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RESUMEN
El lupus eritematoso generalizado es una enfermedad autoinmune, generalizada de

predominio en mujeres. Sus manifestaciones clinicas son muy variadas e incluyen

lesiones cutaneas, artritis, glomerulonefritis y la afeccién de los sistemas nervioso y

cardiopulmonar. Entre los trastornos mas frecuentes, se encuentra también la

presencia de citopenias, que se definen como el descenso de elementos formes
sangufneos, cuya expresion es variada y puede incluir anemia hemolitica,
trombocitopenia, leucopenia neutropenia y linfopenia.

Las citopenias en el lupus, pueden ser causadas por mecanismos relacionados con la
propia enfermedad, como los anticuerpos contra los elementos formes; sin embargo,

también pueden depender de otras alteraciones, como la mielofibrosis, aplasia

medular o cambios en el proceso de la hematopoyesis. Recientemente su estudio ha

sido posible gracias al marcador CD34, que no solo caracteriza a la célula

pluripotencial primitiva, sino que permite conocer los mecanismos de autoduplicacién,
diferenciacién, maduracion y la generacion de su progenie.

La documentacién de un desbalance en la red que forman las diversas citocinas, con
sobreproduccién de algunas y deficiente produccién de otras se ha definido
particularmente en sangre periférica; sin embargo el estudio de estos mediadores en
médula ésea y especialmente en el lupus, ha sido insuficiente. Diversos factores de
crecimiento hemolinfopoyéticos y numerosas citocinas que participan en la formacion
de células sanguineas periféricas y estudios recientes han permitido conocer que las
interleucinas 2 (IL-2), 4 (IL-4), 6 (IL.-6), 10 (IL-10), IFN-y, TNF-a y el TGF-3 tienen gran
importancia en los mecanismos de regulacién de la hematopoyesis.

En este trabajo se cuantificaron las células precursoras CD34 en meédula ésea y se
estudio la presencia génica de CD34 y de un grupo de citocinas que pueden regular el
proceso de la hematopoyesis.

Se estudiaron 16 pacientes con lupus que cumplieron los criterios de clasificacion del

Colegio Americano de Reumatoliogia, todos ellos presentaron alguna citopenia
periférica y fueron divididos en pacientes activos sin tratamiento, enfermos activos
tratados con prednisona y pacientes activos tratados con prednisona e

grupo control incluyd 11 individuos clinicamente sanos

inmunosupresores. Ei



seleccionados del programa de trasplante de médula ésea. A partir de la médula ésea
obtenida por puncién en cresta iliaca, se realizd el estudio citoldgico el cual mostré
resultados heterogéneos, sin anormalidades especificas que pudieran explicar las
citopenias. El andlisis mediante citometria de flujo, incluyé la cuantificacion de las
células positivas para CD34, CD33, CD45, CD19 y CDS5 utilizando anticuerpos
monoclonales marcados con isotiocianato de fluoresceina y/o ficoeritrina. El estudio
de CD34 y de IL-2, IL-4, IL-6, IL10, IFN-y, TNF-a y TGF-B en médula dsea, se realizé
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa empleando el cDNA obtenido del
RNA total, previamente sometido a un proceso de transcripcién reversa. V

En las muestras de pacientes con lupus se encontré un descenso de las poblaciones
CD34, CD33 y CD45 en comparacién del grupo control (p=0.05, 0.006 y 0.03
respectivamente). La disminucién de los valores de hemoglobina, leucocitos y
plaquetas en sl grupo de enfermos, se correlaciond con el descenso del niumero de
células CD34 en los grupos sin tratamiento y en aquellos tratados con prednisona (r=
0.86). En cuanto a las citocinas, no detectamos IL-2 en los pacientes ni en el grupo
control, y no hubo diferencias entre ambos grupos con respecto a la IL-4, IL-6, TNF-o.
En cambio, la presencia de IL-10 (p=0.02) fue mas frecuente en la médula dsea de los
pacientes con LEG que el grupo contro! y el IFN-y ocurrié en un menor porcentaje de
pacientes con lupus, aunque sin significancia estadfistica.

Los resultados de este estudio sugieren que las citopenias periféricas en el lupus,
pueden estar relacionadas al menos parcialmente con un descenso de las células
CD34. El perfil de citocinas puede apoyar que un cambio en su sintesis, en alguna
fase de la hematopoyesis, puede comprometer este proceso e incidir en una
regulacién andmala.

Es necesario extender el estudio hacia otras lineas de investigacion, como seria
conocer la interaccion de las células progenitoras con su microambiente, asi como
estudiar la participacion de subpoblaciones de CD34 o de ila matriz extracelular.



INTRODUCCION
HEMATOPOYESIS
La hematopoyesis se define como la serie de eventos mediante los cuales una

célula pluripotencial hematopoysética influida por su microambiente, sufre una
autoduplicacion y da lugar a un proceso de diferenciacion, maduracion y
finalmente la produccion de la progenie que constituira los elementos sanguineos
formes a nivel periférico.

El proceso hematopoyético, se ha dividié en diferentes fases. La autoduplicacion,
que consiste en la capacidad de la célula para dividirse, renovarse y establecer la
poblacién tronco pluripotencial, es decir la célula permite generar diversos linajes
celulares. La diferenciacion destaca por ser un suceso génico que depende de la
sintesis de productos especificos, como factores estimuladores de colonias y
citocinas, los cuales facilitaran el compromiso celular hacia linajes especificos. A
su vez, la maduracion ocurre a consecuencia de una serie de sucesos
morfolégicos y bioquimicos iniciados por la diferenciacion, permitiendo la
adquisicion de la capacidad funcional completa y especifica de las células
efectoras (1, 2).

En el adulto la médula 6sea (MO) es el compartimiento mas importante en el que
se lleva a cabo la hematopoyesis, siendo el sitio principal de la formacién de los
elementos sanguineos. Los componentes fundamentales de la MO son la matriz
extracelular (MEC) y las células hematopoyéticas. La MEC, esta constituida por
diversas proteinas y factores solubles como colagena tipo I, Il y IV, fibronectina,
hemonectina, trombospondina y factor Vil de la coagulacion, que son secretadas
por diferentes células como fibroblastos, células reticulares, células endoteliales y
macrofagos. Esta MEC tiene una interaccién con las células progenitoras y los
factores de crecimiento y citocinas en el ambito apropiado que aporta el
microambiente de la MO (3).

En cuanto a la célula hematopoyética primitiva, una de las caracteristicas mejor
estudiada es la expresion de la molécula CD34, la cual se encuentra en la
superficie celular y se ha identificado en aproximadamente del 1 al 3% del




contenido celular total en la MO, mientras que la proporciéon en sangre periférica
(SP) en individuos sanos no supera el 1%. Este marcador esta estrechamente
relacionado al proceso de la hematopoyesis y su importancia surgié durante el
estudio de pacientes con leucemia, en los cuales esta molécula permitid
identificar células del linaje mieloide de tipo indiferenciado en MO (4,5,6). Otra
evidencia que ha apoyado su importancia en el proceso de diferenciacion, fue la
aparicion de una tincién positiva con anticuerpos monoclonales CD34 especificos,
en las células progenitoras obtenidas en cultivos in vitro a partir de MO. Estas
células mostraron capacidad de autoduplicacion en un tiempo aproximado de 65
horas y sus caracteristicas morfolégicas mostraron la presencia de un soto nucleo
con aspecto retractil y citoplasma translicido con capacidad migratoria, lo que es
distintivo de la poblaciéon progenitora. Ademas, al usar anticuerpo CD33 el cual
identifica un antigeno mieloide temprano, no se encontré reconocimiento alguno
(7. 8).

El analisis del antigeno CD34 ha mostrado que es una glicoproteina
transmembranal de 115 kDa, altamente glicosilada y se ha observado que se une
a la E-selectina, pero no a la L-selectina, lo que ha sugerido que los ligandos para
E- y L-selectina relacionados con la interaccion celular de esta poblaciéon son
epitopes diferentes (9).

La importancia de CD34 en términos funcionales es reforzada al conocerse que la
célula portadora de este marcador se puede diferenciar hacia distintos linajes.
Datos recientes muestran que en los modelos murinos irradiados letalmente, la
transfusion de MO rica en células CD34 a estos animales, es capaz de
reconstituir su potencial hematopoyético, mientras que al introducir células CD34
negativas, en embriones murinos, se observa no soélo un abatimiento de los
progenitores CD34, sino una completa inhibicion del desarrollo de la serie
eritroide asi como una inhibicion de la diferenciacion mieloide y disminucion del
nimero de unidades formadoras de colonias (CFU). Las deficiencias del
progenitor CD34 en adultos, muestra una cinética anormal de recuperacion de
eritrocitos y plaquetas después de una irradiacién subletal. Estos datos sugieren



que la célula CD34 desempefia un papel importante en la formacion de los
elementos formes sanguineos durante la hematopoyesis, tanto en la etapa

embrionaria como en el aduito (10).
Evidencias adicionales han mostrado que las células progenitoras primitivas van

disminuyendo su expresion de CD34 en la medida en que progresa la

diferenciacion (11). Ademas, las células que se diferencian hacia los linajes

mieloide o linfoide son influenciados por diferentes factores de crecimiento que

afectan la poblacion CD34. Por ejemplo, la induccién de la produccion de

eosindfilos de sangre periférica, se obtiene a partir de poblaciones enriquecidas
de células CD34 que son estimuladas por IL-5, siempre y cuando se adicione
previamente CSF-GM e IL-3, ademas, la adicién de CSF-G incrementa el

porcentaje de neutrdfilos (12).

relacionados con la funcion de CD34 indican que la

Otros experimentos,
tiene un papel en los

expresion de esta molécula en células endoteliales,
mecanismos de adhesidn y localizacién por lo que se ha planteado que este
antigeno es importante en los procesos de localizacién/adhesion en la MO (13).
Esta interaccion célula-MEC es modulada ademas por el estroma, el que ademas
de regular la hematopoyesis, aporta el microambiente en el que moléculas de
adhesioén celular (CAMs) interactian con linajes especificos dependiendo del

estado de diferenciacion (14).

