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INTRODUCCION

El lupus Eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune,
multisistemica, episédica manifestada en cualquier edad, siendo mas frecuente
en la etapa productiva y reproductiva y es particularmente poco frecuente en
edades pediatricas, esta patologia autoinmune ha tenido un creciente aumento
en la cual se ha reportado su inicio en etapas pediatricas. Aunque el LES se
presenta en todos los grupos étnicos, es mas frecuente y mas grave en
afroamericanos, asioamericanos e hispanoamericanos. En Estados Unidos, se
ha notificado una prevalencia de 14 a 50 casos por 100,000 , en tanto que en
México se desconoce exactamente su incidencia y prevalencia aunque es claro
que hay un numero alto de portadores de este padecimiento. El LES tiene una
etiologia multifactorial, en la que inciden factores genéticos, desregulacion del
sistema inmunitario, factores hormonales y ambientales o la exposicion
ocupacional a metales pesados. También se ha descrito la participacion de
medicamentos en la induccion de anticuerpos antinucleares y lupus.

La apoptosis es un problema que ha tomado importancia en la patogénia y
relativamente en el prondstico de padecimientos degenerativos, autoinmunes y
neoplasicos y se ve influenciada por un sinnumero de condiciones
modificadoras como por ejemplo medidas terapéuticas que en el caso del LES
incluyen a los corticoesteroides, los citotdéxicos en todas sus formas e incluso
los antiinflamatorios inhibidores de ciclooxigenasa. Se ha demostrado una
correlacion entre la actividad de LES y el grado de apoptosis de los linfocitos in
vitro sugiriendo probablemente que un rango alto de apoptosis puede inducir la
produccion de auto-anticuerpos, desencadenando una actividad clinica. Se ha
prestado mayor atencion en los mecanismos de apoptosis en los pacientes con
LES y hay evidencias contradictorias acerca de su participacion en los
mecanismos fisiopatoldgicos. Los pacientes con LES presentan niveles séricos
elevados de Fas soluble, incremento en los neutréfilos que expresan esta
molécula y que desarrollan apoptosis. También se ha encontrado la expresion
de FasL y Bax en biopsias de pacientes con nefritis lupica, lo cual es indicativo
del papel importante en la patogenia de esta enfermedad. Las células
involucradas en el proceso inflamatorio que desarrollan apoptosis tienen

diversas disfunciones entre las que se encuentran fagocitosis y endocitosis



alteradas lo que conlleva a persistencia de antigenos circulantes, con mayor
posibilidad de autoinmunidad.

El factor de trascripcion YY1 participa en la regulacion positiva y negativa de
diversos genes en mamiferos y se ha demostrado que YY1 reprime la
trascripcion del gen Fas uniéndose a la region silenciadora de su promotor. La
sobre expresion de Fas, induce la sensibilizacion de lineas celulares tumorales
a la apoptosis mediada por este receptor. Hasta la fecha, no existen estudios
de la participacion de YY1 en la fisiopatogenia del LES, sin embargo, los
resultados que se han obtenido en esta tesis nos muestran que existe una baja
expresion de YY1 en el grupo de controles sanos y bien un ligero incremento
de esta molécula en el grupo de los pacientes con LES inactivo, sin embargo el
grupo de pacientes con LES activo muestran una expresion mayor
estadisticamente significativa al compararla con el grupo control o el grupo de
pacientes con LES inactivo, lo que sugiere una probable correlacion inversa en

la presencia del factor de transcripcién YY1 y la expresion de Fas y FasL.



RESUMEN

Se ha establecido la importancia de Fas en la patogenia de las enfermedades
autoinmunitarias, sin embargo, no existen trabajos publicados que expliquen
quien regula la expresion de Fas. Se sabe que el factor de trascripcion Yin-
Yang 1 (YY1) regula de manera negativa la expresion de Fas en un modelo de
cancer de prostata. El objetivo de este trabajo fue la de evaluar en células de
sangré periférica, la expresion de YY1 y de Fas y su correlacion con la
apoptosis, asi como con la actividad clinica en nifios con LES. La hipotesis
planteada en la presente tesis es que el factor de trascripcion YY-1 participa en
la regulacion de la expresion de Fas, y esta regulacion correlaciona con la
apoptosis y con la actividad clinica del LES en pacientes pediatricos. Para
comprobar nuestra hipétesis  obtuvimos células de sangre periferica de 10
pacientes pediatricos con LES inactivo, 10 con LES activo y 5 controles sanos.
Que acudieron a su consulta al servicio de Reumatologia pediatrica del CMN
‘La Raza”. Se purificaron celulas mononucleares de sangre periferica.
Posteriormente se colocaron en laminilllas mediante citocentrifugacion y fueron
fijadas, se realizo citoinmunohistoquimicas para evaluar la expresion de YY1y
Fas o TUNEL para determinar apoptosis. Se revisaron los expedientes clinicos
de los pacientes para valorar las condiciones clinicas al momento de la toma de
muestra. Para la descripcion del estudio se elaboro una base de datos y la
informacion se proceso utilizando el programa de analisis estadistico Prisma®©
de GraphPad Software, Inc., San Diego, CA. Los resultados obtenidos indican
que cuando esta enfermedad no esta activa, el mecanismo por el que se esta
llevando a cabo la apoptosis no es mediado por Fas ni por FasL, y en cambio,
la expresion de Fas o FasL en los pacientes con LES activo se encuentra
aumentados. Se sugiere que YY1 regula de manera negativa la expresion de
Fas en LES activo. Los resultados indican que YY1 participa en la fisiopatologia
de LES, hecho que no se habia explorado con anterioridad, En conclusion, el
objetivo de nuestro estudio fue llevado acabo satisfactoriamente tanto en el
tiempo planeado como en la expectativa que se tenia, aunado a esto, se
espera que los resultados presentados en esta tesis resulten de interés medico

para poder indagar mas en la etiologia de esta enfermedad.



