
u - . 

V.Nl~llAI> NAqOl'IAL 
A'lflll'l"MA DE 

Mam;o 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 
UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE 

POSGRADO 

ESTUDIO DE LAS CELULAS PLURIPOTENCIALES 

HEMATOPOYETICAS 

(CD 34) Y LA EXPRESION GENICA DE CITOCINAS EN 

LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE 

MAESTRIA 

EN INVESTIGACION BIOMEDICA BASICA 

PRESENTA 

DIANA ELODIAlAGUILAR LEON 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



.JURADO ASIGNADO: 

PRESIDENTE: 

VOCAL: 

SECRETARIO: 

SUPLENTE: 

SUPLENTE: 

Asesores del tema: 

Sustentante: 

Dr. Carlos Rosales Ledezma 

Dr. Jorge Alcacer Varela 

Dr. José Antonio Enciso Moreno 

Dr. Marco Antonio Meraz Ríos 

Dr. José Sullivan López González 

Dr. Jorge Alcacer Varela 

Dr Xavier J. López Karpovitch 

Diana Elodia Aguilar León 

~·:~'. ::-:rr 
:Lr ~~--, 

Este trabajo se realizó en el Departamento de Hematología y en el Departamento 
de Inmunología y Reumatología del Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador 
Zubirán". 



AGRADECIMIENTOS 

Dr. Xavier López Karpovitch 

Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán". 

Q.F.B. Josefa Piedras Ross 

Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán". 

Dr. Jorge Vela Osario 

Centro Médico "La Raza", IMSS 

Dra. Teresa Marin Palomares 

Centro Médico "La Raza", IMSS 

Dra. Ma. de los Angeles del Campo Martinez 

Centro Médico "La Raza", IMSS 

Q.F.B. Aurora Acosta Barreda 

Instituto Nacional de Cancerología 

Dr. José Sullivan López González 
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

Srita. Ma. Magdalena Bustos Vázquez 
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias 

...... , 
···'···~: 

:'.~l.' 



INDICE 

Abreviaturas 

Resumen 

Introducción 

Justificación 

Hipótesis 

Objetivos 

Material y métodos 

Muestras biológicas 
Procesamiento de la muestra 

Cuantificación de CD34 por FACS 

Extracción de ANA 

RT-PCR para CD34 y citocinas 

Análisis estadístico 

Resultados 

Análisis de los productos de PCR 

Discusión 

Conclusiones 

Apéndice 

Referencias 

2 

5 

7 

16 

17 

18 

19 

21 

21 
23 
24 

26 

27 

39 

42 

50 

52 

56 



ABREVIATURAS 

<>e Grado centígrado 

Anticuerpo monoclonal AcMo 

Bis-acrilamida 

CD 

CD14 

CD19 

CD33 

CD34 

CD45 

CDS 

cDNA 

CFU 

CFU-E 

CFU-G 

CFU-GEMM 

CFU-GM 

CFU-LB 

CFU-LT 

CFU-M 

CFU-Meg 

CMN 

CSF-G 

CSF-GM 

CSF-M 

DEPC 

DNA 

dNTP 

DTT 

N, N '-Metilen-bis-acrilamida 

Cluster differentiation 

Marcador de monocitos-granulocitos 

Marcador de células B 

Marcador de linaje mieloide 

Marcador de células pluripotenciales 

Marcador de leucocitos 

Marcador de células T 

Acido desoxirribonucleico complementario 

Unidades formadoras de colonias 

Unidades formadoras de colonias de eritrocitos 

Unidades formadoras de colonias de granulocitos 

Unidades formadoras de colonias de granulocitos, eritrocitos, 

monocitos y macrófagos 

Unidades formadoras de colonias de granulocitos- monocitos 

Unidades formadoras de colonias de linfocitos B 

Unidades formadoras de colonias de linfocitos T 

Unidades formadoras de colonias de monocitos 

Unidades formadoras de colonias de megacariocitos 

Células mononucleares 

Factor estimulador de colonias de granulocitos 

Factor estimulador de colonias de granulocitos-monocitos 

Factor estimulador de colonias de monocitos 

Dietilpirocarbonato 

Acido desoxirribonucleico 

Dinucleótidos trifosfato 

Dithiothreitol 

2 



EDTA 

EE 

FACS 

FITC 

HLA-DR 

IFN-y 

lgG 

IL-10 

IL-2 

IL-4 

IL-6 

kDa 

LEG 

MEC 

µg 

µI 

mM 

MO 

N.S. 

pb 

PBS 

PCR 

PON 

PE 

pg 

PM 

PSA 

ANA 

mRNA 

TBE 

Acido etilendiaminotetracético 

Error estándar 

Citometrfa de flujo 

lsotiocianato de fluoresceina 

Antígeno leucocitaria humano DR 

lnterferón gama 

lnmunoglobulina G 

lnterleucina 1 O 

lnterleucina 2 

lnterleucina 4 

lnterleucina 6 

Kilodaltons 

Lupus eritematoso generalizado 

Matriz extracelular 

Microgramos 

Microlitros 

Mili molar 

Médula ósea 

No significativo 

Pares de bases 

Amortiguador fosfato salino 

Reacción en cadena de la polimerasa 

Prednisona 

Ficoeritrina 

Picogramos 

Peso molecular 

Persulfato de amonio 

Acido ribonucleico 

Acido ribonucleico mensajero 

Tris-borato-EDTA 

3 



TGF-Jl 

TNF-cx. 

uv 

Factor de crecimiento tumoral beta 

Factor de necrosis tumoral alfa 

Ultravioleta 

4 



RESUMEN 

El lupus eritematoso generalizado es una enfermedad autoinmune, generalizada de 

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

lesiones cutáneas, artritis, glomerulonefritis y la afección de los sistemas nervioso y 

cardlopulmonar. Entre los trastornos más frecuentes, se encuentra también la 

presencia de citopenias, que se definen como el descenso de elementos formes 

sanguíneos, cuya expresión es variada y puede incluir anemia hemolítica, 

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 hematopoyesls. 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 autoduplicación, 

diferenciación, maduración y la generación de su progenie. 

La documentación de un desbalance en la red que forman las diversas citocinas, con 

sobreproducción de algunas y deficiente producción de otras se ha definido 

particularmente en sangre periférica; sin embargo el estudio de estos mediadores en 

médula ósea y especialmente en el lupus, ha sido insuficiente. Diversos factores de 

crecimiento hemolinfopoyéticos y numerosas citocinas que participan en la formación 

de células sanguíneas 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-o; y el TGF-f3 tienen gran 

importancia en los mecanismos de regulación de la hematopoyesis. 

En este trabajo se cuantificaron las células precursoras CD34 en médula ósea y se 

estudió 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 clasificación del 

Colegio Americano de Reumatología, 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 

inmunosupresores. El grupo control incluyó 11 individuos clínicamente sanos 

5 



seleccionados del programa de trasplante de médula ósea. A partir de la médula ósea 

obtenida por punción en cresta Ilíaca, se realizó el estudio citológico el cual mostró 

resultados heterogéneos, sin anormalidades específicas que pudieran explicar las 

citopenias. El análisis mediante citometría de flujo, incluyó la cuantificación de las 

células positivas para CD34, CD33, CD45, CD1 9 y CDS 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-13 en médula ósea, se realizó 

mediante la reacción en cadena de la polimerasa empleando el cDNA obtenido del 

ANA total, previamente sometido a un proceso de transcripción reversa. 

En las muestras de pacientes con lupus se encontró un descenso de las poblaciones 

CD34, CD33 y CD45 en comparación del grupo control (p=0.05, 0.006 y 0.03 

respectivamente). La disminución de los valores de hemoglobina, leucocitos y 

plaquetas en el grupo de enfermos, se correlacionó con el descenso del número 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-a. 

En cambio, la presencia de IL-10 (p=0.02) fue más frecuente en la médula ósea de los 

pacientes con LEG que el grupo control y el IFN-y ocurrió en un menor porcentaje de 

pacientes con lupus, aunque sin significancia estadística. 

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 síntesis, en alguna 

fase de la hematopoyesis, puede comprometer este proceso e incidir en una 

regulación anómala. 

Es necesario extender el estudio hacia otras líneas de investigación, como sería 

conocer la interacción de las células progenitoras con su microambiente, así como 

estudiar la participación de subpoblaciones de CD34 o de la matriz extracelular. 
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INTRODUCCION 

HEMATOPOYESIS 

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

célula pluripotencial hematopoyética influida por su microambiente, sufre una 

autoduplicación y da lugar a un proceso de diferenciación, maduración y 

finalmente la producción de la progenie que constituirá los elementos sanguíneos 

formes a nivel periférico. 