CITOCINAS Y HEMATOPOYESIS
Las citocinas conforman un grupo heterogéneo de moléculas de naturaleza

glicoproteica, que son producidos por una gran variedad de células. Su actividad
o endocrina y ocurre a concentraciones

puede ser autocrina, paracrina
las de regular el

picomolares. Entre sus funciones mas relevante estan
crecimiento, la morfologia y la migracién celular, por io que desempefnan un papel

importante en diferentes fases de la respuesta inmune (15).



Las citocinas participan en diversos mecanismos, incluyendo la presentacion del
antigeno, el proceso de diferenciacion y las capacidades efectoras, tanto de las
células inmunes como de otros elementos formes sanguineos (16).

En las enfermedades autoinmunes como el LEG se ha observado un claro

desequilibrio en la red que forman las diversas citocinas. El estudio en sangre
periférica ha revelado que la sobreproduccién de algunas y deficiente produccion
de otras, puede favorecer cambios en la respuesta inmune que caracterizan a
esta enfermedad. Sin embargo, el efecto de las citocinas en MO y particularmente
en la hematopoyesis no ha sido suficientemente analizado (17).

Las citocinas que han mostrado efectos bien caracterizados en el proceso de la
hematopoyesis incluyen a la interleucina 2 (IL.-2), interleucina 4 (IL-4), interleucina
6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10), factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B) y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o)(18).

La IL-2 estimula tanto a las unidades formadoras de colonias de linfocitos T
(CFU-LT), como a las unidades formadoras de colonias de linfocitos B (CFU-LB).
El receptor para esta citocina es el antigeno CD25 que se ha localizado en los
blastos de algunos pacientes con leucemia aguda mieloide, por lo que se ha
sugerido que la alteracion en esta molécula puede tener un papel relevante en las
anormalidades de la mielopoyesis. Ademas, la IL-2 puede inhibir el crecimiento de
las unidades formadoras de colonias tanto de granulocitos como de granulocitos-
monocitos y monocitos (CFU -G, CFU-GM, CFU-M) (19).

La Il.-4 producida por los linfocitos T y otras células inmunes, (células cebadas)

no sélo activa linfocitos T cooperadores (CD4) y linfocitos B sino también estimula

las unidades formadoras de colonias de linfocitos B (CFU-LB). Asi mismo

incrementa en las células B la expresion de molécuias HLA y en conjunto con IL-3
favorece el crecimiento de mastocitos. Su accion conjunta con el factor
estimulador de colonias-granulociticas (CSF-G) induce la formacién de las CFU-
GM. Con eritropoyetina se estimula la formacion de las unidades formadoras de
las unidades formadoras de colonias de

colonias de eritrocitos (CFU-E) y
(CFU-GEMM) vy con

granulocitos, eritrocitos, monocitos y macréfagos



eritropoyetina e IL-1, se favorece la formacion de las unidades formadoras de
colonias de megacariocitos (CFU-Meg) (20).

La IL-6 es una glicoproteina que puede ser producida por células T y B,
macrofagos, fibroblastos, células endoteliales y mesangiales. Su sintesis y
secrecién son inducidas por la IL-1 y el TNF-a. Esta citocina tiene un efecto
inductor en la proliferacion de las CFU-Meg, CFU-G y las CFU-M y actua
sinérgicamente con la IL-3 favoreciendo el crecimiento de la CFU-B1 y CFU-LM
(15). i

La IL-10 tiene un papel supresor en la respuesta inmune, es sintetizado por las
células T (Th2) y B activadas, macrofagos, queratinocitos y mastocitos. Actiaa
inhibiendo la produccién y transcripciéon de citocinas pro-inflamatorias que son
producto de los macréfagos y especificamente se ha informado que regula la
sintesis de IL-183, IL-6, IL-8 y TNF-a (21). Esta citocina favorece la diferenciacion
del linfocito B hacia célula plasmatica y modula la sintesis de otras citocinas, por
lo que a pesar de la ausencia de reportes en los que se relacione directamente
con la hematopoyesis, puede tener repercusién sobre los precursores de MO
(22).

El TNF, cuya fuente principal es el macrofago activado, se ha dividido en TNF-a y
TNF-. El TNF-a se sintetiza como un precursor intracelular que posteriormente
es transformado a su forma activa. Aunque es secretado fundamentalmente por
macrofagos activados, los linfocitos, las células NK y los mastocitos también lo
producen. Ademas de su efecto inductor de necrosis hemorragica de ciertos
tumores y la caquexia, es conocido por sus efectos proinflamatorios. En la MO, ha
mostrado capacidad inhibitoria durante la hematopoyesis. El TNF-3, el cual es
producto de linfocitos T interviene, aunque en menor medida que el TNF-a, en la
citdlisis y en la activacién de linfocitos T. La participacién de estas citocinas en la
hematopoyesis no se conoce del todo, pero recientemente, se ha observado que
la produccién del TNF-o a partir de células de MO se incrementa en presencia de
IL-2 y que una alteracién en la sintesis de esta citocina puede explicar la
depresion medular en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida



(23-26). Ademas, el TNF-a aumenta la capacidad de los monocitos para producir
mediadores de la inflamacion incluyendo a la IL-6 e IL-8.

El! TGF-B1 pertenece al grupo de los factores moduladores del tejido conjuntivo,
que es secretado por una gran diversidad de células como los linfocitos T y B,
macrdéfagos, fibroblastos, plaquetas, células de riiidn y tumorales. Se sintetiza
tardiamente durante el proceso de activacion de los linfocitos T y es un potente
inhibidor de 1a proliferacion de éstos y de la produccion de IL-2 e IFN-y, por lo que
puede desempenar un importante papel como regulador negativo (15). El efecto
inhibidor ha sido reportado tanto en la hematopoyesis, como en las fases de
activacion de las células T en tejido sinovial (15,17).

El IFN-y comparte con algunas proteinas especificas como la MiIP-1a, la
propiedad de inhibir el proceso hematopoyético (17).

El estudio del efecto de los factores de crecimiento y citocinas en MO durante la
hematopoyesis puede generar informacioén valiosa en cuanto a la diferenciacion y
maduracion de las células sanguineas (27). La IL-2 inhibe el crecimiento de las
CFU-G, CFU-M, CFU-GM y el CSF-GM, asi como la motilidad de los neutrdfilos.
La eritropoyetina actia directamente a nivel de CFU-E asi como en los
proeritroblastos (28). Otro factor hemolinfopoyético importante es la interleucina-3
(IL-3), cuya sintesis es regulada por un gen localizado en el cromosoma 5 (29).
En pacientes con anemia aplasica, la administracion crénica de IL-3 produce un
aumento del niumero de granulocitos, monocitos linfocitos y reticulocitos, pero no
de plaquetas (30,31). Esta citocina actua directamente sobre el progenitor
primitivo y afecta todos los linajes con excepcion del linfoide, ademas el empleo

conjunto de IL-3, IL-6 y CSF-G estimula la proliferacion de las células CD34
(32,33,349).

LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO
El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad inflamatoria con un
gran nimero de alteraciones en la inmunoregulacion, cuyo principal resultado es

fa autoinmunidad. Aunque su causa precisa Nno se conoce, en su inicio y



progresion participan las interacciones de diversos factores, entre

los que
destacan los genéticos, hormonales y ambientales.

La descripcion original de la enfermedad, se atribuye a Biett en 1822, pero fue
Cazenave en 1851, quien empled por primera vez el nombre de lupus eritematoso
para describir las manifestaciones clinicas de una forma de lesion en la piel que
se reconocid en esta enfermedad. Mas adelante se aclaré que dicho cambio
cutaneo correspondia realmente una forma de tuberculosis totalmente distinguible
del LEG que ha recibido el nombre de lupus vulgaris (35).

Kaposi y Osler, enfocaron su atenciéon hacia la naturaleza generalizada del LEG y

destacaron la importancia del compromiso cerebral, respiratorio, cardiaco,

gastrointestinal, renal, neuroldgico, articular y hematoldgico (35,36).
En 1950, Hargraves describié el fendmeno lupus eritematoso (LE), conocido
también como célula LE y a partir de ello, se inicio el estudio inmunoldgico de la

enfermedad. Mas adelante, Richmond y Monton realizaron estudios que

demostraron que dicho fenémeno era el resultado de un anticuerpo contra
antigenos del nucleo celular,

que se unia a este organelo y facilitaba su
fagocitosis (35).

Durante las ultimas tres décadas, el LEG se ha reconocido como una enfermedad
reumatica importante en todo el mundo. Su incidencia anual se ha estimado entre
el 0.001 y 0.002% Yy la prevalencia es del 0.008%, mientras que algunos estudios
reportan un caso por cada 7,000 habitantes. Incluso se ha observado que en
algunos hospitales, la prevalencia ha sobrepasado la de la artritis reumatoide.

El LEG es mas comun en ciertos grupos étnicos, particularmente entre la raza
negra y la poblaciéon asiatica, ademas su incidencia es mayor en los nucleos
familiares en comparacion con la poblacién en general (36,37). Por otra parte,
tiene un acentuado predominio en mujeres entre la tercera y quinta década de la
vida, con una relacién hasta de 9 6 15 :1 respecto al sexo masculino.

