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Lost in Myself

Sometimes 1 feel as if I were
alone with my thoughts;
asking for help,
asking for hope,
shouting for ears,
looking for souls.

In prison I 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 I feel as if I were
alone in the world,
alone with my thoughts,
with nobody helping me
to get out of myself
and my thoughts.

Carlos Lavalle Montalvo
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RESUMEN.

RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL /N VITRO A PROTEINAS DE
MEBRANA EXTERNA (PME) DE Sal/moneila typhimurivm EN PACIENTES
CON LUPUS ERITEMATOSO SITEMICO (LES) INACTIVO.

INTRODUCCION. EI LES es una enfermedad de naturaleza autoinmune con
manifestaciones clinicas y serolégicas diversas, afecta cualquier érgano o sistema
y se caracteriza por un amplio espectro de autoanticuerpos. Su etiologia se
desconoce, sin embargo se implican factores genéticos, ambientales, hormonales
e infecciosos como desencadenantes. El principal agente infeccioso relacionado
es ia S. typhimurium, que puede ser concomitante a la presentacion inicial de LES.
Se tiene conocimiento que las PME de S. typhimurnium son inmundégenos capaces
de inducir activacién linfocitaria via IL2 e IFN3, citocinas implicadas en la
patogenia de LES. En un intento de examinar la posible asociacion patogénica
entre las PME de S. typhimunum y LES, se decidié investigar el efecto de estas
proteinas sobre la respuesta proliferativa mononuclear y sintesis de
inmunoglobutinas in vitro en pacientes con LES inactivo.

OBJETIVO. Cuantificar y comparar la respuesta proliferativa mononuclear y la
sintesis de inmunoglobulinas totales (IgA, IgG e IgM) /n vitro a la estimulacién con
PME de S. typhimurium en pacientes con LES inactivo vs. sujetos sanos.
MATERIAL Y METODOS. Se incluyeron 6 pacientes adultos, 5 mujeres y un
hombre, con diagnéstico 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 tomé 10 ml. de sangre venosa a pacientes y controles,
se obtuvieron las células mononucleares con gradiente de ficoll y se cultivaron en
placas de 96 pozos (1.5 x 10° células/pozo en 100 ut de medio RPMI), luego se
agregé PME de S. typhimurnium (20 ul [40 pg/mi]), como control se utilizé
Concanavalina-A (20 ul [10 ug/mi]) vy RPMI. La proliferacion celular se midio
mediante la incorporacién de °H Timidina y se calcuié el indice de estimufacién
(IE). Se determiné la sintesis de inmunoglobulinas totales (IgA, 1gG, e IgM) 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 proliferacion
mononuclear entre pacientes con LES y controles sanos a la estimulacién con
Concanavalina-A y RPMI. La sintesis de inmunoglobulinas totales en pacientes
con LES inactivo fue de 1.298 + 0.147 D.O. y en los sujetos control de 1.183 +
0.179 D.O., a pesar de ser mayor la sintesis de inmunoglobulinas en pacientes
con LES no se observé una diferencia significativa con los controles.
CONCLUSIONES. Los pacientes con LES inactivo tienen una respuesta
proliferativa celular mayor a las PME de S. typhimurium al compararia con sujetos
sanos. La sintesis de inmunoglobulinas totales no mostréd diferencia significativa
con sujetos sanos. Es factible que las PME de S. typhimunium participen en los
mecanismos de disparo y activacién de LES.
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INTRODUCCION.

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una de las enfermedades del tejido
conectivo mas diversas en cuanto a manifestaciones clinicas y serolégicas. Puede
presentarse a cualquier edad, afectar cualquier érgano o sistema y se caracteriza
por la presencia de un amplio espectro de autoanticuerpos (1).

La eticlogia en LES es desconocida aunque se han implicado factores
genéticos, ambientales, hormonales e infecciosos en la induccion o activacion de
la enfermedad. lLos pacientes con LES activo se caracterizan por una
hiperreactividad policlonal de las células B, lo que se traduce en una amplia
produccién de anticuerpos y autoanticuerpos. Se ha propuesto que los agentes
infecciosos pueden producir autoinmunidad, modificando autoantigenos por
mimetismo molecular o teniendo un efecto de activadores policlonales (2).

No obstante que e! prondstico y fa sobrevida en los enfermos con LES se
ha modificado de manera favorable con el uso de corticoesteroides e
inmunosupresores (3,4,5), y aun 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 at 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 ei 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,
acompafados generalmente de actividad de la enfermedad, principaimente renal y

a sistema nervioso central (9,10,11). Parece que los procesos infecciosos son
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favorecidos o secundarios al uso de corticoesteroides. Sin embargo existe una
incidencia mayor de infecciones en pacientes con LES, en comparacion con
pacientes con artritis reumatoide y sindrome nefrético idiopatico con factores de
riesgo similares como: el consumo de corticoesteroides y dano renal (12). Las
infecciones son mas frecuentes en pacientes con LES activo, predomina ia
actividad renal con bajos niveles de complemento y un aito consumo de
corticoesteroides. Las infecciones en LES son de origen bacteriano y por
oportunistas, generan altos porcentajes de letalidad de! 35% y 66%
respectivamente (13,14). Asi mismo se encontré en un estudio retrospectivo,
donde se incluyeron 81 pacientes hospitalizados con diagnéstico de LES, bajo
vigilancia durante 5 afios, que el 33% desarrollaron procesos infecciosos. Cuando
se analizé la asociaciéon de infecciones con factores tales como; duracién de la
enfermedad, actividad clinica de LES y dosis de prednisona, mediante un modelo
de regresion logistica, se encontré que la actividad clinica de LES fue el tnico
factor asociado que predispone a infecciones (p=0.005), no asi la duracién de la
enfermedad ni el uso de corticoesteroides. Se destaca que un tercio de los
pacientes con LES estudiados desarrollaron infecciones durante su hospitalizacién
(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 infeccién por organismos
capsulados como Neisseria sp. (16,17), hipogammaglobulinemia del tipo de la
inmunodeficiencia variable comin y riesgo de infeccion por Haemophilus

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




fagocitosis a nivel de monocitos y sistema reticuloendotelial o que favorece
infecciones bacterianas (19,20). Dentro de las infecciones bacterianas, una de los
agentes patdgenos mas comunes que afectan a LES son las salmonelias no typhi.