El proceso hematopoyético, se ha dividió en diferentes fases. La autoduplicación, 

que consiste en la capacidad de la célula para dividirse, renovarse y establecer la 

población tronco pluripotencial, es decir la célula permite generar diversos linajes 

celulares. La diferenciación destaca por ser un suceso génico que depende de la 

síntesis de productos específicos, como factores estimuladores de colonias y 

citocinas, los cuales facilitarán el compromiso celular hacia linajes específicos. A 

su vez, la maduración ocurre a consecuencia de una serie de sucesos 

morfológicos y bioquímicos iniciados por la diferenciación, permitiendo la 

adquisición de la capacidad funcional completa y específica de las células 

efectoras (1, 2). 

En el adulto la médula ósea (MO) es el compartimiento más importante en el que 

se lleva a cabo la hematopoyesis, siendo el sitio principal de la formación de los 

elementos sanguíneos. Los componentes fundamentales de la MO son la matriz 

extracelular (MEC) y las células hematopoyéticas. La MEC, está constituida por 

diversas proteínas y factores solubles como colágena tipo 1, 111 y IV, fibronectina, 

hemonectina, trombospondina y factor VIII de la coagulación, que son secretadas 

por diferentes células como fibroblastos, células reticulares, células endoteliales y 

macrófagos. Esta MEC tiene una interacción con las células progenitoras y los 

factores de crecimiento y citocinas en el ámbito apropiado que aporta el 

microambiente de la MO (3). 

En cuanto a la célula hematopoyética primitiva, una de las características mejor 

estudiada es la expresión de la molécula CD34, la cual se encuentra en la 

superficie celular y se ha identificado en aproximadamente del 1 al 3o/o del 
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contenido celular total en la MO, mientras que la proporción en sangre periférica 

(SP) en individuos sanos no supera el 1°/o. Este marcador está estrechamente 

relacionado al proceso de la hematopoyesis y su importancia surgió durante el 

estudio de pacientes con leucemia, en los cuales esta molécula permitió 

identificar células del linaje mieloide de tipo indiferenciado en MO (4,5,6). Otra 

evidencia que ha apoyado su importancia en el proceso de diferenciación, fue la 

aparición de una tinción positiva con anticuerpos monoclonales CD34 específicos, 

en las células progenitoras obtenidas en cultivos in vitro a partir de MO. Estas 

células mostraron capacidad de autoduplicación en un tiempo aproximado de 65 

horas y sus características morfológicas mostraron la presencia de un solo núcleo 

con aspecto retráctil y citoplasma translúcido con capacidad migratoria, lo que es 

distintivo de la población progenitora. Además, al usar anticuerpo CD33 el cual 

identifica un antígeno mieloide temprano, no se encontró reconocimiento alguno 

(7, 8). 

El análisis del antígeno CD34 ha mostrado que es una glicoproteína 

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 interacción celular de esta población 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 

transfusión 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 sólo un abatimiento de los 

progenitores CD34, sino una completa inhibición del desarrollo de la serie 

eritroide así como una inhibición de la diferenciación mieloide y disminución del 

número de unidades formadoras de colonias (CFU). Las deficiencias del 

progenitor CD34 en adultos, muestra una cinética anormal de recuperación de 

eritrocitos y plaquetas después de una irradiación subletal. Estos datos sugieren 
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que la célula CD34 desempeña un papel importante en la formación de los 

elementos formes sanguíneos durante la hematopoyesis, tanto en la etapa 

embrionaria como en el adulto (1 O). 

Evidencias adicionales han mostrado que las células progenitoras primitivas van 

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

diferenciación (11). Además, las células que se diferencian hacia los linajes 

mieloide o linfoide son influenciados por diferentes factores de crecimiento que 

afectan la población CD34. Por ejemplo, la inducción de la producción de 

eosinófilos 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, además, la adición de CSF-G incrementa el 

porcentaje de neutrófilos (12). 

Otros experimentos, relacionados con la función de CD34 indican que la 

expresión de esta molécula en células endoteliales, tiene un papel en los 

mecanismos de adhesión y localización por lo que se ha planteado que este 

antígeno es importante en los procesos de localización/adhesión en la MO (13). 

Esta interacción célula-MEC es modulada además por el estroma, el que además 

de regular la hematopoyesis, aporta el microambiente en el que moléculas de 

adhesión celular (CAMs) interactúan con linajes específicos dependiendo del 

estado de diferenciación (14). 

CITOCINAS Y HEMATOPOYESIS 

Las citocinas conforman un grupo heterogéneo de moléculas de naturaleza 

glicoprotefca, que son producidos por una gran variedad de células. Su actividad 

puede ser autocrina, paracrina o endocrina y ocurre a concentraciones 

picomolares. Entre sus funciones más relevante están las de regular el 

crecimiento, la morfología y la migración celular, por lo que desempeñan un papel 

importante en diferentes fases de la respuesta inmune (15). 
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Las citocinas participan en diversos mecanismos, incluyendo la presentación del 

antígeno, el proceso de diferenciación y las capacidades efectoras, tanto de las 

células inmunes como de otros elementos formes sanguíneos (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 sobreproducción de algunas y deficiente producción 

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-f3) y el 

factor de necrosis tumoral alfa {TNF-a){18). 

La IL-2 estimula tanto a las unidades formadoras de colonias de linfocitos T 

{CFU-L T), como a las unidades formadoras de colonias de linfocitos B {CFU-LB). 

El receptor para esta citocina es el antígeno CD25 que se ha localizado en los 

blastos de algunos pacientes con leucemia aguda mieloide, por Jo que se ha 

sugerido que Ja alteración en esta molécula puede tener un papel relevante en las 

anormalidades de la mielopoyesis. Además, 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 sólo activa linfocitos T cooperadores (CD4) y linfocitos B sino también estimula 

las unidades formadoras de colonias de linfocitos B {CFU-LB). Así mismo 

incrementa en las células B la expresión de moléculas HLA y en conjunto con IL-3 

favorece el crecimiento de mastocitos. Su acción conjunta con el factor 

estimulador de colonias-granulocíticas {CSF-G) induce la formación de las CFU

GM. Con eritropoyetina se estimula Ja formación de las unidades formadoras de 

colonias de eritrocitos (CFU-E) y las unidades formadoras de colonias de 

granulocitos, eritrocitos, monocitos y macrófagos (CFU-GEMM) y con 
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eritropoyetina e IL-1, se favorece la formación de las unidades formadoras de 

colonias de megacariocitos (CFU-Meg) (20). 

La IL-6 es una glicoproteína que puede ser producida por células T y B, 

macrófagos, fibroblastos, células endoteliales y mesangiales. Su síntesis y 

secreción son inducidas por la IL-1 y el TNF-cx. Esta citocina tiene un efecto 

inductor en la proliferación de las CFU-Meg, CFU-G y las CFU-M y actúa 

sinérgicamente con la IL-3 favoreciendo el crecimiento de la CFU-81 y CFU-LM 

(15). 

La IL-10 tiene un papel supresor en la respuesta inmune, es sintetizado por las 

células T (Th2) y B activadas, macrófagos, queratinocitos y mastocitos. Actúa 

inhibiendo la producción y transcripción de citocinas pro-inflamatorias que son 

producto de los macrófagos y específicamente se ha informado que regula la 

síntesis de IL-113, IL-6, IL-8 y TNF-cx (21). Esta citocina favorece la diferenciación 

del linfocito B hacia célula plasmática y modula la síntesis de otras citocinas, por 

lo que a pesar de la ausencia de reportes en los que se relacione directamente 

con la hematopoyesis, puede tener repercusión sobre los precursores de MO 

(22). 

El TNF, cuya fuente principal es el macrófago activado, se ha dividido en TNF-cx y 

TNF-13. El TNF-cx se sintetiza como un precursor intracelular que posteriormente 

es transformado a su forma activa. Aunque es secretado fundamentalmente por 

macrófagos activados, los linfocitos, las células NK y los mastocitos también lo 

producen. Además de su efecto inductor de necrosis hemorrágica de ciertos 

tumores y la caquexia, es conocido por sus efectos proinflamatorios. En la MO, ha 

mostrado capacidad inhibitoria durante la hematopoyesis. El TNF-13, el cual es 

producto de linfocitos T interviene, aunque en menor medida que el TNF-cx, en la 

citólisis y en la activación de linfocitos T. La participación de estas citocinas en la 

hematopoyesis no se conoce del todo, pero recientemente, se ha observado que 

la producción del TNF-cx a partir de células de MO se incrementa en presencia de 

IL-2 y que una alteración en la síntesis de esta citocina puede explicar la 

depresión medular en pacientes con síndrome de inmunodeficiencia adquirida 
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(23-26). Además, el TNF-a aumenta la capacidad de los monocltos para producir 

mediadores de la inflamación incluyendo a la IL-6 e IL-8. 

