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Lost in MyseU 

Sometimes 1 feel as if 1 were 
alone with my thoughts; 

asking for help, 
asking for hope, 

shouting for ears, 
looking for souls. 

In prison 1 am, 
behind no other bars, 

but the bars of my thoughts. 

Thoughts of moisten tombs, 
rotten legs, 

frozen hearts, 
hearts without beats, 
hearts without hopes. 

Sometimes 1 feel as if 1 were 
alone in the world, 

alone with my thoughts, 
with nobody helping me 

to get out of rnyself 
and my thoughts. 

Carlos Lavalle Montalvo 
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RESUMEN. 

RESPUESTA INllUNE CELULAR Y HUMORAL IN VTTRO A PROTEINAS DE 
MEBRANA EXTERNA (PME) DE S•lnronell• ryphlmurturn EN PACIENTES 
CON LUPUS ERITEMATOSO SITEMICO (LES) INACTIVO. 

INTRODUCCION. El LES es una enfermedad de naturaleza autoinmune con 
manifestaciones cllnicas y serológicas diversas, afecta cualquier órgano o sistema 
y se caracteriza por un amplio espectro de autoanticuerpos. Su etiologla se 
desconoce. sin embargo se implican factores genéticos, ambientales, honnonales 
e infecciosos como desencadenantes. El principal agente infeccioso relacionado 
es la S. typhimurium, que puede ser concomitante a la presentación inicial de LES. 
Se tiene conocimiento que las PME de S. typhimurium son inmunógenos capaces 
de inducir activación linfocitaria vla IL2 e IFNS, citocinas implicadas en la 
patogenia de LES. En un intento de examinar la posible asociación patogfmica 
entre las PME de S. typhimurium y LES, se decidió investigar el efecto de estas 
protelnas sobre la respuesta proliferativa mononuclear y slntesis de 
inmunoglobulinas in vitro en pacientes con LES inactivo. 
OBJETIVO. Cuantificar y comparar la respuesta proliferativa mononuclear y la 
slntesis de inmunoglobulinas totales (lgA, lgG e lgM) in vitro a la estimulación con 
PME de S. typhimurlum en pacientes con LES inactivo vs. sujetos sanos. 
MATERIAL Y llETODOS. Se incluyeron 6 pacientes adultos. 5 mujeres y un 
hombre, con diagnóstico de LES con 4 o mas criterios del ACR e inactividad 
mediante SLEDAI. Como controles se incluyeron 6 sujetos sanos con edad y sexo 
similar a los pacientes. Se tomó 10 mi. de sangre venosa a pacientes y controles. 
se obtuvieron las células mononucleares con gradiente de ficoll y se cultivaron en 
placas de 9S pozos (1.5 x 105 células/pozo en 100 µI de medio RPMI), luego se 
agregó PME de S. typhimurium (20 µI [40 µgfml]). como control se utilizó 
Concanavalina-A (20 µI [10 ¡ig/ml]) y RPMI. La proliferación celular se midió 
mediante la incorporación de 3 H Timidina y se calculó el Indice de estimulación 
(IE). Se detenninó la slntesis de inmunoglobulinas totales (lgA. lgG, e lgM) en los 
sobrenadantes de los cultivos mediante ELISA. Los resultados se compararon con 
la prueba t de Student y Mann-Whitney-Wilcoxon con significancia de p<0.05. 
RESULTADOS. La respuesta proliferativa mononuclear en pacientes con LES 
inactivo fue mayor que la encontrada en controles 6.997 ± 4,506 c.p.m vs 753 ± 
720 c.p.m. (p<0.005), no se encontraron diferencias en la proliferación 
mononuclear entre pacientes con LES y controles sanos a la estimulación con 
Concanavalina-A y RPMI. La slntesis de inmunoglobulinas totales en pacientes 
con LES inactivo fue de 1.298 ± 0.147 O.O. y en los sujetos control de 1.183 ± 
0.179 O.O., a pesar de ser mayor la slntesis de inmunoglobulinas en pacientes 
con LES no se observó una diferencia significativa con los contr"oles. 
CONCLUSIONES. Los pacientes con LES inactivo tienen una respuesta 
proliferativa celular mayor a las PME de S. typhimurium al compararla con sujetos 
sanos. La síntesis de inmunoglobulinas totales no mostró diferencia significativa 
con sujetos sanos. Es factible que las PME de S. typhimurium participen en los 
mecanismos de disparo y activación de LES. 
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INTRODUCCION. 

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una de las enfermedades del tejido 

conectivo más diversas en cuanto a manifestaciones cllnicas y serológicas. Puede 

presentarse a cualquier edad. afectar cualquier órgano o sistema y se caracteriza 

por la presencia de un amplio espectro de autoanticuerpos (1). 

La etiologla en LES es desconocida aunque se han implicado factores 

genéticos. ambientales. hormonales e infecciosos en la inducción o activación de 

la enfermedad. Los pacientes con LES activo se caracterizan por una 

hiperreactividad policlonal de las células B. lo que se traduce en una amplia 

producción de anticuerpos y autoanticuerpos. Se ha propuesto que los agentes 

infecciosos pueden producir autoinmunidad. modificando autoantlgenos por 

mimetismo molecular o teniendo un efecto de activadores policlonales (2). 

No obstante que el pronóstico y la sobrevida en los enfermos con LES se 

ha modificado de manera favorable con el uso de corticoesteroides e 

inmunosupresores (3,4,5), y aún cuando han emergido estados comorbidos que 

contribuyen a la mortalidad en LES, tales como dislipidemia. ateroesclerosis y la 

enfermedad coronaria con sus implicaciones: angina e infarto al miocardio (con un 

riesgo calculado hasta 50 veces mayor en pacientes con LES para sufrir un evento 

cardiovascular cuando se comparan con sujetos controles ajustados por edad y 

sexo), en donde la frecuencia de eventos cardiovasculares en mujeres con LES no 

superan el 10% (6,7,8), la principal causa de muerte es secundaria a procesos 

infecciosos que alcanzan hasta el 33% del total de la mortalidad en LES. 

acampanados generalmente de actividad de la enfermedad, principalmente renal y 

a sistema nervioso central (9, 1O,11 ). Parece que los procesos infecciosos son 

,__ ___________ -
1 -.--~ ~,:·~·. 
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favorecidos o secundarios al uso de corticoesteroides. Sin embargo existe una 

incidencia mayor de infecciones en pacientes con LES, en comparación con 

pacientes con artritis reumatoide y slndrome nefrótico idiopático con factores de 

riesgo similares como: el consumo de corticoesteroides y dano renal (12). Las 

infecciones son más frecuentes en pacientes con LES activo, predomina la 

actividad renal con bajos niveles de complemento y un alto consumo de 

corticoesteroides. Las infecciones en LES son de origen bacteriano y por 

oportunistas, generan altos porcentajes de letalidad del 35% y 66% 

respectivamente (13, 14). Asl mismo se encontró en un estudio retrospectivo, 

donde se incluyeron 81 pacientes hospitalizados con diagnóstico de LES, bajo 

vigilancia durante 5 anos, que el 33% desarrollaron procesos infecciosos. Cuando 

se analizó la asociación de infecciones con factores tales como: duración de la 

enfermedad, actividad clinica de LES y dosis de prednisona, mediante un modelo 

de regresión loglstica, se encontró que la actividad clinica de LES fue el único 

factor asociado que predispone a infecciones (p=0.005), no asl la duración de la 

enfermedad ni el uso de corticoesteroides. Se destaca que un tercio de los 

pacientes con LES estudiados desarrollaron infecciones durante su hospitalización 

(15). 