Los pacientes con LEG tienen tipicamente una enfermedad que compromete

practicamente todos los drganos y sistemas, aunque no siempre se afectan
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simultaneamente. El curso clinico se caracteriza por presentar exacerbaciones y
' remisiones cuya duracion puede variar desde meses hasta varios afios.
Uno de los hallazgos mas relevantes del LEG es la presencia de citopenias que
generalmente se manifiestan produciendo anemia, leucopenia, trombocitopenia o
bien el descenso especifico de linfocitos o neutrdfilos. Estas alteraciones, pueden
ser ocasionadas por mecanismos relacionados con la propia enfermedad y se ha
descrito la destruccion periférica de eritrocitos, leucocitos y plaquetas por
anticuerpos especificos contra estos componentes. Recientemente se ha
reportado que otras causas de citopenias recurrentes puede ser el sindrome
hemofagocitico agudo, la mielofibrosis y la aplasia medular (38).
Otra alternativa es que las citopenias dependan de una alteracion en el nuimero
y/o funcién de sus progenitores en MO; sin embargo, la literatura aporta pocas
evidencias en favor de esta posibilidad (39).
Entre las evidencias que sostienen una alteracion en la hematopoyesis en el LEG,
particularmente cuando estos pacientes cursan con alguna citopenia, se
encuentra una reduccién en la granulopoyesis, con predominio de células
inmaduras. Otros estudios aislados, han reportado un descenso de tas CFU-E y
de sus precursores en MO. En estudios in vitro se ha logrado detectar una
inhibicién de las CFU-E causada por linfocitos T autdlogos o alogénicos
provenientes de pacientes con LEG sin tratamiento. También se ha descrito la
presencia de anticuerpos contra precursores de MO, asi como una supresion del
crecimiento de células progenitoras de las lineas granulocitica y monocitica (40).
Desafortunadamente, la mayoria de estas evidencias han derivado de casos
aislados con citopenias y no se ha profundizado en su importancia
fisiopatogénica.
Al analizar el compromiso inmunolégico, una de las caracteristicas mas
importantes del LEG es la presencia de un desbalance de este sistema en el que
participa tanto la respuesta humoral como celular. La hiperactividad de linfocitos
B, se ve reflejado principalmente en la produccion de autoanticuerpos, mientras
que las alteraciones en la célula T, han revelado una gran variedad de cambios,



como el descenso en el nimero y funcidn de la respuesta célular tanto in vivo
como in vitro y anormalidades en la produccion y regulacion de distintas citocinas.



JUSTIFICACION

La citopenias en el LEG pueden ser consecutivas a la destrucciéon periférica por
anticuerpos especificos, sin embargo, no siempre se logra tener una explicacion
precisa y entre las alternativas, debe considerarse algun cambio en el proceso de
la hematopoyesis inducido por variacién en los niveles de citocinas.

En el LEG, no hay estudios que permitan sostener que alguna alteracién en el
numero y/o funcién de las células progenitoras primitivas, explique la presencia
de citopenias periféricas.

El conocimiento actual de las células pluripotenciales y su marcador CD34, ha
permitido observar que esta molécula es de gran utilidad para estudiar los
cambios y relevancia de esta poblacién celular en varias condiciones patoldgicas.
Por su parte, las citocinas tienen un papel importante en la regulacién de los
mecanismos de autoduplicacion diferenciaciéon y maduracion celular en MO, por lo
que el andlisis del mMRNA de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 IFN-y, TGF-B y el TNF-o puede
ayudar a definir alguna relacién.

Por lo anterior, en este trabajo se propuso cuantificar células con el marcador
CD34 mediante citometria de flujo y determinar la presencia del mensajero en
células totales de MO, tanto de CD34 como de las citocinas que potencialmente

pueden regular el mecanismo de la hematopoyesis.




HIPOTESIS

Las citopenias en el LEG pueden ser explicadas por mecanismos alternativos a
los de destruccion periférica producidos por anticuerpos especificos y entre las
anormalidad en el proceso

alternativas debe considerarse alguna
células

cuyo estudio puede abordarse analizando las

hematopoysético,
y las citocinas que modulan su

progenitoras pluripotenciales CD34,
autoduplicacion, diferenciacion y maduracion.
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OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo incluyeron:
a) Cuantificar las células pluripotenciales CD34 en MO de pacientes con

LEG con alguna citopenia periférica y,
b) Medir el mMRNA de las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-B e

IFN-y asi como de CD34 en MO de dichos pacientes.



MATERIAL Y METODOS

PACIENTES Y CONTROLES
Se incluyeron 16 pacientes, quienes fueron estudiados consecutivamente en los

Departamentos de Hematologia y Reumatologia del Instituto Nacional de la

Nutricion “Salvador Zubiran”. Todos ellos fueron seleccionados en base a los
criterios de clasificacion de LEG descritos por el Colegio Americano de

Reumatologia (41). Ademas del diagndstico de LEG, estos pacientes presentaron

alguna citopenia, que de acuerdo a los parametros internacionales se

manifestaron con los siguientes datos: hemoglobina inferior a 10 g/dl, leucocitos
menores de 4 x 10%i, linfocitos por abajo de 1.5 x 10%, neutrdfilos totales
menores de 1.5 x 10 %1 6 cuenta de plaquetas inferior de 100 x 10%/I.

Los criterios del Colegio Americano de Reumatologia, para la clasificacion de
LEG son:

1. Eritema malar, definido como enrojecimiento cutaneo en regiones malares:
eritema fijo, elevado o plano, que tiende a preservar los pliegues nasolabiales.

2. Lupus discoide: placas eritematosas, elevadas, con areas de cicatrizacién con
hiperqueratosis y tapones coérneos; puede haber cicatrices atréficas en lesiones
antiguas.

3. Fotosensibilidad: eritema cutaneo como resuitado de una reaccién inusual a la
exposicion solar, identificado por el médico o como parte de la historia aportada

por el paciente.
4. Ulceras orales: tlceras orales o nasolabiales, usualmente indoloras observadas

por un medico.
5.- Artritis: artritis no erosiva que afecta 2 o mas articulaciones periféricas, con

doior, aumento de volumen o derrame articular.

6. Serositis, definido como un proceso inflamatorio de membranas serosas: a)
pleuritis: una historia de dolor toracico, tipo pleuritico o frote pleural percibido por
un médico, o evidencia de derrame pleural, o b) pericarditis, entendido como la
inflamacién del pericardio, documentada por un electrocardiograma o frote, o

evidencia de derrame pericardico.
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7. Alteracién renal consistente en: a) proteinuria persistente de mas de 5 g/dia (o
+++) o b) cilindros celulares que pueden ser de eritrocitos, hemoglobina,
granulares, tubulares o mixtos.

8. Alteracion neurolédgica: a) convulsiones o b) psicosis, ambas en ausencia de
una causa conocida por ejemplo uremia, desequilibrio hidro-electrolitico.

9. Alteraciones hematologicas: a) anemia hemolitica con reticulocitosis; b)
leucopenia menor a 4 x 10%I1 leucocitos en 2 o mas ocasiones; c) linfopenia menor
a 1.5 x 10%/1 linfocitos en 2 o mas ocasiones y d) trombocitopenia menor a 100 x
10%/1 plaquetas en 2 o mas determinaciones.

10. Alteraciones inmunoldgicas: a) presencia de células L.E. (lupus eritematoso);
b) titulos anormales de anticuerpos contra' DNA nativo; c) presencia de
anticuerpos contra el antigeno nuclear Sm; d) VDRL (venereal disease reaction
latex) falso positivo durante al menos 6 meses, con prueba confirmatoria de FTA
(fluorescent treponemal assay) negativa.

11. Anticuerpos antinucleares: titulo anormal de anticuerpos antinucleares
mediante inmunofluorescencia o alguna técnica equivalente en cualquier
momento de la enfermedad en ausencia de farmacos que pudieran causar su
elevacion.

Se clasificara como LEG aquel paciente que reuna 4 o mas de los criterios. Los
criterios de actividad para LEG que se consideraron para evaluar esta condiciéon
fueron los del MEX-SLEDAI (42).

En el grupo control se incluyeron individuos clinicamente sanos captados del
programa de transplante de MO, quienes no tuvieran antecedentes de haber
recibido ningun tipo de tratamiento, incluyendo la aplicacion de CSF-GM.
Ademas, en todos ellos se excluyd la presencia de enfermedades hematolégicas
primarias y otras alteraciones que pudieran afectar ila MO.

Antes de proceder con el trabajo, se obtuvo la autorizacién por escrito de cada
paciente, para ser incluido en el protocolo y obtener 5 ml de MO. Esta peticion se

realizé antes del procedimiento siguiendo los lineamientos de la declaracion de
Helsinski (43).



PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

OBTENCION DE LA MUESTRA DE MEDULA OSEA (MO)
En todos los pacientes y controles se obtuvieron muestras de MO mediante

puncion de cresta iliaca.

Una vez obtenida la muestra, se colocé en condiciones de esterilidad, en un tubo
nuevo con heparina (25 UI/ml). Una porcién de la muestra fue destinada al
estudio de citometria de flujo y una alicuota de 4 ml de la muestra, se separo en
un tubo de policarbonato siliconizado para congelario inmediatamente a -70°C

(Revco).