Los miembros de! género Salmonella pertenecen a la familia de las
enterobacterias, son patégenos intracelulares Gram negativos, Que pueden
encontrarse en humanos, ganado, animales salvajes. reptiles, pajaros y aun en
insectos. La clasificacion del género Salmonella ha sido reestructurado,
combinando la misma especie como Salmonella enterica agregando el serotipo,
asi lo Qque conocemos como S. typhimurium se clasifica como: Sa/monella enterica
subespecie enterica y serotipo Typhimurium. Los estudios de hibridacién de DNA
han demostrado que existen siete grupos evolutivos, casi todos los serotipos
Salmonella que infectan humanos pertenecen al grupo | de hibridacién de DNA.
Existen mas de 2400 serotipos de Salmonella que en base a su envoltura se
conocen hasta 1500 serotipos clasificados dentro del grupo | de hibridacién de
DNA. No obstante solo 10 de estos son responsables de la mayoria de las
infecciones en humanos. Sin embargo por razones practicas, de seguridad y de
conveniencia por la correlacibn con sindromes clinicos establecidos, se ha
decidido mantener el nombre de Salmonella typhimurium. La enfermedad clinica
asociada a Salmonella, usualmente es secundaria a la ingesta de alimentos
contaminados, se requieren aproximadamente 10,000 bacilos como inéculo 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 poblacidén general que se infecta por Salmonella presentan fiebre y

gastroenteritis. La septicemia se presenta entre el 5% y 10% del total de las




infecciones conocidas, tiene una presentacidn bimodal, alcanzando el 40% en
nifios menores de 10 anos y el 25% en pacientes mayores de 60 ainos, solo entre
el 5% y 10% de septicemias se desarrolian en pacientes mayores de 10 anos y
menores de 60 afnos.

En poblaciones con enfermedades subyacentes como insuficiencia hepatica
y enfermedades reumdaticas se encuentran porcentajes mayores, hasta el 60% de
septicemia entre las edades de 15 a 40 afos (24). En LES se han reportado casos
asociados a infeccion principalmente por salmonellas no typhi como S.
typhimurium y S. enteritidis, 1a mayoria de estos pacientes cursan con actividad
lipica severa durante la infeccién y el diagnoéstico de LES en algunos casos se ha
retrasado por similitud de las manifestaciones clinicas entre !as dos entidades
(25.26,27).

En adicidén, se ha descrito en un hospital de Nueva York, que la enfermedad
mas comunmente relacionada con la bacteremia secundaria a salmonellas no
typhi es el LES, se ha encontrado que el 20% de !as bacteremias por Salmonella
no typhi ocurren en pacientes con LES. Asi mismo se demostré una diferencia
estadisticamente 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
infeccion por S. typhimurium a nivel de tracto urinario. Esta salmonella ocupé el
segundo lugar como agente causal, solo precedida por £. coli en una cohorte de
59 pacientes con LES. Se destaca que del total de urocuitivos positivos para
salmonella no typhi en un hospitali de Beirut, obtenidos en un periodo de S afios,

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




En LES las salmonellas r'\o"‘typhi,ocasi'onan también procesos sépticos
localizados, de los cuales deétag:a Ié artvrit:is‘sVé‘p»trjrca y osteomielitis. En nuestro pais
se han descrito estas complicacibﬁés e‘n‘ '8>p‘acientes. las condiciones clinicas
relacionadas fueron la presencia dé nefropatia lupica activa, dosis altas de
esteroides y uso de ciclofosfamida : intravenosa, la mayoria de los procesos
sépticos se desencadenaron en un perodo corto de aproximadamente 30 dias
después de utilizar el tratamiento con ciclofosfamida. Se aisld S. enteritidis en el
liquido sinovia! en todos los pacientes y se destacé el estado de portador cronico
en 3 de 5 pacientes estudiados de manera intencional (30).

En una situacion diferente en donde los esteroides e inmunosupresores se
han implicado en la predisposicion para el desarrollo de una infecciébn por
salmonellas no typhi en pacientes con LES, se ha descrito la presencia de
bacteremia por Salmonella no typhi simuitanea a la presentacion inicial de LES en
dos pacientes, que presentaron actividad renal, hipocomplementemia, anti-DNA y
sin tratamiento, sugiriendo que los pacientes con LES tienen defectos
inmunolégicos para eliminar a la salmonelia siendo esta infeccion independiente
del tiempo de evoluciéon de la enfermedad y de la terapia inmunosupresora (31).

Una de estas alteraciones imunolégicas pudiera relacionarse con el factor
de necrosis tumoral alpha (FNT-a), implicado en la proteccién contra patégenos
intracelulares, en los procesos de inflamacién, fiebre, entre otros de sus efectos
sistémicos. Es intrigante su papel en la relacién LES-infeccion por Salmonella no
typhi. En primer término debe destacarse que el FNT-a confiere un efecto

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




observado que esta citocina al ser bloqueada con una globulina anti-FNT-«
acelera la mortalidad en ratones BALB/c infectados por S. typhimurium (32). En
segundo término, si bien no se ha aclarado si el FNT-« juega un papel benéfico o
deletéreo en la patogenia de LES, se ha establecido que los pacientes con LES no
muestran defectos en la producciéon 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 infeccién concomitante al ser comparados con sujetos sanos
(33,34) Seria de interés determinar los niveles de FNT-a en pacientes con LES e
infeccién concurrente por Salmonella.