Existen distintos mecanismos reconocidos por los cuales los pacientes con 

LES tienen una mayor susceptibilidad a infectarse, estos son: deficiencias en 

componentes del complemento con mayor riesgo de infección por organismos 

capsulados como Neisseria sp. (16,17), hipogammaglobulinemia del tipo de la 

inmunodeficiencia variable común y riesgo de infección por Haemophi/us 

influenzae, Streptococcus pneumoniae y Mycoplasma sp. (18), alteraciones en la 

:5 



fagocitosis a nivel de monocitos y sistema reticuloendotelial lo que favorece 

infecciones bacterianas (19,20). Dentro de las infecciones bacterianas, una de los 

agentes patógenos mas comunes que afectan a LES son las salmonellas no typhi. 

Los miembros del género Salmonella pertenecen a la familia de las 

enterobacterias, son patógenos intracelulares Gram negativos, que pueden 

encontrarse en humanos, ganado, animales salvajes. reptiles, pájaros y aun en 

insectos. La clasificación del género Salmonella ha sido reestructurado, 

combinando la misma especie como Salmonel/a enterica agregando el serotipo, 

asi lo que conocemos como S. typhimurium se clasifica como: Salmonelfa enterica 

subespecie enterica y serotipo Typhimurium. Los estudios de hibridación de ONA 

han demostrado que existen siete grupos evolutivos, casi todos los serotipos 

Salmonella que infectan humanos pertenecen al grupo 1 de hibridación de ONA. 

Existen mas de 2400 serotipos de Salmonella que en base a su envoltura se 

conocen hasta 1500 serotipos clasificados dentro del grupo 1 de hibridación de 

ONA. No obstante solo 1 O de estos son responsables de la mayoria de las 

infecciones en humanos. Sin embargo por razones prácticas, de seguridad y de 

conveniencia por la correlación con síndromes clinicos establecidos, se ha 

decidido mantener el nombre de Salmonel/a typhimurium. La enfermedad cHnica 

asociada a Salmonella, usualmente es secundaria a la ingesta de alimentos 

contaminados, se requieren aproximadamente 10,000 b,.cilos como inóculo para 

generar enfermedad, y se manifiesta con distintos sindromes clinicos; fiebre 

entérica, gastroenteritis, bacteremia y estado de portador (21,22,23). Dos terceras 

partes de la población general que se infecta por Salmonella presentan fiebre y 

gastroenteritis. La septicemia se presenta entre el 5°/o y 10°/o del total de las 

6 . ~· ,. ~ 
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infecciones conocidas, tiene una presentación bimodal, alcanzando el 40% en 

ninos menores de 10 anos y el 25% en pacientes mayores de 60 anos, solo entre 

el 5% y 10% de septicemias se desarrollan en pacientes mayores de 10 anos y 

menores de 60 anos. 

En poblaciones con enfermedades subyacentes como insuficiencia hepática 

y enfermedades reumáticas se encuentran porcentajes mayores, hasta el 60% de 

septicemia entre las edades de 15 a 40 anos (24). En LES se han reportado casos 

asociados a infección principalmente por salmonellas no typhi como S. 

typhimurium y S. enteritidis, la mayorla de estos pacientes cursan con actividad 

lúpica severa durante la infección y el diagnóstico de LES en algunos casos se ha 

retrasado por similitud de las manifestaciones cllnicas entre las dos entidades 

(25,26,27). 

En adición, se ha descrito en un hospital de Nueva York, que la enfermedad 

más comúnmente relacionada con la bacteremia secundaria a salmonellas no 

typhi es el LES, se ha encontrado que el 20% de las bacteremias por Salmonella 

no typhi ocurren en pacientes con LES. Asl mismo se demostró una diferencia 

estadlsticamente significativa al comparar la frecuencia de bacteremia causada 

por Salmonella no typhi con la bacteremia causada por otras enterobacterias 

0.54% en LES (p<0.001) (28). También se ha reportado un incremento de 

infección por S. typhimurium a nivel de tracto urinario. Esta salmonella ocupó el 

segundo lugar como agente causal, solo precedida por E. coli en una cohorte de 

59 pacientes con LES. Se destaca que del total de urocultivos positivos para 

salmonella no typhi en un hospital de Beirut, obtenidos en un periodo de 5 anos, 

el 53% correspondió a pacientes con LES (29). 

~·--------· 
t ..... , ... • ••. ·-· 
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En LES las · salmonellas no typhi ocasionan también procesos sépticos 

localizados, de los cuáles destaca la artritis séptica y osteomielitis. En nuestro país 

se han descrito estas complicaciones en 8 pacientes, las condiciones cllnicas 

relacionadas fueron la presencia de nefropatía lúpica activa, dosis altas de 

esteroides y uso de ciclofostamida intravenosa, la mayoría de los procesos 

sépticos se desencadenaron en un periodo corto de aproximadamente 30 días 

después de utilizar el tratamiento con ciclofosfamida. Se aisló S. enteritidis en el 

liquido sinovial en todos los pacientes y se destacó el estado de portador crónico 

en 3 de 5 pacientes estudiados de manera intencional (30). 

En una situación diferente en donde los esteroides e inmunosupresores se 

han implicado en la predisposición para el desarrollo de una infección por 

salmonellas no typhi en pacientes con LES, se ha descrito la presencia de 

bacteremia por Salmonella no typhi simultánea a la presentación inicial de LES en 

dos pacientes, que presentaron actividad renal, hipocomplementemia, anti-DNA y 

sin tratamiento, sugiriendo que los pacientes con LES tienen defectos 

inmunológicos para eliminar a la salmonella siendo esta infección independiente 

del tiempo de evolución de la enfermedad y de la terapia inmunosupresora (31). 

Una de estas alteraciones imunológicas pudiera relacionarse con el factor 

de necrosis tumoral alpha (FNT-a). implicado en la protección contra patógenos 

intracelulares, en los procesos de inflamación, fiebre, entre otros de sus efectos 

sistémicos. Es intrigante su papel en la relación LES-infección por Salmonella no 

typhi. En primer término debe destacarse que el FNT-a confiere un efecto 

protector en la infección por S. typhimurium en modelos murinos, pues se ha 

8 



observado que esta citocina al ser bloqueada con una globulina anti-FNT-c.t 

acelera la mortalidad en ratones BALB/c infectados por S. typhimurium (32). En 

segundo término. si bien no se ha aclarado si el FNT-a. juega un papel benéfico o 

deletéreo en la patogenia de LES, se ha establecido que los pacientes con LES no 

muestran defectos en la producción de FNT-a, pues al ser medido, se han 

detectado niveles elevados de esta citocina en pacientes con LES tanto activos, 

inactivos e incluso se han determinado niveles marcadamente elevados en 

pacientes con infección concomitante al ser comparados con sujetos sanos 

(33,34) Seria de interés determinar los niveles de FNT-a en pacientes con LES e 

infección concurrente por Salmonella. 