CUANTIFICACION DE LAS CELULAS CD34

Se realizé mediante el método de citometria de flujo (44,45). Para ello, se partié
de 1 mi de MO, al cual se le adicionaron 9 m! de PBS-albamina (fracciéon V de
albumina sérica bovina) (Sigma Co) y se mezcldé en un agitador vortex. En
seguida se centrifugd durante 3 minutos a 1500 x g a temperatura ambiente y
después de eliminar el sobrenadante se resuspendié el botén para proceder a
cuantificar las células nucleadas. Esta cuenta se realizé con una pipeta para
glébulos blancos aforando con solucidén de Turck y se realizé el contéo celular en
una camara de Newbauer.

Para proceder a la citometria, se ajustaron
concentracién de 1x10° cel/ml por tubo y se incubd por una hora a 4°C, con cada

las células nucleadass a una

anticuerpo monocional marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o con
ficoeritrina (PE) (Becton-Dickinson). Posteriormente se lavé con PBS-albumina
mediante centrifugacion a 1200 x g por 10 minutos. A continuacion se adiciond
una solucién de lisis que contiene cloruro de amonio, EDTA y carbonato de sodio
y se incubd 10 minutos a 372C; se lavo 2 veces con PBS-albumina centrifugando
a 1200 x g por 4 minutos y el boton se resuspendié en 1 ml de PBS, a partir del
cual se realizé el analisis en un citémetro de flujo (Cytoron Absolute, Ortho),

registrando el niumero de células que mostraron fluorescencia positiva.
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Las células CD34 se cuantificaron de acuerdo al protocolo de Milan (46). Para
ollo se introdujo al citdmetro de flujo el tubo control de isotipo (células marcadas
con AcMo IgG FITC/PE). En este caso se fijo en el eje “Y” del citograma la
dispersion frontal (tamafo) y en el eje “X” la dispersion lateral (granulacion). A
continuacion se credé una ventana adicional que permitié incluir a todas las células
con marcaje con excepcion de los eritocitos y los restos celulares.

En la siguiente fase se introdujo el segundo tubo conteniendo las células

marcadas con el AcMo anti-CD45 FITC/CD14 PE y se fijo en el eje “Y" la
fluorescencia y en el eje “X” la dispersion lateral, generando una ventana para
localizar las células con mayor intensidad de fluorescencia y menor granulacién.
Sin modificar los ejes, se introdujo el tubo que contenia las células marcadas con
el AcMo anti-CD34 FITC/CD33 PE y considerando la ventana creada con el
segundo tubo se logré cuantificar la poblacion CD34. El porcentaje de células

CD34 y CD33 se obtuvo creando un citograma de doble fluorescencia, para lo

cual se empled tanto anticuerpos anti-CD34 marcados con FITC, como

anticuerpos anti-CD33 marcados con PE.
Con un cuarto tubo (células marcados con AcMo CD19 FITC/CDS PE) se

analizaron las células T y B empleando un citograma de doble fluorescencia.
El nimero de células por ul a partir de la muestra total, se calculd con la siguiente
formula:

células CD34/ul= (No. de células CD34*) (células nucleadas/ul de la MO)

(total de céluias analizadas)

*cuenta total de células en el histograma granulacién contra tamano

En los grupos de estudios estas variables se analizaron calculando la media,

desviacién estandar y error estandar (EE).
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DETECCION DE CD34 Y CITOCINAS

EXTRACCION DEL RNA

Para detectar la presencia de la molécula CD34, asi como de las citocinas IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF-p e IFN-y se realizé la extraccion de RNA total de la
muestra de MO (47).

La extraccion del RNA se realizé mediante el método de isotiocianato de
guanidina (48), empleando las células de MO, a las cuales se les adiciond 1 mi de
Trizol (Gibco-BRL) por cada 1 x 10° células. Este preparado se homogeneizé con
vortex y por cada ml de la mezcla se adicionaron 200 ul de cloroformo, la mezcla
se agité vigorosamente durante 15 segundos y se incubd 5 minutos a 4°C para
posteriormente centrifugar a 12 000 x g durante 15 minutos a 4°C. Con este
procedimiento se separé la fase organica que contenia el DNA y proteinas en el
fondo y el RNA en la parte superior, el cual formé una fase acuosa. Este volumen
se transfirido a un tubo eppendorf de 1.5 ml, al cual se le agregd isopropanol en
proporcion 1:1 agitando vigorosamente e incubando durante 15 minutos a 4°C
para obtener el precipitado de RNA. La suspension se centrifugé a 12 000 x g por
15 minutos a 42C y el sobrenadante se elimind con una punta estéril. El botén se
lavé con 800 ul de etanol al 75% enfriado previamente a -20°C y se centrifugo a
12 000 x g durante 10 minutos a 42C. Al término de este paso, el sobrenadante se
elimind y el botédn se secd con un sistema de condensaciéon (SAVANT). El botén
se resuspendio en 20 pl de agua-DEPC y se calenté a 55°C por 15 minutos. Para
cuantificar la concentracién de RNA se empled un equipo comercial (GENE
QUANT, Pharmacia) y para identificar el RNA constitutivo 18s y 28s, se ajusté a 1
Hg/pl vy se realizé electroforésis en un gel de acrilamida al 40% (49) en el que se
empled un marcador de peso molecular como referencia.

Una vez obtenido y cuantificado el RNA se realizd el procedimiento de la
transcriptasa reversa para obtener el cDNA. Se tomdé de 1 a 5 ug de RNA total y
se adiciond 1 upl de oligo dT (500 ng/ml) (Gibco BRL), 12 pl de agua-DEPC. A
continuacion se calentd la mezcla a 70°C 10 minutos y se colocd inmediatamente

en hielo. En seguida se adicionaron 4 pl de amortiguador 5x (KCl 375 mM, Tris
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HCI 250 mM, MgCl: 15 mM), asi como 2 pl de DTT (0.1 M), 1 pl de dANTP (10mM)
Yy se mezcld e incubd a 42°C por 2 minutos adicionando 1 ul de Super script 1l
(Gibco BRL). Posteriormente se mezclé y se incub6 a 422C por 50 minutos y para
inactivar la reaccion se calenté a 70°C por 15 minutos. El RNA restante se elimind
con 1 ul de RNAsa (1 U/ul) mediante la incubacion a 372C 20 minutos. Al final se

almacend la muestra a -702C hasta su uso en el RT-PCR.

RT-PCR PARA CD34 Y CITOCINAS
Para cada una de las muestras se realizé la determinacién de CD34 y las

siguientes citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, TGF- e IFN-y. Este estudio se
efectué a partir del cDNA obtenido por retrotranscripciéon (50). Para ello se
utilizaron 5 pl de amortiguador de PCR 10x, 5 pl de mezcla de dNTP (10mM), 3 ul
de MgClz (50 mM), 3 ul (0.5 pM) de los oligonuciedtidos sentido y antisentido
especificos para CD34 y cada una de las citocinas. El RNA total de las muestras
de MO, se empled a una concentracion de 1 pg. También se adiciond 0.5 pl de
Taqg DNA polimerasa (5 U/pl), 25.5 pl de agua-DEPC y 50 pl de aceite mineral
(Nujol) para obtener un volumen final de 100 pl, los cuales se procesaron en un

termociclador (PERKIN ELMER DNA Thermal Cycler 480) (51,52). Como control
GADPH, que es un producto

del RT-PCR, se realizé la determinacién del
las muestras, incluyendo a

constitutivo. Este estudio se efectué en todas
pacientes y controles sanos.

El equipo de PCR se programo de la siguiente manera: 942C 5 minutos, 40 ciclos
94°C un minuto, 60°C 45 segundos y 72°2C un minuto y 1 ciclo, 722C 5 minutos.
Para obtener las condiciones 6ptimas de la temperatura media de alineamiento,
se empled la siguiente formula:

Tm= 2(T+A) + 4(G+C)

Para confirmar la ampilificacion del DNA, se realizé una electroforésis en

acrilamida al 4% en una camara vertical (Bio-Rad Mini-PROTEAN il), en un
amortiguador de Tris Boratos EDTA (TBE | X) manteniendo un voltaje constante
(100 volts) por 2 horas. Al cabo de este proceso, se realizé una tincion del gel con
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bromuro de etidio (0.01%) y se observé el patréon de corrimiento en un

transiluminador de luz UV (Hoefer Scientific Instruments), utilizando como
referencia un marcador de peso molecular READY-LOAD 100 bp DNA Ladder
(Gibco BRL). El registro de esta electroforésis se realizé mediante una impresion
fotografica con una camara Polaroid (DS34).

Para la determinacion de CD34 y las citocinas, se utilizaron oligonucledtidos

especificos cuya secuencia se muestra en la tabla1.

TABLA 1
SECUENCIA Y CARACTERISTICAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS PARA
CD34 Y CITOCINAS
Citocinas Secuencia Secuencia Tamarfio
o sentido antisentido del
marcador producto
ampliticado
cD34 5°CTCTTCTGTCCAGTCACAGACCS3’ 5°GAATAGCTCTGGTAGCTTGT3’ 540 pb
IL-2 5°GTCACAAACAGTGCACCTACS" 5'ATGGTTGCTGTCTCATCAGC3® 458 pb
-4 5 TGCCTCCAAGAACACCAACTGS3® 5°AACGTACTCTGGTTGGCTTCS" 456 pb
IL-6 5 TCAATGAGGAGACTTGCCTG3" 5 GATGAGTTGTCATGTCCTGC3" 260 pb
I.-10 5°AAATTTGGTTCTAGGCCGGG3” 5°GAGTACAGGGGCATGATATCS’ 264 pb
TNF-o 5"ACAAGCCTGTAGCCCATGTTS” 5°AAAGTAGACCTGCCCAGACT3" 427 pb
TGF-B1 5 TTTCGCCTTAGCGCCCCACTGS” 5 TCCAGCCGAGGTCCTTGCGGS” 465 pb
IEN-Ot 5" GCAGAGCCAAATTGTCTCCTS” S5°ATGCTCTTCGACCTCGAAACS® 290 pb
GADPH 5'TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG 5 CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 110 pb

T3 3
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ANALISIS ESTADISTICO

La comparacion de los resultados entre los grupos con LEG y controles, en
cuanto a la determinacion de las células CD34, se realizé mediante la prueba de
U de Mann Whitney (53), que evaluia 2 grupos independientes a partir de
poblaciones que no tienen una distribucién normal.

