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Intfroduccién: Los pacientes que sobreviven a la injura
inicial por trauma severo presentan con elevada frecuen -
cia complicaciones infecciosas, sépticas y disfuncion mul-
tiorgénica. El traumatismo de créaneo (TEC) parece ser m
factor de riesgo independiente en relacion con la aparicio
de esa complicaciones. Les mecanismos causales estarian
relacionados a una pardlisis de la inmunidad celular induci
da por el TEC.

Objetivos: Analizar d grado & alteracion e b competen-
cia inmunolégica en pacientes con TEC severo, determina
do por los niveles plasmaticos de las citokinas IL-10, ILy6
TNF-ay d nivd & expresion ¢ HLA-DR & Iss monocitos
sanguineos CD14+.

Pacientes y métodos: Se incorporaron 15 pacientes ir
gresados con TEC severo (GCSs8). Ninguno de los pacien
tes haba recibido corticoides ri catecolaminas. Tre@ volun
tarios normales & utilizaron cono controles. Las niveles e
citokinas se midieron por ELISA. La expresién de HLA-B
de los monocitos CD14+ se determind desde sangre ente

RESUME N

ra pa citometra ¢ fl ujoLe dates € analizaron pa Mann
Whitney Utest.

Resultados: Al ingreso, los niveles plasmaticos de IL-D
fueron signifi cativamente mayores en los pacientes quen e
los controles: 418 (17,3-265,4 pg/ml vs 22 (1,4-2,7) pg/ml
p<0,00001, igual que los niveles plasmaticos de IL-6: 13,
(54,8-417,4) pg/m vs < pg/m p<0,00005. la expresicn &
HLA-DR en la superfi cie de los monocitos de los contsole
fue de 95 % (92-98). En los pacientes la expresion fueed
39% (18-60), p<0,00002 .

Conclusiones: Estos resultados sugieren que los pacien
tes can TEC seve desarrollan ura respuesta antiinfl amate
ria, can ure signifi cata reduccion & b expresion ce HLA-
DR, sigmo ¢ desactivacion y mena respuesta & Iss mono-
citos ante los estimulos infl amatorios. Estos hallazgos expli
can, por lo menos en parte, la sdiéon de inmunodepresid
inducida por el TEC.

Palabras clave: trauma de créneo, citokinas, HLA-DR ,
MOoNOCitos.
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Immunodepression induced by traumatic brain injury

Introduction: It has been reported that more than 50% o Results: On arrival the IL-10 plasma levels were higher in pa
trauma patients die due to infections and multiple organie distients tfanin contols 41.8 (17.3-265.4) pg/mL vs. 2.2 (1.4-2.7)
function, ard tha the traumatic bran injury (TB) h humars p<0.00001; plasma IL-6 wasigher in patients than in thene

is an independent risk deor for infetious complications. Tis trols 131.1 (54.8-417.4) pg/mL vs. <Ipg/mL (p<0.00005). The
may te induced by the post-injuty loss o immunocompeten-  expression of HLA-DR on monocyte cell surface in the cen
ce (paralysis of cell-mediated immunity). We have therefo- trols was 95% (92-98Dn arrival of the TBI patients it was 39%
re measured markers of immunodepression in the immedia (18-60%) p<0.00002.

te aftermath of TBI. Conclusion: Ou results shav tha THB patiens develp a
Methods: h B IQU patients with severe TB (GCS <8), we anti-infl ammatory response (signifi cant high levels of Il0-1
measured the plasma levels of the anti-infl ammatory cyteki and IL-6) and monocyte deactivation (signifi cant low lewel
ne IL-10, the pro and principally anti-infl ammatory cytolen  of HLA-DR expression). Ths ma/ partly explan the immuno-
IL-6 and the pro-infl ammatory TN¥a, by ELISA. The HLA  deppression induced by TBI, which is responsible for thehhig
DR expression on CD14+ monocytes was quantifi ed bywfl o incidence of nosocomial infections.

cytometry. 13 normal volunteers were used as controls. Re  Key words: traumatic brain injury, cytokine, HLA-DR, mono-
sults ae preserfed & the median plis 25%-75% irterquarti-  cytes.

