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RESUMEN.

Valeno M, Vera-tasira O, Gonratez CR. LA INFLUENCIA DE LA CICLOFOSFAMIDA SOBRE LA
APOPTOSIS LEUCOCITARIA Y SI3 RELACION CON EL DESARROLLO DE INFECCIONES EN
PACIENTES CONMN LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.

Objetive: Ceterminar el efectc del tratamiento con puisos de ciclofosfamida (CFM) scbre la

apoptos jeucocitana y su relacion con la mayor frecuenaa de infecciones repoitada en estos
pacientes

Sujetcs, Mediciones e intervenciones: De octubre 2002 a juho 2003, se inciuyeran 11 pacienties,
adscrtcs al  HECMNILR, de los Deparamentos de Medicina interna o Reumatotogia. Se
seleccionaron pacientes con {0s siguientes critenos de inciusién: que cumplierar con al menos 4
criterios para LES segun i3 clasificacion del ACR, de entre 18 y 55 nfos, de ambos sexos, que
recibieran tratamiento con pulsos de CFM por nefropatia lopica y/o lupus neuropsiquiatrico, sin
infeccién previa al pufso de CFM y Jque recibieran iratamiento con prednisona v.o.< 25mg/d.
Criterios de no inclusicn: Infeccion en al mencos un mes previo al pulso de ciclofosfamida,
tratamiento con pulsos de Mmetlpredrnisciona concomitantemene en dos meses previas al estudio,
tratamiento con cictosperina A o micofenclato de mofetilo. Critenos cde exclusion: Si se perdieron
por no acudir al seguimierto. Se tormaron Mmuestras basales, a {os 14 y a los 21 dias posteriores al
puiso de CFM de: BHC, Ac-antiDNA, ANA, C3 y C4, EGQO, urccuitivo, exudado faringeo. Se tomo
muestra de sangre para medir apoptosis leucooitana tardia por TUNEL. Con examen fisico se
descartd cualguer infeccidn y se establecio la acnvndad lupica por SLEDAI basal y en el
seguimiento. Se aplico pulso de CFM a dosis de 1/m’ /sc. Las visitas de sequimiento fueron a los
14 y 21 dias post-puiso. Se reportaron las mfev._c'cﬂes comroborandotas mediante cultivos o
pruebas serclhgicaa. Analisis estadistico: Se uso estadisuca descnptiva, con medias y desviacion
estandar., pruebas de T pareada para comparacion de las medias de {as variables antes y después
del tratamiente. En e} analisis bivanado se usaron pruebas de correlacion ¥y regresion logistica. Se
utlizo e! paquete estadistico SPSS version 10 para Windows,

Resultadas: Se obtuvieron un total de 11 pacientes. 8 mujeres (72.7%) y 3 hambres (27.3%), con
un rango Ze cdod de 17 a 47 aflos (media = 31.26 anos). La dosis de prednisona media fue
12.95mg/d +- 9.6mg/d. La dosis scumulada de CFM media fue da 7822mg +- 2899mg.

Se encontré una ciferencta de 2.35 entre el SLEDA! basai v a los 14 dias (p=0.04). La diferencia
entre el SLEDAI basal y a los 21 dias fue de 2.043 (p=0.06). No hubo diferencia estadisticamente
significativa al comparar SLEDAI det cia 14 con el del dia 21,

Encontramos ura diferencia de 2.24 entre el %% de apcoptosis de neutrdfilos basal vs. % de
apoptosis de neutréfilos at dia 14 (p=0.015). La diferencia entre et % de spoptosis de neutréfilos
basal vs. % de apogtosis de reutrchios al dia 21 fue de 3.063 (p=0.012). Mo hubo diferencia
estadisucamente significanva al comparar e porcentaje ce apoctoss de neutrofitlos al dia 14 vs, el
dia 21 Hubo dos cazmces de pacientes gue presentaron infecoién. o primero ocurrid a los 14 dias
de la aplicacién del pulso ¥ se tratd de una rnnofanngitis virai. £l segundo caso fue una infeccién
genital por herpes simple que inicid 12 dias despues del pulso No existio una comelaciéon
estadisticamente significativa entre el SLEDAI y el porcenta;= de apoptosis de neubcfilos.