1. MARCO TEORICO

1.1 Epidemiologia

El lupus Eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune,
multisistemica, episddica, caracterizada por la inflamacion de los vasos
sanguineos Yy tejido conectivo asi como presencia de anticuerpos antinucleares
(ANAs), y anticuerpos anti-DNA. Sus manifestaciones clinicas son
extremadamente variables y su curso es progresivo. Es un padecimiento
autoinmune crénico con un componente inflamatorio muy importante, que cursa
con periodos de remisiones y exacerbaciones, causando dafo tisular mediado por
mecanismos inmunoldgicos en diferentes 6rganos, aparatos y sistemas. La
expresion clinica de este padecimiento es muy variable como resultado del
compromiso sistémico y posiblemente de una serie de factores relacionados entre
si: genéticos, inmunoldgicos y ambientales (1;2). EI LES es una enfermedad de
distribucion mundial, afecta a todas las razas aunque es de mayor gravedad en la
raza negra, tiene predominio por el sexo femenino en la proporcion de 9:1, se
manifiesta en cualquier edad siendo mas frecuente en la etapa productiva y
reproductiva de la vida entre los 20 y 40 afios (3;4)

La prevalencia mundial del LES es de 14.6 a 50.8 casos por 100,000 habitantes.
Su incidencia anual fluctia entre 1.8 a 7.6 casos por 100,000 habitantes,
afectando principalmente a personas jovenes de entre 15 y 44 afios de edad y es
particularmente poco frecuente en edades pediatricas cuyo mayor porcentaje se
ubica entre los 7 y 12 afos (5;6). Esta patologia autoinmune ha tenido un
creciente aumento en la cual se ha reportado su inicio en etapas pediatricas en
33% de los nifios, los cuales inician su padecimiento antes de los 10 afos de edad
y el resto en la adolescencia. Aunque el LES se presenta en todos los grupos
étnicos, es mas frecuente y mas grave en afroamericanos, asioamericanos e
hispanoamericanos con un curso clinico mas agresivo en el grupo de edad
pediatrico. En Estados Unidos, se ha notificado una prevalencia de 14 a 50 casos
por 100,000 habitantes, en tanto que en México se desconoce exactamente su

incidencia y prevalencia aunque es claro que hay un numero alto de portadores de



este padecimiento (7) La poblacién pediatrica afectada en el IMSS, vy
particularmente en esta Unidad Médica de Alta Especialidad va en aumento, asi

como los costos sobre todo en el tratamiento.

1.2 Patogenia de LES

Hasta este momento no se conoce bien la etiologia del LES, Ila informacién
disponible sugiere causas multifactoriales las cuales para expresarse requieren de
predisposicion genética, desregulacién del sistema inmunitario, factores
hormonales y ambientales (8). Se han descrito diferentes factores que estan
relacionados con la patogenia del LES, dentro de los cuales destacan los factores
genéticos; pues diferentes estudios sefialan que se presentara mas frecuente
(hasta 10 veces) en los familiares de pacientes con LES que en la poblacién
general. También se ha establecido que existe mayor concordancia entre
gemelos monocigoticos comparada con gemelos dicigoticos (60% vs 9%). Asi
como que existe asociacion de LES con antigenos HLA clase |l (HLA-DR2 y DR3)
tanto en raza blanca como negra, y asociacion de LES con enfermedades
hereditarias por deficiencia de complemento: C1r, C1s, C1, INH, C4, C2, C5y C8,
principalmente con deficiencia de C2, o por la deficiencia parcial de C2 en
gemelos dicigoticos, con una frecuencia del 6% en LES vs. 1% en normales. Esta
anomalia congénita se asocia con HLA-A10 y HLA-B18 (8). Por otro lado también
se cree que existen factores hormonales asociados al desarrollo de LES, pues
existe un predominio en mujeres, iniciando con frecuencia en los periodos
cercanos a la menarquia, durante el embarazo o en el periodo posparto y su
relacion con anticonceptivos orales y en particular con los que contienen
estrogenos. Los estrogenos aumentan la produccion de autoanticuerpos y son
capaces de ocasionar depresion de la inmunidad celular (8). De igual manera se
ha asociado el desarrollo de LES con factores ambientales, pues existe una
relacion entre la exposicion a la luz solar y el inicio o la exacerbacion del LES, asi
como la relacion entre infeccion (virus y bacterias) y la exacerbacion del LES o la
exposicién ocupacional a metales pesados como cadmio, mercurio, oro y otros

elementos relacionados con la producciéon de anticuerpos antinucleares como



silice, pesticidas, polivinilo y otros. También se ha descrito la participacion de
medicamentos en la induccion de anticuerpos antinucleares y lupus: procainamida,
hidralazina, cloropromazina, isoniazida, propiltiouracilo y anticonvulsivantes (8).

En este padecimiento participan mecanismos de hipersensibilidad
predominantemente de tipos Il y Ill con la presencia caracteristica de auto
anticuerpos dirigidos contra diversos componentes del organismo, lo cual genera
vasculitis y lesiones a tejido especifico. Las alteraciones celulares incluyen
aumento en el numero de linfocitos circulantes productores de IL-10 de manera
total o relativa, en particular cuando el padecimiento se encuentra activo,
condicion en la que se han descrito una gran variedad de mecanismos mediadores
de dafio tisular incluyendo relaciones intercelulares y mecanismos de sefalizacion
entre los que destacan expresiéon anormal de moléculas de adhesion tanto en el
ambito celular como endotelial, que favorecen los mecanismos de auto inmunidad
y dano tisular (8).

Una de las -caracteristicas de las enfermedades autoinmunes es una
desregulacion en los procesos de Apoptosis. Recientemente se ha descrito que
los nucleosomas generados durante la apoptosis son los principales auto-
antigénos (antoAgs) en LES y los anticuerpos nucleosomales son altamente
especificos en la enfermedad (9-11). Por lo tanto, los anticuerpos IgG3 anti-
nucleosomas son un selectivo marcador de LES activa y correlaciona con el dafio
renal (12). El reconocimiento de nucleosomas por anticuerpos y de otros
componentes de la cromatina, puede ser el evento inicial que conlleva al
desarrollo de anticuerpos anti-DNA de doble cadena (anti-ds-DNA) (10;11). Clonas
patogénicas de linfocitos T aisladas de pacientes con LES son especificas contra
antigenos nucleosomales y estas células pueden ayudar a linfocitos B al cambio

de isoltipo IgG y en la maduracion de la afinidad (8;13).

1.3 Apoptosis
La apoptosis es un fendmeno bioldgico conocido como muerte celular programada
(14) La apoptosis es por lo tanto la muerte celular que se observa durante

procesos fisioldgicos o normales, a diferencia de la necrosis, que es la forma de



muerte celular debida a la exposicion a fendmenos isquémicos y/o téxicos.
Durante la necrosis la membrana celular se vuelve permeable, lo que resulta en
edema intracelular irreversible y ruptura celular. Se acompafia de cierto grado de
inflamacién en el sitio de necrosis. En contraste, durante la apoptosis las células
mueren formando “cuerpos apoptoéticos” que son fagocitados por células
circunvecinas y rapidamente degradadas en los lisosomas. Una diferencia
importante entre la apoptosis y la necrosis es que en la primera la célula se
fragmenta y ademas no se observa respuesta inflamatoria circundante (15). La
apoptosis puede acontecer por una serie de eventos conocidos como “ligandos de
muerte” en donde un ligando, usualmente TNF alfa, FasL o TRAIL se unen a su
receptor en la membrana celular y dan lugar a la formacién de los complejos
TRAAD y FAAD que se acoplan a la procaspasa-8 con la consecuente activacion
de la llamada “cascada de las caspasas” 7,6 y 3, condicionando la degradacion del
DNA. Otra forma de desarrollo de apoptosis es por medio de la via mitocondrial
que también incluye la funcion de la procaspasa-8, la cual activa a la molécula
proteinica BID en la membrana mitocondrial, despolarizandose y condicionando la
liberacién del citocromo C y del complejo Smac/DIABLO al citosol, culminando con
la formacién del llamado “apoptosoma”, que activa a las caspasas 9 y 3

culminando en la via final antes descrita (16).