El TGF-¡31 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, 

macrófagos, fibroblastos, plaquetas, células de riñón y tumorales. Se sintetiza 

tardíamente durante el proceso de activación de los linfocitos T y es un potente 

inhibidor de la proliferación de éstos y de la producción de IL-2 e IFN-y, por lo que 

puede desempeñar un importante papel como regulador negativo (15). El efecto 

inhibidor ha sido reportado tanto en la hematopoyesis, como en las fases de 

activación de las células Ten tejido sinovial (15,17). 

El IFN-y comparte con algunas proteínas específicas como la MIP-1 a, 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 información valiosa en cuanto a la diferenciación y 

maduración de las células sanguíneas (27). La IL-2 inhibe el crecimiento de las 

CFU-G, CFU-M, CFU-GM y el CSF-GM, así como la motilidad de los neutrófilos. 

La eritropoyetina actúa directamente a nivel de CFU-E así como en los 

proeritroblastos (28). Otro factor hemolinfopoyético importante es la interleucina-3 

(IL-3), cuya síntesis es regulada por un gen localizado en el cromosoma 5 (29). 

En pacientes con anemia aplásica, la administración crónica de IL-3 produce un 

aumento del número de granulocitos, monocitos linfocitos y reticulocitos, pero no 

de plaquetas (30,31 ). Esta citocina actúa directamente sobre el progenitor 

primitivo y afecta todos los linajes con excepción del linfoide, además el empleo 

conjunto de IL-3, IL-6 y CSF-G estimula la proliferación de las células CD34 

(32,33,34). 

LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO 

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad inflamatoria con un 

gran número de alteraciones en la inmunoregulación, cuyo principal resultado es 

la autoinmunidad. Aunque su causa precisa no se conoce, en su inicio y 
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progresión participan las interacciones de diversos factores, entre los que 

destacan los genéticos, hormonales y ambientales. 

La descripción original de la enfermedad, se atribuye a Biett en 1822, pero fue 

Cazenave en 1851 , quien empleó por primera vez el nombre de lupus eritematoso 

para describir las manifestaciones cl!nicas de una forma de lesión en la piel que 

se reconoció en esta enfermedad. Más adelante se aclaró que dicho cambio 

cutáneo correspondía realmente una forma de tuberculosis totalmente distinguible 

del LEG que ha recibido el nombre de lupus vulgaris (35). 

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

destacaron la importancia del compromiso cerebral, respiratorio, cardiaco, 

gastrointestinal, renal, neurológico, articular y hematológico (35,36). 

En 1950, Hargraves describió el fenómeno lupus eritematoso (LE), conocido 

también como célula LE y a partir de ello, se inicio el estudio inmunológico de la 

enfermedad. Más adelante, Richmond y Monton realizaron estudios que 

demostraron que dicho fenómeno era el resultado de un anticuerpo contra 

antígenos del núcleo celular, que se unía a este organelo y facilitaba su 

fagocitosis (35). 

Durante las últimas tres décadas, el LEG se ha reconocido como una enfermedad 

reumática importante en todo el mundo. Su incidencia anual se ha estimado entre 

el 0.001 y 0.002°/o y la prevalencia es del 0.008°/o, 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 más común en ciertos grupos étnicos, particularmente entre la raza 

negra y la población asiática, además su incidencia es mayor en los núcleos 

familiares en comparación con la población en general (36,37). Por otra parte, 

tiene un acentuado predominio en mujeres entre la tercera y quinta década de la 

vida, con una relación hasta de 9 ó 15 :1 respecto al sexo masculino. 

Los pacientes con LEG tienen típicamente una enfermedad que compromete 

prácticamente todos los órganos y sistemas, aunque no siempre se afectan 
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simultáneamente. El curso clínico se caracteriza por presentar exacerbaciones y 

remisiones cuya duración puede variar desde meses hasta varios años. 

Uno de los hallazgos más relevantes del LEG es la presencia de citopenias que 

generalmente se manifiestan produciendo anemia, leucopenia, trombocitopenia o 

bien el descenso específico de linfocitos o neutrófilos. Estas alteraciones, pueden 

ser ocasionadas por mecanismos relacionados con la propia enfermedad y se ha 

descrito la destrucción periférica de eritrocitos, leucocitos y plaquetas por 

anticuerpos específicos contra estos componentes. Recientemente se ha 

reportado que otras causas de citopenias recurrentes puede ser el síndrome 

hemofagocítico agudo, la mielofibrosis y la aplasia medular (38). 

Otra alternativa es que las citopenias dependan de una alteración en el número 

y/o función de sus progenitores en MO; sin embargo, la literatura aporta pocas 

evidencias en favor de esta posibilidad (39). 

Entre las evidencias que sostienen una alteración en la hematopoyesis en el LEG, 

particularmente cuando estos pacientes cursan con alguna citopenia, se 

encuentra una reducción en la granulopoyesis, con predominio de células 

inmaduras. Otros estudios aislados, han reportado un descenso de las CFU-E y 

de sus precursores en MO. En estudios in vitro se ha logrado detectar una 

inhibición de las CFU-E causada por linfocitos T autólogos o alogénicos 

provenientes de pacientes con LEG sin tratamiento. También se ha descrito la 

presencia de anticuerpos contra precursores de MO, así como una supresión del 

crecimiento de células progenitoras de las líneas granulocítica y monocítica (40). 

Desafortunadamente, la mayoría de estas evidencias han derivado de casos 

aislados con citopenias y no se ha profundizado en su importancia 

fisiopatogénica. 

Al analizar el compromiso inmunológico, una de las características más 

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 producción de autoanticuerpos, mientras 

que las alteraciones en la célula T, han revelado una gran variedad de cambios, 
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como el descenso en el número y función de la respuesta célular tanto in vivo 

como in vitro y anormalidades en la producción y regulación de distintas citocinas. 
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JUSTIFICACION 

La citopenias en el LEG pueden ser consecutivas a la destrucción periférica por 

anticuerpos específicos, sin embargo, no siempre se logra tener una explicación 

precisa y entre las alternativas, debe considerarse algún cambio en el proceso de 

la hematopoyesis inducido por variación en los niveles de citocinas. 

En el LEG, no hay estudios que permitan sostener que alguna alteración en el 

número y/o función 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 población celular en varias condiciones patológicas. 

Por su parte, las citocinas tienen un papel importante en la regulación de los 

mecanismos de autoduplicación diferenciación y maduración celular en MO, por lo 

que el análisis del mRNA de IL-2, IL-4, IL-6, IL-1 O IFN-y, TGF-13 y el TNF-or. puede 

ayudar a definir alguna relación. 

Por lo anterior, en este trabajo se propuso cuantificar células con el marcador 

CD34 mediante citometrfa 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. 
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HIPOTESIS 

Las citopenias en el LEG pueden ser explicadas por mecanismos alternativos a 

los de destrucción periférica producidos por anticuerpos específicos y entre las 

alternativas debe considerarse alguna anormalidad en el proceso 

hematopoyético, cuyo estudio puede abordarse analizando las células 

progenitoras pluripotenciales CD34, y las citocinas que modulan su 

autoduplicación, diferenciación y maduración. 
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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 mRNA de las citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-ot, TGF-p e 

IFN-y así como de CD34 en MO de dichos pacientes. 
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MATERIAL V METODOS 

PACIENTES Y CONTROLES 

Se incluyeron 16 pacientes, quienes fueron estudiados consecutivamente en los 

Departamentos de Hematología y Reumatología del Instituto Nacional de la 

Nutrición "Salvador Zubirán". Todos ellos fueron seleccionados en base a los 

criterios de clasificación de LEG descritos por el Colegio Americano de 

Reumatología (41). Además del diagnóstico de LEG, estos pacientes presentaron 

alguna citopenia, que de acuerdo a los parámetros internacionales se 

manifestaron con los siguientes datos: hemoglobina inferior a 1 o g/dl, leucocitos 

menores de 4 x 109/1, linfocitos por abajo de 1.5 x 109/1, neutrófilos totales 

menores de 1 .5 x 1 O 9/1 ó cuenta de plaquetas inferior de 100 x 10911. 

Los criterios del Colegio Americano de Reumatología, para la clasificación de 

LEG son: 

1 . Eritema malar, definido como enrojecimiento cutáneo en regiones malares: 

eritema fijo, elevado o plano, que tiende a preservar los pliegues nasolabiales. 

2. Lupus discoide: placas eritematosas, elevadas, con áreas de cicatrización con 

hiperqueratosis y tapones córneos; puede haber cicatrices atróficas en lesiones 

antiguas. 

3. Fotosensibilidad: eritema cutáneo como resultado de una reacción inusual a la 

exposición solar, identificado por el médico o como parte de la historia aportada 

por el paciente. 

4. Ulceras orales: úlceras orales o nasolabiales, usualmente indoloras observadas 

por un médico. 

5.- Artritis: artritis no erosiva que afecta 2 o más articulaciones periféricas, con 

dolor, aumento de volumen o derrame articular. 