le range and analyzed by Mann-Whitney U ést.
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Introduccion

amortalidad que se observa en las primera s

horas post-trauma se relaciona fundamental-

mente al dafio neuroldgico irreversibleoal a
exanguinac ion. Si los pacientes sobreviven a la i n-
juria inicial presentan con mucha frecuencia co m-
plicaciones infecciosas, sepsis y disfunciéon mu  1-
tiorgdnica (SDMO)." Se ha estudiado la relacion en-
tre el trauma y la predisposicion de estos pacientes
para desarr ollar complicac iones infecciosas y sé p-
ticas. La “paralisis” de la inmunidad celular ind u-
cida por el trauma severo pareceria ser responsable
de esa alteracién.’

Se ha demostrado que el traumatismo de crdneo
(TEC), per se, puede ser un factor de riesgo incdpen-
diente respecto a las complicaciones infecciosas que
aparecen en los pacientes politraumatizados,’ y un
estudio ha mostrado que el 41% de los pacientes ca
trauma cerrado de craneo desarrollan neumonia en
la primera semana después del trauma.*

El mecanismo de la inmuno supresion en el TEC
no esté totalme nte aclarado. Se ha pla nteado que
mecanismos neuroe ndocrinos estan involucrado s
en la inmunodepresion post-injuria. ~ Una sever a
estimulaci 6n del sistema nervioso simpat icoy del
eje hipotdlamo-hipofiso-adrenal correlaciona conla
severidad de la injuria cerebral y extracerebral >

Los monocitos y los macréfagos son dos compo-
nentes basicos del sistema inmune y son los bla n-
cos fundamentales de la accion inmunoinhibid o-
ra de los glucocorticoides y las catecolaminas. S e
ha observado una disminucién de la expresiéond e
los antigenos mayores de histocompatibilidad clase
II (MHC clase II'), fundamentalmente HLA-DR, e n
los monocitos de los pacientes que desarrollan e s-
tas complicacio nes después de la cirugia, los tra u-
mas mayores y las quemaduras .* La disminucié n
de la expresion de HLA-DR en los monocitos es un
indice de su desactivacién funcional

La interleukina 10 (IL-10) es una cit okina pleio-
trépica producida por los macréfagos y las célula s
T. Posee propiedades antiinflama torias e inmun o-
supresoras y su accion principal es la de disminui r
la funcidn accesoria de los macréfagos .'° Se ha de-
mostrado que IL-10 puede reducira magnitud dela
respuesta inflamatoria, fundamentalmen te en mo-
delos de endotoxemia y shock séptico ."* Se hapu-
blicado que IL-10 es una citokina claveeneld e-
sarrollo del proceso de inmunosupresion induc  i-
da por injuria cerebral de diferentes t ipos.”*** Co-
mo una prueba mas de la conexion entre la injuri a
cerebral, los mecanismos neuroendocrinos ylai n-
munidad, se ha demostra do que las catecolamina s
estimulan la liberac i6n de IL-10 por las células i n-
munes humanas.”

Interleukina-6 (IL-6) es una citokina con activ i-
dad proinflamatoria; pero ademas, por su accioén 9-
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bre los hepatocitos con inducciénde la secrecién de
proteinas de respuesta de fase aguda, tiene activ i-
dad antiinflamatoria',

Diversas investigaciones en humanos provee n
evidencias sobre la existencia de una via neuroe n-
docrina acoplada a una respuesta inmuno supreso-
ra sistémica,” mediada por el efecto de las catecola-
minas enddgenas sobre los monocitos."*

Se disefi6 este estudio prospectivo en paciente s
con TEC severo, previo a laadministracién de cate-
colaminas, para analizar el grado de alteraciéond e
su competencia inmunoldgica. Esta fue determina-
da por los niveles plasmaticos de IL-10, IL-6 y el ni-
vel de expresion del antigeno HLA-DR de los momw-
citos sanguineos. La reaccion inflamatoria sistémi-
ca fue evaluada por los niveles plasmaticos del fac-
tor de necrosis tumoral a (TNF-a).

Material y métodos

Pacientes y definiciones

Este protocolo de investigacion fue aprobado por
los Comités de Docencia e Investigacién y Eticad e
los hospitales participantes.