1.4 LES y apoptosis

La apoptosis es un evento que ha tomado importancia en la patogénia y
relativamente en el pronodstico de padecimientos degenerativos, autoinmunes y
neoplasicos y se ve influenciada por un sinnumero de condiciones modificadoras
como por ejemplo medidas terapéuticas que en el caso del LES incluyen a los
corticoesteroides, los citotoxicos en todas sus formas e incluso los
antiinflamatorios inhibidores de ciclooxigenasa (17;18) con efectos tanto
facilitadores como inhibidores de la apoptosis, dependiendo de las condiciones de
estudio, de la dosis e incluso del tiempo de exposicion, situacidbn que es

importante considerar al enfocarse en este fenbmeno.



Actualmente en modelos experimentales existe evidencia de que el incremento de
apoptosis o0 el proceso anormal de eliminaciéon de células en apoptosis puede
contribuir a los procesos de autoinmunidad (19-26). De modo que se ha
demostrado en diferentes modelos experimentales que el incremento de la
apoptosis juega un papel importante en la severidad de las caracteristicas del
lupus (27). Asi por ejemplo, en el modelo SNF de lupus en ratén, la severidad de
la enfermedad correlaciona con un marcado incremento en la frecuencia de la
apoptosis de esplenocitos (28). Por otro lado en diferentes modelos de murinos de
lupus se ha demostrado la inhibicion de ciertas citocinas inducido por la
presencias de células apoptoticas (29). El incremento de apoptosis ha sido
descrito en una gran variedad de células de LES (30), incluyendo linfocitos,
neutrofilos y monocitos (11;30-36). Se ha demostrado una correlacion entre la
actividad de LES y el grado de apoptosis de los linfocitos in vitro sugiriendo
probablemente que un rango alto de apoptosis puede inducir la produccion de
auto-anticuerpos, desencadenando una actividad clinica. Kalled y colaboradores
(28), han reportado que en un modelo murino de LES, dependiente de la
interaccion CD40-CD154, la severidad de la enfermedad correlacioné con un
marcado incremento en la frecuencia de apoptosis en los esplenocitos, incluyendo
una alta proporcion de células dendriticas apoptoticas. Este desequilibrio en la
homeostasis de las células dendriticas fue reducido o normalizado por el
tratamiento con anticuerpos anti-CD154, demostrandose que el CD154 participa
en la regulacion de la apoptosis y la homeostasis de las células dendriticas (28).

En pacientes con LES se ha demostrado un alto rango de apoptosis en linfocitos,
lo que podria explicar la dificultad de estos pacientes para manejar efectivamente
procesos infecciosos (37). Los monocitos de pacientes con LES también
presentan una acelerada apoptosis in vitro y ex vivo, lo cual también correlaciona
con la severidad de la enfermedad (35). De manera especifica los linfocitos T de
pacientes con esta enfermedad presentan elevada expresién de ligandos de
apoptosis como: TRAIL, TWEAK y FasL, por lo que el bloqueo de esta via de

apoptosis disminuye de manera parcial la citotoxicida de las células blancos de los



linfocitos T, aunque la via de apoptosis independientes de ligandos se mantiene
activa, induciendo una citotoxicidad residual en las células de estos pacientes (38).
Diversos grupos han reportado también un nivel elevado de apoptosis de
neutrofilos en pacientes con LES, el cual correlaciona con la actividad de la
enfermedad (11;34). Kaplan ha propuesto que el alto nivel de apoptosis de células
involucradas en la fagocitosis como monocitos y macréfagos, puede inducir un
incremento en el material apoptotico en circulacion por el incremento de apoptosis
de estas células y por la ineficiencia en la eliminacion del material apoptotico (39).
De este modo se ha establecido la presencia en circulacién de un gran numero de
células endoteliales en apoptosis (40). Este incremento correlaciona con la
disfuncion endotelial, un marcador de prediccién importante en la acelerada y
prematura arterosclerosis, asi como también con un aumento en el factor tisular, el
principal pro-coagulante in vivo.

Recientemente se ha prestado mayor atenciéon en los mecanismos de apoptosis
en los pacientes con LES y hay evidencias contradictorias acerca de su
participacion en los mecanismos fisiopatologicos, por ejemplo, se han descrito
numerosos linfocitos apoptéticos en la sangre periférica (9;39), los linfocitos T
circulantes pero no los linfocitos B de pacientes con esta enfermedad presentan
expresion alta de Bcl-2 situacion que correlaciona con el grado de actividad de la
enfermedad (41). Las mutaciones de Fas (CD95) resultan en sindrome
linfoproliferativo y desarrollo acelerado de auto inmunidad (9). Ademas, los
linfocitos T y B de pacientes con LES presentan incremento en la expresién de
Fas (42) y se ha descrito que la apoptosis se presenta de manera preferencial en
linfocitos T CD4+ Th1 (10). También se ha informado que estos pacientes
presentan niveles séricos elevados de Fas soluble, incremento en los neutrofilos
que expresan esta molécula y que desarrollan apoptosis, situacion que
correlaciona con la proporcién de linfocitos apoptoticos, disminucion de la
depuracion de inmunocomplejos y con aumento de anticuerpos contra DNA de
doble cadena (11;43). Se han hecho estudios midiendo la proporcién de RNA
mensajero para Fas de células mononucleares en sangre periférica y por otro lado

se cuantifico la apoptosis en LES, encontrando que los niveles de RNA mensajero



para Fas se encuentran significativamente elevados en relacion a los pacientes
sanos (44). Badillo y colaboradores estudiaron la expresion de FasL y Bax en 24
biopsias de pacientes con nefritis lupica y 30 controles normales, encontrando que
el 70% de las biopsias renales mostraron una expresién alta de mRNAs para FasL
o Bax no asi en los controles sanos, indicando su papel importante en la patogenia
de esta enfermedad (45). Betty y cols. Encontraron algunos alelos de cromosomas
asociados con LES, dentro de los cuales PARP, la cual es una polimerasa poli
(ADP-ribosa) codifica la proteina dedos de zinc relacionada con la reparacion en el
DNA y la apoptosis, sugiriendo que PARP, puede ser el gen susceptible dentro del
cromosoma 1 g41-g42, la cual esta relacionada a esta enfermedad (46).