6. Serositis, definido como un proceso inflamatorio de membranas serosas: a) 

pleuritis: una historia de dolor torácico, tipo pleurítico o frote pleural percibido por 

un médico, o evidencia de derrame pleural, o b) pericarditis, entendido como la 

inflamación del pericardio, documentada por un electrocardiograma o frote, o 

evidencia de derrame pericárdico. 
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7. Alteración renal consistente en: a) proteinuria persistente de más de 5 g/dla (o 

+++) o b) cilindros celulares que pueden ser de eritrocitos, hemoglobina, 

granulares, tubulares o mixtos. 

8. Alteración neurológica: a) convulsiones o b) psicosis, ambas en ausencia de 

una causa conocida por ejemplo uremia, desequilibrio hidro-electrolítico. 

9. Alteraciones hematológicas: a) anemia hemolltica con reticulocitosis; b) 

leucopenia menor a 4 x 109 /1 leucocitos en 2 o más ocasiones; c) linfopenia menor 

a 1 .5 x 109 /1 linfocitos en 2 o más ocasiones y d) trombocitopenia menor a 100 x 

109 /1 plaquetas en 2 o más determinaciones. 

10. Alteraciones inmunológicas: a) presencia de células L.E. (lupus eritematoso); 

b) trtulos anormales de anticuerpos contra · DNA nativo; c) presencia de 

anticuerpos contra el antrgeno nuclear Sm; d) VDRL (venereal disease reaction 

látex) falso positivo durante al menos 6 meses, con prueba confirmatoria de FT A 

(fluorescent treponemal assay) negativa. 

11. Anticuerpos antinucleares: título anormal de anticuerpos antinucleares 

mediante inmunofluorescencia o alguna técnica equivalente en cualquier 

momento de la enfermedad en ausencia de fármacos que pudieran causar su 

elevación. 

Se clasificará como LEG aquel paciente que reúna 4 o más de los criterios. Los 

criterios de actividad para LEG que se consideraron para evaluar esta condición 

fueron los del MEX-SLEDAI (42). 

En el grupo control se incluyeron individuos clínicamente sanos captados del 

programa de transplante de MO, quienes no tuvieran antecedentes de haber 

recibido ningún tipo de tratamiento, incluyendo la aplicación de CSF-GM. 

Además, en todos ellos se excluyó la presencia de enfermedades hematológicas 

primarias y otras alteraciones que pudieran afectar la MO. 

Antes de proceder con el trabajo, se obtuvo la autorización por escrito de cada 

paciente, para ser incluido en el protocolo y obtener 5 mi de MO. Esta petición se 

realizó antes del procedimiento siguiendo los lineamientos de la declaración de 

Helsinski (43). 
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA 

OBTENCION. DE LA MUESTRA DE MEDULA OSEA (MO) 

En todos los pacientes y controles se obtuvieron muestras de MO mediante 

punción de cresta ilíaca. 

Una vez obtenida la muestra, se colocó en condiciones de esterilidad, en un tubo 

nuevo con heparina (25 Ul/ml). Una porción de la muestra fue destinada al 

estudio de citometría de flujo y una alícuota de 4 mi de la muestra, se separó en 

un tubo de policarbonato siliconizado para congelarlo inmediatamente a -70ºC 

(Reveo). 

CUANTIFICACION DE LAS CELULAS CD34 

Se realizó mediante el método de citometría de flujo (44,45). Para ello, se partió 

de 1 mi de MO, al cual se le adicionaron 9 mi de PBS-albúmina (fracción V de 

albúmina sérica bovina) (Sigma Co) y se mezcló en un agitador vórtex. En 

seguida se centrifugó durante 3 minutos a 1500 x g a temperatura ambiente y 

después de eliminar el sobrenadante se resuspendió el botón para proceder a 

cuantificar las células nucleadas. Esta cuenta se realizó con una pipeta para 

glóbulos blancos aforando con solución de Turck y se realizó el contéo celular en 

una cámara de Newbauer. 

Para proceder a la citometría, se ajustaron las células nucleadass a una 

concentración de 1x106 cal/mi por tubo y se incubó por una hora a 4 ºC, con cada 

anticuerpo monoclonal marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o con 

ficoeritrina (PE) (Becton-Dickinson). Posteriormente se lavó con PBS-albúmina 

mediante centrifugación a 1200 x g por 10 minutos. A continuación se adicionó 

una solución de lísis que contiene cloruro de amonio, EDTA y carbonato de sodio 

y se incubó 1 O minutos a 37"C; se lavó 2 veces con PBS-albúmina centrifugando 

a 1200 x g por 4 minutos y el botón se resuspendió en 1 mi de PBS, a partir del 

cual se realizó el análisis en un citómetro de flujo (Cytoron Absoluta, Ortho), 

registrando el número de células que mostraron fluorescencia positiva. 
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Las células CD34 se cuantificaron de acuerdo al protocolo de Milán (46). Para 

ello se introdujo al citómetro de flujo el tubo control de isotipo (células marcadas 

con AcMo lgG FITC/PE). En este caso se fijó en el eje "Y" del citograma la 

dispersión frontal (tamaño) y en el eje "X" la dispersión lateral (granu1>1ción). A 

continuación se creó una ventana adicional que permitió incluir a todas las células 

con marcaje con excepción 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 dispersión lateral, generando una ventana para 

localizar las células con mayor intensidad de fluorescencia y menor granulación. 

Sin modificar los ejes, se introdujo el tubo que contenía las células marcadas con 

el AcMo anti-CD34 FITC/CD33 PE y considerando la ventana creada con el 

segundo tubo se logró cuantificar la población CD34. El porcentaje de células 

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

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

anticuerpos anti-CD33 marcados con PE. 

Con un cuarto tubo (células marcados con AcMo CD1 9 FITC/CD5 PE) se 

analizaron las células T y B empleando un citograma de doble fluorescencia. 

El número de células por µI a partir de la muestra total, se calculó con la siguiente 

formula: 

células CD34/µI= (No. de células CD34*) (células nucleadas/ul de la MO> 
(total de células analizadas) 

*cuenta total de células en el histograma granulación contra tamaño 

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

desviación estándar y error estándar (EE). 
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DETECCION DE CD34 Y CITOCINAS 

EXTRACCION DEL RNA 

Para detectar la presencia de la molécula CD34, así como de las citocinas IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-10, TNF-cx, TGF-~ e IFN-y se realizó la extracción de ANA total de la 

muestra de MO (47). 

La extracción del ANA se realizó mediante el método de isotiocianato de 

guanidina (48), empleando las células de MO, a las cuales se les adicionó 1 mi de 

Trizol (Gibco-BAL) por cada 1 x 106 células. Este preparado se homogeneizó con 

vórtex y por cada mi de la mezcla se adicionaron 200 µI de cloroformo, la mezcla 

se agitó vigorosamente durante 15 segundos y se incubó 5 minutos a 4"C para 

posteriormente centrifugar a 12 000 x g durante 15 minutos a 4 2 C. Con este 

procedimiento se separó la fase orgánica que contenía el DNA y proteínas en el 

fondo y el ANA en la parte superior, el cual formó una fase acuosa. Este volumen 

se transfirió a un tubo eppendorf de 1 .5 mi, al cual se le agregó isopropanol en 

proporción 1:1 agitando vigorosamente e incubando durante 15 minutos a 4 2 C 

para obtener el precipitado de ANA. La suspensión se centrifugó a 1 2 000 x g por 

15 minutos a 4 2 C y el sobrenadante se eliminó con una punta estéril. El botón se 

lavó con 800 µI de etanol al 75º/o enfriado previamente a -202 C y se centrifugó a 

12 000 x g durante 1 O minutos a 4"C. Al término de este paso, el sobrenadante se 

eliminó y el botón se secó con un sistema de condensación (SAVANT). El botón 

se resuspendió en 20 µI de agua-DEPC y se calentó a 552 C por 15 minutos. Para 

cuantificar la concentración de ANA se empleó un equipo comercial (GENE 

QUANT, Pharmacia) y para identificar el ANA constitutivo 18s y 28s, se ajustó a 1 

µg/µI y se realizó electroforésis en un gel de acrilamida al 40% (49) en el que se 

empleó un marcador de peso molecular como referencia. 

Una vez obtenido y cuantificado el ANA se realizó el procedimiento de la 

transcriptasa reversa para obtener el cDNA. Se tomó de 1 a 5 µg de ANA total y 

se adicionó 1 µI de oligo dT (500 ng/ml) (Gibco BAL), 12 µI de agua-DEPC. A 

continuación se calentó la mezcla a 70ºC 1 o minutos y se colocó inmediatamente 

en hielo. En seguida se adicionaron 4 µI de amortiguador 5x (KCI 375 mM, Tris 
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HCI 250 mM, MgCl2 15 mM), así como 2 µI de DTT (0.1 M), 1 µI de dNTP (10mM) 

y se mezcló e incubó a 4211C por 2 minutos adicionando 1 µI de Super script 11 

(Gibco BAL). Posteriormente se mezcló y se incubó a 42"C por 50 minutos y para 

inactivar la reacción se calentó a 70ºC por 15 minutos. El ANA restante se eliminó 

con 1 µI de ANAsa (1 U/µI) mediante la incubación a 372 C 20 minutos. Al final se 

almacenó la muestra a -702 C hasta su uso en el AT-PCA. 