Se estudiaron 15 pacientes consecutivos ingresa-
dos alas Unidades de Cuidados I ntensivos delo s
hospitales Posadas (Buenos Aires) y Clemente Ala-
rez (Rosario) con diagnéstico de Trauma de Craneo
(TEC) severo predominante. Se con sideré TEC se-
vero (de acuerdo a la clasificaciéon de la OMS) cuan-
do después de la resucitacion inicial con liquido s
los pacientes presentan un Escore de Glasgow (GC3
<8. Ninguno de los pacientes presentaba ningun a
injuria significativa agregada. Trece voluntario s
normales se utilizaron como controles, parala o p-
timizacion y estandarizacién de los procedimientos
y para la determinacion de los rangos normales d e
IL-10, TNF-q, IL-6 yla expresion del antigeno HLA-
DR de los monocitos.

Se definid reaccion inflamatoria sistémica (SIRS)
por la presencia de dos 0 més de los siguientes: 1 )
temperatura >38 °C 6 <36 °C; 2) taquicardia: > deg
latidos por minuto; taquiprea: mas de 20 respracio-
nes por minuto o una PCO, <32 mm Hg; 4) leucod-
tosis: (>12.000/mm?) o leucopenia (<4.000/mm?*) o
més de 10% de formas inmaduras.**

Se definié neum onia asociada al res pirador por
la aparicion de nuevos infiltrados en la Rx de térax
asociado a un estudio bacterioldgico positivo. Est e
estudio se efectud en el material obtenido por técni-
ca broncoscopica (>10* ufc/ml en el lavado broncoa-
Iveolar [BAL] 6 > de 10® ufc/ml en el material obte-
nido por cepillo protegido).”

Se utilizaron los siguientes criterios de exclusién
1) Pacien tes menores de 14 afios
2) Em barazo
3) Tratamiento concomitante con corticoides

drogas inmunosupresoras
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4) Tratamient o concomitante con catecolaminas
5) Sospech a de SIDA
6) Politraum a

Se excluyeron los pacientes que recibfan corticoi-
des y catecolaminas por el efecto de esas drogas so-
bre la secrecion de citokinas.

Muestras sanguineas

Se utilizaron 5 ml de sang re extraida al ing reso
del paciente a la Unidad (M1) y 4 horas después d e
la primera extraccion (M2) para la determinacié n
plasmatica de TNF-a, IL-6 e IL-10 y la determin a-
cion de la expresion de HLA-DR de los monoci tos.
La muestra M1 se extrajo dentrodelas2y6h  o-
ras de ocurrido el trauma. Cada muestra se dividi6
en dos: la muestra A (2,5 ml de sangre anticoag u-
lada con EDTA) fue inmediatamente centrifugad a
en centrifuga refrigerada (a 4°C) durante 15 minu-
tos a 2.200 G. El plasma fue congelado a -70 °C has-
ta efectuar las determinaciones de las citokinas. La
muestra B (2,5 ml de sangre) se desting a la dete r-
minacién de HLA-DR de los monocitos. Los mono-
citos fueron estudiados en sangre entera.

Determinaciones de los niveles plasmatico s
de citokinas

Las determinaciones de IL-10, IL-6 y TNF-as e
realizaron utilizando un ELISA tipo sandwich cua-
titativo que utiliza anticuerpos especificos monocb-
nales en la fase solida (Quantikine. R&D System
Minneapolis, MN. USA), segtin instrucciores del fa-
bricante. Las mediciones se efectuaron por duplica-
do. El limite inferior de deteccion de nuestro lab o-
ratorio para IL-6 es de 0,70 pg/ml, para TN F-a 2,4
pg/mly paraIL-10 de 1,4 pg/ml.

Determinaci 6n de la expresi 6n de HLA-D R
en los monocitos

Alicuotas de 50 microl itros de sangre entera a n-
ticoagulada con EDTA se marcaron durante 30 mi-
nutos con anticuerpos monoclonales anti HLA-D R
(FITC. Becto n-Dickinson Immunocytometry Sy s-
tem. San José, California, USA) y anti CD-14 (PE.