Para algunos autores, incluso, la apoptosis juega un papel importante en la
regulacion auto-reactiva de los pacientes con LES, afectando en particular a los
linfocitos T CD4" Th1 que experimentan apoptosis la cual coexiste con las
disfunciones ampliamente descritas de estas células en estos pacientes (10). Las
células involucradas en el proceso inflamatorio que desarrollan apoptosis tienen
diversas disfunciones entre las que se encuentran fagocitosis y endocitosis
alteradas lo que conlleva a persistencia de antigenos circulantes (47), con mayor
posibilidad de auto inmunidad. Se ha descrito disminucion en la expresion vy
actividad en neutréfilos y monocitos de la molécula CD44 de los pacientes con
LES activo (SLEDAI, Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index) (2),
misma que se ha involucrado en la remocién de los neutréfilos que desarrollan
apoptosis temprana (48). Todo este cuerpo de evidencias parece ir a favor de que
la apoptosis propicia mayor dafo por aumento en la liberacion de antigenos
nucleares y consecuentemente mayor estimulo para los fendmenos auto
inmunitarios en el LES, sin embargo, como ya se comentd, aun se encuentra en el
terreno de la controversia.

Actualmente no se conoce con precision cual es o son los mecanismos
involucrados que inducen un incremento en el nivel de apoptosis de estas células
que correlaciona con la severidad de la enfermedad, el conocer con precision
estos mecanismos nos ofrecerian herramientas importantes para el desarrollo de

nuevas estrategias de control y tratamiento de esta enfermedad.
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1.5 Factor de transcripcion Yin-Yang 1

Yin-Yang 1 (YY1) es una proteina de 68-kDa que contiene dedos de zinc, posee
la propiedad inusual de regular la transcripcién en diversos genes celulares y
virales, mediante tres vias diferentes: reprime, activa, e inicia la transcripcion (49-
51). Entre los genes que activa se incluyen IFN-a, B-caseina, c-fos y c-myc. Asi
como también los promotores de diversos virus en los cuales se incluyen el CMV,
virus de la leucemia murina, virus del papiloma humano, y el VIH (52;53).

YY1 es un factor de trascripcidn el cual participa en la regulacién positiva y
negativa de diversos genes en mamiferos (54). Recientes estudios demostraron
que YY1 reprime la trascripcion del gen Fas uniéndose a la regién silenciadora de
su promotor. El tratamiento de lineas celulares tumorales con oxido nitrico (ON)
induce una sobre expresion de Fas, ya que el ON inactiva al factor de trascripcion
YY1 que funciona como represor de Fas (55). La manera en que el ON inactiva a
YY1 es mediante S-nitrosilacion de esta proteina y la subsecuente inhibicién de la
actividad de unién al DNA (56). La sobre expresion de Fas, induce la
sensibilizacién de lineas celulares tumorales a la apoptosis mediada por este
receptor.

Diversos estudios muestran que va en aumento el numero de genes celulares y
virales en los cuales se han encontrado sitios de union para YY1 en sus regiones
promotoras, lo que refleja la importancia de este factor como regulador en la
transcripcion. Recientes estudios en nuestro laboratorio en colaboracion con la
Universidad de California, Los Angeles (UCLA), muestran que YY1 regula de
manera negativa la expresidon de Fas y de DR5 uniéndose a sus respectivos
promotores e inhibiendo asi su trascripcion, esto en lineas celulares derivadas de
pacientes con cancer de prostata (57). Por otro lado se ha descrito recientemente
que YY1 regula la transcripcion, acetilacién y ubiquitinacion de p53, el cual es un
supresor de tumor y regulador del ciclo celular asi como de la apoptosis en
respuesta a estrés genotoxico, siendo YY1 un regulador negativo de p53 (58).
Hasta la fecha, no existen estudios de la participacion de YY1 en la fisiopatogenia

del LES. Recientes estudios en nuestro laboratorio en biopsias renales de
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pacientes pediatricos con nefritis lupica demostré que existe expresién de YY1y
Fas en un 80 a 90% en los tubulos contorneados proximales y distales con una
expresion menor a nivel glomerular en comparacion a los tubulos. El analisis de la
evaluacion del numero de células positivas, demostré que existe una relacion
inversa entre la densidad de la expresion de YY1 y Fas, en las lesiones renales
tipo IV, cuando se agrup6 a YY1 de acuerdo a la intensidad de la expresion en
bajo (30%), mediano (60%) y alto (90-100%), por tipo de lesion histopatologica y
por su expresion entre tubulos y glomérulos, con una diferenta estadisticamente
significativa (p = 0.005). Estos estudios sugieren la participacion del factor de
transcripcion YY1 en la regulacion de Fas, encontrando que existe una relacion
inversamente proporcional de este en la nefropatia lupica con la mayor expresion
en los tubulos contorneados proximales y distales y cuando YY1 se encontré alto
Fas se encuentra en menor expresion, y esto correlacion6 con menores
complicaciones clinicas, curso favorable, asi como menores alteraciones en la
funcién renal y un tipo menor de lesion histopatolégica. Por lo que resultaria
interesante el estudio de YY1 como factor pronostico de la enfermedad (59). Por
otro lado en nuestro laboratorio se han desarrollado estudios preliminares que
muestran la existencia de la expresion de YY1 en células de sangre periférica en
tres pacientes pediatricos con LES activo, por métodos de citoinmunohistoquimica,
los resultados mostraron que Ila expresion de YY1 se encuentra
predominantemente en el nucleo. Por otro lado la expresion de Fas en los mismos
pacientes, se mostrd principalmente a nivel de la membrana celular y citoplasma
en la mayoria de las células analizadas. En este trabajo nosotros proponemos
estudiar en células de sangre periférica la expresion de YY1 y Fas y su correlacion

con el grado de apoptosis en pacientes pediatrico con LES.
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2. JUSTIFICACION

Existe gran cantidad de informacion acerca de las alteraciones inmunoldgicas
que acontecen en el LES (2), situacibn que se mantiene en expansion
constante y se buscan nuevos mecanismos de patogenicidad, susceptibles de
ser modificadas y por ende, con factibilidad terapéutica, motivo por el cual
hemos decidido participar en la investigacién del papel que juega el factor de
transcripcion YY1 en la regulacion de la expresion de Fas y su correlacién con
la apoptosis y la actividad clinica en nifios con LES tanto activos como
inactivos, como un paso inicial en este campo. Dada la interferencia que
pueden tener los inmunodepresores en la expresidon de moléculas de
sefalizacion para la interaccion celular y su efecto sobre la apoptosis (17;18),
se tomaron como uno de los grupos de estudio, a nifios con el mismo proceso
patoldgico ya inactivo, preferentemente sin medicamentos inmunodepresores y
con la menor dosis de esteroide posible o de ser factible, sin ellos, y se

averiguo la ocurrencia de estos fendmenos en ambos grupos.

3. OBJETIVOS

Evaluar en células de sangré periférica la expresion de YY1 y de Fas y su

correlacion con la apoptosis en nifios LES activo e inactivo.