Conclusiones: E! porcentaje de apoptosis de neutrofiles basal en pacientes con LES MCA, renal y
de sistema nervioso central fue de 21.54, dicho porcentsie disminuye posterior a la administracion
de CFM. La actvidad de la enfermedad medida per SLEDRALD disminuyd con ta administracion de
CF!M aunque no se correlaciond con el porcentaje de aitcoios

Palabras Clave: Lupus entematoso sistémico, tratamiento  cicicfosfamida, apoptosis leucocitaria,
infecciones.




ABSTRACT.

Valeria M, Vera-Lastra O, Gonzalez CR. THE INFLUENCE OF CYCLOPHOSPHAMIDE IN THE
LEUKOCYTE APOPTOSIS AND ITS RELATIONSHIP WITH INFECTIONS IN PATIENTS WITH
SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS (SLE).

Objective: To asses the effect of the treatment with pulses of :yclophosphumlde {CFM) on tha

white 000G celis aporioarm and its relationship wath the increased frequency of infections reparted
in these palients

ject, Measurements and, interventioas: Beoween October 2002 and July 2003 11 pawsents of
the intermal Medicine or Rheumatoiogy departrents of HECMNLR were included. i?atients were
selected based on the following inclusion criteria: at least 4 diagnoestic criteria of SLE according to
ACR, age betw=en 16 and 55 y.0.. both sexes, under treatment with CFM for glomerutonephntis or
neurstagic acttwvity, wihcut wifechon, and predrscone at doses <Z5mg/d. Non-indusion cnteria:
infechien in at !eest cne maonth tefore the CFM puise, treamment with memytg-ecnis:lone two
monthis beforp, trootmont sk oyciasponne A of mycoonenciatne. Exciusion cntena: if the patient did
not came for the follow-up measurements. CBC, urianalysis, ANA, ADNA, C3, C4, urocultive,
faringeal exudate, were optained at the day of the puise and afterwards 3t days 14 and 21. A blood
sampte for leukocyte apeptosis by TUNEL technique was aiso taken in the same days. With a
physical exam ait kinds of infections were excluded. When one was present it was corroborated by
laboratory tests. The disease activity was measured by SLEDAI. Cyclophosphamide was
administrated intravencusly ar a cosage of 1g/ m°  of body surface. The follow-up visits were at
days 14 and 21. Siatisaeat analysis: Descnpuve statisuc, including pairea-T tor the comparison of

the means. The bivariate analysis was made with corretanons and regressions. SPSS version 10 for
Windows was used

Resuits: Eleven patients were obtained, 8 femailes (72.7%) and 3 males {27.3%), ages ranging
fram 17 to 47 years (mean = 31.36 years). The average amount of prednisone dosage was
12.95Smg/d +- 9.3mg/d. The cumulative dosage of CFM was 72822mg +- 2829mg. A difference of
2.35 wasz found between o paant SLEDA) and the cay 14 SLEDAL (p=0.C4). The cdifierence
betwewn basil SLEDCA! ang wte day 21 SLEDAL was 2.043 (p=0.06). There was no significative
statistical differance tetween SLEDAL at day 14 and SLEDAIL at day 21. A significative difference of
2.84 was fuund between the basai % of apoptolic neutrophils vs. the % of apoptotic neutrophils at
day 14 (p=06.03%5) The aifference beiween the basal % of apoptotic neutrophis and the % of
apoptotc neutrophils at day 21 was 3.068 (p=0.012). There was no significant statistical difference
between the % of apoptotic neutrophiis in days 14 and 21. Two infections were reported: the first
was a vira nnotarnngius m day t4 after puise, amd the second one an herpes simplex genitat

infecticn thar occcurred at gay 12 after puise. MNo correlanon was found tetween SLEDAI and % of
apoptotic neutropins.

