudiera ser la existencia
de linfocitos T doble-negativos CD4-
CD8- en el Infitrado, tal como ha
sldo demostrado en sangre periféri-
ca de pacientes con lupus.'®

Los resultados obtenidos en el
presente estudio nos permiten pro-
poner la siguiente hipdtesis para
explicar la participacién de la Inmuni-
dad celular en |a lesion cutanea de
lupus. La existencia de un factor
desencadenante de la lesion ldplca
(iradiacién ultraviolela © monocro-
mética) altera el DNA de los gquerati-
nocitos, transforméndolo en antigenc
capaz de formar complejos Inmunes
en aquellos Individuos sensiblliza-
dos. Como consecuencia de este In-
sulto antigénico lEnfocitos T son re-
clutados de sangre periférica hacla la
epidermis por via del endotello vas-
cular. Las primeras células en llegar
deben ser linfoctos T T8 encargs-
dos de reparacion celular y produc-
cién de clioccinas que van a promo-
ver el reclutamiento. Las sefiales
accesorias para el reclutamiento
hacia la epidermis de linfoctos estan
dadas todas menos la expresién de
HLA-DR por los queratinochos (qui-
zds como consecuencia de las alte-
raciones sufridas). Igualmente, existe
una disminucién en el numero de
células de Langerhans epidérmicas,
probablemente como producto de
una migracidn rdpida hacla los gan-
glios linfaticos para presentar aill el
antigeno derivado de los queratinoci-
tos. Estas fallas en la epidermis no
parmiten que se cumpla |a fasa efec-
tora de la respuesta Inmune cuténea,
generdndose asl un Infitrado linfocl-
tarlo cronico Incapaz de eliminar el
Insulto cwtdneo y causante de pato-
logla. Las células Infiltrantes poseen
buena expresidn de moléculas de
adhesién pero poca division celular,
indicando un constante secuestra-
miento de linfocitos de sangre perife-
rica.

Futuros estudios permitirdn acla-
rar y profundizar algunos de los
aspectos propuestos.
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TERCERA JORNADA DERMATOLOGICA
COLOMBIANA CILAD

Del 19 al 21 de Marzo de 1993 se celebré en la ciudad de Bogotd,
Colombia la Tercera Jormada Dermatolégica Colombiana del CILAD.
Este evento bienal fue coordinado exitosamente por la Dra. Mercedes
Flores con la colaboracién de los Dres. Maria Mélida Durdn y Jaime
intensa actividad cientifica con un grupo
internacionales que le

Soto.

importante de

Fueron 3 dias de
conferencistas

colombianos ¢

dieron lustre a este ya tradicional evento.
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