Por otra parte se ha descrito una serie de 10 casos con salmonelosis 

asociados a LES, donde destacan varios aspectos en relación a factores de riesgo 

e influencia de la infección sobre las manifestaciones de LES: el intervalo de 

tiempo entre_ el· i~i~;~\1e LES y la infección por Salmonella tuvo un rango de O a 8 

años, eri ·sei~:paC:ientes la infección se presentó durante el primer año de la 

enfermedad Íú~-¡~' ~Peri'- un paciente fue simultáneo, la mitad de los pacientes 

presentaron .. ~~tl;Ídad clínica, la nefropatia e hipocomplementemia con niveles 

bajos de. C3_::·y:· C::~: .durante la infección, en dos pacientes se detectó positividad 

para anti~DNA. TÍ:>dos los pacientes presentaron fiebre y la mitad manifestaciones 

intestinales, en los hemocultivos se aisló S. enteritidis, no se identificaron 

salmonellas en otros sitios y no se detectaron pacientes portadores crónicos. Asi 

mismo no se identificó ninguna diferencia especial entre estos pacientes con 

infección por Salmonella de otros pacientes con LES sin la infección. Los autores 

,.._l -'T~ -~ -~~ 
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sugieren que la actividad clínica de LES favorece la infección por salmonella y de 

una manera alternativa. que la infección dispara el inicio de LES (35). 

La fonna como los procesos infecciosos exacerban o participan en la 

activación de la enfermedad cllnica en LES no se conocen. Sin embargo, se 

piensa que los productos bacterianos como son los lipopolisacáridos, pueden 

inducir exacerbación a través de activación policlonal de células B e 

incrementando la actividad de linfocitos T CD4 (36). Otro mecanismo propuesto es 

a través de superantlgenos: moléculas bifuncionales capaces de interactuar con el 

receptor de la célula T y las moléculas de histocompatibilidad clase (MHC) 11, sin 

requerir procesamiento ni presentación antigénica, activando y expandiendo 

células T potencialmente autorreactivas, con liberación excesiva de citocinas y 

generando dano tisular con exposición de autoantlgenos (37). 

Durante un proceso infeccioso normalmente se activan y expanden clonas 

de células T tolerantes como respuesta normal, para combatir al agente patógeno, 

pero existe la posibilidad que en este proceso se activen también células T 

tolerantes pero potencialmente autorreactivas y favorezcan la enfermedad 

autoinmune (38). 

En mOdelos murinos de enfermedad autoinmune utilizando la raza NL.B/ts1, 

las cuales desarrollan sobre la semana 14 a 42 de vida anemia hemolltica 

autoinmune y prueba de Coombs positiva. se ha observado que la infección 

inducida por S. typhimurium acelera la mortalidad en esta raza de manera 

significativa al ser comparadas con individuos mas jóvenes de la misma raza que 

aún no desarrollan la enfermedad hemolitica ni tienen prueba de Coombs positiva. 

se destaca que la eritrofagocit.osis secundaria por células del sistema 

'' .... : ''. ~ · .... 1.: .... 10 
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reticuloendotelial, interfiere con la capacidad de estas células para matar Y 

eliminar a la Salmonella y por ende favorece la diseminación bacteriana (39). Por 

otra parte en ratones NZB/NZW F1 un modelo murino de LES, caracterizado por 

presencia de anticuerpos antinucleares y glomerulonefritis por depósito de 

complejos inmunes, al ser tratada con BCG que se considera como un agente 

lnmunoestimulador inespecífico que eleva los niveles de interferon y, acelera la 

mortalidad en estos ratones como consecuencia de un desarrollo temprano de la 

enfermedad renal (40). 

Por otra parte se han descrito diversas alteraciones en el comportamiento 

de los linfocitos T en pacientes con LES activo, tales como: una pobre respuesta 

proliferativa a mitógenos como la concanavalina-A, fitolaca y fitohemaglutinina, asl 

como nula respuesta proliferativa in vitre a la estimulación con IL-2 y una 

absorción disminuida de esta citocina al ser comparados con linfocitos de 

pacientes inactivos. La actividad celular suprimida a mitógenos se ha 

correlacionado con actividad clínica de LES. niveles bajos de complemento, 

presencia de anti-DNA y con las condiciones del tratamiento (41,42). De una 

manera similar los linfocitos B de pacientes con LES inactivos, o células B en 

reposo al ser estimuladas in vitro con S. aureus Cowan 1, muestran una respuesta 

y proliferación excesiva (43). Luego la respuesta proliferativa tanto de células T 

como B en LES a la estimulación antigénica y mitogénica in vitre depende del 

estado de activación de las células. es decir si se encuentran activadas o en 

reposo, y dicho estado se relaciona directamente con la actividad de la 

enfermedad, por lo que es necesario tomar en cuenta la actividad de la 
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enfermedad para realizar pruebas de estimulación antigénica y mitogénica in vitro. 

Por otra parte existen modelos murinos y pruebas en humanos sanos. en 

quiénes se ha inducido una respuesta inmune específica a ciertos antigenos de 

Salmonella. denominadas protelnas de membrana externa (PME) las cuales 

pueden expresarse con más de 100 mil copias por célula y de las que se han 

descrito alrededor de 10, entre las que se encuentran las PME mayores cuyo peso 

molecular se ha determinado entre 32 y 41 kDa (44,45,46): 

a) Protelnas matrices o porinas (OmpC, D, F, PhoE, etc.), que intervienen 

en el transporte pasivo de sustancias de bajo peso molecular a través de 

la membrana. 

b) Protelna modificable por el calor (OmpA), que se involucra en los 

procesos de conjugación y actúa como receptor para fagos y colícinas. 

c) Lípoprotelna de Braun. unida de manera covalente al peptidogllcano y 

cuya función es la de mantener la integridad estructural y funcional de la 

membrana. 

Con respeto a las protelnas menores cuyo peso molecular se encuentra 

sobre los 17 kDa. se ha determinado que intervienen como acarreadores en el 

transporte de sustancias de alto peso molecular que están en relación a la división 

celular. Entre ellas se encuentra la única PME con actividad de fosfolipasa A (44. 

47). En la Figura 1 se muestra la disposición de los componentes de la envoltura 

celular de las bacterias Gram negativas y el arreglo de las PME. 

La respuesta inmune. luego de la inmunización con las PME de S typhi y S 

typhimurium. básicamente consiste en la inducción de proliferación celular 

línfocitaria y mononuclear, así como slntesis de anticuerpos especlficos contra 

----.-~.-~ 
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porinas (48,49). Estos trabajos se han realizado con intenciones de desarrollar 

vacunas, que induzcan respuestas inmunes celulares y protección principalmente 

contra S. typhi. 

Se piensa que Ja activación de Jos linfocitos es vla IL-2 e IFN-o y es factible 

que Ja resistencia del huésped sea mediada por estas citocinas (50,51 ). 

Por lo anteriormente expuesto, nos pareció interesante explorar Ja 

respuesta inmune celular y humoral in vitro en pacientes con LES inactivo a las 

PME de S. typhimurium, a fin de determinar un vinculo entre estos inmunógenos 

bacterianos y Ja capacidad de poder activar los mononucleares provenientes de 

pacientes con LES inactivo e inducir Ja producción de anticuerpos in vitre. 