4. HIPOTESIS

El factor de trascripcidn YY1 participa en la regulacién de la expresion de Fas,
y esta regulacién correlaciona con la apoptosis en pacientes pediatricos con
LES.
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5. TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

5.1 Lugar de realizaciéon

Servicio de Reumatologia Pediatrica, Direcciéon de Educacion e Investigacion
en Salud y la Unidad de Investigacion Biomédica en Inmunologia e Infectologia,
Unidad Médica de Alta Especialidad General del Centro Médico Nacional “La
Raza”, IMSS.

5.2 Diseio

Tipo de Estudio prolectivo, transversal, observacional, comparativo y abierto,
realizado en una muestra de 10 pacientes pediatricos con LES activo y 10 de
LES inactivo en etapa escolar y adolescente, manejados en el servicio de
Reumatologia Pediatrica del Centro Médico Nacional “Dr. Gaudencio Gonzalez
Garza” La Raza México D.F. UMAE, asi como 5 controles sanos otorgados por

el servicio de laboratorio clinico del mismo Hospital.

5.3 Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:
e Pacientes que cumplan con al menos 4 criterios para LES segun la
clasificacion del ACR (Colegio Americano de Reumatologia).
e Masculinos o femeninos.
e Entre 6y 16 afos de edad.
e Con LES activo o Inactivo.
e Que acepten participar en el estudio previa explicacion y firma de carta
de consentimiento bajo informacién completa y exhaustiva.
Criterios de no inclusion:
e Presencia de infeccién en cualquier sitio del organismo o que la haya
padecido en al menos las dos semanas previas.
e Pacientes que tengan tratamiento con prednisona a dosis superior a 5
mg por dia.
e Pacientes que tengan tratamiento con pulsos de metilprednisolona o que

los hayan recibido dentro de los 60 dias previos al estudio.
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e Pacientes con tratamiento a base de Ciclosporina A, Ciclofosfamida o
Metotrexate, o que reciban azatioprina a dosis superior a 1 mg. por Kg.

de peso.
Criterios de exclusion:

e Pacientes que decidan en cualquier momento ya no participar en el

estudio.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Pacientes

El presente estudio se efectu6 en una muestra de la poblacién de pacientes
pediatricos con Lupus Eritematoso Sistémico atendidos en el Servicio de
Reumatologia Pediatrica de la Unidad Médica de Alta Especialidad “Dr. Gaudencio
Gonzalez Garza” del Centro Médico Nacional “La Raza” del IMSS. Una vez
seleccionados los pacientes que reunan los criterios de inclusién y carezcan de los de
no inclusion, se les informara a los padres o tutores legalmente responsables de los
menores, de manera clara y amplia acerca del estudio y previa aceptacion y firma de
carta de consentimiento bajo informacion. Acto seguido, se les tomo muestras para
estudios de biometria hematica completa, proteina C reactiva (PCR) y velocidad de
sedimentacion globular (VSG), Anticuerpos antiDNA, Anticuerpos antinucleares (ANA),
complemento (CH50, C3 y C4), examen general de orina, depuracion de creatinina y
albumina en orina de 24hr, urocultivo, exudado faringeo y telerradiografia de torax.
Ademas, se practicaron los estudios complementarios pertinentes a la afectacion y
grado de actividad del padecimiento o que la condicién clinica asi lo requiera. Se
incluyeron la toma de 5ml de sangre en un tubo con anticoagulante (EDTA) con el fin
de realizar la medicién de apoptosis en células de sangre periférica con la técnica de
TUNEL, asi como para la determinacién de Fas, FasL y YY1 (Ver descripcion
completa de la técnica para evaluar apoptosis, asi como la expresion de Fas, FasL y

de YY1 en el apartado de variables).

7.2 Reactivos para el método de inmunohistoquimica

Silane (Sigma, CA. USA).

Citrato de sodio (0.01 M pH 6.0).

Peroxido de hidrégeno al 3%.

Bloqueador Suero de Cerdo 2% (DAKO corporation, CA. USA).

Biotina (Link, DAKO LSAB + kit, DAKO Corporation).

Sustrato DAB (diamino benzidina) (DAKO LIQUID DAB + Substrate-Chromogen
Solution (DAKO corporation).

7.3 Anticuerpos
- Anti-YY1 (Santa Cruz, Biotechnology, Santa Cruz, CA. USA)

- Anti-Fas (Santa Cruz, Biotechnology)
- Anti-FasL (Santa Cruz, Biotechnology)
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- Streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR) (DAKO LSAB + Kit,
DAKO corporation).

7.4 Purificacién de leucocitos

Se realizo una mezcla 1:1 de sangre problema con solucién salina (S.S) 0.9 %
de NaCl. Al mismo tiempo se midié el volumen de “limphoprep” estéril de
acuerdo al volumen total de mezcla sangre/S.S., guardando la relacion de 3
ml de limphoprep por 10 ml de mezcla sangre/SS colocandose en un tubo
Falcon de 15 ml. La cantidad adecuada de limphoprep se adicionara primero
para que lentamente, por las paredes del tubo, se vierta la mezcla
sangre/S.S. quedando por encima, esto se realiza con mucho cuidando
procurando no romper el gradiente de densidad. Posteriormente, se centrifugo
a 1500 r.p.m. por 30 minutos. Después se separo la capa de leucocitos con
ayuda de una pipeta Pasteur de vidrio y se coloco en otro tubo Falcon, se
adiciono una cantidad igual de S.S. a la capa extraida y se centrifugo
nuevamente por 20 minutos a 1500 r.p.m., finalmente se decanto el

sobrenadante y se resuspendio el boton en 1 ml de S.S.

7.5 Obtencién de laminillas de leucocitos purificados mediante el uso
del “CITOSPIN”
Después de la purificacién, los leucocitos fueron contados en un pozo con una
mezcla de 50 pl de leucocitos totales con 50 pyl de azul de tripano. Se
colocaron 10 ul de la mezcla de leucocitos/azul de tripano en una camara de
Neubauer y las células se contaron bajo microscopia de luz (20X), se realizo el
calculo para obtener 5x10* células/ pl.
Para la obtencion de una laminilla a una concentracion de 5 X 10*, se realizo la
regla:

# de células - 1000 ul

5X10" - X

X= volumen necesario para una laminilla a esta cantidad de células.

Este valor se multiplico por el numero de laminillas a elaborar y el valor
obtenido se completo con S.S. de tal forma que a cada celda de la cito

centrifuga se le adicionara 200 pl de muestra para cada laminilla.
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Después de dejar secar las laminillas fueron rotuladas y se fijaron con
formaldehido al 4% por 20 minutos. Después de haber transcurrido el tiempo
se dejaran secar a temperatura ambiente y finalmente se almacenaron para su

posterior inmunotincién.