Por otra parte se ha descrito una serie de 10 casos con salmonelosis
asociados a LES, donde destacan varios aspectos en relacién a factores de riesgo

e influencia .de_la infeccién sobre ilas manifestaciones de LES: el intervalo de

tiempo ehire_e icio,qe:L'éS y la infeccién por Salmonella tuvo un rango de 0 a 8

aﬁos.,en’ ntes’ 1a‘ infeccién se presentd durante el primer afno de la

enfermedad  lupica’y. en un paciente fue simultaneo, la mitad de los pacientes

presentaron d:clinica, la nefropatia e hipocomplementemia con niveles

bajos de03 C4;vkd;|rante la infeccion, en dos pacientes se detectd positividad
para ann-DNA Todos Ic}sl pacientes presentaron fiebre y la mitad manifestaciones
intestin;anles,‘ en . los hemocultivos se aislé S. enteritidis, no se identificaron
salmone[las en otros sitios y no se detectaron pacientes portadores créonicos. Asi

mismo no se identificé ninguna diferencia especial entre estos pacientes con

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




sugieren que la actividad clinica de LES favorece la infeccién por saimonelia y de
una manera alternativa, que la infeccion dispara el inicio de LES (35).

La forma como los procesos infecciosos exacerban o participan en la
activaciéon de la enfermedad clinica en LES no se conocen. Sin embargo, se
piensa que los productos bacterianos como son los lipopolisacaridos, pueden
inducir exacerbacidn a través de activacion policlonal de células B e
incrementando la actividad de linfocitos T CD4 (36). Otro mecanismo propuesto es
a través de superantigenos; moléculas bifuncionales capaces de interactuar con el
receptor de la célula T y las moléculas de histocompatibilidad ciase (MHC) II, sin
requerir procesamiento ni presentacién antigénica, activando y expandiendo
células T potencialmente autorreactivas, con iliberacién excesiva de citocinas y
generando dano tisular con exposicion de autoantigenos (37).

Durante un proceso infeccioso normalmente se activan y expanden clonas
de células T tolerantes como respuesta normal, para combatir al agente patégeno,
pero existe la posibilidad que en este proceso se activen también ceélulas T
tolerantes pero potencialmente autorreactivas y favorezcan la enfermedad
autoinmune (38).

En modelos murinos de enfermedad autoinmune utilizando la raza NzB/s1,
las cuales desarrollan sobre la semana 14 a 42 de vida anemia hemolitica
autoinmune y prueba de Coombs positiva, se ha observado que la infeccion
inducida por S. typhimuriurmm acelera la mortalidad en esta raza de manera
significativa al ser comparadas con individuos mas jdvenes de la misma raza que
aun no desarrollan la enfermedad hemolitica ni tienen prueba de Coombs positiva,

se destaca que la eritrofagocitosis secundaria por células del sistema
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reticuloendotelial, interfiere con la capacidad de estas células para matar y
eliminar a la Salmonelia y por ende favorece la diseminacién bacteriana (39). Por
otra parte en ratones NZB/NZW F1 un modelo murino de LES, caracterizado por
presencia de anticuerpos antinucleares y glomerulonefritis por deposito de
complejos inmunes, al ser tratada con BCG que se considera como un agente
inmunoestimutador inespecifico qQue 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 ei comportamiento
de los linfocitos T en pacientes con LES activo, tales como: una pobre respuesta
proliferativa a mitdgenos como la concanavalina-A, fitolaca y fitohemaglutinina, asi
como nula respuesta proliferativa /n vitro a la estimulacion con IL-2 y una
absorcidn disminuida de esta citocina al ser comparados con linfocitos de
pacientes inactivos. La actividad celular suprimida a mitébgenos se ha
correlacionado con actividad clinica 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 |, muestran una respuesta
y proliferacién excesiva (43). Luego la respuesta proliferativa tanto de células T
como B en LES a la estimulacién antigénica y mitogénica in vitro depende del
estado de activacidn 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




enfermedad para realizar pruebas de estimulacion antigénica y mitogénica in vitro.

Por oftra parte existen modelos murinos y pruebas en humanos sanos, en
quiénes se ha inducido una respuesta inmune especifica a ciertos antigenos de
Salmonetia, denominadas proteinas de membrana externa (PME) las cuales
pueden expresarse con mas de 100 mil copias por célula y de las que se han
descrito atrededor 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) Proteinas matrices o porinas (OmpC, D, F, PhoE, etc.), que intervienen
en el transporte pasivo de sustancias de bajo peso molecular a través de
fa membrana.

b) Proteina modificable por el calor (OmpA), que se involucra en los
procesos de conjugacion y actta como receptor para fagos y colicinas.

c) Lipoproteina de Braun, unida de manera covalente al peptidoglicano y
cuya funcion es la de mantener la integridad estructural y funcional de la
membrana.

Con respeto a las proteinas 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 estan en relacién a la divisién
celular. Entre ellas se encuentra la unica PME con actividad de fosfolipasa A (44,
47). En la Figura 1 se muestra la disposicion de los componentes de la envoltura
celular de las bacterias Gram negativas y el arreglo de las PME.

La respuesta inmune, luego de la inmunizacién con las PME de S typhiy S
typhimurium, basicamente consiste en la induccién de proliferacion celular
linfocitaria y mononuclear, asi como sintesis de anticuerpos especificos contra
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porinas (48,49). Estos trabajos se han realizado con intenciones de desarrollar
vacunas, que induzcan respuestas inmdnés éelu‘lares y proteccion principaimente
contra S. typhi. Sy o

Se piensa que la activacién de los"lirr'lfo'c'itos es via IL-2 e IFN-3 y es factible
que la resistencia del huésped sea me&iracv!a'r‘)or estas citocinas (50,51).

