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La arteritis de Takayasu (ATk) se clasifica gene-
ralmente como una arteritis de células gigantes,
grupo en el que se incluye ademds a la arteritis
temporal con o sin polimialgia reumitica. Estas
enfermedades se distinguen entre si por sus dife-
rencias epidemioldgicas, histopatolégicas y clfni-
cas.)#

Las alteraciones inmunoldgicas, tanto humora-
les como celulares en los pacientes con ATk son
escasas ¥ poco conocidas. Por el contrario, en la
arteritis temporal se han descrito anormalidades
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de esta (ndole relaciondndolas con su fisiopatolo-
gia. Asi, se encuentran depositos de complejos
inmunes en la pared de los vasos afectados,t ¢ an-
ticuerpos contra antigenos vasculares,” anormalida-
des en la respuesta in vitro a antigenos vusculares,*
Yy mads recientemente anticuerpos linfocitotoxicos
naturales (ALC).»

En este trabajo estudiamos el suero de pacientes
con ATk con el fin de determinar la presencia de
ALC, comp!ejos inmunes circulantes y su efecto
sobre la transformacién blastica in vitre de célu-
las normales,

Material v métodos

Individuos: Se estudiaron 24 pacientes con ATK,
de los cuales 19 eran del sexo femenino, con edad
promedio de 33 afios al momento del estudio, El
diagnostico de ATk sc¢ confirmé mediante panaor-
tografia o biopsia de arteria.'® Ninguno de los pa-
cientes presentaba actividad clfnica ni recibfa tra-
tamiento al momento del estudio.

Como grupo de comparacion se estudiaron 51
individuos sanos, 19 de los cuales eran mujeres y
cuya edad promedio era de %0 afos.

Los sueros, tanto de los pacientes como de los
individuos sanos, fueron guardados a —70°(C hasta
el momento de su estudio. En todos los casos se
evitd la congelacion y descongelacion repetida de
las muestras, con el fin de evitar la agregacion
de proteinas,

Determinacion de anticuerpos linfocitotdxicos

La actividad de ALC se lleve al cabo a 4, 15 y 4
37°C por el método de microcitotoxicidad descri-
to por Terasaki'! y modilicado por los autores.'*
En resumen se separaron linfocitos de sangre pe
riférica por el método de Boyum,'* de diez volun-
tarios sanos cou fenotipos HLA distintos, los cua-
les fueron utilizados como células blanco.

Los experimentos se hicieren por duplicado y se
consideré como positive aquel suero que causo la
lisis de mds de 20 por ciento de los linfocitos, de
mis de 50 por ciento de los donadores.

Deteccion de complejos inmunes circulantes

I. Inhibicion de la formacion de rosetas EA ¥y
EAC. Para estos experimentos se obtuvieron linfo-
citos de sangre periférica de individuos sanos de
la misma forma que se indicé anteriormente.