----------- 1 
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OB.IETIYOS. 

Objetivo general: 

Demostrar que la respuesta inmune celular y humoral in vitro a la 

estimulación con PME de S. typhimurium en pacientes con LES inactivo es mayor 

que en sujetos sanos. 

Objetivos especlficos. 

1. Cuantificar y comparar la respuesta proliferativa de las células mononucleares 

in vitro a PME de S. typhimurium en pacientes con LES vs sujetos sanos. 

2. Cuantificar y comparar la slntesis in vitro de inmunoglobulinas en la respuesta 

a PME de S. typhimurium en pacientes con LES inactivo vs sujetos sanos. 



MATERIAL Y mo'TOOOS. 

Población de estudio. 

Se estudiaron 6 pacientes con diagnóstico de LES que cumplieron cuatro o 

más criterios del Colegio Americano de Reumatologla (ACR) de 1982 (52), que 

asistieron a la consulta Externa del Servicio de Reumatologla de la Cllnica No. 25 

del IMSS y que cumplieron con los siguientes criterios de selección: 

Criterios de inclusión: 

1. Inactivos de acuerdo al Indice SLEDAI (53) (Anexo No. 1 ). 

2. Con edades entre 18 y 60 ai'los. 

3. Con un consumo de prednisona menor o igual a 7.5 mg/dla. 

4. Manifestación por escrito de su participación libre y sin interés en el 

proyecto (Anexo No. 2). 

Criterios de no inclusión: 

1. Pacientes con consumo de azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina-A, 

metotrexate, cloroquina o que recibieran al momento del estudio bolos 

de metilprednisolona. 

2. Infección presente documentada previo examen cllnico y mediante 

cultivos. 

3. Insuficiencia renal crónica. 

4. Cirrosis. 

5. Diabetes Mellitus. 

6. Embarazo. 
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7. Contacto previo con productos bacterianos por vacunas con PME S. 

typhimurium. 

Criterios de exclusión: 

1. Cambio de residencia. 

2. Pacientes que cursaran slndrome de sobreposición. 

3. Cultivo celular fallido (frustrado). 

Grupo control. 

Participaron como grupo control en el estudio 6 sujetos sanos (no 

embarazo). con edades y sexo similares a los pacientes con LES. 

Procedimiento. 

Obtención de sangre periférica y células mononucleares. 

A los pacientes con LES in.activo· y sujetos sanos controles se les tomó una 

muestra de 1 O mi de sangre venosa periférica con jeringa estéril heparinizada. La 

sangre se colocó en un matraz estéril de 125 mi y se mezcló con un volumen de 

10 mi de PBS pH 7.4. 

Las células mononucleares de los pacientes con LES inactivo y controles 

sanos se obtuvieron a partir de la sangre periférica heparinizada. mediante 

centrifugación con gradiente de ficoll (Lymmphoprep Gibco BRL). La interfase se 

colectó con pipetas Pasteur y se contaron las. células hasta ajustar a una 

concentración 1.5 x 106 células /mi (Anexo 3). 

17 
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Cultivos celulares. 

Las células mononucleares de los pacientes con LES inactivo y controles 

sanos se cultivaron en placas de 96 pozos (Nunclon Co.) a razón de 1.5 x 105 

células/pozo contenidas en 100 µI de medio RPMI 1640 (Sigma BRL), 

suplementado con penicilina 100 U/mi, estreptomicina 100 µg/ml, L-glutamina 0.3 

mg/ml y 10% de suero bovino fetal inactivado (Gibco BRL). Se agregaron PME de 

S. typhimurium con pureza del 95% (donadas gentilmente por el Dr. Vianney Ortiz 

Navarrete, Unidad de Investigación Biomédica C.M.N. S. XXI, IMSS.) a una 

concentración de 40 µg/ml en un volumen de 20 µI y se ajustó el volumen final a 

200 µl/pozo. Como control positivo y a fin de garantizar la viabilidad de los cultivos 

celulares se utilizó Concanavalina-A 10 µg/ml (Sigma) en un volumen de 20 µI y 

medio RPMI 1640 como control negativo (Sigma), de igual manera se ajustó el 

volumen final de 200 µl/pozo. Todos los cultivos se realizaron por triplicado, las 

placas permanecieron por 96 hrs en una incubadora a 37 ºC y C02 al So/o. Luego, 

18 hrs antes de ser cosechadas las células se agregó 1 µCi/pozo de timidina 

tritiada ("H Thymidine, Amersham Pharrnacia Biotch). 

La proliferación celular se valoró mediante la incorporación de timidina 

tritiada, las células fueron cosechadas con un cosechador (Minimash 11), se 

retuvieron los restos celulares en un filtro compuesto de fibra de vidrio y se midió 

la radioactividad en un contador de centelleo liquido (Beckman lnst.), los 

resultados se reportaron en cuentas por minuto (c.p.m.) y por Indice de 

estimulación (l.E), que es la relación del promedio de las cuentas por minuto 

obtenidas en los cultivos estimulados con PME de S typhimurium, entre el 

·-· 
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promedio de las cuentas por minuto obtenidas en los cultivos utilizados como 

control negativo con RPMI 1640 (49,54). 

Determinación de inmunoglobulinas. 

Se determinó la slntesis total de inmunoglobullnas (lgA, lgG, e lgM) en los 

sobrenadantes de los cultivos celulares de los pacientes con LES inactivo y 

controles sanos, mediante un ensayo inmunoenzimático de fase sólida (ELISA). 

Para determinar la cantidad de inmunoglobulinas se utilizaron placas de 96 pozos 

(Nunclon Co.), se incubaron con anti-inmunoglobulina humana polivalente de 

conejo en la porción Fab 100 µUpozo de una solución 1 :20,000 durante toda la 

noche a 4 "C, una vez transcurrido ese tiempo se lavaron las placas con PBS 

tween cuatro veces, posteriormente se bloquearon las pozos con PBS tween 

leche. al 5% por 1.30 hrs, nuevamente se lavaron cuatro veces con PBS tween y 

se agregó 100 µl/pozo de sobrenadante de los cultivos celulares incubados por 96 

hrs. con PME de S. typhimurium, controles (Concanavalina-A y medio de cultivo 

RPMI 1640) por espacio de 1.30 hrs, luego se lavaron las placas 4 veces. Las 

placas se incubaron por una hora con 100 µ!/pozo de una solución 1 :8,000 de 

anti-lg's Dakor lgA. lgG, lgM kappa lambda rabit anti-human, posterionmente se 

lavaron en cuatro ocasiones con PBS tween y se agregó solución de sustrato 

(Ortofenilendiamina, H202 y amortiguador de citratos pH 5)) 100 µUpozo por 10 

minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. La reacción se detuvo con 100 

µ!/pozo de HCI 3N y la reacción enzimática se leyó a una absorbancia de 490 nm 

en un lector de ELISA (Dynatec MR 5000). La determinación de inmunoglobulinas 
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se realizó por duplicado y se obtuvo el valor promedio, los resultados de la 

producción de inmunoglobulinas se reportaron en densidades ópticas (O.O) (49). 