Por lo anteriormente emuésto, 'néé pareci6é interesante explorar la
respuesta inmune celular y humorai‘ ln vitro en pacientes con LES inactivo a las
PME de S. typhimurium, a fin de determinar un vinculo entre estos inmunégenos
bacterianos y la capacidad de po&ef'activar los mononucleares provenientes de

pacientes con LES inactivo e inducir la Aproduccién de anticuerpos in vitro.
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Figura 1. Esquema de la envoltura celuiar de las bacterias Gram negativas.

ME: membrana externa, LPS: lipopolisacarido, FL fosfolipidos, ACE: antigeno
comun enterobacteriano, POR: porina, Omp: proteina modificable por el calor, PG
peptidoglicano, LP: lipoproteina, PP: proteina periplasmatica, MC: membrana
citoplasmatica, PC: polisacarido capsular, CO: cadena O.




OBJETIWVOS.
Objetivo general:

Demostrar que ia respuesta inmune celular y humeoral in vitro a la
estimulacién con PME de S. typhimurium en pacientes con LES inactivo es mayor

que en sujetos sanos.

Objetivos especificos.

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 sintesis in vitro de inmunoglobulinas en la respuesta

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




MATERIAL Y METODOS.
Poblacion de estudio.

Se estudiaron 6 pacientes con diagnéstico de LES que cumplieron cuatro o
mas criterios de! Colegio Americano de Reumatologia (ACR) de 1982 (52), que
asistieron a ta consulta Externa del Servicio de Reumatologia de la Clinica No. 25
del IMSS y que cumplieron con los siguientes criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

1. Inactivos de acuerdo al indice SLEDALI (53) (Anexo No. 1).
2. Con edades entre 18 y 60 anios.
Con un consumo de prednisona menor o igua! a 7.5 mg/dia.
4. Manifestacién por escrito de su participacion libre y sin interés en el

proyecto (Anexo No. 2).

Criterios de no inclusion:

1. Pacientes con consumo de azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina-A,
metotrexate, cloroquina o que recibieran al momento del estudio bolos
de metilprednisolona.

2. Infeccién presente documentada previo examen clinico y mediante
cultivos.

3. Insuficiencia renal crénica.

4. Cirrosis.

Diabetes Mellitus.

Embarazo.




7. Con‘tactg’previo con productos bacterianos por vacunas con PME S.
typhimurium.

Crilerios de exclusion:

1. Cambio de residencia.

2. Pacientes que cursaran sindrome de sobreposicién.

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.

Obtencidn de sangre penfénca y célula< mononucleares

A los pacientes con LES anactuvo y sujetos sanos controles se les tomd una
muestra de 10 m! de sangre venosa penfénca con jeringa estéril heparinizada. La
sangre se colocé en un matraz resténl de 125 m! y se mezclé con un volumen de
10 ml 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
centrifugacion con gradiente de ficoll (Lymmphoprep Gibco BRL). La interfase se
colectd con pipetas Pasteur y se contaron las. células hasta ajustar a una

concentracién 1.5 x 10° céluias /mi (Anexo 3).




Cultivos celulares.

LLas ceélulas mononucleares de los pacientes con LES inactivo y controles
sanos se cultivaron en placas de 96 pozos (Nunclon Co.) a razén de 1.5 x 10°
células/pozo contenidas en: 100 uyul de medio RPMI 1640 (Sigma BRL),
suplementado con penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml, L-glutamina 0.3
mg/ml y 10% de suero bovino fetal inactivado (Gibco BRL). Se agregaron PME de
8. typhimurium con pureza del 95% (donadas gentitmente por el Dr. Vianney Ortiz
Navarrete, Unidad de Investigacién Biomeédica C.M.N. S. XX|, IMSS.) a una
concentracion de 40 ug/ml en un volumen de 20 pl y se ajusté el volumen final a
200 ul/pozo. Como mnﬁol pésiﬁvo y a fin de garantizar la viabilidad de los cultivos
celutares se utilizé Concanavalina-A 10 pg/m! (Sigma) en un volumen de 20 uly
medio RPMI 1640 como control negativo (Sigma), de igual manera se ajustéd el
volumen final de 200 ul/pozo. Todos los cultivos se realizaron por triplicado, las
placas permanecieron por 96 hrs en una incubadora a 37 °C y CO:z al $%. Luego,
18 hrs antes de ser cosechadas las células se agregé 1 uCi/pozo de timidina
tritiada (®*H Thymidine, Amersham Pharmacia Biotch).

La proliferacién celular se valoré mediante la incorporacién de timidina
tritada, las ceélulas fueron cosechadas con un cosechador (Minimash Il), se
retuvieron los restos celulares en un filtro compuesto de fibra de vidrio y se midié
la radioactividad en un contador de centelleo liquido (Beckman inst.), los
resuitados se reportaron en cuentas por minuto (c.p.m.) y por indice de
estimulacién (1.LE), que es la relacion del promedio de las cuentas por minuto

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




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

control negativo con RPMI 1640 (49,54).

Determinacién de inmunoglobulinas.