El estudio de la formacion de rosetas EA se lle-
vo al cabo de acuerdo 2 los métodos de Diaz-
Jouanen y col.** y Samarut y col.'® Asi, eritrocitos
de pollo, previamente sensibilizados con IgG de
conejo antieritrocitos de pollo en concentracion
subaglutinante, se mezclaron con linfocitos norma-
les en una relacion 25:1. Se consideré roseta a
aquel linfocito que se encontraba en contacto con
tres o mis eritrocitos de pollo.
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La anhibicién en la formacion de estas rosetas
se lleva al cabo incubando los linfocitos con 50 pl
de suero normal o de pacientes durante una horu
a 4°C. Posteriormente las células se lavaron con
solucion amortiguadora de Hank (SAH), pH 7.4
y se mezclaron con 250 pl de una suspensién al
I por ciento de eritrocitos de pollo previamente
sensibilizados. La mezcla se incubd una hora a
37°C, se centrifugéd durante 1 min a 800 rpm y se
resuspendio suavemente para posteriornente con-
tarse el nimero de rosctas en una cdmara de Neu-
hauer.
La apreciacion de la formacion de rosetas EAC
se llevo al cabo de acuerdo a lo descrito previa-
mente.'" En estos experimenios se procedio en
igual forma que lo descrito para la formacion de
rosetas EA, con la diferencia que los eritrocitos
utilizados eran de bovino, sensibilizados con la
fraccion IgM de suero de conejo con actividad an-
tieritrocitos de bovino y recubiertos con comple-
mento. La fuente de complemento para estos casos
fue suero humano normal, Iresco y de grupo AB.
La inhibicion en la formacion de rvosetas EAC
se llevd al cabo de igual manera a to indicado
para la inhibicidn de rosetas EA,
2. Inhibicién de citotoxicidad celular depen-
diente de anticuerpo (CGDA). La citotoxicidad ce-
lular dependiente de anticuerpo se realizg de
acuerdo con el método descrito por Attallah v col.t7
En forma sucinta, 3 x 10% linfocitos de individuos
sanos, previamente separados de sangre total, en
un volumen de 50 ul de SAH se incubaron por
60 min a 4°C en presencia de suero, previamente
inactivado a 56°C durante 30 wmin, de pacientes
con ATk o sujetos sanos, Posteriormente se lava-
ron lay células tres veces con SAH y se les agre-
garon 1 x 109 eritrocitos de pollo en un volumen
de 50 pl de SAH. La mezcla se incubd durante
tres horas a 37°C en presencia de 50 wl de anti-
cuerpo de conejo antieritrocitos de pollo a titulo
subhemolitico. Nuevamente se lavaron las células
tres veces con SAH y se resuspendieron en 200 i
de SAH. Se afiadid 1 ml de bromuro de etidio
{Culbtochem, La Jolla, Calif.) a una concentracién
de 5 pg/ml en citrato de sodio. El porcentaje
de eritrocitos que se lisaron se detectd en un cito-
fluorografo {Ortho Instruments, Westwood, Mass.),
bujo condiciones de excitacién por fluorescencia
roja, de acuerdo con lo descrito previamente por
Crissman y col.'®
La CCDA se determiné de acuerdo cou la
formula:
% dc eritracitos no lisados cn
presencia de anticuerpo

¢, CODA = 100 — x 100
% de evitrocitns no lisados en
ausencia de anticucrpo

La inhibicién de la CUDA {(ICCDA) se calculd
de acuerdo con la siguiente formula:

% de CCDA en presencia de suero
o ICCDA = 100 — x 160.
% de CCDA en ausencia de suero
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Fig. 1. Cuwrvo de inhibicién de citotoxicidad dependien-
te de anticverpo con 1gG oagregada. Se ob-
terva que a concentraciones progresivamen-
te mayores se obtiene mayor inhibicién, alcan-
‘zandose el cien por ciento de inhibicién en la
concentracion de 200 pg/mil.

Las curvas de calibracion de [CCDA se obtuvie-
ron utilizando IgG agregada, de acuerdo al méto-
do de Kammer y Schur,™ en lugar de los sueros.
Los resultados de los complejos inmunes circulan-
tes se informaren en pg/ml equivalentes a lgG
agregada. De esta forma y como se indica en la
tigura 1, el 100 por ciento de inhibicién se obtuvo
con la concentracion final de 200 pg/ml.

Cultivos de linfocitos v estimulacidn con mitogenos

Para estos experimentos se obtuvieron nuevamen-
te ctlulas mononucleares de sangre venosa perifé-
rica de individuos sanos de acuerdo a lo sehalado
anteriormente. Una ver sepuradas las células se
resuspendieron en medio minimo esencial (MME)
(GIBCO, Gran lsland, N.Y.) suplementado con
10 por ciento de suero bovino fetal (GIBCO), 0.8
por ciento de Lglutamina (GIBCQ), penicilina
(2000 U /ml) y estreptomicina (2 mg/mly (DIFCO,
Detroit, Mich), a una concentraciéon de ¢ x 106
células en 0.1 mi de MME en cajas para microcul-
tivo (LINBRO, Mcl.ean, Virg.) y se incubaron a
37°C en atmostera de CO, al 4 por ciento durante
54 horas. Cada experimento se realizi por tripli-
cado y como estimulantes de la transformacion
blistica se utilizaron los siguientes mitdgenos: for-
ma P de fitohemaglutinina (PHA) (DIFCO, De-
troit, Mich.)y en dilucion final 1:1000; Fitolaca ame-
ricana (PWM) (GIBCO) en dilucién 1:100 y con-
canavalina A (Con A) (SIGMA) en concentracion
de 12.5 ug/ml. Al cabo de la incubacion se afadio