El estudio de correlacion entre la cuantificacion de las células CD34 y las
variables hematoldgicas, que incluyeron hemoglobina, leucocitos, neutrdfilos y
plaquetas se realizé mediante una prueba correlacion de Spearman (53), la cual
estima la medida de asociacion entre 2 grupos de valores ordinales que pueden
variar concomitantemente.

La diferencia en cuanto a la frecuencia de las citocinas en los grupos de estudios
fue analizada mediante una prueba exacta de Fisher (53), que permite analizar
datos discretos (ordinales o nominales) a partir de muestras independientes
pequenas que pertenecen a clases mutuamente excluyentes.

En todos los casos se consideré como una prueba estadisticamente significativa,

siempre y cuando el nivel de probabilidad alcanzara un valor menor o igual de
0.05.
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RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS Y DE LABORATORIO

Los pacientes estudiados reunieron los criterios de clasificaciéon de LEG de
acuerdo a las propuestas realizadas por el Colegio Americano de Reumatologia
(41).

Siguiendo los parametros que evalian la presencia de actividad o remision de la
enfermedad reportados previamente (Mex-SLEDAI) (42) y tomando en
consideracion el tratamiento médico al momento de su inclusion, se dividieron a
los pacientes en los siguientes grupos:

Grupo |. Dos pacientes con LEG activo sin tratamiento previo,

Grupo ll. Cinco pacientes con LEG activo tratados con prednisona (PDN), y
Grupo Ill. Nueve pacientes con LEG activo tratados con prednisona y/o
hidrocortisona, antimetabolitos o alquilantes.
El grupo control estuvo constituido por 11 individuos clinicamente sanos del
programa de donadores de trasplante de MO.

La presencia de citopenias se evaludé de acuerdo a los parametros de inclusion de
este trabajo, que tuvieron como fundamento los criterios del Colegio Americano
de Reumatologia (41) y ocurrieron en todos los pacientes con LEG.

El andilisis de las variables hematolégicas revelé que los 16 pacientes con LEG
mostraron al menos un valor disminuido a partir de! estudio de la biometria
hematica. La mayor parte de los casos mostré (n=13) descenso de hemoglobina y
le siguieron en orden de frecuencia la plaquetopenia, linfopenia (n=10) y la

leucopenia (n=9). En contraste ningun control sano presentd este tipo de

anormalidades.

Los resultados individuales de la biometria hematica de los pacientes con LEG en
relacidon al grupo al que pertenecian se muestran en la siguiente tabla (tabla 2)
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TABLA 2

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON LEG
Paciente Patologia

© NGO bL»ONS

16

LEG: lupus eritematoso generalizado; PDN: Prednisona; AZA: Azatioprina; CLQ: Cloroquina SIN TRAT: sin
tratamiento. ND: no determinado, fem valores de referencia para mujeres, *Valores de referencia

Al analizar los datos de la citologia hematica de nuestro grupo control, no se

LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG
LEG

Terapia

PDN
PDN/AZA
PDN/AZA

PDN/MT
PDN/AZA
PDN/AZA

SIN TRAT.
SIN TRAT
PON/CLQ/AZA
PDN/AZA
PDN/AZA
PDN/AZA

PDN

PDN

PDN

PDN

a/dl 10 ’;l 10°n - 10 °n "0 °n
12.5-18 fam= a-10.9° 1.465" 1.2-3.4° 150-450"
103 1.4 0.2 0.8 115
6.5 3.4 1.2 1.8 204
8.9 12.4 9.3 2.3 9
7.5 3.1 2.4 0.5 21
9.9 1.9 0.5 1.1 12
6.8 1.2 0.8 0.4 11
9.0 5.1 3.0 1.5 412
11.3 3.7 2.9 0.6 148
12.2 2.4 1.0 1.0 249
10.3 7.9 6.2 1.1 30
13.8 3.3 1.9 0.8 61
9.0 5.0 4.1 0.6 177
14.9 6.2 4.1 1.3 262
15.4 6.6 4.0 6.7 19
11.2 6.0 1.0 ND 112
1.7 2.2 1.4 0.6 224

encontré ningun dato por debajo de los valores de referencia.

ESTUDIO CITOMORFOLOGICO DE MEDULA OSEA.

Las caracteristicas celulares de la MO de los pacientes con LEG, fueron
analizadas en frotis tefidos con colorante de Wright, 1o cual mostré resultados
heterogéneos. Siete de los pacientes mostraron incremento del niumero total de
células de MO (hipercelularidad), 3 descenso en el nimero total de dichas células
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(hipocelular) y 3 mostraron tener cifras normales (normocelulares), tomando como
valores de referencia las cifras aceptadas intermacionalmente. La cuenta
diferencial mostré que 2 casos presentaron elevacion de neutrdfilos jovenes y
adultos. En 2 enfermos aumento la proporcion de eosindfilos, y en 6 enfermos se
documentd disminucion de linfocitos. Fue interesante encontrar que algunos
pacientes presentaron incremento de células plasmaticas e incluso un caso
mostré blastos, adicionalmente ninguin enfermo mostré evidencias de aplasia
medular. Los valores individuales obtenidos mediante el estudio citoldgico, se
muestran en la tabla 3.

TABLA 3

CARACTERISTICAS DE LA CITOLOGIA DE MO DE LOS PACIENTES CON LEG

Paciente :u“.::c arte- :I::::: tll;‘o':- g:;\.o- Jovenes ¢ Adultos flios ¢ ;;-ma- %) -cia

o ‘(%8)-26)' (‘(/3*6 ) (1(;/-:)!4-)' (&/5)2) Gr()lﬁ)' m:;-.z(:f) (0-3)° celuar

1 N 22 5 1 44 26 2 - - 1+
2 N 42 6 -- 27 20 3 2 - Ta++
3 N 46 =] 1 24 16 3 1 - T+
4 N 31 9 - 21 35 1 3 - N
5 T+ 23 25 - 42 5 3 2 - L+
6 N 2 3 - 23 70 1 - 1 Lo
7 N 38 7 - 20 28 2 4 -- T+
8 T+ 20 19 - 26 25 8 2 - T+
9 N 33 8 1 25 23 8 2 - N
10 T+ 30 8 - 27 30 4 1 -- N
1" N 22 5 - 29 39 3 2 - T+
12 NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
13 NV 22 1 - 25 40 - - - NV
14 T4+ 30 4 - 24 34 - 3 - T+
16 T+ 35 6 - 25 34 -- -- - T+

T: Aumentado, 1: Disminuido, N: Normal, NV: No valorable, NR: no realizado, *Pronormoblastos 11%,
*Valores de referencia, (--) Variable no encontrada en la citemorfologia.
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DETERMINACION DE CELULAS CD34

Al estudiar los pacientes con LEG como un solo grupo, se encontré descenso de
los niveles de células CD34/uL en MO (n=16, Xx+EE 56+7.85) en comparacién con
el grupo control (Nn=9 X+EE 131+11.15) (p= 0.05), sin embargo al observar que
uno de los valores del grupo control superaba la tendencia general, se realizé un
analisis excluyendo este valor (n=8, XxEE 95.22+7.58), lo que resuité en una falta
de significancia estadistica.

Cuando se analizaron los resultados considerando el tratamiento médico que
recibieron los pacientes, se encontro lo siguiente:

Solo 2 pacientes con LEG activo (uno tratado y el otro sin tratamiento) superaron
la media del grupo de referencia (figura1).

Al valorar el grupo con LEG sin tratamiento, se observé que la media (n=2, XxEE
91x9.2) (p= no significativa, N.S.) quedd por abajo del grupo control (figura 2).

La cuantificacion de las células CD34 en los pacientes con LEG que recibieron
tratamiento con prednisona, mostré una disminucion en el numero de estas
células, notando que su media (N=6, X+EE 47+7.3) fue menor que en el grupo
control (n=9, X+EE 131x11.15) (p= N.S.), como se aprecia en la figura 3.

Por su parte el grupo tratado con prednisona e inmunosupresores presento cifras
menores (n=8, X+EE 53+8.2) (p= N.S.) que el grupo de referencia (figura 4).
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Figura 1. Determinacién de CD34+
on Lupus Eritematoso Generalizado
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Figura 2. Determinacién de CD34+
on Lupus Eritematoso Generalizado
(sin tratamiento)
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Figura 3. Determinacién de CD34+
en Lupus Eritematoso Generalizado
(tratamiento con prednisona)
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Figura 4. Determinaciéon de CD34+
en Lupus Eritematoso Generalizado
(tratamiento prednisona e inmunosupresores)
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RELACION ENTRE CELULAS CD34, VARIABLES HEMATOLOGICAS Y RESULTADOS EN MO

Al analizar los resultados obtenidos mediante FACS se obtuvieron cifras de CD34

expresadas en células/ul, que mostraron una correlacién con las variables

hematoldgicas. Se aprecié una relacion significativa entre el descenso del nimero
de células CD34 y la disminucion del valor de hemoglobina (r=0.86), leucocitos
(r=0.86), asi como de plaquetas (r=0.86), en los pacientes lupicos tratados con

prednisona, mientras que en el grupo con LEG tratado con prednisona e
inmunosupresores y en los controles no hubo correlacién alguna. El pequeiio

namero de casos con LEG sin tratamiento, impidid este tipo de analisis en dicho

grupo (tabla 4).