ANALISIS ESTADISTICO. 

Los valores de la proliferación celular mononuclear, l.E y de la slntesis de 

inmunoglobulinas totales (lgA, lgG e lgM) in vitro obtenidas de los pacientes con 

LES inactivo y de los controles sanos, se compararon mediante la prueba t de 

Student y Mann-Whitney-Wilcoxon con un nivel de significancia de p<0.05. 
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RESULTADOS. 

Se estudiaron 6 pacientes con LES inactivo. 5 mujeres y un hombre. con 

edades promedio de 36.8 anos ± 11.8, tiempo de evolución de la enfermedad 

promedio de 5.3 anos ± 2.06 y consumo promedio de prednisona menor de 2.5 

mg/d. Tres pacientes no consumlan tratamiento alguno a la toma de muestra de 

sangre periférica. Todos los pacientes cumplieron con los criterios de inclusión del 

estudio, las caracterlsticas clinicas se resumen en el cuadro No. 1. Cabe senalar 

que la paciente No. 5 fue sometida a esplenectomla en el transcurso de su 

evolución cllnica. como parte de su tratamiento para control de manifestaciones 

hematológicas (Slndrome de Evans). 

Fueron incluidos 6 sujetos sanos como grupo control. 5 mujeres y un 

hombre cuyas edades fueron pareadas con la de los enfermos de LES inactivo. 

La respuestas proliferativas e Indice de estimulación bajo las diferentes 

condiciones de los cultivos celulares (RPMI 1640, Concanavalina-A y PME de S. 

typhimurium) tanto de los pacientes con LES inactivo como en los sujetos sanos 

se muestran en la Tabla 1. 

La viabilidad de las células mononucleares de los pacientes con LES y los 

sujetos sanos en los cultivos celulares utilizando Concanavalina-A no mostraron 

una diferencia estadlsticamente significativa (p>0.05) en la respuesta proliferativa. 

se obtuvo una incorporación media de timidina de tritiada promedio de 69.390 ± 

42.971 c.p.m., para el grupo de pacientes con LES inactivo y de 62.450 ± 38.905 

c.p.m .• para el grupo de sujetos sanos (Gráfica 1). 

;-~-- --·--------, 
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Asl mismo no se observó una diferencia estadlsticamente significativa 

(p>0.05) en la incorporación de timidina tritiada en los dos grupos utilizando solo 

medio de cultivo RPMI 1640 como control negativo, se obtuvieron valores medios 

en la incorporación de 1,408 ± 695 c.p.m., para los pacientes con LES inactivo y 

de 884 ± 651 c.p.m. para los sujetos sanos. 

La respuesta proliferativa de las células mononucleares de los pacientes 

con LES inactivo utilizando las PME de S. typhimurium fue de un valor medio de 

6,997 ± 4,506 c.p.m .• y la respuesta proliferativa promedio en sujetos sanos fue 

de 753 ± 720 c.p.m. 

No obstante que se encontraron variaciones individuales a la estimulación 

con las PME de S. typhimurium, la respuesta proliferativa rnononuclear fue mayor 

en los pacientes con LES inactivo que en los sujetos sanos, mostrando una 

diferencia estadlsticamente significativa con una p<0.005 (Tabla 2 y Gráfica 2). 

De igual forma se observó una d_iferencia estadlsticamente significativa en los 

pacientes con LES inactivo que en los sujetos sanos, al comparar las respuestas 

proliferativas por l.E, se obtuvo uri'promedio de 4.97 ± 2.18 para los pacientes con 

LES inactivo vs 0.749 ± 0.312 p.;.r·.;t1~~ sujetos sanos controles con una p<0.005 

(Tabla 3 y Gráfica 3). El resultado mediante el l.E fue 5 veces mayor para los 

pacientes con LES inactivo al compararlo con los sujetos sanos. Se destaca este 

método para eliminar el sesgo que pudiera existir, dado que las células en cultivo 

de los pacientes con LES pueden presentar activación espontánea. 
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La sintesis de inmunoglobulinas dete1TT1inada en los sobrenadantes de los 

cultivos celulares bajo las diferentes condiciones de estimulación de los pacientes 

con LES inactivo y controles sanos se muestran en la Tabla 4. 

En estas determinaciones no se encontraron diferencias estadisticamente 

significativas entre los grupos de estudio (p>0.05). Asl para los pacientes con LES 

inactivo se encontró 1.298 ± 0.147 O.O., en los sobrenadantes estimulados con 

PME de S. typhimurium, en tanto para los controles sanos la determinación fue de 

1.183 ± 0.179 o.o. 

La dete1TT1inación de , inmunoglobulinas bajo la estimulación con 

Concanavalina-A para el grupo con LES inactivo fue de 1.475 ± 0.076 O.O., y de 

1.325 ± 0.225 O.O, para el grupo de sujetos sanos. La determinación de 

inmunoglobulinas con medio de cultivo solo RPMI 1640 fue de 1.538 ± 0.066 O.O., 

para los pacientes con LES inactivo y de 1.357 ± 0.216 O.O, para los pacientes 

controles sanos. De igual forma bajo las condiciones de estimulación con PME de 

S. typhimurium, no se encontraron diferencias estadlsticarnente significativas entre 

los grupos bajo estimulación con concanavalina-A. como con el medio de cultivo 

solo (p>0.05). 

Cabe sei'lalar, que a pesar de que las determinaciones de inmunogfobufinas 

totales (fgA. fgG e lgM) en los sobrenadantes de los cultivos celulares siempre 

fueron mayores en los pacientes con LES inactivo vs sujetos sanos en las 

diferentes condiciones de estudio, no alcanzaron significancia estadistica en este 

estudio. 
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CUADRONo.. l 

CARACTERJSITICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON LES INACTIVO. QUE 
PARTICIPARON EN LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL IN VITRO 
A PME DES tvnhimurium. 
Caso *Edad Ses.o Manifestaciones *Tiempo de 

clínicas evolución de .. 
enrermedad 

58 F Artritis .. eritema malar .. 8 
alopecia.. tinfopcnia. 
ANA v anti-DNA(+l 

2 26 M Scrositlo;. artritis .. 6 
eritema malar .. fiebre. 

ANA(+) v anti-DNA(+) 
3 42 F Eritema malar. artritis. 7 

linfoncnia v ANAl+) 
4 32 F ••GNPD. scrositis. 3 

fiebre .. linfOpcnia.. ANA 
v anti-DNA(+) 

5 35 F Anemia hemolítica.. 5 
trombocitopc:nia.. 

úlceras orales. eritema 
matar. anriti-. v alonecia 

6 28 F Eritema malar. unritis. 3 
linfonenia v ANA(+) 

*Edad y Tiempo de evolución de la enfermedad en aftos. 
••GNPD. corresponden In glomcruloncfritis tipo IV de In OMS. 
PON es prednisona.. 

Tratamiento a 
la toma de 
mu~tra 

Sin tratamiento 

PON 5 mg/d. 

PON 5 mg/d. 

PON 5 mg/d. 