ARTERITIS DE TAKAYASU

a cada pozo 10 ul de metil *H-timidina (New
Engiand, Boston) y se incubaron nuevamente las
ceélulas durante |8 horas. Posteriormente se cose-
charon mediante microcosechador de muesiras au-
tomitico (MASH II). La radioactividad impreg-
nada en el papel filtro se cuantio mediante un
contador beta de centelleo liquido (Packard Tri
Carb 3253}, utilizando una mevcla convencional.

Con objeto de determinar el efecto de los sueros
de pacientes y controles sobre la transformacion
blistica, a cada pozo con ctlulas se afiadieron 50
ul de suero, mismo que permaneci durante las
72 haoras del experimento.

El indice de estimulacidn (IE) se calculd con lu
siguiente formula:

Cucntas por minuto de cultives con mitégeno
IF. —

Cuentas por minato de caltivos sin mitégeno

El porciento de inhibicién obtenido con los sue-
ros se calculd de acuerdo con la siguiente formula:

IE con suerp
% Imhibicion — 100 —

TE sin suero

Resulcados

Las caracteristicas clinicas extravasculares que
ocurrieron durante la evolucién del padecimiento
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Cuadro 1. Manifestaciones clinicas extravasculares
en 24 pacientes con ATk

Artralgias | 6/24 (25%)
Artritis 3/24 (89}
Adenomegalia 6/24 (25%)
Eritema nodoso 6/22 (27.2%)
Hipertension  arterial 15/24 (62.5%)

de los 24 enfermos con ATk se muestran en el cua-
dro 1. Como se indica, la hipertension arterial fue
la manifestacién clinica mds frecuente y la causa
primaria de consulta, lo que resulta ficilmente
comprensible, dade que la mayoria de nuestros
pacientes tenian compromiso de la aorta abdomi
nal (estadios Il y 1I1) como se puede observar en
el cuadro 2.

Cuodro 2. Clasificacion clinica

Tipo | Afeccién tordcica 6/24
Tipo Il Afeccién abdominal 4724
Tipo I, Afeccién torécica y abdominal 11/24
Tipo IV. Afeccion puimonar 3/24

De los 24 pacientes con ATk, solamente en cua-
tro se pudo detectar ALC. En tres de ellos el ALC
tuvo reactividad en frio (4°C) y en uno a 37°C.
Esto no fue estadisticamente distinto a lo encon-
trado en los 31 controles, en los cuales solamente
dos presentaron ALC a 4°C.

Como se indica en la figura 2, los sueros de pa-
cientes con ATk causaron inhibicién en la forma-
cion tanto de rosetas EA como EAC, que fue sig-
nificativamente mayor a lo que se observé con
los sueros de los 31 controles (p < 0.0025). Sin
embargo, el efecto inhibitorio mds importante se
observd en las rosetas EA, es decir en aquellas en
las que no habia participacién del complemento.

Al determinar el efecto de los sueros sobre la
CCDA, se encontré que 15 de 19 causaron inhibi-
cion de la CCDA, lo que sélo ocurrié débilmente
con tres de los 29 sueros normales probados (fig. $).
La diferencia estadistica de estos resultados fue al-
tamente significativa (p < 0.001).

El efecto inhibitorio de los sueros sobre la trans.
formacién biastica se muestra en el cuadre 3. En
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fig. 2. Inhibicidn de lo formacidn de rosetas EA y EAC
por suero de pacientes con ATk. Entre porén-
tesis se indica el numero de sueros estudiadas
en cada grupo. Les valores en cada grupo se
expresan como la medic + uno desviacidn
estandor.