Conciusions; 'he percentage of apoptotic neutrophils n patents with mucocutaneous, articular,
renal and neurologic SLE s of 21.54 and it decreased after the treatment with intravenous
cyclephosphamide. The disease activity (SLEDAI) diminished afler the treatment with intravenous
cyclophosphamide, but it did not corretate with the percentage of apoptotic neutrephils,

Key words: Systemic lupus erythematosus, treatment, oy cicphosptamide, apopiatic teukocytés
infecticns.




INTRODUCCION.

El Lupus Eritermatoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune gue se
caracteriza per la presencia de autoanticuerpos contra diversns elementos
subcelulares, los cuales generan procesos de hipersensibilidad de tipo ll y 1ll. Se
han descrito inditiples alteraciones del sistema inmunoldgicos en el LES. Las mas
importuntes implican: a} repericrio inmunoidgico limitado, tanto en linfocitos T
antigeno especificos, como en los patogénicos: b) proporcidon incrementada de
linfocitos circulantes productores de iL-10, respecto a aquellos productores de
{NFv sobre todo cuandae el padecimierto se encuentra activo; ¢} mecanismoas
alterados de sedalizacion de los linfocitcos T, debido a que hay un incremento de
calcio intracelular mediado por activacién de CD3; d) expresion anomal de
moléculas de adhesion tantoc en endotelio como en leucocitos: y e) falla en la
expresion de B7-1 (CDB0) en cdélulas dendriticas estimuladas con IFNy que
conduce a disminucian de las respuestas secundarias (1).

En el LES es necesaria ia participacion de factores ambientales y genéticos para
que se desarrolle ia enfermedad (2). La prevaiencia mundial es de 14.6 a 50.8
casos por 100,000 habfantes. Su incdencia fluctia entre 1.8 a 7.8 casos por
100,000 habitantes, siendo una enfermedad que afecta principalmente a personas
jovenes de entre 15 y 44 afios de edad(3). Aunql.-ze inicialrnente se describid que la
mortalidad en LEE tiene una distribucion unimodal en ambos sexos, con un pico
en el grupo de 45 a 54 afios de edad entre personas de piel negra y de 65 a 74
anos de edad en blancos, posteriormente se describid una distribucidn bimodal,
que se caracteriza por mortalidad temprana, debida a actividad de 1a enfermedad y
sepsis, y tardia por enfermedades cronico degenerativas (4). Sin embargoe, se ha
descrito un cambio en ias causas de muerie en pacientes con LES dependiendo
de la edad, (5). En un estudic realizado en Nueva York con 209 pacientes de
1957 a 1958 la causa principal de las 49 muertes registradas fue la uremia 39%,
nefritis lopica 27%, infecciones 229%. En un estudio mutlticéntrico, en el cual se
analizaron 1103, pacientes, se reportaron 22 muertes entre 1965 y 1976 (6),




donde las maycores causas de muerte fueron infecciones en 18%, enfermedad

renal 18%, enfermedad del sistema ngrvics central 7% y enfermedades

cardiovasculares 6%. En un estudio de 10 arnos de seguimiento de 1980 a 1989, el
cual incluyd 570 pacientes con LES, se encontré que las causas mas comunes de
muerte fueron enfermedad activa 35% sepais 19%, enfaimedad vascular cerebratl
15% y enfermedad cardiovascular 8% (7).

Con estos antecedentes se puede concluir que las muertes en los pacientes con

LES durante los primeros S5 arfios posteriores al diagndstico se deben a actividad

de 1a enfermedad, a infecciones asociadas, at emplea de esteroides e

inmunosupresores; mientras que tas del grupo de mas de 10 afos de evolucién
tienden a morir por complicaciones de la enfermedad ateroesclerdtica. Entre \as
causas de muerte atribuibles a la actividad 10pica estan el compromisa renai y del
SNC, !a vasculilis sistémica y las infecciones. Las

infecciones pueden ser
bacterianas, micdticas, virales o

invotucrar multiples microaorganismos, . casi
siempre en el contexta de un }ES activo, o ser causadas por génﬁeﬁes
oportunistas, en el caso de pacientes con altas dosis de estero:des y terapla
citotoxica.