RT-PCR PARA CD34 Y CITOCINAS 

Para cada una de las muestras se realizó la determinación de CD34 y las 

siguientes citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-cx, TGF-13 e IFN-y. Este estudio se 

efectuó a partir del cDNA obtenido por retrotranscripción (50). Para ello se 

utilizaron 5 µI de amortiguador de PCA 10x, 5 µI de mezcla de dNTP (10mM), 3 µI 

de MgCl2. (50 mM), 3 µI (0.5 µM) de los oligonucleótidos sentido y antisentido 

específicos para CD34 y cada una de las citocinas. El ANA total de las muestras 

de MO, se empleó a una concentración de 1 µg. También se adicionó 0.5 µI de 

Taq DNA polimerasa (5 U/µI), 25.5 µI de agua-DEPC y 50 µI de aceite mineral 

(Nujol) para obtener un volumen final de 100 µI, los cuales se procesaron en un 

termociclador (PEAKIN ELMEA DNA Thermal Cycler 480) (51,52). Como control 

del AT-PCA, se realizó la determinación del GADPH, que es un producto 

constitutivo. Este estudio se efectuó en todas las muestras, incluyendo a 

pacientes y controles sanos. 

El equipo de PCA se programó de la siguiente manera: 9411C 5 minutos, 40 ciclos 

94ºC un minuto, 602 C 45 segundos y 72ºC un minuto y 1 ciclo, 72ºC 5 minutos. 

Para obtener las condiciones óptimas de la temperatura media de alineamiento, 

se empleó la siguiente formula: 

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

Para confirmar la amplificación del DNA, se realizó una electroforésis en 

acrilamida al 4% en una cámara vertical (Bio-Aad Mini-PROTEAN 11), en un 

amortiguador de Tris Boratos EDTA (TBE 1 X) manteniendo un voltaje constante 

(100 volts) por 2 horas. Al cabo de este proceso, se realizó una tinción del gel con 
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bromuro de etidio (0.01 %) y se observó el patrón de corrimiento en un 

transiluminador de luz UV (Hoefer Scientific lnstruments), utilizando como 

referencia un marcador de peso molecular READY-LOAD 100 bp DNA Ladder 

(Gibco BRL). El registro de esta electroforésis se realizó mediante una impresión 

fotográfica con una cámara Polaroid (0534). 

Para la determinación de CD34 y las citocinas, se utilizaron oligonucleótidos 

específicos cuya secuencia se muestra en la tabla1. 

TABLA 1 

SECUENCIA Y CARACTERISTICAS DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS PARA 

CD34 Y CITOCINAS 

Cltoclna• Secuencia Secuencie Tamal'io 

o •entldo antl•entldo del 

marcador producto 

empllflcado 

CD34 5'CTCTTCTGTCCAGTCACAGACC3' 5'GAATAGCTCTGGTGGCTTGT3' 540pb 

IL-2 5 .GTCACAAACAGTGCACCTAC3. 5. ATGGTTGCTGTCTCATCAGC3' 458pb 

IL-4 5 'TGCCTCCAAGAACACCAACTG3' 5. AACGTACTCTGGTTGGCTTC3' 456 pb 

IL-6 5 'TCAA TGAGGAGACTTGCCTG3. 5'GATGAGTTGTCATGTCCTGC3' 260 pb 

IL-10 s·AAATTTGGTTCTAGGCCGGG3. 5"GAGTACAGGGGCATGATATC3" 264pb 

TNF-cx s· ACAAGCCTGTAGCCCATGTT3. 5'AAAGTAGACCTGCCCAGACT3' 427 pb 

TGF-¡31 5'TTTCGCCTTAGCGCCCCACTG3' 5 'TCCAGCCGAGGTCCTTGCGG3' 465 pb 

IFN-cx 5 'GCAGAGCCAAATTGTCTCCT3' 5 'ATGCTCTTCGACCTCGAAAC3' 290pb 

GADPH S'TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG S'CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC 110 pb 

T3' 3• 
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ANALISIS ESTADISTICO 

La comparación de tos resultados entre tos grupos con LEG y controles, en 

cuanto a ta determinación de tas células CD34, se realizó mediante ta prueba de 

U de Mann Whitney (53), que evalúa 2 grupos independientes a partir de 

poblaciones que no tienen una distribución normal. 

El estudio de correlación entre ta cuantificación de las células CD34 y tas 

variables hematológicas, que incluyeron hemoglobina, leucocitos, neutrófitos y 

plaquetas se realizó mediante una prueba correlación de Spearman (53), la cual 

estima la medida de asociación entre 2 grupos de valores ordinales que pueden 

variar concomitantemente. 

La diferencia en cuanto a ta frecuencia de tas citocinas en tos 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 

pequeñas que pertenecen a clases mútuamente excluyentes. 

En todos los casos se consideró como una prueba estadísticamente 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 clasificación de LEG de 

acuerdo a las propuestas realizadas por el Colegio Americano de Reumatología 

(41). 

Siguiendo los parámetros que evalúan la presencia de actividad o remisión de la 

enfermedad reportados previamente (Mex-SLEDAI) (42) y tomando en 

consideración el tratamiento médico al momento de su inclusión, se dividieron a 

los pacientes en los siguientes grupos: 

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

Grupo 11. Cinco pacientes con LEG activo tratados con prednisona (PON), y 

Grupo 111. Nueve pacientes con LEG activo tratados con prednisona y/o 

hidrocortisona, antimetabolitos o alquilantes. 

El grupo control estuvo constituido por 11 individuos clínicamente sanos del 

programa de donadores de trasplante de MO. 

La presencia de citopenias se evaluó de acuerdo a los parámetros de inclusión de 

este trabajo, que tuvieron como fundamento los criterios del Colegio Americano 

de Reumatologfa (41) y ocurrieron en todos los pacientes con LEG. 

El análisis de las variables hematológicas reveló que los 16 pacientes con LEG 

mostraron al menos un valor disminuido a partir del estudio de la biometrfa 

hemática. La mayor parte de los casos mostró (n=13) descenso de hemoglobina y 

le siguieron en orden de frecuencia la plaquetopenfa, linfopenia (n=1 O) y la 

leucopenia (n=9). En contraste ningún control sano presentó este tipo de 

anormalidades. 

Los resultados individuales de la biometrfa hemática de los pacientes con LEG en 

relación al grupo al que pertenecían se muestran en la siguiente tabla (tabla 2) 
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TABLA2 

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON LEG 

Paciente Patologfa Terapia Hemoglobina Leucocito• Neutroflloa Linfocito• Plaqu91aa 
g/dl 10 911 10 911 10 

9
11 10 

9
11 

12.5-16 fern• 4-10.s• 1.•e.s· 1.2-3.4* 150-450• 

1 LEG PON 10.3 1.4 0.2 o.e 115 

2 LEG PONIAZA 6.5 3.4 1.2 1.8 204 

3 LEG PONIAZA 8.9 12.4 9.3 2.3 9 

4 LEG PONIMT 7.5 3.1 2.4 0.5 21 

5 LEG PONIAZA 9.9 1.9 0.5 1.1 12 

6 LEG PONIAZA 6.8 1.2 0.8 0.4 11 

7 LEG SINTRAT. 9.0 5.1 3.0 1.5 412 

e LEG SINTRAT 11.3 3.7 2.9 0.6 148 

9 LEG PONICLOIAZA 12.2 2.4 1.0 1.0 249 

10 LEG PONIAZA 10.3 7.9 6.2 1.1 30 

11 LEG PONIAZA 13.8 3.3 1.9 0.8 61 

12 LEG PONIAZA 9.0 5.0 4.1 0.6 177 

13 LEG PON 14.9 6.2 4.1 1.3 262 

14 LEG PON 15.4 6.6 4.0 6.7 19 

15 LEG PON 11.2 6.0 1.0 ND 112 

16 LEG PON 11.7 2.2 1.4 0.6 224 

LEG: lupus eritematoso generalizado; PON: Prednisona; AZA: Azatioprina; CLO: Cloroquina SIN TRAT: sin 
tratamiento. NO: no determinado. fem valores de referencia para mujeres, •valores de referencia 

Al analizar los datos de la citología hemática de nuestro grupo control, no se 

encontró ningún dato por debajo de los valores de referencia. 

ESTUDIO CITOMORFOLOGICO DE MEDULA OSEA. 