€l se puede observar que los sueros de pacientes
con ATk fueron capaces de inhibir la estimula-
cion inducida por los tres mitdgenos estudiados,
sobresaliendo el efecto sobre Fitolaca americana
en el que 87 por ciento de los sueros inhibieron
mis de 50 por ciento de la respuesta obtenida con
sueros normales.

Tomando en consideracion que los resultados
expresados podrian reflejar la presencia de com-
plejos inmunes en los sueros estudiados, se pro-
cedio a fraccionar 6 de los sueros de pacientes con
ATk, con sus respectivos controles, en columnas
de DEAE celulosa. De este modo se encontré que
el efecto inhibitorio sobre la transformacién blas-
tica inducida por PHA y Con A estaba predomi-
nantemente en la fraccién de IgG y en menor
grado en la fraccién constituida por fa mezcla de
IgA e IgM (cuadro 4). En estas mismas fracciones
se encontr6 una elevada concentracidn de comple.
jos inmunes. Estos hallazgos no fueron detectados
en las fracciones de los sueros controles.

Comentarios

Este trabajo muestra que ¢l suero de pacientes con
ATk carece de anticuerpos linfocitotdxicos, tiene
un efecto inhibitorio sobre la formacién de rose-
tas EA, EAC e interfiere con varias funciones de
células linfoides normales in vitro, Estos hallazgos

EFRAIN DIAZ-JOUANEN Y COL.



Cuadro 3. Efecto inhibitoric de sueros de arteritis de
Takayosu sobre lo transformacién bléstica

Indice de estimulacién

Inhibicidn
>50
Sveros ML Sueros ATk
Mitdgeno (16) p {24) % Sueros
PHA 69 == 1.7 < 0.025 3318 = 1.1 62.5
PWM 265 = 1.5 < 0.0 637 = 0.5 87.5
Con A 211 = 0.6 < 0.005 7.25 = 04 57.1
* Error estdndar.
() Num. estudiado.
Cuadro 4. Inhibicién de la transformacién bléstica
mediante fracciones de seis sueros obtenidols en DEAE
% de inhibicién
Cr*
Fraccidén nim. PHA Con A pg/ml
| (lgG) 599 = 7.5 8202 = 7.02 124.7 = 52.2
H (gA, IgM) 38.4 = 13.2 482 = .22 63.4 = 12.6
* Complsjos inmunes por inhibicién de CCDA.
100- a Fig. 3. Inhibicién de citotoxicidad celular dependiente
301 de anficuerpo con suero de pacientes con ATk
804 8 Se puede cbservar que solo tres sueros normo-
701 8 les causaren inhibicién de la CCDA, con valor
601 2 maximo de 13 pg/ml. Por el contrario, 15 sve-
501 a4t ros de ATk causaren inhibicion de la CCDA y
401 s sus concentraciones fueron de 4 a 200 pg/ml
301 8 4o (media 125 x 52 ug/ml) de complejos inmu-
% 201 ¢ s nes equivafentes a 1gG agregada.
INHIBICION '%‘ e .
- 10+ : 8 sugieren que la respuesta inmune puede estar in- -
~20 e volucrada en la patogenia, hasta ahora desconoci-
—30 o, da, de esta enfermedad.
—40 o Las presentes observaciones en conjunto sugie-
- 501 ¢.0 s ren {uertemente que factores humorales existentes
-601 & en el suero de los pacientes con ATk, probable-
- 701 mente complejos inmunes, modifican tanto la reac-
891 & s s cion de receptores para IgG y C3. Estas observa-
-90- ciones adquieren mayor relevancia al tomar en
SUEROS SUEROS o) - 1 0 _
ntg 129 aty ¥ consideracién que recientemente se han descrito
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receptores para C3 y el fragmento Fc de [a IgG
en los grandes vasos, particularmente entre lu
media y la adventicia,™ sitio donde ocurre el daifio
caracteristico de la ATk. Hipotéticamente, en el
curso del padecimiento la formacion de complejos
inmunes podrian determinar que algunos de ellos
se depositaran en estos sitios y al través de la acti-
vacion del sistema del complemento o de células
asesinas (células Ky causaran la lesion inicial vy
tueran responsables de su perpetuacion.