El LES por si mismo, debido a la disfuncién inmunolégica que . fo acompana,
puede explicar el incremento de la susceptibilidad a infecciones.: Sin embargo, el
tratamiento inmunosﬁprésor y los corticosteroides pueden afectar téﬁ\biéh ta
inmunidad. En 1987 un estudio que analizd {a mortalidad por LES en un perlodo
de 40 anos, reporto que las infecciones representaron un 27% de las causas de
muerte (8). Posteriormente, otro estudio multicéntrico reporté que un 33% de -
muertes se debian a infeccidn como diagnéstico principal y en otro 10% ta
infeccian -era una de las causas contribuyentes (6)

Ltas iInfecciones mas frecuentemente encontradas en LES se deben a

Staphylocacus sp. y a Escherchia cofi,

pero ocasionalmente se reportan
gérmenes oportunistas,

hongos, virus, protoczoaros. Se ha reportado que en




pacientes hospitafizados por LES la infeccién mas comun es la del tracko urinarnio
(S) Y que cerca de Ia mitad de los pacientes que desarrollaron infecciones tuvieron
mulipies episodios de ias mismas, con recurrencias mas frecuentes en et caso de
organismos oportunistas como Candida albicans. Una revisidon del afio 1991
realizada en Torontc, Canada, encontréd que la incidencia de infeccién fue de 1.94
por 100 dias-hospital y cerca de la smitad de estas nfecciones requineron
tratamiento  antibiGtico, ncluyendo: nreumonia, adritis séptca, bacteremia,
pietlonefritis, abscesos abdominates, endometritis y candidiasis esofagica. (10)

Los corticcesteroides constituven la primera opcion terapéutica para ka mayoria
de las complicacicnes no infecciosas del LES, en combinacién con varios agentes
inMmunosupresores como {a ciclofosfamida. {(11). Se ha descrito que a prednisona
es un factor de riesgo para desarmrollar infecciones por Sa/monella, Candida,
Strongyksides y Aspergillus sp.(8) y que una dosis de 0 a 50 mg/d de corelaciona
con incremento de infecciones (8). Sin embaryo, otros eswdios han encontado
que las infecciones ‘en pacientes hospitalizados con LES estan asociadas a la
actividad de la enfermedad independientemente de {a dosis de prednisona y que la

mortalidad es mayor en los pacientes que presentan infeccion junto con attos
indices de actividad det LES (10).

Las acciones fammacolcgicas de los corticoesiervides predisponen a infeccdn
porque aiteran diversas funciones de! sistema inmunolégico. Afectan los
mecanismos de transito de los leucocitns, promuewven la liberacién de neutréfios
de la médula dsea, pero disminuyen su capacidad de despiazarse al esvacio
intersticial, consecuentemente incrementan su nimero y vida media en circulacan.
En contraste, e resto de poblaciones leucocitarias disminuyen de la circulacién
debido a que son secuestrados en los érganocs linfoides pamarios y secundarios.
£l efectn mas evidente es ta manocitopenia pronunciada. Ademas del nGdmero v
distribucién, los esteroldes también se alteran las funciones de Ios leucocitos. En
relacidn a o3 neutrdfilas, se sabe que aunque los Mmecanismos de gquimiotaxis y la
produccién de enzimas lisosomales parecen no estar afectados, las enzimas




proteoliticas no lisosomales, como colagenasa y el activagor de plasmindgeno, se
encuentran disminuidas (12). Las funciones de los lnfocitos también se
encuentran alieradas. Los corticoestercides inhiben ta recicculacion de tinfocitos T
CD4+, su proliferacidn e inducen spoptosis (13) .

Los esteroides disminuyen la sintesis y liberacion de iL-2, por 10os que hay mayores
efectos sobre linfocitos T, aunque a dosis altas pueden causar disminucién en las
concentraciones de IgG y IgA ciculamtes. El mecanismo parece inwvolucrar et
aumento de la transcripcién de [kBa, el cual es un inhibidor del factor de

transcripcidon NFxB, el cual esth implicado en ia transcripcién de diversas citocinas
(12,14).