7.6 Citoinmunohistoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reacciéon
para cada marcador se realizdé en un solo tiempo en todos los grupos. A partir
de las laminillas obtenidas por cito centrifugacion se procedera a la
inmunotincion. Se realizo la recuperacién de antigeno con citrato de sodio, por
20 minutos en bano Maria, posteriormente se realizaron 2 lavados para eliminar
el exceso de citrato. Se elimino la actividad de la peroxidasa enddégena con
metanol y peroxido de hidréogeno al 3% por 15 minutos. Se bloqueo la unién no
inmunologica de los anticuerpos a las celulas, sumergiéndolos durante 60
minutos en suero normal de cerdo al 2%.

Posteriormente las secciones se incubaron toda la noche a temperatura
ambiente en camaras humedas con los anticuerpos anti-YY1 (1:200), anti-FAS
(1:200) y anti-FasL (1:200). Al otro dia se lavo con PBS 1X, las laminilla se
incubaron con el segundo anticuerpo conjugado a Biotina por 30 minutos a
temperatura ambiente. Después de lavar con PBS se adiciono streptavidina
conjugada a peroxidasa de rabano (HPR), por ultimo el color se genero
mediante la adicion del substrato DAB (diamino benzidina) durante 1-4 minutos;
se detuvo la reaccion con agua de la llave y se contratino con hematoxilina por
15 seg.

La muestras fueron deshidratas bajo el siguiente esquema: agua destilada,
etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% y Xileno en bafios de 5 minutos cada
uno. Finalmente las preparaciones se cubrieron con resina y se dejan secar a

temperatura ambiente.

7.7 Mediada de la fragmentacion de DNA mediante la técnica de “TUNEL”

Partiendo de las laminillas obtenidas mediante citocentrifugacion, se procedi6 a
realizar la evaluacién de la fragmentacion celular mediante la técnica de

TUNEL. Brevemente, se incrementara la permeabilidad de la membrana
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celular mediante la adicién de citrato de sodio (pH= 6, 0.01M) el cual se
adiciona por 20 minutos en bafo Maria. Se elimino la actividad de la
peroxidasa enddégena con metanol y peroxido de hidrogeno al 3% por 15
minutos. Se bloqueo la unién no inmunolégica de los anticuerpos al tejido,
sumergiéndolos durante 60 minutos en suero normal de cerdo al 2%.
Posteriormente se procedié a adicionar la enzima; se hace una mezcla de 50 pl
de enzima con 450 pl de buffer el cual contiene oligonucleotidos conjugados
con fluoresceina, la cual se incuba con las muestras por 60 minutos a 37°C,
protegidos de la luz. Se lava 5 veces 5 minutos con PBS 1X. Posteriormente
se realizo la incorporacién del anticuerpo anti-fluoresceina (PDO), para lo cual
se adicionan 20 pl del reactivo PDO y se incuba a 37 °C/30 min, se lava 5
minutos con PBS 1X en 3 ocasiones. El desarrollo de color se realizo con la
adicién de DAB, monitoreando bajo el microscopio de luz. Cuando se observo
la coloracion café en las células se detuvo el registro del tiempo y se elimino el
exceso de DAB e inmediatamente se lavo con agua corriente para detener la
reaccion, se contratiio con hematoxilina (1:1 con agua destilada) por 30
segundo, se deshidrato y monto con resina sintética, se dejo secar por 24

horas para hacer el analisis en el microscopio.

7.8 Cuantificacion de células positivas inmunoteiidas

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células
positivas (color café) se cuantificaron en 4 campos para cada laminilla,

utilizando un analizador de imagenes con el programa Imagen-Pro® Plus de

Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.

7.9 Procesamiento de los datos
Se elaboro una base de datos y la informacién se proceso utilizando el

programa de analisis estadistico Prisma© de GraphPad Software, Inc., San

Diego, CA. Los datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada
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grupo y desviacion estandar. La evaluacion de la diferencia en el numero de
células positivas y la densidad de expresion de las reacciones
inmunohistoquimicas se realizaron mediante ANOVA de una via. Utilizando un
analisis de comparacion multiple de Tukey para identificar las diferencias entre

los grupos. p< 0.05 sera considerada como significativa.

7.10 Aspectos éticos y de bioseguridad

El presente estudio se apega al manual de buenas practicas clinicas y se
inscribe dentro de la normativa en relacion a la investigacion en seres humanos
de la Coordinacion de Investigacion en Salud, asi como a las disposiciones
contenidas en el Cédigo Sanitario en materia de Investigacion, acordes a la
Declaracion de Helsinki y a sus adecuaciones posteriores (Hong Kong y Tokio),
en cuyo marco conceptual se basan la informacién amplia y minuciosa acerca
del proyecto y las aclaraciones en todos sentidos a las dudas de los padres o
tutores legales de los candidatos a participar, asi como la elaboracion de la
carta de consentimiento bajo informacion, que ademas de incluir las razones y

justificacion del proyecto contempla los posibles riesgos y los beneficios.
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8. RESULTADOS

8.1 Morfologia de los hallazgos por TUNEL

Los hallazgos de tincidn por TUNEL en los diferentes grupos de pacientes se
presentan en la Figura 1. En el caso de los pacientes con LES activo (incisos e
40X y f 100X) se encontrd un incremento significativo, en la apoptosis
determinada por fragmentacion de ADN, la cual se evidencio por el color café
que se encontré en el nucleo de las células. Ademas se observan también
cuerpos apoptoticos en algunas muestras, lo cual nos indica una apoptosis
tardia. En los casos de pacientes con LES inactivo se encontré una moderada
tincion para TUNEL (incisos ¢ 40X y d 100X). Para los casos de las muestras
de los controles sanos (incisos a 40X y b 100X), la tincion para TUNEL es
practicamente negativa en todos los casos. Algunas células TUNEL positivas

muestran morfologia caracteristica de neutréfilos y otras mas de linfocitos.

8.2 Morfologia de los hallazgos inmunohistoquimicos

Los resultados en la deteccidn en la expresion de Fas se muestran en la figura
2. En el caso de las células de sangre periférica provenientes de pacientes con
LES activo (incisos e 40X y f 100X) se muestra un incremento en la expresion
de esta molécula, en comparacion con los controles sanos (incisos a 40X, b
100X) y los pacientes con LES inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X). Le expresion
de Fas se presenta preferentemente en el citoplasma y con menor intensidad
en la membrana celular.

La expresion inmunohistologica de FasL se muestra en la figura 3. La
expresion de esta molécula en células de sangre periférica de pacientes con
LES activo (incisos e 40X y f 100X), se encontré incrementada en comparacion
con los controles sanos (incisos a 40X y b 100X) vy los pacientes con LES
inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X). Los resultados muestran una expresion
principalmente en membrana celular y con menor intensidad en el citoplasma.
La determinacion de la expresion de YY1 se muestra en la figura 4. En células
de pacientes con LES activo (incisos e 40X y f 100X) se observa una
disminucidn importante si se compara con los pacientes controles sanos

(incisos a 40X y b 100X) y los pacientes con LES inactivo (incisos ¢ 40X y d
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100X). La tincidén se encontrd principalmente a nivel nuclear, sin embargo, en
muchas de las muestras también se observa una importante tincion

citoplasmica.