Las características celulares de la MO de los pacientes con LEG, fueron 

analizadas en frotis teñidos con colorante de Wright, lo cual mostró resultados 

heterogéneos. Siete de los pacientes mostraron incremento del número total de 

células de MO {hipercelularidad), 3 descenso en el número total de dichas células 

28 



(hipocelular) y 3 mostraron tener cifras normales (normocelulares), tomando como 

valores de referencia las cifras aceptadas internacionalmente. La cuenta 

diferencial mostró que 2 casos presentaron elevación de neutrófilos jóvenes y 

adultos. En 2 enfermos aumentó la proporción de eosinófilos, y en 6 enfermos se 

documentó disminución de linfocitos. Fue interesante encontrar que algunos 

pacientes presentaron incremento de células plasmáticas e incluso un caso 

mostró blastos, adicionalmente ningún enfermo mostró evidencias de aplasia 

medular. Los valores individuales obtenidos mediante el estudio citológico, se 

muestran en la tabla 3. 

TABLA3 

CARACTERISTICAS DE LA CITOLOGIA DE MO DE LOS PACIENTES CON LEG 
P11elente 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

16 

Megac•rlo- Normo
clto• b .. ato• 

(%) 

N 22 

N 

N 

N 

i+ 
N 

N 

i+ 
N 

i+ 
N 

NR 
NV 
i++ 
i+ 

42 

46 

31 

23 

2 

38 

20 

33 

30 

22 

NR 
22 

30 

35 

Linfo
cito• 
(%) 
(8·26)" 

5 

6 

9 

9 

25 

3 

7 

19 

8 

8 

5 

NR 

4 

6 

Mono
cito• 
<""•> 
(G-6)º 

1 

1 

1 

NR 

Neutróflloa 
Jóven.. Adultos 

(%) (%) 
(12·34-)º (<1-32) 

44 26 

27 

24 

21 

42 

23 

20 

26 

25 

27 

29 

NR 
25 

24 

25 

20 

16 

35 

5 

70 

28 

25 

23 

30 

39 

NR 
40 

34 

34 

Eoalnó
flloa 
(%) 

(D-6)º 

2 

3 

3 

1 

3 

2 

8 

8 

4 

3 

NR 

Ct\lulaa 
Pla•m .. -
tk:aa (%) 

(0-2 ,. 

2 

1 

3 

2 

4 

2 

2 

1 

2 

NR 

3 

Blaatoa 
<"'•) 

(0-3)º 

NR 

Abundan 
-el• 
celular 

J.+ 
i+++ 
i++ 

N 

J.+ 

J.++ 
i+ 
i+ 
N 

N 

i+ 
NR 
NV 
i+ 
i+ 

i: Aumentado, J.: Disminuido, N: Normal, NV: No valorable, NR: no realizado, *Pronormoblastos 11°/o, 
•valores de referencia, (--)Variable no encontrada en la citomorfologfa. 
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DETERMINACION DE CELULAS CD34 

Al estudiar los pacientes con LEG como un solo grupo, se encontró descenso de 

los niveles de células CD34/µL en MO (n=16, X±EE 56±7.85) en comparación con 

el grupo control (n=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 realizó un 

análisis excluyendo este valor (n=8, X:t::EE 95.22±7.58), lo que resultó en una falta 

de significancia estadística. 

Cuando se analizaron los resultados considerando el tratamiento médico que 

recibieron los pacientes, se encontró 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 observó que la media (n=2, X±EE 

91 ±9.2) (P= no significativa, N.S.) quedó por abajo del grupo control (figura 2). 

La cuantificación de las células CD34 en los pacientes con LEG que recibieron 

tratamiento con prednisona, mostró una disminución en el número de estas 

células, notando que su media (n=6, X±EE 47:t::7.3) fue menor que en el grupo 

control (n=9, X±EE 131 ±11.15) (P= N.S.), como se aprecia en la figura 3. 

Por su parte el grupo tratado con prednisona e inmunosupresores presentó cifras 

menores (n=B, X±EE 53±8.2) (p= N.S.) que el grupo de referencia (figura 4). 
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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 C034 

expresadas en células/µI, que mostraron una correlación con las variables 

hematológicas. Se apreció una relación significativa entre el descenso del número 

de células CD34 y la disminución del valor de hemoglobina (r=0.86), leucocitos 

(r=0.86), así como de plaquetas (r=0.86), en los pacientes lúpicos tratados con 

prednisona, mientras que en el grupo con LEG tratado con prednisona e 

inmunosupresores y en los controles no hubo correlación alguna. El pequeño 

número de casos con LEG sin tratamiento, impidió este tipo de análisis en dicho 

grupo (tabla 4). 

TABLA4 

CORRELACION ENTRE CELULAS CD34 Y VARIABLES HEMATOLOGICAS EN LEG Y 

CONTROLES 

CD34 Hb Leucocitos Plaquetas 

(cél/µI) (g/dl) (109/I) (10"11) 

Lupus sin trat. 31-151 9.0-11.0 3.7-5.1 148-412 

n=21*r= NV NV NV 

Lupus PON 3-49 10.3-14.9 1.4-6.2 115-262 

n=6/*r= 0.86 0.86 0.86 

Lupus PON-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 

n=11/*r= 0.39 0.03 0.25 

Trat: tratamiento, PON: prednlsona. PON-O: prednlsona-otros, cltotóxlcos, •: Correlación de Sperman, NV: 
No valorable. 
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DETERMINACION DE OTROS MARCADORES 

Al realizar el marcaje de las células de MO para la población CD34, se estudiaron 

en forma independiente otras poblaciones celulares. Esta determinación se 

efectuó a partir de un citograma de doble fluorescencia, las poblaciones marcadas 

fueron CD33, CD4S, CD14, CD19 y CDS que se expresaron como células/µ!. Las 

células del linaje mieloide que presentan en su superficie el antígeno CD33 se 

observó disminuida en el grupo de lupus, en comparación con el grupo control 

(p=0.006). Estos resultados fueron similares a los encontrados para el antígeno 

CD34 (Tabla S). Este mismo fenómeno se manifestó con el marcador de 

leucocitos CD4S y el grupo de sanos presentó cifras mayores, que el grupo de 

pacientes en quienes se encontró descenso de esta población (p=0.03). Para los 

antígenos CD14, (marcador de monocitos-granulocitos) (p=0.09S), CD19 

(marcador de células B) (p=0.08) y CDS (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 5 

DETERMINACION DE OTROS MARCADORES EN MO 

LEG CONTROLES (P<) 

(medla~EE) (medla±EE) 

CD34 (cel/µI) S6±7.8S 131±11.15 o.os 
CD33 (cel/µI) 213±61.2* 1382±41.8 0.006 

CD45 (cel/µI) 2723±61.2* 4847±63.2 0.03 

CD14 (cel/µI) 164±16.3* 164±16.3 N.S. 

CD19 (cel/µI) 179±18.1* 160±13.1 N.S. 

CDS (cel/µI) 642±28.2* 708±21.9 N.S. 
•(n=14), no se estudiaron en 2 pacientes con LEG (uno de ellos tratado con PON y otro PDN~O). EE. Error estándar. 
N.S. No significativa 
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ESTUDIO DE CD34 POR PCR 

La determinación de CD34 a partir del cDNA obtenido de las muestras de MO no 

mostró diferencias entre el grupo de enfermos comparada con los controles. Sin 

embargo, es importante recordar que mediante nuestro sistema de PCR, no se 

logró realizar una determinación cuantitativa. La identificación del corrimiento 

electroforético de CD34, correspondió a 540 pb en un gel de acrilamida al 40°/o y 

difirió 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 ocurrió 

en un bajo porcentaje tanto en LEG como en el grupo control. Al comparar la 

presencia de IL-4 e IL-6 se encontró que la frecuencia fue muy semejante en los 

grupos de estudio. La IL-4 ocurrió en el 18.8% de los pacientes con LEG y el 

18.2°/o de los controles y la IL-6 estuvo presente en el 25o/o de los casos con LEG 

y el 27.7°/o de los controles. Los resultados para TNF-a. y TGF-13 fueron muy 

semejantes para el grupo de los pacientes con LEG (56.3°/o, 56.3%) mientras que 

para el grupo control hubo mayor variación (54.5°/o y 63.6°/o respectivamente). 

En contraste, solo se apreció diferencia para la IL-10, cuyo porcentaje de 

posltividad difirió claramente entre el grupo con LEG y los controles. La IL-10 en 

pacientes lúpicos se encontró en el 87.5% de los casos mientras que para el 

grupo control este resultado fue de 45.5°/o (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, así 

como 7 de 9 de los casos con prednisona e inmunosupresores presentaron 

incremento de IL-1 O. 