El tatamiento con agentes inmunosupresores como la azxatiopina y fa

ciclofosfamida se ha implicado como un factor de riesgo para infeccion. En
pacientes hospitatizados se ha conetacionado fa actividad repica (SLEDAD con ia
incidencia de infecciones, encontrandao que un 35% de los pacentes con LES
esmidiados eran hospitahirzados por actividad de la enfernrmedad, y que un factor de
riesgo para hospitafizacién por infeccidn era 1a actividad de Ia enferrnedad, el uso

de drogas inmunosupresoras y dosis de prednisona mayoras a 20mg diartos (15).

Se ha postulado que una saturacidn de los receptores Fc en el higado y en et
bazo, por inmunocomplejos circulantes, impide la depusracion comrecta de las
bacterias opsonizadas (16). Esto podria explicar {a aita incidencia de bacteremia
neumocoHcaica ¥y el estado de portador crdnico de Saimanefa en pacientes con
LES, lo cual predispone a artritts y costeomielitis por Salmoned#a (17). En los
paciantes adullos de mayor edad con LES exisi2 un riesgo mayor de muerte por
infeccion con Salmonella sobre todo cuando se presentan reinfecciones.(18). En
un estudio realizado en México se encontrd que los pacientes que cursaban con
glomerulonefritis presenaban mMayor riesgo de ser portadores ordnicos de
Salmonefla enteritidis y de desarrcliar arritis por esta bacteria, scobre todo al recibir
pradnisona (19).




En 7 2 0 % de los paciontes con LES se ha identificado asolenia funcional, 1a cual
sa ha implicado en ef desarrollo de septicemia por Streplococcus prieumaniae o
Salmoneds {(20). Por oo tado, ias anoamaidades e la muwnunidad celutar
contribuyen at desarrollo de infecciones por gérmenes oportunisias (21).

A pesar de que las infecciones son una causa de morbifidad y mortalidad muy
importante en os paciernes con LES, no existe un consenso sobre et papel de 1a
leucopenia como factor prondstico para infecciones. Uno de los mecansmos que
propiciaria la leucopenia podria ser {a apoptosis de los leucocitos.

Existe numerosa evidencia de que la apoptosis anormal juega un papel impourtante
en la pamcgenia del LES. Par ejempia, los pacdcientes presentan mumercsas
linfocitos apopicticos en sangre. Los fintocitos T circulantes, pero no los infoctos
B, de ios pacientes presentan expresidon anormaiments aita de bcl-2, fendmeno
que correlaciona con el grado de actividad de la enfermadad (22). Las mutaciones
de Fas resultan en sindrome linfoproliferativo y desarroito acelerado de
autninmunidad (23). Los finfocitos B y T de pacientes con LES presentan
incremento en la expresion de Fas (CDY9S) (24) y se ha descrito que la apoptosis
se presenta de manera preferencial en linfocitos T CD<4+ Th1 (25). lLos pacientes
también presentan niveles séricos elevados de Fas soluble que parece
correlacionar con la proporcidn de linfocitos apoptSticas y con anticuerpas coatra
DNA de doble cadena (20).

Se ha sefalado que en LES hay un incremento de neutrdfilos circulantas que
expresan Fas y desarrollan apoptnsis y que este fendmena cormrretaciona con
actividad de a enfermedad pues hay una disminuwcidn del aciaramiento de
compilejos inmunes {Z7). Aunque la mayoria de los autores concuerdan en que las
ceélulas apoptdticas en LES pueden proporcionar unz fuente extracelular de
antigenos nucleares que estimulan la respuesta autormmune, Ia induccién de
autcanticuerpos y ka formacidn de complejos inmunes. La informmacidn en cuanio a

13




1a costelacidn de  a2poptosis con  actividad ¥y @ eficacia de la medicacidn
iNmunosupresora es controversial (283,

La endocitosis no inflamatoria de célulias apoptSticas se encuentra reducida y se
ha postulado que la persistencia de los desechos apoptdticos circulamtes zirven
Mimmwgmpamhmdeﬁnmm-masmnla
consecuente formacidn de complejos inmunes (29). En este proceso se ha
implicado a CD44, una molécula gque participa en la eliminacidn de newtrdfilos en
apoptosis, pues se encuenira reducida en los monncitos y polimorfonucieares de
fos pacientes (20).