Sin tratamiento .. ~· 

Sin tratmniento 

... -·---¡ 
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TABLA 1 

fNCORPORACION DE 3 11 TIMIDfNA (c.p.m.) E INDICE DE ESTIMULACION (l.E) 
EN LOS CULTIVOS DE CELUl.AS MONONUCLEARESº DE PACIENTES CON LES 
INACTIVO Y SUJETOS SANOS A LA ESTIMULACION CON PME DE S. typhimurium 

y Conca.navalina-A. 

Pacientes con RPMI 1640 Concanavalina-A PME S. typhimuriurn l.E 
LES inactivo 

1 665 26.690 2.300 3.45 
2 1.506 34.140 3.350 2.22 
3 723 35.320 3.979 5.50 
4 . 1.126 128.900 . '----

9.382 8.33 

t--· 
5 2 .. 215 89.090 9.134 4.12 
6 - l---_2 .. 211!_ 102.200 13.840 6.24 

---Media 1.408 
·-,__ 69.390 6.997 4.97 

Sujetos sruios 
1 681 41.491 678 0.99 
2 2.183 16.400 2 .. 129 0.97 
3 73:! 59.750 734 1.00 
4 778 42.600 640 0.82 
5 524 124.500 206 0.39 
6 407 89.960 132 0.32 

Media 884 62.450 753 0.74 
c.p.m. son cuentas por 1n1nutu. 
• 1.5 X 10~ células monc.iuclcarc:s/pozo. 
P?'-1E son proteinas de mcn1brana cxh.-rna.. RPMI 16'0 L'"S medio de cultivo. 

1 .: .?S1.S r;nr-.T 
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Gráfica 1. 
Incorporación de 3H Timidina en cultivos de células mononucleares de 

pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la estimulación con PME de 
S. typhimurium y Concanavalina A. 
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TABLA2 

VALORES ORDENADOS DE LA INCORPORACION DE 3 H TIMIDINA (c.p.m.) EN 
LOS CULTIVOS CELULARES· DE PACIENTES CON LES INAC:n:vo y SUJETOS 

SANOS A LA ESTIMULACION CON PME DE S. typhilnurium. 

PACIENTES CON LES INACTIVO SUJETOS SANOS 
Paciente No. .tHTimidina Ranl!o Suiclo No. _,HTimidina Ran<?o 

1 2.300 7 1 678 4 
2 3.350 ¡; 2 2.129 6 
3 3.979 9 3 734 5 
4 9.382 11 4 640 3 
5 9.134 10 5 206 2 
6 13.840 12 6 132 1 

Media 6.997 R1 - 9.5** 753 R2-3.s•• 
c.p.m cuentas por mmuto. 
PME son proCcfnas de mcmbrana cx.tc:nla. 
• 1.5 X 10~ células moncnuclcares/pozo 
••Mediante la pnJcbo de Wilcuxon-Mann-WhitnL'"Y cxi~-ie una diferencia cstadCsticamente significativa 
(p<0.005). 
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Gráfica 2. 

Incorporación de 3H Timidina en cultivo de células mono nucleares de 
pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la estimulación con 

PME de S. typhimurium. 
8000 

7000 ~ 

6000 1------

5000 , ___ _ 

4000 ,_ __ _ 
1 

/ ·0L1 I 

· / L ;.~·i 3000 ¡, .. :','' 
t· . '!,·: . 

' '/ - ·-,, 
' ( 1:.:.. .... 
c.. . 
t:>-:i ! 
:~ 1 
---...; 

J 
~ 
ry 

2000 f-----~--
1000 

\ITTnTJ 
IRPMI f¡J PME S. typhimurium ! 

• p<0.005 mediante 
Wilcoxon·Mann-Whitney 

l 
" ¡ 



TABLA3 

VALORES ORDENADOS DE LA INCORPORACION DE 3 H TIMIDINA POR INDICE 
DE ESTIMULACION (I.E) EN LOS CULTIVOS DE CELULAS MONONUCLEARES 
DE PACIENTES CON LES INACTIVO Y SUJETOS SANOS A LA ESTIMULACION 

CON PME DE S. typhimurium. 

PACIENTES CON LES INACTIVO SUJETOS SANOS 
Paciente No. l.E Raru!.O SuictoNo. LE Ran<!O 

1 3.45 8 1 0.99 4 

.....__~- 2.22 7 2 0.97 5 
3 --5.50 10 3 1.00 6 
4 8.33 12 4 0.82 3 
5 4.12 9 5 0.39 2 
6 6.24 11 6 0.32 1 

Media 4.97 R 1 =9.5• Media 0.74 Ro= 3.5° 
PME son ¡:x-otcana.s de mnntrana externa.. 
•Mediante la prueba de Wilcoxcm-Mann-\Vhitnc·y existe una diferencia cstadfsticnmcntc significativa 
(p<0.005). 
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Gráfica 3 
Valores de la incorporación de 3H Timidina por índice de estimulación (l.E) 
en los cultivos celulares de pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la 

estimulación con PME de S. typhimurium. 
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TABLA4 

DETERMINACION DE INMUNOGLOBULrNAS TOTALES (lg.A. lgG e lgM) 
OBTENIDAS MEDIANTE ELISA (O.O.) EN LOS SOBRENADANTES DE LOS 

CULTIVOS CELULARES DE PACIENTES CON LES INACTIVO Y SUJETOS SANOS 
A LA ESTIMULACION CON PME DE S. ryphimurium y Concanavalina-A. 

PME S. typhimurium Pacientes con RPM. 1 164.-0 f """~"""~-A 
LES inactivo 

--~-•. 
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DISCUSION. 

Hasta el momento la etiologla de LES no se ha establecido, sin embargo al 

igual que otros padecimientos de naturaleza autoinmune, se piensa que agentes 

externos del medio ambiente están implicados (55). 

En general se considera a LES como una enfermedad poligénica Y 

multifactorial, donde participan factores genéticos, hormonales, ambientales, 

flsicos y biológicos, como son los procesos infecciosos (11 ). 

Con respecto a las infecciones. no hay duda de que los pacientes con LES 

son susceptibles a infectarse con diferentes microorganismos (13.16), sin embargo 

se destacan las infecciones por Salmonella en especial las no typhi (30), mismas 

que coinciden en la mayor parte de los casos con la presencia de actividad clínica 

de la enfermedad (31,35). Asl mismo se ha establecido recientemente que: la 

presencia de infección por Salmonella no typhi simultánea al diagnóstico de LES, 

pacientes con LES y reinfección por Salmonella e infección por otras bacterias 

concomitantes, presentan un mayor riesgo relativo (RR) de mortalidad 

(presentación de LES concomitante con salmonella RR de 63 e infección 

recurrente por Salmonella RR de 84) al ser comparados con otras variables como 

el nivel de creatinina. proteinuria. hematuria. dosis de esteroides, 

inmunosupresores, etc. mediante un análisis de regresión loglstica (56). 

En un intento de explorar la posible asociación patogénica entre la 

salmonella y el LES como se ha sugerido (35). nosotros decidimos investigar el 

efecto de las PME de S. typhimurium sobre las células mononucleares de 

pacientes con LES in vitre, ya que estos productos bacterianos se han utilizado 

previam~nte en modelos animales y en pruebas en humanos sanos. derr1ostrando 

r----~;i~~ -(.,-,.-.-.:--:------11 
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su capacidad antigénica para promover principalmente respuestas inmunes 

mediadas por células (48,49). 