TABLA 4
CORRELACION ENTRE CELULAS CD34 Y VARIABLES HEMATOLOGICAS EN LEG Y
CONTROLES
CD34 Hb Leucocitos Plaquetas
(cél/pl) (g/d) (10°n) (10°)
Lupus sin trat. 31-151 9.0-11.0 3.7-5.1 148-412
n=2/*r= NV NV NV
Lupus PDN 3-49 10.3-14.9 1.4-6.2 115-262
n=6/*r= 0.86 0.86 0.86
Lupus PDN-O 2-194 6.5-15.4 1.2-12.4 9-249
n=9/*r= 0.09 0.10 0.68
Controles 6-449 6.3-13.8 1.3-23.9 53-120
0.39 0.03 0.25

n=11/"r=
Trat: tratamiento, PDN: prednisona, PDN-O: prednisona-otros, citotéxicos, *: Correlacién de Sperman, NV:

No valorable.
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DETERMINACION DE OTROS MARCADORES

Al realizar el marcaje de las células de MO para la poblaciéon CD34, se estudiaron
en forma independiente otras poblaciones celulares. Esta determinacion se
efectud a partir de un citograma de doble fluorescencia, las poblaciones marcadas
fueron CD33, CD45, CD14, CD19 y CD5 que se expresaron como células/pl. Las
células del linaje mieloide que presentan en su superficie el antigeno CD33 se
observo disminuida en el grupo de lupus, en comparacion con el grupo control
(p=0.006). Estos resultados fueron similares a los encontrados para el antigeno
CD34 (Tabla 5). Este mismo fendmeno se manifestd con el marcador de
leucocitos CD45 y el grupo de sanos presenté cifras mayores, que el grupo de
pacientes en quienes se encontré descenso de esta poblacion (p=0.03). Para los
antigenos CD14, (marcador de monocitos-granulocitos) (p=0.095), CD19
(marcador de células B) (p=0.08) y CD5 (marcador de células T) (p=0.46), no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos de estudio, la media se
mantuvo homogénea en ambas poblaciones (p=N.S.).

TABLA S
DETERMINACION DE OTROS MARCADORES EN MO
LEG CONTROLES (pP<)
(mediaxEE) (mediazEE)

CD34 (cel/u) 56+7.85 131+11.15 0.05
CD33 (cel/ul) 213+61.2* 1382+41.8 0.006
CD45 (cel/ul) 2723+61.2* 4847+63.2 0.03
CD14 (cel/pl) 164+16.3* 164+16.3 N.S.
CD19 (cel/ul) 179+18.1* 160+13.1 N.S.
CD5 (cel/pl) 642+28.2* 708+21.9 N.S.

*(n=14), no se estudiaron en 2 pacientes con LEG (uno de ellos tratado con PDN y otro PDN-Q), EE. Error estandar,
N.S. No significativa
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ESTUDIO DE CD34 POR PCR

La determinacidon de CD34 a partir del cDNA obtenido de las muestras de MO no
mostro diferencias entre el grupo de enfermos comparada con los controles. Sin
embargo, es importante recordar que mediante nuestro sistema de PCR, no se
logréo realizar una determinacion cuantitativa. La identificacion del corrimiento
electroforético de CD34, correspondié a 540 pb en un gel de acrilamida al 40% y
difirié claramente de los resultados de las citocinas estudiadas, de acuerdo al
perfil de corrimiento comparativo.

DETERMINACION DE CITOCINAS

En cuanto al perfil de citocinas, fue interesante el hallazgo de que la IL-2 ocurrid
en un bajo porcentaje tanto en LEG como en el grupo control. Al comparar la
presencia de IL-4 e IL-6 se encontré que la frecuencia fue muy semejante en los
grupos de estudio. La IL-4 ocurric en el 18.8% de los pacientes con LEG y el
18.2% de los controles y la IL-6 estuvo presente en el 25% de los casos con LEG
y el 27.7% de los controles. Los resultados para TNF-a y TGF-8 fueron muy
semejantes para el grupo de los pacientes con LEG (56.3%, 56.3%) mientras que
para el grupo control hubo mayor variacion (54.56% y 63.6% respectivamente).

En contraste, solo se aprecié diferencia para la IL-10, cuyo porcentaje de
positividad difirid claramente entre el grupo con LEG y los controles. La IL-10 en
pacientes lupicos se encontrd en el 87.5% de los casos mientras que para el
grupo control este resultado fue de 45.5% (p=0.02). Al analizar los grupos de LEG
en cuanto a las modalidades de tratamiento no se apreciaron diferencias, ya que
todos los pacientes sin tratamiento y todos aquellos tratados con prednisona, asi
como 7 de 9 de los casos con prednisona e inmunosupresores presentaron
incremento de IL-10.

En relacion al IFN-y, la frecuencia fue ligeramente mayor en el grupo control
(36.3%), que en los pacientes con LEG (25%) (p= N.S.). Estos datos se pueden
apreciar en las tablas 6y 7.

37

o oo ot wlhuem




TABLA 6
PRESENCIA DE CITOCINAS Y CD34 EN PACIENTES CON LEG

Paciente Terapia n-2 iL-4 IL-6 IL-10 TNF-aa TGF-p IFN-y CD34
+ -

1 PDN - + - + - +
2 PDN/AZA - - + + + + + +
3 PDN/AZA - - + + + - - +
4 PON/MT - - - + - + - +
3 PDN/AZA - - - + + + - +
6 PDN/AZA - + - - - + - +
7 SIN TRAT. - - - + - + - +
8 SIN TRAT - - " + - - +
9 PDN/CLQ/AZA - - - - - - - +
10 PDN/AZA - - - + + + - -+
11 PDN/AZA - - - + - +
12 PDN/AZA - + - + + - - +
13 PON - - + + - - +
14 PDN - - - + - - +
15 PDN - - - + + - + +
16 PDN - - - + + + + +
Positivos (%) o 18.8 25 87.5 56.3 56.3 25 100
TABLA 7
PRESENCIA DE CITOCINAS Y CD34 EN EL GRUPO CONTROL
Paclente iL-2 -4 -6 IL-10 TNF-aa TGF-f IFN-y CD34
1 - + - + + + - +
2 - - - - -+ -+ - +
3 - - - - + + - +
4 - - + + + + + +
5 ~ - - - -+ + + +
6 - - + - - - - “+
7 - - - - - - - -+
8 - - + + + + +
9 - - - - - - - +
10 - - - + + - + +
11 - + - + - + - +
Positivos (%) o 18.2 27.7 455 54.5 63.6 36.3 100
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ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Una vez que se amplificé el DNA y se realizé la electroforesis de la citocinas, se
procedio al andlisis de su corrimiento mediante un programa de cémputo (1D
Windows Software System, Kodak). Para ello, se empled como referencia un
marcador de peso molecular comercial (Low DNA Mass Ladder, Gibco-BRL) que
permitio identificar bandas de 600, 500, 400, 300, 200 y 100 pb.

Al realizar este procedimiento se logré observar que la migraciéon en gel de
acrilamida al 40% del amplificado de DNA de cada una de las citocinas coincidié
con el peso molecular esperado.

En las figuras 5 y 6 se muestran prototipos del analisis realizado para las distintas
citocinas, apreciando que el perfil obtenido con los marcadores de peso (Low
DNA Mass Ladder, Gibco-BRL) (Std) mediante el estudio de una dimension
permitié tener una referencia precisa para determinar el peso molecular del
amplificon de las citocinas estudiadas (Exp). En la figura 6 se muestra la imagen
tipica del corrimiento electroforético de los marcadores de peso, asi como de las
diferentes citocinas y de CD34 que fueron estudiadas en este trabajo.
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Figura 5. Analisis del peso molecular del
DNA ampliticado para cada citocina
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Figura 6. Identificacion del DNA amplificado
mediante PCR

PM MP GADPH IL-2 IL-10 INFY TNRX IL4 TGFB CD34

400

300)
200

100 [

MP: Marcadores de peso



DISCUSION

La disminucion de las cifras de los elementos formes sanguineos a nivel

peoriférico, se manifiesta a través de distintos tipos de citopenias. En el LEG, estos

cambios son frecuentes e importantes y pueden producir anernia, leucopenia,

linfopenia, neutropenia o plaquetopenia.

Los mecanismos fisiopatogénicos que pueden explicar la presencia de citopenias
incluyen aquellos que dependen directamente del mecanismo

en el LEG
autoinmune en el que puede participar una destruccion periférica, o bien los
la enfermedad, como la

causados por complicaciones consecutivas de
insuficiencia renal o lesiones microvasculares que pueden ocasionar citopenias
en ocasiones indistinguibles de aquellas causadas por anticuerpos.
El estudio de las alteraciones hematolégicas y particularmente de las citopenias
en esta enfermedad autoinmune, ha logrado demostrar que el descenso de los
elementos formes sanguineos puede ser debido a la produccién de anticuerpos
especificos contra epitopes de eritrocitos, leucocitos, plaquetas o linfocitos que
favorecen su destruccién por activacion de la cascada del complemento y/o
mediante su atrapamiento y eliminacion en el sistema fagocitico mononuclear,
especialmente en bazo e higado (38).
En pocos estudios se sustenta alguna alteracion en las células y/o componentes
de la MO, o bien en el proceso mismo de la hematopoyesis. Particularmente, se
carece de datos que demuestren fehacientemente la participacién de alguna
anormalidad en el nimero y/o funcién de los progenitores piuripotenciales o
los mecanismos de

alteraciones en las citopenias que pueden regular

diferenciacion y maduracion (54).