Se determind la sintesis total de inmunoglobulinas (IgA, IgG, e IgM) en los
sobrenadantes de los cultivos celulares de los pacientes con LES inactivo y
controles sanos, mediante un ensayo inmunoenzimatico de fase soélida (ELISA).
Para determinar la cantidad de inmunoglobulinas se utlizaron placas de 96 pozos
{Nunclon Co.), se incubaron con anti-inmunoglobulina humana polivalente de
conejo en la porcion Fab 100 ul/pozo de una solucidn 1:20,000 durante toda ia
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
teche al 5% por 1.30 hrs, nuevamente se lavaron cuatro veces con PBS tween y
se agregé 100 pi/pozo de sobrenadante de los cultivos celulares incubados por 96
brs. con PME de S. typhimurium, controles (Concanavalina-A y medio de cuitivo
RPMI] 1640) por espacio de 1.30 brs, luego se lavaron las ptacas 4 veces. Las
placas se incubaron por una hora con 100 ul/pozo de una solucién 1:8,000 de
anti-lg's Dakor IgA, IgG, IgM kappa lambda rabit anti-human, posteriormente se
lavaron en cuatro ocasiones con PBS tween y se agregé solucién de sustrato
(Ortofenilendiamina, H202 y amortiguador de citratos pH 5)) 100 pl/pozo por 10
minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad. La reaccién se detuvo con 100
pi/pozo de HCI 3N y la reaccion enzimatica se leyd a una absorbancia de 490 nm

en un lector de ELISA (Dynatec MR 5000). La determinacidn de inmunoglobulinas




se realizé por duplicado y se obtuvo el valor promedio, los resultados de la

produccién de inmunoglobulinas se reportaron en densidades 6pticas (D.O) (49).

ANALISIS ESTADISTICO.

Los valores de la proliferacién celular mononuclear, 1.E y de la sintesis de
inmunoglobulinas totales (IgA, IgG e IgM) in vitro obtenidas de los pacientes con
LES inactivo y de los controles sanos, se compararon mediante la prueba ¢ de

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




RESULTADOS.

Se estudiaron 6 pacientes con LES inactivo, 5 mujeres y un hombre, con
edades promedio de 36.8 aflos + 11.8, tiempo de evolucién de la enfermedad
promedio de 5.3 afios + 2.06 y consumo promedio de prednisona menor de 2.5
mg/d. Tres pacientes no consumian tratamiento alguno a la toma de muestra de
sangre periférica. Todos los pacientes cumplieron con los criterios de inclusién de!
estudio, las caracteristicas clinicas se resumen en el cuadro No. 1. Cabe sefnalar
que [a paciente No. 5 fue sometida a esplenectomia en el transcurso de su
evolucién clinica, como parte de su tratamiento para control de manifestaciones
hematolégicas (Sindrome 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 estimulacién 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 tos 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 estadisticamente significativa (p>0.05) en la respuesta proliferativa,
se obtuvo una incorporacién media de timidina de tritiada promedioc 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 (Grafica 1).

2]




Asi mismo no se observé una diferencia estadisticamente significativa
(p>0.05) en la incorporacion de timidina tritiada en los dos grupas utilizando solo
medio de cultivo RPMI 1640 como control negativo, se obtuvieron valores medios
en la incorporacién 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 praliferativa de las células mononuclieares de los pacientes
con LES inactivo utilizando tas 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 estimulaciéon
con las PME de S. typhimurium, la respuesta proliferativa mononuciear fue mayor
en los pacientes con LES inactivo que en los sujetos sanos, mostrando una
diferencia estadisticamente signiﬁt;;vati,va con una p<0.005 (Tabia 2 y Grafica 2).
De igual forma se observé una :;‘i‘i»férencia estadisticamente significativa en los
pacientes con LES inactivo que én:lojs‘sujetos sanos, al comparar las respuestas
proliferativas por ILE, se bbm\lc; lln'prorhedio de 4,97 + 2.18 para los pacientes con
LES inactivo vs 0.749 :t 0312 para los sujetos sanos controles con una p<0.005
(Tabla 3 y Grafica 3). El resﬁlt‘adé;mediante el LE fue 5 veces mayor para los
pacientes con LES inactivo al comparario 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 activacion espontanea.




La sintesis de inmunoglobulinas determinada en los sobrenadantes de los
cultivos celulares bajo las diferentes condiciones de estimulacién 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). Asi para los pacientes con LES
inactivo se encontré 1.298 + 0.147 D.O., en los sobrenadantes estimulados con
PME de S. typhimuriurmn, en tanto para los controles sanos la determinacién fue de

1.183 £ 0.179 D.O.

La determinacién . de’;inmunoglobulinas bajo la estimulacion con

Concanavalina-A para el érupb con LES inactivo fue de 1.475 =+ 0.076 D.O., y de
1.325 = 0.225 D.O, para el grupo de sujetos sanos. La determinacidn de
inmunoglobulinas con medio de cuitivo solo RPM! 1640 fue de 1.538 + 0.066 D.O.,
para los pacientes con LES inactivo y de 1.357 + 0.216 D.O, para los pacientes
controles sanos. De igual formma bajo las condiciones de estimulacién con PME de
S. typhimurium, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos bajo estimulacién con concanavalina-A, como con el medio de cultivo
solo (p=>0.05).

Cabe senfalar, que a pesar de que las determinaciones de inmunoglobulinas
totales (igA, IgG e IgM) 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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CUADRO No. 1

CARACTERISITICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES CON LES INACTIVO, QUE
PARTICIPARON EN LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL /N VITRO
A PME DE S tyvphimurium.

Caso *Edad Scxo Maaoifestaciones *Tiempo de Tratamicntoa SLE-DAI
evolucién de Ia toma de
a muestra
enfermedad
1 58 F Artritis, eritema malar, 8 Sin tratamicnto 4]

alopecia, linfopenia,
ANA v anti-DNA(+)
2 26 M Secrositis, artritis. 6 PDN 5 mg/d. [}
critema malar, fiebre,
ANAH) y anti-DNA(+)
42 F Eritema malar, artritis, 7 PDN 5 mg/d.
linfopenia v ANA(+)

32 F **GNPD, scrositis. 3 PDN 5 mg/d. :
fiebre. linfopenia. ANA :
y anti-DNA(+)

5 35 F Anecmia hemolitica, 5 Sin tratamiento
trombocitopenia.

ulceras orales, eritema . .

malar, artritis v alopecia e

6 28 F Eritema malar, artritis, 3 Sin tratamiento,.; i)
linfopenia v ANA(+) R RTINS T

*Edad y Tiempo de tucion de la enfer d en aflos.
**GNPD, cor ponde a ia gl 1 fritis tipo IV de la OMS.
PDN es prednisona.