En nuestro estudio consideramos fundaniental que los pacientes se 

encontraran inactivos y sin tratamiento con inmunosupresores. pues de antemano 

se conoce que los pacientes con actividad clinica de la enfermedad y con 

tratamientos que deprimen la respuesta inmunológica, ofrecen respuestas 

proliferativas mononucleares pobres a la estimulación mitogénica (42,57,58). De 

tal manera, estando inactivos los pacientes con LES, la viabilidad de los cultivos 

celulares en nuestro trabajo a la respuesta mitogénica con concanavalina-A se 

garantizó_ 

En primera instancia no observamos, como se esperaba, una diferencia a la 

respuesta mitogénica entre los pacientes con LES inactivo y nuestro grupo de 

sujetos sanos controles, lo que indica que el comportamiento celular de los 

pacientes con LES inactivo en esta condición es normal, lo que sugiere que solo 

hace falta el estimulo endógeno o exógeno para desencadenar la respuesta 

inmunológica alterada en los pacientes con LES. 

En nuestro trabajo observamos una diferencia estadlsticamente significativa 

en la respuesta proliferativa mononuclear entre pacientes con LES inactivo y 

sujetos sanos en respuesta a PME de S. typhimurium, sin tener antecedente de 

que los pacientes y sujetos sanos hubieran tenido contacto previo con los 

productos bacterianos por vacunas. No obstante que el tipo de respuestas 

obtenidas en los pacientes con LES inactivo mostraron variaciones individuales, 

las respuestas son similares a las obtenidas en sujetos expuestos a vacunación 

previa con PME (49). 
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En cuanto a la slntesis de inmunoglobulinas totales (lgA, lgG e lgM) Y a 

pesar de que se observó una mayor producción in vitro en los pacientes con LES 

inactivo al compararta con sujetos sanos. no se encontraron diferencias 

significativas en la producción de anticuerpos entre los grupos de estudio, puede 

explicarse por una parte a que la respuesta inmunológica desencadenada por las 

PME de S. typhimurium es mas celular que humoral. con participación de IL-2 e 

IFNy el cual tiene un efecto supresor sobre la producción de anticuerpos (48,59) Y 

por otra parte posiblemente a que no se exploró la producción de anticuerpos 

para isotipos especificas (lgG e lgM). 

Los mecanismos biológicos de la relación entre las salmonellas y su 

huésped aún no se conocen y poco se sabe de la respuesta inmune celular. No 

obstante, se sugiere que péptidos bacterianos de patógenos intracelulares, 

pueden activar respuestas inmunes vla moléculas de histocompatibilidad MHC 

tanto tipo 1 como tipo 11. sin necesidad de procesamiento antigénico citoplasmático, 

por medio de procesos de regurgitación o por autolisis bacteriana en el espacio 

extracelular (21,60). 

Por otra parte se ha sugerido que ciertos productos sobre la superficie 

bacteriana de S. typhimurium hasta ahora no identificados tienen la capacidad de 

ligarse al receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). presumiblemente 

iniciando la cascada de sei"iales para la fosforilación de cinasas. culminando en un 

incremento de ca- intracelular, paso necesario para la activación celular (61 ). 

Otra alternativa es que las PME de S. typhimurium podrian contener 

pequenas cantidades de lipopolisacáridos (LPS) no eliminados durante el proceso 
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de aislamiento (menos del 5% de contenido de lipopolisacáridos en las muestras 

de PME de S. typhimurium empleadas en el presente estudio), dichos LPS son 

ampliamente encontrados en bacterias y se han implicado en la inducción de 

respuestas proliferativas celulares e incluso han sido asociados en la reactivación 

de la enfermedad cllnica de LES y el slndrome de anticuerpos antifosfollpido 

catastrófico, por lo que se ha recomendado a los pacientes con LES no aplicarse 

vacunas para S. typhi por su contenido de poliósidos bacterianos que pueden 

inducir una posible reactivación y a estar informados cuando dichos pacientes 

viajen a zonas endémicas de fiebre tifoidea (44,54,62). 

Los hallazgos encontrados en este trabajo indican que ciertas clonas de los 

pacientes con LES inactivo pueden activarse por las PME de S. typhimurium, 

como se ha demostrado para las clonas de células Tyo que son expandidas de 

manera significativa in vivo e in vitre por diferentes especies de salmonellas tanto 

typhi como no typhi. Se ha descrito que estas clonas de células Tyo tienen una 

participación destacada en la respuesta inmune innata contra patógenos 

microbianos intracelulares (63). Cabe senalar que estas clonas se han 

encontrando también expandidas en subgrupos de pacientes con LES y se 

consideran que tienen un papel patogénico en la enfermedad. presumiblemente 

alterando el equilibrio inmunológico entre células tolerantes y autorreactivas (64). 

Es factible que pueda existir reactividad cruzada entre las PME de s. 
typhimurium con las PME de otras enterobacterias en especial E. Coli por la alta 

similitud en el patrón general de expresión de las PME de las enterobacterias (-. 

46,51), que bien pudiera explicar la proliferación mononuclear in vitre encontrada r-____ _ 
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en los pacientes con LES inactivo de este estudio, por contacto previo con dichas 

enterobacterias, de cualquier forma serla un factor adicional en sujetos 

susceptibles para desencadenar o reactivar el padecimiento (65) y no se 

contrapone con el propósito del estudio, sin embargo es indispensable investigar 

el comportamiento de la proliferación celular de los pacientes con LES inactivo al 

reto antigénico con PME proveniente de E. coli y de otras enterobacterias 

diferentes a S. typhimurium. 
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CONCLUSIONES. 

El presente estudio permite analizar una parte de la amplia y compleja 

relación entre los pacientes con LES y Salmonella. Esta investigación demuestra: 

que los pacientes con LES inactivo tienen una respuesta inmune celular, medida 

mediante proliferación celular mononucleaí',·¡,, vitre a PME de S. typhimurium 

superior. al comparar1a con la respuesta en_~ujetos sanos. 
•\"·.>'.:::-

La respuesta inmune humoral obtenida in vitre entre los pacientes con LES 

inactivo y sujetos sanos, medida a trav~s:~;·;~ determinación de inmunoglobulinas 

totales (lgA, lgG e lgM) en los sobrena1iantes de los cultivos celulares a PME de 

S. typhimurium fue similar, lo que sugiere que la respuesta inmune 

desencadenada en los pacientes con LES inactivo es predominantemente celular. 

La respuesta proliferativa celular mononuclear in vitre en pacientes con LES 

inactivo a PME de S. typhimurium. hasta el momento no se había estudiado. El 

presente trabajo demuestra su existencia. 

La importancia cllnica de los hallazgos observados ~n nuestro estudio 

queda por definirse, es .factible_ su relación en los mecanismos de disparo y 

activación de LES, cuando' esta enfermedad coincide con la infección por 

Salmonella (37,58,64). 

Históñcamente se ha considerado la participación de autoantigenos (66,67) 

en la patogenia de LES, en nuestro estudio se apoya tc.mbién la participación de 

antígenos externos de oñgen bacteriano. 
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ANEXO No. 