Becton-Dickinson). Los eritrocitos fueron rem o-
vidos por lisis hipotonica (FACStm Lysing sol ~ u-
tion. Becton-Dickinson) y el pellet celular fuer e-

suspendido en buffer PBS y analizado p or Citome-
tria de Flujo (Citometro FAC SCAN Becton Dickin-
son Immunocytometry System. San José, Califo r-
nia USA). Se seleccionaron los monocitos a través
de Side Scatter y expresion de CD-14. Se analizd

un minimo de 500 monocitos por muestra, dete r-
minandose su expresion de HLA -DR a través de la
mediana de la intensidad de fluorescencia 1 (F  I-
TC). Al promedio obtenido para los controles se los
considerd 100% de expresién de HLA-DR y contra
este valor se compararon las medianas de intens i-
dad de los pacientes .
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Método estadistico

Los valores plasmaticos de las citokinas se expre-
san como mediana y percentilo 25-75% del rang o.
Una p<o,05 se considerd significativa. Los datos se
analizaron por Mann-Whitney U test. Para evaluar
la correlacion entre los niveles de las citokinas y de la
expresion de HLA-DR con la incidencia de neumonia
se utilizé el indice de correlacién de Spearman.

Resultados

Las caracteristicas de los pacientes se aprecian
en la Tabla 1. En 10 pacientes la primera extraccién
de sangre se efectu6 dentro de las 4 horas de oc u-
rrido el trauma y en los 5 restantes entre la cuarta
y sexta hora. Al ingreso, los niveles plasmaticos de
IL-10 fueron significativamen te mayores en los pa-
cientes que en los controles: 41,8 (17-265)pg/ml vs.
2,2 (1,4-2,7)pg/ml, p<o,00001 (Figura 1), igual que
los niveles plasmaticos de IL-6: 131,1 (54,8-417,4 )
pg/ml vs. 0,8 (0-2,8) pg/ml, p<o,00005 (Figura 2).
No se detectaron nive les plasmaticos de TNF-a en
la mayoria de los controles y de los pacientes. En los
que presentaron niveles plasmaticos mensurables no
se encontrd diferenda significativa entre los pacien-
tes y los controles, p=0,628. En los controles, el por-
centaje de expresion de HLA-DR en monocitos, fue
95 (92-98) %. En los pacientes con TEC, al ingreso al
estudio, la expresion de HLA-DR en los monocitos
fue de 39% (18-60), p<0,00002 controles vs. pacien-
tes. Los niveles de IL-10: 41,8 (17-265) vs. 32 (16-163),
IL-6: 131,1 (54-417) vs. 169,3 (56-500) y la expresion
de HLA-DR: 39 (18-60)vs. 28 (15-41) no fueron di-
rentes entre la primera y la segunda muestra .

La correlacion entre los niveles de IL-10, IL-6 y la
expresion de HLA-DR con la incidencia de neumo-
nia no mostro significacion: r=0,477 y 0,446 re ~ s-
pectivamente para ambas citokinas y r=0,201 para
HLA-DR vs. Neumonia (indice de Spearman).

Discusion

La presentacion de antigenos se define comoe 1
proceso por el cual di ferentes células (fundame n-

TABLA 1: Caracteristicas de los pacientes con TEC
severo

Edad 28,6 + 13,7 afios
13/15 (86,66%)

6,8/15

Sexo (hombres)

Escore de Glasgow (promedio)
TAM

PIC

88,73 =22 mm Hg
22 = 10,7 mm Hg
7/15 (46,6%)

6/15 (40%)

Neumonia nosocomial

Fallecidos
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Figura 1. Niveles de IL-10 en plasma

Los niveles de IL

-10 en los pacientes con TEC severo fuero n

significativamente mayores que los de los controles: 41,8 (17,3-265,4)
pg/mlus. 2,2 (1,4-2,7), p<0,0000 1 (Mann-Whitney)
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Figura 2. Niveles de IL-6 en plasma

Los niveles de IL-6 en plasma en los pacientes con TEC fuero n
significativam ente mayores que en los controles: 131,1 (54,8-417,4 )
pg/ml vs. <1 pg/ml, p<0,00005 (Mann-Whitney)

talmente monocitos/macr 6fagos y células dendr i-
ticas) expresan antigenos en su superficieenun a
forma tal que son reconocidos por las células T. Los
antigenos proteicos sufren un proceso por los cu a-
les son degradados a pequefios péptidos, los cuales
pueden asociarse a los complejos mayores de hi  s-
tocompatibilidad (MHC) II para su presentac i6n a
los linfocitos T helpers .*° Los antigenos humano s
MHCII estdn compuestos por las subunidades DP,
DR, DQy DS. Un estudio con monocitos humano s
frescos y aislados mostr6 que la expresion de HLA-
DR, HLA-DQ y HLA-DP fue de 90%, 31% y 19% re-
pectivamente.”