INCORPORACION DE *H TIMIDINA (c.p.m.) E INDICE DE ESTIMULACION (L.E)
EN LOS CULTIVOS DE CELULAS MONONUCLEARES*

TABLA 1

DE PACIENTES CON LES

INACTIVO Y SUJETOS SANOS A LA ESTIMULACION CON PME DE S. oyyphimurium

y Concanavalina-A.

Pacicntes con RPMI 1640 Concanavalina-A | PME S. ophimurium LE
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
S 2.215 89.090 9.134 4.12
6 2,218 102.200 13.840 6.24
Media 1.408 69.390 6,997 4.97
Sujetos sanos
1 681 41.491 678 0.99
2 2.183 16.400 2,129 0.97
3 732 59.750 734 1.00
4 778 42.600 640 0.82
S 524 1243.500 206 0.39
[3 407 89.960 132 0.32
Media B84 62.450 753 0.74
€.p.m. Son cucntas por minuto.
* 1.5 x 10* célul, leares/pozo.

PME son proteinas de membrana externa, RPMI 1630 es medio de cultivo,
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Grafica 1.

Incorporacion de *H Timidina en cultivos de célutas mononucleares de
pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la estimulacién con PME de
S. typhimurium y Concanavalina A.

Concanavalina A RPMI 1640 PME S. typhimurium
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TABLA 2

VALORES ORDENADOS DE LA INCORPORACION DE *H TIMIDINA (c.p.m.) EN
LOS CULTIVOS CELULARES* DE PACIENTES CON LES INACTIVO Y SUJETOS
SANOS A LA ESTIMULACION CON PME DE S§. typhirmurium.

PACIENTES CON LES INACTIVO SUJETOS SANOS
Pacicnte No. | *H Timidina Rango Sujeto No. JH Timidina Rango
1 2.300 7 1 678 4
2 3.350 8 2 2,129 6
3 3.979 9 3 734 5
] 9.382 11 4 640 3
S 9,134 10 5 206 2
[ 13.840 12 6 132 1
Media 6.997 R, = 9.5+ 753 R>=3.5**
C.p.m cuentas por minuto.
PME son proteinas de membrana externa.
* 1.5 x 10* células mononuclicares/pozo
**Mediante la prucba de Wilcoxon-Mann-Whitney cxiste una diferencia ] significativa

(p<0.005).
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Grafica 2.

Incorporacion de *H Timidina en cultivo de células mononucleares de
pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la estimulacion con
PME de S. typhimurium.

« @RPMI

BPME S. typhimurium |
————— = " p<0.005 mediante
Wilcoxon-Mann-Whitney




TABLA 3

VALORES ORDENADOS DE LA INCORPORACION DE *H TIMIDINA POR INDICE
DE ESTIMULACION (1.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. LE Rango Sujeto No. 1.E Rango
1 3.45 8 1 0.99 4
2 2.22 7 2 0.97 S
3 5.50 10 3 1.00 6
4 8.33 12 4 0.82 3
S 4.12 9 S5 0.39 2
6 6.24 11 6 0.32 1
Media 4.97 R, =9.5* Media 0.74 Ra2=3.5*
PME son proteinas de membrana externa.
*Mediante la prucba de Wilcoxen-Mann-Whitney existe una diferencia dfsti significativa

(p<0.005).
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Grafica 3

Valores de la incorporacién de *H Timidina por indice de estimulacion (LE)
en los cultivos celulares de pacientes con LES inactivo y sujetos sanos a la
estimulacion con PME de S. typhimurium,

*n<0.005 mediante Wilcoxon-
Mann-Whitney



TABLA 4

DETERMINACION DE INMUNOGLOBULINAS TOTALES (IgA, IgG ¢ IgM)
OBTENIDAS MEDIANTE ELISA (D.O.) EN LOS SOBRENADANTES DE LOS
CULTIVOS CELULARES DE PACIENTES CON LES INACTIVO Y SUJETOS SANOS
A LA ESTIMULACION CON PME DE S. gphimurium y Concanavalina-A.

Pacientes con RPMI 1640 Concanavalina-A PME S. nphimurium
LES inactivo 1

[ 1.54 1.43 1.35

3 1.41 1.47 1.04

3 158 [ 1.61 1.44

4 157 1.45 1.32

5 1.59 1.47 1.21

6 TSt R 1.40

Media ) 1.63 147 1.29°

Sujetos sanos

1 7.45 1.35 1.40
3 63T T | 154 1.37
3 146 ] 130 1.01
3 1.07 1.39 112
5 112 1.45 0.97
6 1.39 I 0.89 119

Medin 1.35 1.32 1.8

D.0. densidades dpticas.
PME son proteinas de membrana extema, RPMI 1640 o5 medio de cultivo.
*Difcrencia no significativa (p=-0.05)
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DISCUSION.

Hasta el momento la etiologia de LES no se ha establecido, sin embargo al
igual que otros padecimientos de naturaleza autoinmune, se piensa que agentes
externos del medio ambiente estan implicados (55).

En general se considera a LES como una enfermedad poligénica y
multifactorial, donde participan factores geneéticos, hormonales, ambientales,
fisicos y biolégicos, 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 clinica
de la enfermedad (31,35). Asi mismo se ha establecido recientemente que: la
presencia de infecciéon por Salmonella no typhi simultanea al diagndstico de LES,
pacientes con LES y reinfeccion por Salmonella e infeccién por otras bacterias
concomitantes, presentan un mayor riesgo relativo (RR) de mortalidad
(presentacion de LES concomitante con salmonella RR de 63 e infeccion
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 andlisis de regresion logistica (56).