SLEDAI 

Nombre del médico-------------------- Fecha. _______ _ 
Nombre del paciente No. afiliación ____ _ 
(Anotar la calificación SLEDAI durn.nh! la revisión o a los diez días previos). 
Pe50 SLF:DAI Dc~riptor Definición 

Calificación 
g Cri .. is Cunvulsiv-.s.... De inicio reciente. t."Xcluir cnusu. .. mcta.ho.llicus. intL-cciuncs o poc· 

1------<------~~-------r""~',°""='~·------c---~-~~-~~~--~----i g P:.i..-.. .... i!'I Ahc.-rnciuncs gf"U'lolcs t."11 la fle-Tl.:Cp<..-it1n de lu realidad a.lu..:inacioncs.. 
incohcrcnda. IL,<.-...-iucionc..~ "ilgW>· adh. .. -nscinru .. "'!I Jcl pcnsWTlicmo lógiC4 .... 

l--~-1------+,~~--~---+-~=-'"'d=~===~==ªI. Excluir- uremia.,. cau....a.'l C-"" ds-°"'ª!'>. 
8 SlnJrumc orgánic10 AllcruL-iune<> de la memoria. ork-ntaciOn. u oua...;. funcion~ 

8 

C.."1'ct'>ml in1dcctuak~ de inicio r~iJo y cu.r.u..."tt.-ristica.,. dlnh:u .. , flut."fuant.cs. 
rr..a..-.t<."tf'TIOS Je la V.h .. -nción C incapadJad (JUr.J con.xnt.rar..c.. AJcmá:. do: 

dos lk: lu'i .,.iguicrncs dalos: 1ni... ... 1urnos J'CTOl!rtiv~. lm1,.>Uajc 
inaJht.-rcntc. in• •. omnio o •.omnoknda diurna. WJm1..'TU.u o dbminuciñn 
en la acth·idaJ ps.icnmolon.L F,duir c.t.w.a:. mcr.ah.\licas. inli.:~;~tSa..' o 

--~~---+'~~... -~ 
-fñL-.t••rn<.~ \-i .. ualc...-s Camhios rc...'linianm. lúpious. lndu)'c cucfT"O!"' cituid...-s. hemorragia. .. 

rt.-tlniana...._ c'udad~:ts ser-o~"r.o. o hcm<."trnigiu~ 1...-n lu o.Jnlid ... ~. nt.-uriti!. 
~-----r.o"~"';~cu F"cl_!'~..:.OIU"'-l. .. t.il1mO hipc..-n'-·n .. inn. dn . .,.~'I. o intc..~-ión.. 

-:¡-ra_~,~rñ..~ de pau:.,, ~uev.: inicio de ncuropatfa ~cn!<oitj,,u. o mnlor.1 ilf"cL"twiJo ncr\-io .. 

f----8--f----====------l,~~~"ecfac~,~=-"-7úpica ~=;aJ~:- ca!-=rJ. P'!'""is1en1c ) "'C\-'CTO. puede '"-.,. migr.u'\1"'' ) ni.t 

~~----------~'º="~"'""'""~"=ª ~~~ian. Je tipo nurcl>ticu. _ 
R -- AVC ~~le arariciún. e'd-~ ate...~!.._~~"'.:" hCTTiurragia. 
8 V:t.-.culi1i.. Ulccr.L· .. gangrena. nóduln!<. hipcrsc.."n. .. ihlc!<. en In~ dedo. ..... infarto .. 

pcriUOi,."Uca1~. hemt....-ra¡;ia... 1:n U.'ilill.i. hk•p!'>ia n angittttrJlia 

4 Ait~---- ~~n"~~ .. ~~"-~::~,~~ con dnlor) .. igm~ de intlamaci6n. 
l---4'----+-------1-,-,,-"<-~-;-ti-,------ - Dulor u dchiliJaJ mu"'--·uhir pn.1"!.imal. cun clc\-aóón do: {~K !'·/u 
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4 

4 

4 

llcmaturia 

PTu1dnuria 

r¡-•iuria 
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1 
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ANEXO No. 2 

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL 
UNIDAD DE INVESTIGACION EN INMUNOLOGIA C.M.N. S. XXI 

H.G.R.Z. No. 25 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. 

Por medio de la presente el (la) que suscribe: ACEPTO 
PARTICIPAR EN EL PROYECTO DE INVEs·naACION DENOMINADO: 
RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL IN VITRO A PROTEINAS DE 
MEMBRANA EXTERNA DE SALMONELLA TYPHIMURIUM EN PACIENTES CON 
LUPUS ERITEMATOSO INACTIVO. 

En el cuál se me tornará una muestra de 10 mi de sangre venosa con equipo nuevo y 
estéril .. con el ím de conocer el efecto que tiene la bacteria conocida colTIO Salmonel/a 
typhimurium sobre la enfermedad conocida cun10 Lupu..-.; eritematoso sistémico. Tanlbién se 
que para participar en c:stt: 1...~tudió tendr.in que aplicarme previamente un cuestionario. 
exploración risica y exámenes de laboratorio. con el fin de garantizar que no tengo 
actividad de la enfermedad ni padezco infecciones. 

Es de mi conocimiento que se respetará la confidencialidad de los exámenes que se 
me practiquen y que puedo solicitar infOrmación adicional en el momento que yo asf lo 
desee. 

En caso de que decida no participar en el estudio~ la atención que corno paciente 
recibo en esta Institución no se verá afectada. 

FIRMA DEL PACIENTE 

FIRMA DE TESTIGO FIRMA DE TESTIGO 

,.. 
"f'E~TQ .. C'(\'\\T-.,--•• -, · -- l 
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ANEXONo.3 

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA. 
TECNICA ESTANDARIZADA. 

Obtención de sangre periférica del donador: 

a) Conjeringa estéril heparinizada.. obtener JO mi de sangre venosa periférica.. 
b) Depositar sangre hcparinizada en un matraz de 125 mi (con un volumen de 10 

mi de PBS sin calcio ni magnesio .. dilución J :2). deslizar la sangre por la pared 
del 01atruz y me7..clar con IJK>vimientos suaves. 

c) En tubo cónico de plástico de 15 mi. depositar 3.5 mi de Lymphoprep (Gibco 
BRL). luego depositar 7.5 mi de sangre hepariniz.ada y diluida con PBS (se 
deposita por la pared del tubo cónico) .. cuidar de no romper interfu.se. 

d) Centrifugar a 1500 r.p.rn. por 30· a 18 oC sin freno (Sorvall RT 6000). 
e) Obtener con pipeta Pastcur y bulbo la inteñasc de células mononucleares (la 

interfase queda entre el plasma con plaquetas y Lymphoprep .. en el fondo 
quedan granulocitos y eritrocitos). 

f) Depositar la interfase de células mononuclcarcs en un tubo cónico de plástico de 
15 mi con 8 mi de RPMI 1640 (Sigma BRL) y lavar las células dos veces 
(resuspender y centrifugar a 1200 r.p.rn. por 1 o·). 

g) El paquete cdular se rcsuspcnde en 5 n1l de RPMI 1640 y se ajusta la cuenta 
celular U 1.5 X ] O" células/mi. 

Nota: se requiere equipo estéril las muestras se manejan con guantes y se trabaja en 
campana de flujo laminar. 
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