8.3 Evaluacién del porcentaje de apoptosis

La determinacion de la apoptosis fue evaluada mediante el conteo del numero
de células positivas a TUNEL. En la figura 5 se muestra los resultados de la
apoptosis en cada una de los grupos analizados, en donde se observa que
existe una clara diferencia entre los tres grupos. Encontrandose un incremento
estadisticamente significativo en el grupo de LES activo (p= 0.048) si se

compara con LES inactivo a los controles sanos.

8.4 Evaluacion del porcentaje de células inmunotenidas

El numero de células positivas para Fas se muestra en la figura 6, en donde se
presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
grupos de pacientes con LES activo e inactivo o controles sanos. Se muestra
un incremento gradual de la expresion de Fas, encontrandose un pico maximo
en el grupo de células provenientes de pacientes con LES activo. (p= 0.044).
No encontrandose diferencia significativa entre el grupo con LES inactivo y el
grupo de controles sanos.

En cuanto a la expresion de FasL en la figura 7 se presenta un incremento
estadisticamente significativo en el grupo de pacientes con LES activo, si se
compara con LES inactivo o los controles sanos. (p= 0.011). No encontrandose
diferencia significativa entre el grupo con LES inactivo y el grupo de controles

Sanos.

La expresion de YY1 se muestra en la figura 8, en la cual se observa una
disminucién estadisticamente significativa entre el grupo de LES inactivo y los
controles sanos (p= 0.011), sin embargo esta disminucion es mayor si se

compara el grupo de LES activo con los controles sanos (p= 0.011).
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9. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

La apoptosis o muerte celular programada consiste en una serie de sucesos
bioquimicos que tienen como finalidad el control de los eventos celulares. A la
apoptosis le concierne la regulacion de varios eventos secuenciales,
incluyendo la eliminacion de células inflamatorias asi como la buena
cicatrizacion de las heridas (14).

La apoptosis es un evento que ha tomado importancia en la patogenia y
relativamente en el prondstico de padecimientos degenerativos, autoinmunes y
neoplasicos y se ve influenciada por un sin numero de condiciones
modificadoras como por ejemplo medidas terapéuticas que en el caso del LES
incluyen a los corticoesteroides, los citotdxicos en todas sus formas e incluso
los anti-inflamatorios inhibidores de ciclooxigenasa (17;18) con efectos tanto
inductores como inhibidores de la apoptosis, dependiendo de las condiciones
de estudio, de la dosis e incluso del tiempo de exposicidon, situacidn que es
importante considerar al enfocarse en este fenbmeno.

Actualmente en modelos experimentales existe evidencia de que el incremento
de apoptosis o el proceso anormal de eliminacidn de células en apoptosis
puede contribuir la patogenia del LES (19-26). Xue y colaboradores
demostraron mediante ensayos de citometria de flujo que la apoptosis de
linfocitos T CD4" se encuentra aumentada en pacientes con LES activo y en
menor proporcion en pacientes con LES inactivo, si se compara con controles
sanos. En este mismo estudio se demostré que la apoptosis de los linfocitos es
mediada por Fas-FasL y ademas que el grado de apoptosis correlaciona con
las concentraciones de anticuerpos anti-nucleosomas. Con lo anterior los
autores concluyen que la apoptosis de los linfocitos T CD4" mediada por Fas-
FasL contribuye a la patogénesis del LES. Sin embargo, el estudio anterior se
llevo acabo en adultos y hasta el momento no existen reportes que indique la
importancia de este mecanismo en LES infantil. Por lo que resulta interesante
el estudio de la apoptosis mediada por Fas-FasL en una poblacion infantil,
debido a que existen evidencia que muestran que algunos procesos
inmunoldgicos son diferentes en pacientes adultos en comparaciéon con nifos.
Los resultados que obtuvimos en este trabajo son consistentes con lo reportado

en poblaciones de adultos. Nosotros observamos que la apoptosis de células
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de sangre periférica se encuentra aumentada en pacientes con LES activo
(56.5%) y en menor proporcién en pacientes con LES inactivo (9.8 %) si se
compara con muestras de controles sanos (1.2%), figura 5. Ademas,
encontramos que existe un aumento significativo en la expresion de Fas y FasL
en el grupo de pacientes con LES activo (17% y 12% respectivamente). Pero a
diferencia de los resultados obtenidos en adultos, no encontramos un aumento
en la expresion de Fas y FasL en el grupo de pacientes con LES inactivo. Lo
cual sugiere que el aumento de la apoptosis en los pacientes con LES activo
puede estar mediado por la via extrinseca, en donde Fas-FasL muy
probablemente estan participando. Sin embargo, la apoptosis observada en los
pacientes con LES inactivo (aunque es menor que la observada en los
pacientes con LES activo) es significativa. Si se compara con controles sanos,
nuestros resultados sugieren que cuando esta enfermedad no esta activa, el
mecanismo por el que se esta llevando a cabo la apoptosis no es mediado por
Fas-FaslL, ya que la expresion encontrada de Fas o FasL en este grupo fue

minima (figuras 6y 7).

Por otro lado diversos estudios demuestran la importancia que tiene Fas en la
patogenia de LES. Sin embargo, no se conoce qué factores regulan su
expresion durante el desarrollo de esta enfermedad. YY1 es un factor de
trascripcion el cual participa en la regulacion positiva y negativa de diversos
genes en mamiferos (50). Se ha demostrado que YY1 reprime la trascripcion
del gen Fas uniéndose a la regién silenciadora de su promotor (55). La sobre
expresion de Fas, induce la sensibilizacion de lineas celulares tumorales a la
apoptosis mediada por este receptor. Hay trabajos que muestran la
participacion de YY1 en la regulacion de genes en lineas celulares tumorales
tratadas con O6xido nitrico, algunos genes del VIH y ciertos halelos de
cromosomas relacionados a LES (52-56). No se tienen reportes hasta la fecha
de la participacion de YY1 en la fisiopatogenia del LES. Por lo que en este
trabajo evaluamos si YY1 puede estar relacionado a la expresién de Fas vy, la
apoptosis, por tanto tenga alguna participacion en la patogenia de esta

enfermedad.
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Como ya mencionamos recientes estudios muestran que YY1 regula de
manera negativa la expresion de Fas en un modelo de cancer de ovario y
prostata (55). Sin embargo, no existen reportes sobre la participacion de YY1
en la fisiopatogenia de LES y si este factor de trascripcion regula de manera
negativa la expresién de Fas, proteina que juega un papel central en

fisiopatogenia de esta enfermedad.