Distintos investigadores han demostrado una sg-
nificativa depres i6n de la inmunidad mediada po r
células después del trauma o de la cirugia mayor, la
que puede asociarse a un incremento de la mortali-
dad por sepsis.”*** Este trastorno inmunoldgico s e
deberia, por lo menos en parte, a la disminucion de
la capacidad de presentacién de antigenos porlo s
macréfagos. Esto se comprobé en estudios que me-
traron una disminucion de las células positivas pa-
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ra MHC IT as{ como una disminucién de la dasidad
del antigeno MHC II en la s uperficie de las célula s
inmunes des pués del trauma o la hemorragia .****
Estas modificaciones en la res puesta inmunoldg i-
ca constituyen un factor de riesgo potencial con re-
lacién al desarrollo de complicaciones sépticas.’>>¢
Se ha comunicado ademas que el porcentaje de e x-
presion del antigeno leucocitario humano HLA-DR
en la superficie de los monocitos es un importa n-
te marcador del pronéstico en los pacientes criticos
con trauma severo.”’

Todas estas alteraciones sugieren que la dism  i-
nucion de la capac idad de presentaci 6n de anti ge-
nos por los macroéfagos es un factor importante que
contribuye a la depresion de la inmunidad mediada
por células. La pérdida de la expresion de antigenos
MHC clase II indica que los monocitos tienen prob-
blemente alterada la capacidad de actuar como c é-
lulas presentadoras de antigenos. Diversos factores,
entre los que se cuentan las citokinas antiinflam a-
torias como IL-10, parecen ser responsables de esta
alteracién inmunitaria."

Las citokinas se clasifican dent ro de dos catego-
rias fundamentales dependiendo del efecto pro o
antiinflama torio. Debemos inssistir en que la dic o-
tomia efecto pro vs. antiinflamat orio es una sobr e
simplificacién ya que muchas citokinas ejercen una
u otra accién dependiendo de la célula blanco. E s-
to ha generado grandes problemas con relacion a la
citokina IL-6, que como ya planteamos fue conside-
rada durante mucho tiempo una citokina pro-infla-
matoria, pero es actualmente con siderada ademas
como un mediador de efecto antiinflamatorio.”®

Se han encontrado niveles elevados de citok  i-
nas pro-inflamatorias inmediatamente después del
trauma y shock en animales de experimentacié n*
y en estudios con pacientes.**** Se insiste, sobre to-
do, en el incremento precoz de la citokina pro-infla-
matoria TNF-a. En contraste, se ha planteado qu e
la aparicion en plasma de las citokinas antiinfl ~ a-
matorias, como el transforming growth factor bet a
(TGF B), es mas ta rdio y no seria detectable hast a
24 horas después de la injuria .** Recientemente s e
ha comunicado que en los pacientes con dafio cere-
bral agudo, la respuesta serfa diferente. Se desenca-
dena rdpidamente una reaccion antiinflamatoria e
inmunosupresora,'” sin elevacién de los niveles d e
las citokinas pro-inflamatorias. Nuestros result a-
dos son parcialmente coinc identes con estos est u-
dios. Al igual que en investigaciones previas'** pu-
dimos demostrar que en los pacientes con TEC s e-
vero se desarrolla una respuesta antiinflamatoria e
inmunosupresora precoz (elevacion significativa de
los niveles plasméticos de IL-10** con una significa-
tiva reduccion de la expresion de HLA-DR), sin au-
mento significativo de los niveles plasmaticos de la
citokina pro-inflamatoria TNF-a. Nuestros resulta-
dos son diferentes cuando se analizan los niveles de
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IL-6. En las investi gaciones previas no se encontr 6
elevacion significativa de las concentraciones pla s-
méticos deesta citokina, en cambio nosotros enca-
tramos una elevacion precoz y claramente significa-
tiva de los niveles de IL-6 con relacién a los contro-
les normales. En el 60% de los pacientes con TEC s-
vero al ingreso, los niveles plasmaticos de IL-6 so n
superiores a 100 pg/ml. Siendo concordantes con la
explicaciones actuales sobre los efectos fundamen-
tales de la citokina IL-6, creemos que el aument o
forma parte de la reaccion antiinflamatoria dese n-
cadenada por el TEC severo.