En un intento de explorar la posible asociacién patogénica entre tia
salmonella y el LES como se ha sugerido (35), nosotros decidimos investigar el
efecto de las PME de S. typhimurium sobre las células mononucieares de
pacientes con LES in vitro, ya que estos productos bacterianos se han utilizado

previamente en modelos animales y en pruebas en humanos sanos, demostrando




su capacidad antigénica para promover principaimente respuestas inmunes
mediadas por células (48,49).

En nuestro estudio consideramos fundamental 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 l{a respuesta inmunolégica, ofrecen respuestas
proliferativas mononucleares pobres a la estimulacidén mitogénica (42,57,58). De
tal manera, estando inactivos los pacientes con LES, ia viabilidad de los cultivos
celulares en nuestro trabajo a la respuesta mitogénica con concanavalina-A se
garantizo.

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 condicién es normal, lo que sugiere que solo
hace falta el estimulo enddgeno o exégeno para desencadenar la respuesta
inmunoldgica alterada en los pacientes con LES.

En nuestro trabajo observamos una diferencia estadisticarnente 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 e! tipo de respuestas
obtenidas en los pacientes con LES inactivo mostraron variaciones individuales,

tas respuestas son similares a las obtenidas en sujetos expuestos a vacunacién

previa con PME (49).
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En cuanto a la sintesis de inmunoglobulinas totales (IgA, IgG e IgM) vy a
pesar de que se observé una mayor produccion in vitro en los pacientes con LES
inactivo al compararia con sujetos sanos., no se encontraron diferencias
significativas en la produccién de anticuerpos entre los grupos de estudio, puede
explicarse por una parte a que la respuesta inmunolégica desencadenada por las
PME de S. typhimurium es mas celular que humoral, con participacion de (L-2 e
IFNy el cual tiene un efecto supresor sobre la produccién de anticuerpos (48,59) y
por otra parte posiblemente a que no se expiord la produccién de anticuerpos
para isotipos especificos (IgG e I1gM).

Los mecanismos bioldgicos de la relacidn entre las salmonelias y su
huésped aun no se conocen y poco se sabe de la respuesta inmune celular. No
obstante, se sugiere que péptidos bacterianos de patégenos intracelulares,
pueden activar respuestas inmunes via moléculas de histocompatibilidad MHC
tanto tipo | como tipo li, sin necesidad de procesamiento antigénico citoplasmatico,
por medio de procesos de regurgitacién o por autolisis bacteriana en e! 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), presumibiemente
iniciando la cascada de senales para la fosforilacién de cinasas, culminando en un
incremento de Ca™ intracelular, paso necesario para la activacién celular (61).

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

pequefas cantidades de lipopolisacaridos (LPS) no eliminados durante el prcceso
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de aislamiento (menos del 5% de contenido de lipopolisacaridos en ias muestras
de PME de S. typhimurium empleadas en el presente estudio), dichos LPS son
ampliamente encontrados en bacterias y se han implicado en la induccién de
respuestas proliferativas celulares e incluso han sido asociados en la reactivaciéon
de la enfermedad clinica de LES y el sindrome de anticuerpos antifosfolipido
catastrofico, por lo que se ha recomendado a fos pacientes con LES no aplicarse
vacunas para S. typhi por su contenido de poliésidos bacterianos que pueden
inducir una posible reactivacién 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. typhimurnrium,
como se ha demostrado para las clonas de células Ty3 que son expandidas de
manera significativa in vivo e in vitro por diferentes especies de salmonetlas tanto
typhi como no typhi. Se ha descrito que estas clonas de células Ty tienen una
participacién destacada en la respuesta inmune innata contra patogenos
microbianos intracelulares (63). Cabe sefialar 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 inmunoldgico 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 £. Coli por la alta
similitud en el patrén general de expresién de las PME de las enterobacterias (44,

46,51), que bien pudiera explicar la proliferacién mononuclear in vitro encontrada
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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) Yy no se
contrapone con el propdsito del estudio, sin embargo es indispensable investigar
el comportamiento de la protiferacion 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
retacion entre los pacientes con LES y Salmonella. Esta investigacién demuestra:

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

mediante proliferacion celular mononuclear.in vitro a PME de S. typhimurium
superior, al compararia con la respue}étar"eral's\ujetos sanos.
La respuesta inmune humoral obtenida in vitro entre los pacientes con LES

inactivo y sujetos sanos, medida a ;raVé; a determinacién de inmunoglobulinas

totales (IgA, 1gG e igM) en los sobreﬁé&éﬁtés de los cultivos celulares a PME de

S. typhimurium fue similar, ltv), q'u'é Sﬁéiere que la respuesta inmune

desencadenada en los pacientes con LES ‘inyactivo es predominantemente celutar.
La respuesta proliferativa éelplé( rﬁononuclear in vitro en pacientes con LES

inactivo a PME de S. typhimurni hasta el momento no se habia estudiado. El

presente trabajo demuestra su'existencia.

La impornancia clinica de ;lds hallazgos observados en nuestro estudio

queda por definirse, es- .su relacibn en los mecanismos de disparo y

activacién de LES,- ‘(:u::ind/or e;t'a' enfermedad coincide con la infecciébn por
Salmonelia (37.58,64). k

Historicamente se ha considerado la participacién de autoantigenos (66,67)
en fa patogenia de LES, en nuestro estudio se apoya también la participacién de

antigenos externos de origen bacteriano.
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Nombre del médico

Nombre del paciente

ANEXO No.

SLEDAI

Fecha

No. afiliacion

{ Anotar la calificacién SLEDAI durante la revision o a los dicz dias previos).