€1 papel de 1a apoptosis como requiador de las respuestas autoreactivas en el LES
(31). Determinaran apoptosis temprana de linfocitos periféricos mediante la
tdcnica de citometria de fiujo, usando anexina V, ia cual se vne a los fosfolipidos
anidnicos como la fosfatidilserina de la supesficie celular. Previamente se tania el
conocimiento de que el LES per se caondiciona una disfuncidn de las células T,
predominantemente de tas funciones de fas Thi, como es la produccion de 1L-2.
Se detemind apoptosis en @s células Tht de pacientes con LES, dividienda a la
poblacidn estudiada en dos grupos, los que tenian actividad de la enfermedad, y
los que estaban inactivos, de acuerdo al SLEDA, considerando un puniaje de 6.3
+ 3.7 como actva ¥y un puntae de 1.5 1.2 coma indicativa. Esto se compard con
controles sanos. Se analizd a las céliglas mononucieares antes y después del
tratomicntod con prednisolona a dosis de 30 a S50mg diarnos. Fnalimente,
enconfraron que en ambos grupos de pacientes, tanfo actives como inactivos, los
indices de unidn a anexina V fueron significativamente mayores que en os
pacientes sanos. Hubo una tendencia a mayores indices de union a anexina V en
los pacientes con LES inactivo, ¥y a menores indices de unidn en ks pacentes con
altos titulos de antiDNA y en aquellos con bajos niveles de CHso. No se encontrd
correlacion entre la cuenta leucocitaria, el nimero de linfocitos, fa vedocidad de
sedimentacién gichutar, ia edad ni ta dosis de adrenocorticosterodes y Ios indices
de unidon a la anexina V. Estos hallazgos son inconsistentes con lo reportado
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deberze a una diferencia en la evaluacion de los indices de activided det LES.
Ademas, estiman que dentro de su estudio no se pudo evaluar ia apopisis tardia,
ya que ésta no se detecta con la técnica de unidn a la anexina V. Finalmente estos
autores ancontraron gue las células B y las células T CDA+, en especial las Thi
son Mmas sensithes a presentar apopiosis en pacentes con LES (31).

ta apoptosis es un proceso de muerte celular programada que se puede ilavar a
cabo a través de dos vias. La primera via comresponde a los “ligandes de muerte” y
a la segunda =e denomina “via mitocondrial”. En {a via de los *ligandos de muerte”
el evento incial es [@a unidn de un ligando (TNFa. Fas-{, TRAIL) a un receptor de
ta membrana calular, lo cual desencadena ef reciutamisnto de un complejo de
proteinas (TRAAD y FAAD), que al unitse a procaspasa-8 forman €l llamado
“complejo de muerte”, que es inductor de la activacidn de caspasa-8. La activacion
de toda ta cascada de caspasas (incluyendo caspasa —7 y caspasa-6), leva a la
activacian de tla caspasa-3. que inicia la degradaciin del DNA_ Por otro lado, 1a via
mitocondrial requiere de la despolarizacion de la membrana mitocondrial E€sta via
también parte de la procaspasa-8 que activa la proteina BID. La despolarizaciéon
de {a membrana mitbcorndnal ieva a la iberacidn citogtasmatica del citooromo C y
de la proteina SmMac/DIABLO. Estas proteinas participan en la formacion del
apoptosoma que finalmente activa 2 caspzsa-9 Que a su vez activa la caspasa-3.

Se sabe que la regulacidn de la muerte celular programada es importante en gran
numero de enfermedades, incluyendo cancer, enfermedades autommunes y los
desérdenes degenerativos. La exposicidn a ciertos estimulos quirnicos o fisicos
puede inducir apopiosis; por ejempio, corticoestervides, agentes alquilantes,
inhibidores de la wpoisomerasa, adiacgon ‘gama o uttavioleta. Incluso algunos
estimulos como la isquemia y el perdOxido de hidrogeno pueden inducir tanto
necrosis como apoptnsis. dependiendo de 1a dosis (32).