En relación al IFN-y, la frecuencia fue ligeramente mayor en el grupo control 

(36.3°/o), que en los pacientes con LEG (25%) (p= N.S.). Estos datos se pueden 

apreciar en las tablas 6 y 7. 
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TABLA& 

PRESENCIA DE CITOCINAS Y CD34 EN PACIENTES CON LEG 

Paciente Terapia IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF-a TGF-p IFN-y CD34 
1 PON + + + + 
2 PON/AZA + + + + + + 
3 PON/AZA + + + + 
4 PON/MT + + + 
5 PON/AZA + + + + 
6 PON/AZA + + + 
7 SINTRAT. + + + 
8 SINTRAT + + + + 
9 PDN/CLQ/AZA + 

10 PON/AZA + + ..¡: + 
11 PON/AZA + + + 
12 PON/AZA + + + + 
13 PON + + + + 
14 PON + + + 
15 PON + ·+ + + 
16 PON + + + + + 

Positivos (%) o 18.8 25 87.5 56.3 56.3 25 100 

TABLA7 

PRESENCIA DE CITOCINAS Y CD34 EN EL GRUPO CONTROL 

Paciente IL-2 IL-4 IL-6 IL-10 TNF-a TGF-p IFN-y CD34 

+ + + + + 

2 + + + 
3 + + + 

4 + + + + + + 

5 + + + + 

6 + + 

7 + 
8 + + + + + 
9 + 

10 + + + + 
11 + + + + 

Positivos(%) o 18.2 27.7 45.5 54.5 63.6 36.3 100 
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ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR 

Una vez que se amplificó el DNA y se realizó la electroforesis de la citocinas, se 

procedió al análisis de su corrimiento mediante un programa de cómputo (1 D 

Windows Software System, Kodak). Para ello, se empleó como referencia un 

marcador de peso molecular comercial (Low DNA Mass Ladder, Gibco-BRL) que 

permitió identificar bandas de 600, 500, 400, 300, 200 y 100 pb. 

Al realizar este procedimiento se logró observar que la migración en gel de 

acrilamida al 40°/o del amplificado de DNA de cada una de las citocinas coincidió 

con el peso molecular esperado. 

En las figuras 5 y 6 se muestran prototipos del análisis 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 dimensión 

permitió tener una referencia precisa para determinar el peso molecular del 

amplificón de las citocinas estudiadas (Exp). En la figura 6 se muestra la imagen 

típica del corrimiento electroforético de los marcadores de peso, así como de las 

diferentes citocinas y de CD34 que fueron estudiadas en este trabajo. 
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Figura s. Anállsls del peso molecular del 
DNA ampllflcado para cada citocina 
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Figura 6. Identificación del DNA amplificado 
mediante PCR 
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DISCUSION 

La disminución de las cifras de los elementos formes sanguíneos a nivel 

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

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

linfopenia, neutropenia o plaquetopenia. 

Los mecanismos fisiopatogénicos que pueden explicar la presencia de citopenias 

en el LEG incluyen aquellos que dependen directamente del mecanismo 

autoinmune en el que puede participar una destrucción periférica, o bien los 

causados por complicaciones consecutivas de la enfermedad, como la 

insuficiencia renal o lesiones microvasculares que pueden ocasionar citopenias 

en ocasiones indistinguibles de aquellas causadas por anticuerpos. 

El estudio de las alteraciones hematológicas y particularmente de las citopenias 

en esta enfermedad autoinmune, ha logrado demostrar que el descenso de los 

elementos formes sanguíneos puede ser debido a la producción de anticuerpos 

específicos contra epítopes de eritrocitos, leucocitos, plaquetas o linfocitos que 

favorecen su destrucción por activación de la cascada del complemento y/o 

mediante su atrapamiento y eliminación en el sistema fagocftico mononuclear, 

especialmente en bazo e hígado (38). 

En pocos estudios se sustenta alguna alteración 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 participación de alguna 

anormalidad en el número y/o función de los progenitores pluripotenciales o 

alteraciones en las citopenias que pueden regular los mecanismos de 

diferenciación y maduración (54). 

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

alteración específica mediante el estudio citomorfológico convencional de MO. 

Los resultados fueron heterogéneos, encontrando cifras variables de 

megacariocitos, normoblastos, linfocitos, monocitos, neutrófilos, eosinófilos y 

células plasmáticas. En cuanto a la abundancia celular fue variable, pues hubo 

tanto hipocelularidad como hipercelularidad y aún reportes de pacientes sin tales 
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cambios. El hallazgo de hipocelularidad no se relaciono con pancitopenia ni otros 

datos sugerentes de mielofibrosis, hipoplasia o transformación gelatinosa en MO, 

las cuales han sido descritas como causas de citopenias periféricas en el LEG 

(55). Además, en general los resultados citomoñológicos de MO no mostraron 

una asociación específica con el tipo y/o grado de citopenia, ni con la modalidad 

de tratamiento de los pacientes. 

Las células CD34 están plenamente caracterizadas como los precursores 

pluripotenciales en el mecanismo de hematopoyesis y diversas evidencias han 

mostrado que en las enfermedades hematológicas como las leucemias 

linfocíticas, monocíticas y linfomas puede ocurrir un cambio en el número y/o 

función de esta población (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 disminución de las células CD34 en MO de pacientes con LEG en 

comparación con los controles fue patente al considerar la totalidad de los casos 

estudiados encontrando valores estadísticamente significativos sin embargo, 

cuando excluimos del análisis uno de los valores altos en el grupo control se 

suprimió la diferencia estadística, aunque la tendencia en la disminución de CD34 

en el LEG siguió 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 generación de los precursores 

hematopoyéticos; b) un descenso consecutivo a la destrucción por 

autoanticuerpos en contra de la células hematopoyéticas o debido a su 

interacción 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 específico con el fin de restablecer los 

elementos sanguíneos faltantes, lo que puede resultar en un descenso relativo. 

Los resultados de este estudio podrían apoyar parcialmente un defecto en la 

generación 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 algún linaje, ya que si bien hubo un descenso de la 

población CD45, los porcentaje de células CD19 y CDS se mantuvieron en límites 

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, C033 y CD45 ocurrió tanto en los pacientes con LEG que recibieron 

prednisona, como en aquellos con prednisona e inmunosupresores y solo un caso 

en este último grupo y un enfermo sin tratamiento, presentaron cifras superiores a 

la media del grupo control. 

Es posible que las alteraciones en el número y/o función de las células CD34, no 

sean únicos 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 

sanguíneos. 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 supresión del crecimiento de los progenitores de las líneas granulocftica y 

monocítica (23). Los pacientes con LEG que cursan con alguna citopenia, pueden 

tener una reducción 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 

señalado que en estudios in vitro se ha logrado identificar un bloqueo en la 

formación de CFU -E mediante el cocultivo con linfocitos T autólogos o alogénicos 

provenientes de enfermos lúpicos sin tratamiento. Además, en estudios in vivo, se 

ha mostrado que al emplear sobrenadantes de MO de pacientes con LEG se 

inhibe la producción 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 hematológicos, sino que pueden participar en la 

generación de otro tipo de daño tisular en los pacientes con LEG (53,57). Algunos 

estudios, han hecho patente que aún en los casos en los que no es evidente un 

mecanismo de destrucción periférica de las células sanguíneas, se pueden 

sustentar distintas alteraciones a nivel de la generación 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 disfunción de las 

células progenitoras, como a los cambios de inmunoregulación que caracterizan 

al LEG. 

En estudios previos se ha demostrado contundentemente, que la producción de 

citocinas en células de sangre periférica de pacientes con diversas formas de 

autoinmunidad es anormal, lo cual no sólo es parte de los cambios del sistema 

inmune sino que contribuyen a su desbalance. La disminución en la síntesis de 

ciertas citocinas, como la IL-2 o el exceso de producción o una inadecuada 

inhibición de otros productos como la IL-3, IL-4 e IL-5, se han descrito en diversas 

condiciones autoinmunes y pueden contribuir a la perpetuación de los 

mecanismos de daño y el desarrollo de una enfermedad crónica como el LEG 

(53,58). 

Nuestro estudio muestra algunos cambios en la frecuencia de algunas citocinas, 

que han mostrado ser relevantes en la modulación del proceso de la 

hematopoyesis en MO. 

La mayor proporción de IL-10 en pacientes con LEG y el relativo descenso de 

IFN-y, en comparación con los controles, son observaciones que pueden ayudar a 

explicar la presencia de citopenias periféricas y concuerda en algunos aspectos 

con el patrón de citocinas encontrado en sangre periférica en esta enfermedad. 

Sin embargo, no debemos olvidar que el análisis de citocinas en MO, refleja la 
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participación de diferentes componentes y no solo de una población o estirpe 

celular. 