Peso |[SLEDAIL Descriptor Definicion
Califi e

Crisis Convulsivas De inicio reciente., excluir causas metabolicas. intecciones o por
drugas.

Picanis Alicraciones graves on la portopaion dc lu n:a.hd.u.i aludinaciones.
incoherencia , vagus, alier 1égico.
conducta unormal. Excluir uremis v cousas paw dmg.m

8 Sindrome orgzanico Altcruciones  de  la memoria.  orientacién. u oras  funciones
oerebral intelectuales, de ini 3 o y car isti lini
Trastornos de la i idind parn Ad e
dos dc hn \lbulcma d.mn' trastornos [‘:rmpll\o: lenguajc
in diuema, i iGn
en la actividad psnonmmnrm Fxcluir causas mcmh\lu_.u infecciosaus o
por drogas.
g Trasturnos visuales, Cambios ratintanos Jupicos. Incluye cuerpos citoides, hemornagias
_— retinianas, exudados sarosos, 0 hemorrigioos «n la woroides, neuritis
R dptien. Facluir ciusus coma hipertension. dropas o infeccion.
8! Trastarmos de pares Nuc\c inicio de neuropatia sensitisa o motora afectando nervios
— Sruncales
8 Cefales lupica Dolor “de Gaberii poriSicnie y severo, pucdc ~er migraAowe 3 o
R responde a de tipo naredtico.
3 AVC ¢ reciente aparicion, excluir ateroesclorosis y hemorragia,
8 Visculitis Uleerin | gangrena. nédulos” hipersensibles en los  dedaos, infartos
—_—— periungueales.  hemoragias en astilla. biopsia 0 angiogratia
diagndsticas de vascul
4 Artritis Mas de dos .nnu:ul.uuvncs con dotor » sigmos de inflamacion.
Ky Mionitis Dulor o debilidad musculio pru\lm.xl con clevagion de CK so
i . | atdolusa. cumbios en EMG o biopsia
a3 Cilindros urinarios Granulosos o eritrocitarios.
4 Hematuria Mas de S critrocitos por campo. Excluir infeceion, litiasis u ooras
- CAUSAS.
3 Proteinunia Miis dc 5 g de proteinas en 24 homs, Do aueso inivio o de inaemento
I reciente en rel a la datermi i
3 Fiuria Mas de S lcucocitos por cmpo.
2 Eritema malar D nucha apancion o recumendia, inflamatorio, fotosensibic.
2 Alopecia Nucva o recurrente, localizzada o difusa
2 Ulloeras mucosas Nucvas o recurtentes, orsles o nasales.
2 Pleuritis Dotor pleuritico con derramie, frote o cnpgrosamicnto pleural .
2 wrosam P
3 Pericarditis Polor perdirdion con al menos uno de Tos siEientes hallaso: frote,
tirmacién ECG o evourdogrific.
2 Hip 1 Dismi de CHS50, C3, o U4 a menos de 1 mitad del limite
nommal
2 Anti-DNA FARR > 25 1)/ml
1 Fichre > 3R o, excluir infeccion.
1 Trombocitopenia == 100.000 plisjuctas/mm3
1 Lcusopenia < 3.00/mm3
Calificacion

st ot
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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 INVESTIGACION DENOMINADO:
RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL IN VITRO A PROTEINAS DE
MEMBRANA EXTERNA DE SAL MONELLA TYPHIMURIUM EN PACIENTES CON
LUPUS ERITEMATOSO INACTIVO.

En el cuil se me tomard una muestra de 10 ml de sangre venosa con equipo nuevo ¥y
estéril, con el fin de conocer ¢l efecto que tiene la bacteria conocida como Salmonella
yphimurium sobre la enfermedad conocida como Lupus eritematoso sistémico. También se
que para participar en este estudio tendrin que aplicarme previamente un cuestionario,
exploracién fisica y examenes de laboratorio. con el fin de garantizar que no tengo
actividad de la enfermedad ni padezco infecciones.

Es de mi conocimiento que se respetard la confidencialidad de los examenes que se
me practiquen y que puedo solicitar informacién adicional en el momento que yo asi lo
desce.

En caso de que decida no participar en el estudio. la atencién que como paciente
recibo en esta Instituciéon no sc¢ vera afectada.

FIRMA DEL PACIENTE

FIRMA DE TESTIGO FIRMA DE TESTIGO
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ANEXO No. 3

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA.
TECNICA ESTANDARIZADA.

Obtencién de sangre periférica del donador:

a) Con jeringa estéril heparinizada, obtener 10 ml de sangre venosa periférica.

b) Depositar sangre heparinizada ¢n un matraz de 125 ml (con un volumen de 10
ml de PBS sin calcio ni magnesio, dilucién 1:2), deslizar la sangre por la pared
del matraz y mezclar con movimientos suaves.

c) En tubo cénico de plastico de 15 ml, depositar 3.5 ml de Lymphoprep (Gibco
BRL), lucgo depositar 7.5 ml de sangre heparinizada y diluida con PBS (se
deposita por la pared del tubo cénico), cuidar de no romper interfase.

d) Centrifugar a 1500 r.p.m. por 30" a 18 oC sin freno (Sorvall RT 6000).

e) Obtener con pipeta Pasteur y bulbo la interfuse de células mononucleares (la
interfase queda entre el plasma con plaquetas y Lymphoprep, en el fondo
quedan granulocitos y eritrocitos).

) Depositar Ia interfase de células mononuclicares en un tubo cénico de plastico de
15 ml con 8 m! de RPMI 1640 (Sigma BRL) y lavar las células dos veces
(resuspender y centrifugar a 1200 r.p.m. por 10%).

g) El paquete celular se resuspende en 5 ml de RPMI 1640 y se ajusta la cuenta
celutar a 1.5 x 10° células/ml.

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