Muchos farmacos pueden tener influencia sobre \as vias apopidticas. Entre los
usados para paciantas con LES estEn los AINES, los corticoestercides, la
ciclosporira, la azatioprina y la ciclofosfamida. Los gilucocorticcides a aitas dosis
inducen la muesrie de las célujas linfoidas, modulan la expresion de un gran
namero de moléculas, como las citocinas, gue podrian afectar las vias
apoptsticas. Los pacientes con terapia estercidea a largo plazo son susceptibles
de desarrollar osteoporosis y osteonecrosis io que se puede explicar por pérdida
Osea causada por la apopiosts de osteablastos y aosteocitos. (33) Los AINES cuyo
mecanisma de accidn es la inhibicién de ia ciclcoxigenasa (COX), ta cual reduce la
produccién de citocinas y prostagiandinas, también son efectives en ia
quimiopravencion de tumores cofcrectales en individuos genéticamente
susceptibles. Sus propiedades antineoplasicas pueden ser explicadas por un
incremento en el dcido araquidonico y en 1a conversidn de esfingomielina a
ceramida, un lipido proapopidtco (34).

Dentro de las drog.as inmunomoduladoras que se utilizan para tatar a los
pacientes con LES se encuentra la ciclosporina. Este medicamento madula la
respuesta inmune mediada por células T y B al interferic con la transcripcion del
gene de iL-2, la activacidn de la sintasa de oxido nitrico (NOS), la degranulacion
celular y 1a apoptosis (32). Por ultimo, las drogas citptdxicas o inmunosupresoras
que inducen el suicidio ds los linfocilos via pS4, eiercen cierto sfecto anti-
inflamatorio.

La ciclcfosfamida, un agente alquilante, es una oxazazfosforina coen grupos
dicloroetilos, que requiere ser procesada por el citccromo P450 para producir sus
metabolitos activas, mostaza de fosforamida y acroieina, las cuales alquiian DNA y
proteinas, respectivament=.  Este medicamento ha sido utiizado ampliamante en
el tratamiento del cincer y es especiaiments idxica para células linfoides, por lo
que se utiliza también como inmunosupresor {35) La ciclofosfarmida adminisirada
por via intravenosa por periodos prolongados. en asociacibn con los
corticcestaroides, se ha convestida es el estdndar de oo en et tratamientn actuat




de la nefrits IGpica, sobre twwdo de ias formas mas serias como ia
proliferativa, (38,37).

La administraciéon rmensual intravenosa de puisos de ciclofosfamida s& asocia a
disminucion substancial del LES, en conjuncién con discratos cambics en los
marcadores para linfocitos T v @& funcion de as céiulaa T. (38) Aunque los
efectos toxicos de la ciclofosfamida sa deben a su alis reactividad quimica, que
causa alteraciones de macromoléculas debido a entrecruzamienitos covalentes, el
resultado funcional no se ha aciarado totaimente y se ha postulado que depende
de la céfula blanco, dosis y tiempo de exposicidn. La inforrnacién en cuanto a ia
induccién de apoptosis o necrosis es controversial. En células espermdaticas
germinales, la ciclofaosfamida induce ia expresidn de genes de respuasta de estrés
(39) y scbrevida de ceéiuias dafiadas que pueden causar malformaciones
congénitas (40). En tanto que en células tumorales hiperproductoras de citocromo
P450, vy por tanto muy sensibles a @ ciclofosfamida, presentan muerte por
apoplosis (41) obas lineas celulares que también sobreproducen el citocrormno
P450, muestran muerte por mecanismaos ce necrosis {(42).

Sin embargo, existen numerosas evidencias que demuestran que !a ciclofosfamida
causa apoptosis. Entre éstas, se ha descrito que ocasiona aleraciones en a
membrana celular con exposicion de fosfatidilserina, una de las primeras
manifestaciones de apoptosis (43). Se ha demostredo gue dosis relativamente
bajas de ciclofosfamida son capaces de causar apoptosis en células de timo de
rata, como resultcdo de fa induccidn de interacciones entre fas y Fas-1 (44). En
ratones seniles las dosis bajas de ciclofosfamida también producen apoptosis de
timaocitos, gpero sorprendentemente inducen un efecto paraddjico de
inmunopotenciacién debido a la recuperacién de la poblaciones linfocitarias (45).
Los fenémenos de apoptosis contribuyen en 1a caraiomicpatia (48) y 1a alopecia
(47) que se presenta pasterior a k= administracion de= ciclofosfamida.
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Las céluias de médula 6sea y bazo son especialmente sensibles a !a apoptosis
inducida por cclafosfamida (48,49). Este fendmeneo ha sido evaluade an modelos
animates n vivo medianie experimentos de incorporacién de anexina V
radiomarcarda con "Tc (50). En ensayos clinicos se ha demostrado que la
incorporacién de anexina V radiomarcada con P Te, después del ratamiento con
medicamentos contra el cancer, correlaciona con mejoria dinica y sobrevida (51).