Sin embargo, en los pacientes de esta serie la
presencia de complejos inmunes detectados en ¢l
suero durante periodos de inactividad del padeci-
miento podrian tener otra explicacidn. Asi, estos
complejos podrian tener un cfecto inmunomoedu-
lador in vive, impidiendo el dafio a las arterias
por inhibhir distintas funciones inmunoldgicas, ta-
les como: a) la lesién vascular directa medtadu por
células inmunocompetentes y b) el efecto directo
de anticuerpos dirigidos especificamente a antige-
nos de la pared vascular, Para esto tiltimo se ten-
dria que postular que en la composicion de estos
complejos participan antiidiotipos.

La ausencia de anticuerpos linfocitotdxicos en
esta enfermedad diliere de lo encontrado en la
arteritis temporal” Esto podria indicar que estas
dos formas de arteritis de células gigantes son, en
efecto, entidades clinicas distinias, como lo sugie-
ren los estudios epidemioldgicos y de histocompa-
tibilidad, 2021

La presencia de aunticuerpos linfocitotoxicos se
relaciont a distintos factores ambientales, entre
los que se destacan infecciones virales y por mi-
cobacterias.!'* Varios investigadores han relacio-
nado a la ATk como una infeccién crénica por
micobacterias, en especial las formas gangliona-
res *20 La ausencia de este anticuerpo antilinfo-
citico, asi como observaciones previas,®™ estarfan
en contra de esta asociacién etiopatogénica,

Se han iniciado estudios de distintas funciones
inmunoldgicas, primordialmente de inmunorregu-
lacién, con el objeto de entender mejor la fisio-
patologia de la ATk, io que eventualmente per-
mita contar con un mMejor recurso terapéutico
para estos enfermos.
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inmunologia vy reumatologiy en la misiia institucion,
asi como en la Universidad de Nuevo México. Desde
1975 es investigador a tiempo completo en el Instituto
Nacional de la Nutricion “Salvador Zubirin™. Sus pu-
blicaciones en el campo de la inmunologia y la reu-
matologia han aparecido en la lieratura periédica, pre-
dominante la del extranjero, asi como en siete libros.

La Academia Nacional de Medicina lo recibio en el
irea de reumatologia del Departamento de Medicina,
el 20 de mayo de (982

COMENTARIO OFICIAL

RoOBERTO KRETSCHMER*

* Académico numerario, Divisién de Inmunologia. Uni-
dad de Investigacion Biomédica. Centro Médico Na-
cional. Instituto Mexicano del Sequre Social,

ARTERITIS DE TAKAYASU

El doctor Etfrain Diaz-Jouanen ha elegido como trabajo
de ingreso a la Academia uno de una serie de intere-
santes estudios inmunoldgicos que con depurada téc
nica realiza en relacion a una variante de arteritis
necrotizante originalmente descrita por Robert Adams
en Dublin en 1827, pero perlilada B0 afios después
comun una entidad clinica de claudicacién visual y au-
sencia de pulsos radiales en mujeres jovenes por el
oltalmélogo japonés Takayasu, por lo que la identili-
€amos con su epdénimo.