En este estudio, como en otros reportes (40) no logramos demostrar alguna

alteracién especifica mediante el estudio citomorfoldgico convencional de MO.
variables de

encontrando  cifras

heterogéneos,
eosindfilos y

fueron

megacariocitos, normoblastos, linfocitos,
células plasmaticas. En cuanto a la abundancia celular fue variable, pues hubo

tanto hipocelularidad como hipercelularidad y aun reportes de pacientes sin tales

neutrdfifos,

Los resultados
monocitos,
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cambios. El hallazgo de hipocelularidad no se relaciono con pancitopenia ni otros
datos sugerentes de mielofibrosis, hipoplasia o transformacion gelatinosa en MO,
las cuales han sido descritas como causas de citopenias periféricas en el LEG
(55). Ademas, en general los resuitados citomorfolégicos de MO no mostraron
una asociacion especifica con el tipo y/o grado de citopenia, ni con la modalidad
de tratamiento de los pacientes.

Las células CD34 estan plenamente caracterizadas como los precursores
pluripotenciales en el mecanismo de hematopoyesis y diversas evidencias han
mostrado que en las enfermedades hematolégicas como las leucemias
linfociticas, monociticas y linformas puede ocurrir un cambio en el numero y/o
funcion de esta poblacion (56). Nuestros resultados en MO mostraron
alteraciones cuantitativas que pueden ayudar a explicar, al menos en parte, que
la presencia de citopenias periféricas en LEG, puede deberse a alguna
anormalidad en el proceso hematopoyético.

La disminucion de las células CD34 en MO de pacientes con LEG en
comparacion con los controles fue patente al considerar la totalidad de los casos
estudiados encontrando valores estadisticamente significativos sin embargo,
cuando excluimos del anadlisis uno de los valores altos en el grupo control se
suprimio la diferencia estadistica, aunque la tendencia en la disminucion de CD34
en el LEG siguié siendo notoria. Esto sugiere que las células hematopoyéticas
pueden presentar alguna anormalidad en al menos tres diferentes niveles: a) un
defecto primario en el proceso de la generacion de los precursores
hematopoyéticos; b) un descenso consecutivo a la destruccion por
autoanticuerpos en contra de la células hematopoyéticas o debido a su
interaccion anormal con los componentes de la MEC o mediadores solubles en el
microambiente de MO; y c) que estas células hematopoyéticas se encuentren
previamente comprometidas hacia un linaje especifico con el fin de restablecer los
elementos sanguineos faltantes, lo que puede resultar en un descenso relativo.
Los resultados de este estudio podrian apoyar parcialmente un defecto en la
generacion de los precursores, al encontrar un descenso paralelo de las células
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CD34 y CD33. Por otra parte se puede excluir razonablemente que la célula CD34
esté comprometida hacia algun linaje, ya que si bien hubo un descenso de la
poblacién CD45, los porcentaje de células CD19 y CDS5 se mantuvieron en limites
semejantes a los encontrados en los controles.

Aunque los cambios en las células precursoras hematopoyéticas en el LEG
pudieron estar condicionados por el tratamiento médico, no se documentaron
resultados contundentes en favor de esta posibilidad. El descenso de las células
CD34, CD33 y CD45 ocurrio tanto en los pacientes con LEG que recibieron
prednisona, como en aquellos con prednisona e inmunosupresores y solo un caso
en este ultimo grupo y un enfermo sin tratamiento, presentaron cifras superiores a
la media del grupo control.

Es posible que las alteraciones en el numero y/o funcion de las células CD34, no
sean unicos o excluyentes de otros mecanismos que expliquen la presencia de

citopenia periférica en el LEG. Indudablemente, una gran variedad de

alteraciones pueden ocasionar estos cambios en los elementos formes

sanguineos. En la literatura se han documentado diversos datos en favor de la
presencia de alteraciones en la hematopoyesis en enfermedades autoinmunes,
especialmente a partir del advenimiento de métodos de estudio a nivel molecular.
Se ha reportado la presencia de anticuerpos contra células precursoras en MO y
la supresion del crecimiento de los progenitores de las lineas granulocitica y
monocitica (23). Los pacientes con LEG que cursan con alguna citopenia, pueden
tener una reduccién en la granulopoyesis con predominio de células inmaduras y
algunos informes han mostrado un descenso de las unidades formadoras de
colonias eritroides (CFU-E) y de sus precursores en MO. Otros autores, han
senalado que en estudios in vitro se ha logrado identificar un bloqueo en la
formacion de CFU -E mediante el cocuitivo con linfocitos T autélogos o alogénicos
provenientes de enfermos lupicos sin tratamiento. Ademas, en estudios in vivo, se
ha mostrado que al emplear sobrenadantes de MO de pacientes con LEG se
inhibe la produccion de ciertos factores hematopoyéticos (CSF-GM y CSF-G).
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Las anormalidades en MO no solo parecen jugar un papel importante en la
patogénesis de los cambios hematoldgicos, sino que pueden participar en la
generacion de otro tipo de dafio tisular en los pacientes con LEG (53,57). Algunos
estudios, han hecho patente que aun en los casos en los que no es evidente un
mecanismo de destruccion periférica de las células sanguineas, se pueden
sustentar distintas alteraciones a nivel de la generacion de los precursores
inmediatos en MO. Esto puede ocasionar incluso un desbalance en el sistema
inmune, sin embargo a la fecha, se carece de suficientes datos que avalen tales
propuestas (38).

En cuanto al estudio de la presencia de citocinas en MO, este trabajo ha puesto
en evidencia algunos cambios que pueden contribuir tanto a la disfuncién de las
células progenitoras, como a los cambios de inmunoregulacién que caracterizan
al LEG.

En estudios previos se ha demostrado contundentemente, que la produccién de
citocinas en células de sangre periférica de pacientes con diversas formas de
autoinmunidad es anormal, lo cual no sélo es parte de los cambios del sistema
inmune sino que contribuyen a su desbalance. La disminucién en la sintesis de
ciertas citocinas, como la IL-2 o el exceso de produccién o una inadecuada
inhibicion de otros productos como la IL-3, IL-4 e IL-5, se han descrito en diversas
condiciones autoinmunes y pueden contribuir a la perpetuacion de ios
mecanismos de dafo y el desarrollo de una enfermedad crénica como el LEG
(63,58).

Nuestro estudio muestra algunos cambios en la frecuencia de algunas citocinas,
que bhan mostrado ser relevantes en la modulacion del proceso de la
hematopoyesis en MO.

La mayor proporcion de IL-10 en pacientes con LEG y el relativo descenso de
IFN-vy, en comparacion con los controles, son observaciones que pueden ayudar a
explicar la presencia de citopenias periféricas y concuerda en algunos aspectos
con el patron de citocinas encontrado en sangre periférica en esta enfermedad.
Sin embargo, no debemos olvidar que el analisis de citocinas en MO, refieja la
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participacion de diferentes componentes y no solo de una poblacion o estirpe
celular.

Al estudiar linfocitos de sangre periférica en LEG, se ha encontrado que la
produccion de citocinas parece favorecer la presencia de una respuesta celular
CD4 Th2. En nuestro estudio, la presencia de IL-10 en MO fue detectada en un
mayor porcentaje de pacientes lupicos con citopenias que en el grupo control, lo
que es sugerente de esta misma polarizacion. En estudios recientes en sangre
periférica de pacientes con LEG se ha observado la expresion elevada de
transcritos de varios genes incluyendo no solo a ia IL-4, IL-6 e IL-10 sino al
TNF-o, el cual aumenta significativamente en los pacientes con LEG en
comparacion con los controles sanos (59,60). Estos resultados son
particularmente relevantes en el LEG, puesto que las células T, son reguladas por
dichas citocinas y su funcion puede contribuir con el desarrolio de la activaciéon
policlonal de las células B y la produccion de autoanticuerpos.

El hallazgo de que un bajo porcentaje de pacientes con LEG presentaron IFN-vy,
pareceria sorprendente tomando en cuenta que la liberacion de esta citocina por
las células T puede tener una influencia importante en la produccion de
anticuerpos. Sin embargo, en el caso de MO, debe ser considerarse que la
participacion del microambiente hematopoyético y especialmente del estroma
influyen en este perfil de citocinas.

Al analizar individualmente a las citocinas, se encontré que ninguno de los
pacientes con LEG presentaron IL-2 en MO, para lo cual no tenemos una
explicacion precisa. En sangre periférica el descenso de la expresion de IL-2 se
ha relacionado con un defecto en las células T que esta en concordancia con una
disminucion de su respuesta proliferativa y un descenso en la actividad de IL-2.
Tampoco encontramos una respuesta a la resultados relativamente heterogéneos
de IL-6 y TGFB en MO; pero las alteraciones en estas citocinas pueden
relacionarse con el desbalance inmunoliégico observado en el LEG.

En cuanto a la IL10, ésta parece tener un efecto diametralmente opuesto en el

LEG en comparacién con otras enfermedades. La gran produccion y efectos
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patogénicos potenciales de la IL-10 producida por monocitos y células B en el
LEG, contrasta con el efecto benéfico que produce en el compartimiento articular
de los pacientes con artritis reumatoide. En el LEG domina una accion
estimulante en la produccion de autoanticuerpos, mientras que en artritis
reumatoide la IL-10 inhibe la poblacién Th1. Este efecto de la IL-10 sobre la
produccion de autoanticuerpos ha sido comprobada recientemente, al transferir
células de pacientes con LEG a ratones inmunosuprimidos (61).