Al estudiar linfocitos de sangre periférica en LEG, se ha encontrado que la 

producción 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 lúpicos con citopenias que en el grupo control, lo 

que es sugerente de esta misma polarización. En estudios recientes en sangre 

periférica de pacientes con LEG se ha observado la expresión elevada de 

transcritos de varios genes incluyendo no solo a la IL-4, IL-6 e IL-10 sino al 

TNF-cx, el cual aumenta significativamente en los pacientes con LEG en 

comparación 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 función puede contribuir con el desarrollo de la activación 

policlonal de las células B y la producción de autoanticuerpos. 

El hallazgo de que un bajo porcentaje de pacientes con LEG presentaron IFN-y, 

parecería sorprendente tomando en cuenta que la liberación de esta citocina por 

las células T puede tener una influencia importante en la producción de 

anticuerpos. Sin embargo, en el caso de MO, debe ser considerarse que la 

participación del microambiente hematopoyético y especialmente del estroma 

influyen en este perfil de citocinas. 

Al analizar individualmente a las citocinas, se encontró que ninguno de los 

pacientes con LEG presentaron IL-2 en MO, para lo cual no tenemos una 

explicación precisa. En sangre periférica el descenso de la expresión de IL-2 se 

ha relacionado con un defecto en las células T que está en concordancia con una 

disminución 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 TGF~ en MO; pero las alteraciones en estas citocinas pueden 

relacionarse con el desbalance inmunológico observado en el LEG. 

En cuanto a la IL 1 O, ésta parece tener un efecto diametralmente opuesto en el 

LEG en comparación con otras enfermedades. La gran producción 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 acción 

estimulante en la producción de autoanticuerpos, mientras que en artritis 

reumatoide la IL-10 inhibe la población Th1. Este efecto de la IL-10 sobre la 

producción 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 participación 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 

disminución en la actividad de IL-2 y una deficiente producción 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 CDS o anticuerpos específicos contra 

esta linfocina, así como por la presencia de células T exhaustas activadas in vivo 

o anormalidades en la producción 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 participación 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 función de la célula hematopoyética 

pluripotencial (62), depende tanto de las células hematopoyéticas (macrófagos, 

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 interacción célula-célula y célula-MEC, así como la 

producción de los factores solubles durante los procesos de proliferación, 

diferenciación y maduración, mantienen un control estrecho de la célula 

pluripotencial hematopoyética (63). 

Es posible que el estudio de la interacción 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, colágena, hemonectina y otros 

productos derivados de diversos tipos celulares, Influyen definitivamente en el 

proceso de diferenciación durante la hematopoyesis. Sin embargo, a excepción 

de algunos reportes aislados que relacionan a la sobreproducción de ácido 

hialurónico en MO, con citopenias periféricas (56), no hay estudios suficientes 

que permitan obtener información acerca de la importancia de este tipo de 

mecanismos patogénicos en el LEG. 

Es posible que la colágena, fibronectina, elastina y la laminina tengan un papel 

importante en las fases iniciales de proliferación y eventualmente sobre los 

procesos de diferenciación 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 proteínas de la MEC, han obtenido una 

transición hacia los linajes linfoide y mieloide, independientemente del empleo de 

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

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

conocimiento que en la proliferación, diferenciación y maduración de la célula 

pluripotencial hematopoyética participan mediadores solubles que tienen su 

origen en las células del estroma. Entre los múltiples factores derivados del 

estroma que estimulan diversas fases de la diferenciación y maduración de la 

célula progenitora y que no fueron estudiados en este trabajo, destacan el CSF-G, 

CSF-GM, CSF-M, IL-113, IL-3, IL-5, IL-7, lL-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 proteína inhibidora de macrófagos MlP-1a 

(17,65,66). 

Estos efectos positivos o negativos de algunas citocinas pueden depender 

además de si actúan concertadamente, como se ha reportado en el caso de la IL-

2, que en presencia de CSF-GM favorece la diferenciación 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 interacción célula-célula la cual puede generar la liberación 

de inhibidores de la hernatopoyesis en el estroma como el TGF-!l. · 

Para concluir, es clara la necesidad de ampliar el conocimiento sobre el 

mecanismo hernatopoyético y su posibles alteraciones en enfermedades corno el 

LEG. Esto hará posible visualizar un mayor número 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 rnielopoyesis o eritropoyesis, o 

bien el abordaje de las relaciones del progenitor con su entorno, incluyendo la 

participación de los componentes de la MEC en las vlas de diferenciación serán 

de utilidad para conocer los mecanismos que influyen en la producción y/o 

perpetuación de las citopenias periféricas en el LEG. Adicionalmente, evidencias 

recientes que postulan la existencia de subtipos de células progenitoras 

pluripotenciales, como las CD34h1 y CD34'° hacen posible el abordaje de nuevas 

líneas de trabajo, en cuanto a su diferenciación hacia linajes especificas, 

caracterlsticas de su progenie, la capacidad de secreción de macromoléculas que 

conforman la MEC o su respuesta ante la biosíntesis 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 específicos y complicaciones inherentes al 

desarrollo y/o progresión de la enfermedad. 

En el LEG, es escaso el número de estudios que puedan sustentar claramente 

alguna alteración en el proceso de la hematopoyesis y específicamente en la 

población 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 número de células 

progenitoras pluripotenciales CD34 en MO. 

El descenso simultáneo de CD33 y CD45 sugiere que la anormalidad principal 

ocurre en la céÍula pluripotencial primitiva y puede afectar su progenie. 

El descenso de los elementos formes sanguíneos en el LEG, representado 

específicamente por las variables de hemoglobina, leucocitos y plaquetas mostró 

una correlación significativa con la disminución del número de células CD34 en 

MO, en los pacientes tratados con prednisona. 

La producción de las células sanguíneas depende de la interacción entre las 

células CD34 y su microambiente, por lo que es probable que otras 

anormalidades en las células hematopoyéticas y componentes del estroma que 

derivan de un progenitor común, puedan favorecer la citopenia periférica en LEG. 

El estudio génico de las citocinas en MO, reveló que en comparación con los 

controles sanos, una gran proporción 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 

mostró nexo alguno que sugiera un defecto puntual en el proceso de la 

hematopoyesis. 

El abordaje ulterior en esta área del conocimiento, mediante el estudio de la 

célula CD34 aislada; los transcritos de otras citocinas; la capacidad de 

diferenciación hacia linajes específicos; los cambios en el número y/o función de 
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subtipos de células progenitoras y su progenie, o bien el análisis de las relaciones 

del progenitor con su entorno, podrá aportar mayor información acerca de los 

mecanismos involucrados en la producción de citopenias periféricas en los 

pacientes con LEG. 
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APENDICE 
REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Solución de lfsis 

NH4CI 

EDTA 

NaHC03 

0.829 mi 

0.0037g/ml 

0.1 g/ml 

Ajustar pH 7.2, aforar 100 mi 

Amortiguador PBS 

KCI 

KH2P04 

NaCI 

Na2HP04 

0.2g 

0.2 g 

Sg 

2.16 g 

Ajustar pH 7.35, aforar 1000 mi 

Solución PBS-albúmina 

PBS 100 mi 

0.5 g 

0.1 g 

Agua-DEPC 

Albúmina 

Azida de sodio 

DEPC 1.0ml 

Agua destilada desionizada 

cbp 1000 mi 

Esterilizar y conservar en tubos nuevos a temperatura ambiente. 
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EDTA5mM 

EDTA disódico 

Agua DEPC 

9.3 g 

30.0ml 

Ajustar pH 8.0, aforar 50 mi 

Etanol al 75°/o 

Alcohol etílico 

Agua-DEPC 

Almacenar a -20"C 

Solución amortiguadora de carga 

Glicerol 

EDTA pH a.o, 1 mM 

Azul de Bromofenol 

Xilencianol F.F. 

Agua-DEPC 

75ml 

25ml 

5ml 

20 µI 

2.5 µg 

2.5 µg 

5ml 

Homogeneizar el glicerol, conservar a temperatura ambiente 

Bromuro de etidio 

Bromuro de etidio 

Agua-DEPC 

1 mg 

10ml 

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

Tris-base 

Acido bórico 

EDTA pH a.o. 0.5M 

108 g 

55 g 

40ml 

Agua destilada desionizada cbp 1000 mi 

Solución amortiguadora TBE 1 X 

TBE10X 100ml 

Agua destilada desionizada cbp 1000 mi 

Gel de poliacrilamida al 40% 

Acrilamida 

TBE10X 

Agua 

TEMED 

PSA 10% 

Gel de poliacrilamida-urea 4% 

Urea 

Agua desionizada 

TBE 10X 

Disolver en calor 

Agua desionizada 

Acrilamida 40% 

PSA 10% 

TEMED 

3.5ml 

1.2ml 

7.0ml 

10 µI 

60 µI 

3.6 g 

4.27ml 

1.0ml 

1.8ml 

2.67ml 

60 µI 

10 µI 
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Acrilamida 40 °/o 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

Agua 

7.6g 

0.4 g 

20ml 
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