El andlisis de las muestras de los controles sanos y los pacientes con LES
inactivo muestra que el porcentaje de células positivas para la expresion de
YY1 es inversa a la expresion de Fas (figuras 6 y 8). Es interesante que,
cuando se encontré un mayor numero de células positivas para YY1, la
cantidad de células positivas para Fas fue menor, lo cual correlaciondé con un
menor grado de apoptosis (figuras 5, 6 y 7). El hecho de encontrar esta relaciéon
inversa de expresion entre YY1 y Fas en los controles sanos sugiere que YY1
juega un papel importante en el control de la homeostasis, lo cual hasta la
fecha no habia sido reportada. Es interesante resaltar que cuando los niveles
de células positivas para YY1 fue bajo, la expresion de Fas se encontrd
elevada y ademas correlaciono con un aumento de la apoptosis, el cual se
observo en los pacientes con LES activo.

Estos hallazgos sugieren que YY1 regula de manera negativa la expresion de
Fas en LES activo y es consistente con los reportes de que existe esta
regulacion en algunas células neoplasicas. Lo resultados indican que YY1
participa en la fisiopatologia de LES, hecho que no se habia explorado con
anterioridad. Sin embargo es importante establecer un estudio de correlacion
del estadio clinico en cada uno de los grupos de estudio, para tener mayor
evidencia que apoye la participacion de YY1 en este padecimiento. Ademas se
requiere de un estudio mas extenso de YY1 para valorar su utilidad como factor

prondstico en esta enfermedad.
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Figura 1. Fotografias representativas de las células TUNEL-positivas. Los
controles sanos (incisos a 40X y b 100X), se muestran negativos para la
deteccion de la fragmentacién de DNA (TUNEL), lo cual representa la apoptosis
celular. En la muestras de pacientes con LES inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X), se
puede observa una discreta presencia de células positivas para TUNEL, lo cual
indica apoptosis de las células. En contraste, las muestras que corresponden a
los pacientes con LES activo (incisos e 40X y f 100X), se muestra claramente la
presencia de apoptosis en células, principalmente en el nucleo y citoplasma de las
células.
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Figura 2. Fotografias representativas de la expresion de Fas. Los controles
sanos (incisos a 40X y b 100X), muestra expresion basal de este receptor de
muerte, principalmente a nivel citoplasmico. En la muestras de pacientes con LES
inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X), se puede observa una expresion muy similar que
en los controles sanos. En contraste, las muestras que corresponden a los
pacientes con LES activo (incisos e 40X y f 100X), se muestra claramente una
diferenciasignificativa en la expresion de Fas principalmente en el membrana
celular y citoplasma.

28



i L £ - Eh
- - 4 " - ey - o ‘
. ' .‘
| < ¥ "ms ' H" b
L
-
(3 - oy
: r ]
a) b) = °
" 7 "
a® . .
e &’ '." ; ’ + X " ;.: n . L

# . ﬂu. 1

* 5 1 ] . g & ' ‘ '

Eitsee - = . s TG e A
4 :w‘ . - : .‘ !:".

Clas" +.° L& . d)
- *". » - e . L
L] , *» » " e L ] ‘_n e ' .Q
n i PR L . g
. e . Ee e -
. . = s
. e .-; : @ ....' - &
- l. = .‘i ..- . .
S . » . L . o ® L ] : ..
-"n ¢ 1 J
¥ o - 1 s L " s @ ®
= ¥ L] » ".-
e) :r - 28 _'. " ﬂ b . ..

Figura 3. Fotografias representativas de la expresion de FasL. Los controles
sanos (incisos a 40X y b 100X), muestran expresion basal de este ligando de
muerte, principalmente a nivel citoplasmico. En la muestras de pacientes con LES
inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X) se puede observa una expresion muy similar que
en los controles sanos. En contraste, las muestras que corresponden a los
pacientes con LES activo (incisos e 40X y f 100X), se muestra claramente un
aumento en la expresion de FasL, principalmente en el membrana celular y
citoplasma. Similar a lo que ocurre con el la expresion de Fas.

29



™ »
# £ ‘i'. 2 -
a) b)) e s
'%‘-,;.
]
o
c) - d)
"

) )

Figura 4. Fotografias representativas de la expresion de YY1. Los controles
sanos (incisos a 40X y b 100X), muestran expresion basal alta si se compara con
Fas y FaslL, la expresion es primordialmente en citoplasma y nucleo. En la
muestras de pacientes con LES inactivo (incisos ¢ 40X y d 100X), se puede
observa una expresion disminuida si se compara con los controles sanos. Mientras
que en las muestras que corresponden a los pacientes con LES activo (incisos e
40X y f 100X), se muestra una clara disminucion de esta proteina encontrada, la
cual es principalmente a nivel de citoplasma celular.
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Figura 5. Numero de células positivas para TUNEL. Cada Barra representa la
media de cada uno de los grupos del numero de células positivas (las células
tefiidas de color café). Después de la tincion de TUNEL, se contaron 200 células
por laminilla, y se calculo el porcentaje de positividad. Se observa un aumento
significativo en el numero de células TUNEL positivas en el grupo de LES activo
en comparacion con LES inactivo, siendo mas notoria la diferencia de LES activo
en comparacion con los controles. (*p= 0.048, LES activo vs Controles, y para
LES activo vs LES inactivo la *p > 0.05. Analisis de variancia, ANOVA ).
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Figura 6. Numero de células positivas para Fas. Cada Barra representa la
media de cada uno de los grupos del numero de células positivas (las células
tefidas de color café). Después de la citoinmunohistoquimica, se contaron 200
células por laminilla, y se calculo el porcentaje. Se observa un aumento en el
numero de células positivas para Fas en el grupo de LES activo, el cual es
estadisticamente significativo (*p= 0.044, LES activo vs LES inactivo o Controles.
Analisis de variancia, ANOVA).
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Figura 7. Namero de células positivas para FasL. Cada Barra representa la
media de cada uno de los grupos del numero de células positivas (las células
tefidas de color café). Después de la citoinmunohistoquimica, se contaron 200
células por laminilla, y se calculo el porcentaje. Se observa un aumento en el
numero de células positivas para FasL en el grupo de LES activo, el cual es
estadisticamente significativo (*p= 0.011, LES activo vs LES inactivo o Controles.
Analisis de variancia, ANOVA).
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Figura 8. Numero de células positivas para YY1. Cada Barra representa la
media de cada uno de los grupos del numero de células positivas (las células
tefidas de color café). Después de la citoinmunohistoquimica, se contaron 200
células por laminilla, y se calculo el porcentaje. Se observa una disminucion en el
numero de células positivas para YY1 en el grupo de LES inactivo, el cual es mas
evidente en el grupo de LES activo (*p= 0.01 LES inactivos vs Controles, **p=
0.001, LES activos vs Controles. Analisis de variancia, ANOVA).
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