Las citocinas generadas en MO, pueden tener una participacién relevante en el
desbalance inmune que ocurre en el LEG. Se ha observado que en sangre
periférica, existe un descenso en la capacidad proliferativa de las células T, una
disminucién en la actividad de IL-2 y una deficiente produccion de IL-1. Esto se ha
tratado de explicar a través de un defecto primario de las células CD4, un efecto
supresivo en la actividad de IL-2 por células CD8 o anticuerpos especificos contra
esta linfocina, asi como por la presencia de células T exhaustas activadas in vivo
o anormalidades en la produccion de citocinas que modulan estos procesos (62).
En todas estas fases, pueden tener un papel importante las citocinas que regulan
el proceso hematopoyético en MO.

Otro aspecto que merece ser analizado es la participacién de la MEC, la cual
puede tener una enorme influencia en el control de la hematopoyesis. Su
capacidad de absorber y compartamentalizar los factores solubles dentro del
microambiente estromal y de regular la funcion de la célula hematopoyética
pluripotencial (62), depende tanto de las células hematopoyéticas (macréfagos,
linfocitos) como de los elementos no hematopoyéticos (fibroblastos, células
endoteliales y adipocitos) que directamente o a través de sus productos influyen
en la hematopoyesis. La interaccion célula-célula y ceélula-MEC, asi como la
produccion de los factores solubles durante los procesos de proliferacion,
diferenciacién y maduracion, mantienen un control estrecho de la célula
pluripotencial hematopoyética (63).

Es posible que el estudio de la interacciéon de la célula progenitora con los
componentes de la MEC, pueda ayudar a explicar o evidenciar los cambios en los
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precusores hematopoyéticos que expliquen las citopenias periféricas en el LEG.
Los elementos del estroma, como proteoglicanos, colagena, hemonectina y otros
productos derivados de diversos tipos celulares, influyen definitivamente en el
proceso de diferenciacién durante la hematopoyesis. Sin embargo, a excepcion
de algunos reportes aislados que relacionan a la sobreproduccion de acido
hialurénico en MO, con citopenias periféricas (56), no hay estudios suficientes
que permitan obtener informacién acerca de la importancia de este tipo de
mecanismos patogénicos en el LEG.

Es posible que la colagena, fibronectina, elastina y la laminina tengan un papel
importante en las fases iniciales de proliferacion y eventuaimente sobre los
procesos de diferenciacién de las células CD34, CD33 o su progenie, como lo han
mostrado algunos autores que al realizar cultivos de estas células empleando
sistemas que semejan el contenido de proteinas de la MEC, han obtenido una
transicién hacia los linajes linfoide y mieloide, independientemente del empleo de

otros factores de diferenciacion como la IL-3 (64).

En cuanto a la relacién entre la MEC y las citocinas, se tiene un pleno

conocimiento que en la proliferacién, diferenciaciéon y maduracion de la célula
pluripotencial hematopoyética participan mediadores solubles que tienen su
origen en las células del estroma. Entre los multiples factores derivados del
estroma que estimulan diversas fases de la diferenciacidon y maduracién de la
célula progenitora y que no fueron estudiados en este trabajo, destacan el CSF-G,
CSF-GM, CSF-M, IL-18, IL-3, IL-5, IL-7,IL-8, IL-11 y el factor de crecimiento de la

célula madre (MGF) (64), mientras que los productos con capacidad inhibitoria de

la hematopoyesis incluyen a la proteina inhibidora de macréfagos MIP-1a

(17,65,66).
Estos efectos positivos o negativos de algunas citocinas pueden depender

adermas de si actuan concertadamente, como se ha reportado en el caso de la IL-
2, que en presencia de CSF-GM favorece la diferenciacion del linaje mieloide, en
tanto que en presencia de IFN-y inhibe este mismo proceso (33). Otro ejemplo es
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el papel que ejerce la interaccion célula-célula la cual puede generar la liberacion
de inhibidores de la hematopoyesis en el estroma como el TGF-B. -

Para concluir, es clara la necesidad de ampliar el conocimiento sobre el
mecanismo hematopoyético y su posibles alteraciones en enfermedades como el
LEG. Esto hara posible visualizar un mayor numero de cambios en MO, que
aislados o en conjunto puedan explicar la presencia de citopenias periféricas.

El estudio in vitro de la célula CD34 aislada de MO (63) analizando la influencia
especifica de algunas citocinas en el proceso de mielopoyesis o eritropoyesis, o
bien el abordaje de las relaciones del progenitor con su entorno, incluyendo la
participacion de los componentes de la MEC en las vias de diferenciacién seran
de utilidad para conocer los mecanismos que influyen en la produccion y/o
perpetuacion de las citopenias periféricas en el LEG. Adicionalmente, evidencias
recientes que postulan la existencia de subtipos de células progenitoras
pluripotenciales, como las CD34"™ y CD34"“ hacen posible el abordaje de nuevas
lineas de trabajo, en cuanto a su diferenciacion hacia linajes especificos,
caracteristicas de su progenie, la capacidad de secrecién de macromoléculas que
conforman la MEC o su respuesta ante la biosintesis de los factores de
crecimiento derivados del estroma (67,68,69) entre otras alternativas.
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CONCLUSIONES

La presencia de citopenias periféricas en el LEG ha sido explicada principalmente
por mecanismos autoinmunes especificos y complicaciones inherentes al
desarrollo y/o progresion de la enfermedad.

En el LEG, es escaso el numero de estudios que puedan sustentar claramente
alguna alteraciéon en el proceso de la hematopoyesis y especificamente en la
poblacion de células progenitoras CD34, como causa potencial de las citopenias
periféricas. .

Este trabajo, sostiene que la presencia de citopenias periféricas en el LEG puede
explicarse al menos en parte, por un descenso en el numero de células
progenitoras pluripotenciales CD34 en MO.

E! descenso simultaneo de CD33 y CD45 sugiere que Ja anormalidad principal
ocurre en la céiula pluripotencial primitiva y puede afectar su progenie.

El descenso de los elementos formes sanguineos en el LEG, representado
especificamente por las variables de hemoglobina, leucocitos y plaquetas mostré
una correlacion significativa con la disminuciéon del numero de células CD34 en
MO, en los pacientes tratados con prednisona.

La produccion de ias células sanguineas depende de la interaccion entre las
células CD34 y su microambiente, por lo que es probable que oftras
anormalidades en las células hematopoyéticas y componentes del estroma que
derivan de un progenitor comun, puedan favorecer la citopenia periférica en LEG.
El estudio génico de las citocinas en MO, revelé que en comparacién con los
controles sanos, una gran proporcion de los pacientes con LEG presentaron
IL-10, mientras que hubo un descenso relativo del IFN-y.

El estudio de las diferentes citocinas, con respecto a los resultados de CD34, no
mostré nexo alguno que sugiera un defecto puntual en el proceso de la
hematopoyesis.

El abordaje ulterior en esta area del conocimiento, mediante el estudio de la
célula CD34 aislada; los transcritos de otras citocinas; la capacidad de
diferenciaciéon hacia linajes especificos; los cambios en el numero y/o funcién de
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subtipos de células progenitoras y su progenie, o bien el andlisis de las relaciones
del progenitor con su entorno, podra aportar mayor informacién acerca de los
mecanismos involucrados en la produccion de citopenias periféricas en los
pacientes con LEG.
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APENDICE

REACTIVOS Y SOLUCIONES

Solucion de lisis

NH.LCI 0.829 ml
EDTA 0.0037 g/ml
NaHCOs; 0.1 g/ml

Ajustar pH 7.2, aforar 100 ml

Amortiguador PBS

KCI 0.2g
KHzPO,4 . 0.2g
NacCl 8g
NazHPO, 2.16 g

Ajustar pH 7.35, aforar 1000 ml

Soluciéon PBS-albumina

Agua-DEPC

PBS 100 mi
Albumina 05g
Azida de sodio 0149
DEPC 1.0mi
Agua destilada desionizada

cbp 1000 ml

Esterilizar y conservar en tubos nuevos a temperatura ambiente.



EDTA 5mM
EDTA disddico 93g
Agua DEPC 30.0 mi
Ajustar pH 8.0, aforar 50 ml

Etanol al 75%
Alcohol etilico 75 ml
Agua-DEPC 25 ml
Almacenar a -20°C

Solucién amortiguadora de carga

Gilicerol 5ml
EDTA pH 8.0, tTmM 20 ui
Azul de Bromofenol 2.5 ug
Xilencianol F.F. 2.5 pg
Agua-DEPC 5ml

Homogeneizar el glicerol, conservar a temperatura ambiente

Bromuro de etidio
Bromuro de etidio 1 mg
Agua-DEPC 10 ml

Conservar protegido de la luz y a temperatura ambiente
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TBE 10X

Tris-base 108 g
Acido bdrico 559
EDTA pH 8.0, 0.5M 40 mi

Agua destilada desionizada cbp 1000 mi

Solucién amortiguadora TBE 1X
TBE 10X 100 ml
Agua destilada desionizada cbp 1000 mi

Gel de poliacrilamida al 40%

Acrilamida 3.5ml
TBE 10X 1.2ml
Agua 7.0 mi
TEMED 10 pl
PSA 10% 60 ul
Gel de poliacrilamida-urea 4%
Urea 3.6g
Agua desionizada 4.27 ml
TBE 10X 1.0mlj
Disolver en calor
Agua desionizada 1.8 mi
Acrilamida 40% 2.67 ml
PSA 10% 60 i
TEMED 10 pi
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Acrilamida 40 %

Acrilamida 7649
Bis-acrilamida 049
Agua 20 mi
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