No tenemos eleme ntos para explicar los mec a-
nismos por el cual se produce esta reacciéna  nti-
inflamatoria e inmunosupresora. Se ha plantead o
que serfa parte de una reaccion neuroendocrina ge-
nerada a partir de la injuria cere bral aguday m e-
diada por catecolaminas. No efectuamos la dete r-
minacién del nivel de las catecolaminas endégenas
y la descripta “tormenta simpdt ica” no se encue n-
tra en todos los pacientes. En el grupo estudiado no
pudimos demostrar hipertension arterial, salvo e n
pacientes aislados y el promedio de TAM registr a-
do (alrededor de 9o mm Hg) esta dentro de los ran-
gos normales.

En la mayor parte de los procesos agudos, fu n-
damentalmente en sepsis, se ha descri to quela se-
crecion de las citokinas antiinflamatorias se pr  o-
duce por el efecto de las citokinas pro-inflamat o-
rias sobre las células inmunes, como un proceso de
retroalimentacion de la reaccién inflamatoria.* No
parece ser el mecanismo en el grupo estudiado don-
de los niveles plasmaticos de TNF-a fueron simila-
res a los de los controles en los pacientes en los que
fue detectado.

No encontramos correlacion significativa entr e
los valores plasmaticos elevados de IL-10eIL-6 v
la disminucién de la expresiéon de HLA-DR conl a
incidencia de neumonia nosocomial, aunque debe-
mos destacar que se ma rca una tendencia. Vario s
factores pueden intervenir para explicar esta fa lta
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de correlacion, como el tamafio de la muestra qu e
podria ser insu ficiente para el andli sis de la corre-
lacion y el hecho de que muchos pacientes durant e
la evolucidn presentaron trast ornos hemodinami-
cos que obligaron a la utilizacié n de catecolaminas
para su control. La utilizacién de catecolaminas po-
dria generar mayor inmunodepresion e influir enel
resultado final.

Los resultados obtenidos acercan ideas sobre los
mecanismos que inducen la inmunosupresiéon que
acompana al TEC severo, pero no parecen serlo s
unicos y muchas preguntas quedan sin contestar
Varias moléculas con efecto inmunosupresor son I-
beradas aparte de las citokinas antiinflamatorias en
respuesta a la injuria cerebral, sobre todo los corti-
costeroides inhibidores naturales de la produccié n
de citokinas pro-inflamatorias. No se ha determ  i-
nado con claridad todavia cémo se relacionanlo s
corticoster oides con IL-10 y otros mediadores a n-
tiinflamatorio s como el antagonista del receptor de
IL-1 (IL-1ra) y el receptor soluble de TNF-a.

Otro elemento que debemos tener en cuentae s
que el TEC induce una reaccién inflamatoriai n-
tracerebral con aumento de los niveles de citokinas
pro y antiinflamat orias en el liquido cefalorraqu i-
deo. No conocemos como se relaciona esta respues-
ta local con los niveles que registramos enlasa n-
gre. Seria posible, dada la alteracién de la barrer a
hematoencefalica, que las citokinas que encontr a-
mos aumentadas en el plasma pudieran tener, aun-
que sea parcialmente, su origen en el Sistema Ne r-
vioso Central.

Como conclusion planteamos que este estudio #-
ne implicancias clinicas importantes, porque apor-
ta evidencias sobre: 1) la aparicion precoz (antes de
la sexta hora del trauma) de una respuesta antii n-
flamatoria mediada por la liberacion de las inte -
leukinas IL-10 e IL-6, y 2) la disminucién, también
precoz, de la expresion del antigeno HLA-DR en los
monocitos, lo que podria condicionar un estado de
inmunodepresion en los pacientes traumatizados.
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