Las wvasculitis mnecrosantes constituyen una familia
de entidades nosologicas que se resisten a ser adecua-
damente clasificadas, debido a que sus fronteras cli-
nicas y patolégicas son frecuentemente imprecisas, Asi
ocurre entre la arteritis de Takayasu —que afecta al
arco adrtico y sus ramas— y la arteritis temporal u
otras arteritis de células gigantes. Posiblemente no se
logre una clasificacién precisa de las vasculitis prima-
rias, hasta que no se dilucide su etiopatogenia. Esto,
esperamos, se logrard gracias a estudios como los que
presenta Diaz-[ouanen, quien en el wrabajo que nos
ocupa, ya encuentra una diferencia clara con las arte-
ritis temporales al no identificar anticuerpos linfoci-
totéxicos en sus pacientes con Takayasu. Que la etio-
patogenia de las vasculitis necrotizantes de pequefios
y medianes vasos {poliarteritis nodosa), y de medianos y
grandes vasos (arteritis de células gigantes) pudiera ser
de indole inmunolégica, es un concepto de rtespetable
tradicién: Kussmaul y Maier en Heidelberg inauguran
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formalmente ¢l campo de las vasculitis ptimarias en
1866, describiendo la periarteritis nodosa en un pa-
ciente de 27 afios “.. cuva autopsia esperdbamos con
gran ansiedad”, segiin escribieran literalmente con la
macabra franquesa quizds tipica de la época de oro
de la patologia celular. Ei siguiente escaiio lo asocia.
mos con la clasica descripcion de la enfermedad del
suero —la piedra angular de la inmunopatologia— por
Clemens von Pirquet y Bela Schick en 1905 y la suge-
renciz, 20 afios después. por Gruper en Alemania ¥
Clark y Kaplan en los Estados Unides de América, de
que la inflamacién de las paredes vasculares en la mis-
ma podria deberse a un fenémeno de hipersensibili-
dad. El siguiente pran paso conceptual se da con los
seminales trabajos sobre enfermedad del suero expe-
vimental realizados por Dixon y eol, ya en la década
de los ‘60, Estos autores, entre otras cosas, llamarot
la atencibn al hecho de que mientras la arteritis es
pricticamente constanie en la enfermedad del suero
provecada por una sola inyeccion de antigeno, la mis-
mu estd conspicuamente ausente en la de inyecciones
repeticlas de antigeno, dato que inicia la larga serie de
controversiales observaciones inmunolégicas que ha ca-
racterizado al campo de las vasculitis. La generacion
espontdnea de vasculitis como resultado de infeeciones
virales se basa en lo observado en la linfocoriomenin-
gitis murina, pero sobre todo en la vasculitis prodromal
ohservada en la hepatitis B y la presencia de antigeno
de superficie de virus de hepatitis B en 30 por ciento
o mids de los pacientes con vasculitis, En su discusién,
Diaz-jouanen da crédito a sus colegas del Instituto Na-
cional de Cardiologia, quienes sugieren una asociacion
entre la arteritis de Takayasu e infecciones por mico-
bacterias de las llamadas atipicas o ganglionares, si bien
también sefiala que sus datos experimentales —ie, la
ausencia de anticuerpos linfocitotoxicos— no parecen
apoyar tal interpretacién.

El hallazge indirecto de complejos inmunes en los
sueros de sus pacientes con arteritis de Takayasu inac
tiva, mueve al doctor Diaz-Jouanen a dos interpretacio-
nes igualmente cautelosas: una adscribiéndoles un va-
lor fisiopatogénico tradicional como posibles iniciadores
o perpetuadores de las lesiones en la pared vascular; y
la otra, que se antoja mas atractiva, confiriéndoles un

papel inmunorregulador, ya sea afectando funciones

inmunocelulares o blogueando el idiotipo del supuesto
anticuerpo antivascular. Las dos interpretacionas somn
actualmente defendibles y requerirdin de meticulosos
trabajos para su eventual aclaracién, quizds utilizando
sueros obtenidos en fases activas de la enfermedad y
con los cuidados necesarios para preservar las crioglo-
bulinas, Es evidente que el doctor Diaz-Jouanen posee
la capacidad de moverse entre estos complicados con-
ceptos, los que presenta con su ya conocida elegancia
y serena claridad. Trabajos como éste y los que segu-
ramente le sepuirdn, demuestran que el doctor Diaz-
Jouanen es un componente esencial de la fama inter-
nacional que goza el servicio de reumnatologia del Ins
titute Nacional de la Nutricién. ’

Para mi es un privilegio, pero ademas una gran sa-
tisfaccién personal, el haber sido designado para dar
la bienvenida a un médico e investigador clinico tan
distinguido como el doctor Eirain Djaz-Jouanen en el
senc de nuestra Academia. Le deseo y auguro una
larga y fructifera vida académica.
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