También se ha observado una reduccion de las inmunoglobulinss in wvo
particutarmente IghA. Los daios relacionados con ei efecto de la ciclofosfamida en
el funcionamienta de las ceéiutas T son mas variables. A pesar de que la
ciclofosfamida causa afeccién de ia meédula osea afectando todas las tineas
celulares, la neutropenia se focma en cuenta como pardmetro de toxicidad pam
limitar 1a dosis. Se ha visto que la produccidn de los neutrdfilos y su destruccién

estdn reducidas en comparacion a os valores iniciales antes de iniciar la
ciclofosfamida (52).

La terapia de ciclofosfamida en pulsos se ha asociado con una reduccién
transitoda de {os linfccitos circulames y tos neutrdfilos postericr al pulse. Este nadir
ocurre, aproximadamente dos semanas después de cada dosis, y 2 cuenta

leucocitaria regresa a la linea basai aproximadamenta 4 semanas después del
pulso (52).

Los pulsos de ciclofostamida han sido asociados a una reduccidn de las células T,
que persiste después de complstar 1a terapia con citoidxico: los linfocitos B
regresan a los niveles previos al tratamienio, al cabo de un mes de haber
descontinuada la dclafostamida. £Ei riesgo cde complicaciones infecciosas en
pacizntes con LES recibiendo pulsas de dcolofesfamida es similar @l que se
ohserva an pzcientes que reciben terapia oral diaria (33) .
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Existen estudics que reportan como factores de riesgo significativos para la
prasencia de infecciones 2 saveridad de los brotes, la glormerulonefritis Wpica, el
tratamiento oral e intravenoso con corticosteroides, ios pulsos de ciclciosfamida y
la plasmaferesis. Pero no se han identificado predictores que puedan determinar al
momento  dai dingnostco la susceptibilided a enfemedades. Sdlo los
corticostercides LV. v los inmurosupresores scn factores de riesgo independiente
para infecciones. Las infeccionas a su vez resultaron ser el tnico factor de riesge
independiente para muerte después de 10 anos de evolucion con el diagndstico de
LES (54). Sin embargo, existen ya estudios que han encontrado un increamento de
la apoptosis de los neutrdfilos en sangre periférnica de pacientes con LES. Un
estudio de Courtney y cois. que inciuyd 50 pacientes con LES, en quienes
determind apoptosis de neutréfiios mediante unicon a anexina V, compararcioia con
20 pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal y pacientes con Astritis
reumatsoide, al mismao tiempoe o corapard con la sangre de conttales sanos.
Encontrando qua (a apoplosis de neulrclilos en sangre periférica estaba
incrementada en los pacientes con LES (Mmedia de 3.25%) vs. los controtes sanos
{(media=1.20%) y los pacientes con Arritis reumatoide (media=1.15%) vy
enfermedad inflamatoria intestinal {(media=1.15%). La apoptosis de neutrdfilos se
correlaciond positivamente con la actividad de la enfermedad medida mediante
SLAM (Systemic Lupus Acdlivity Measure). Se enconrd que los pacientes con attos
fitulos de anticuerpos antDNA bicatenaro (>10mg/mil) tenian incremeato en jos
neutréfilos apoptéticos. En dicho estudio s eliminaron a los pacientes que
racibiaraon cilntoxicos, pero se considerd el tratamianta con carticessteroides, no
encentrando corelaciones inversamente significativas entre la dasis de
corticoestercidaes y la apoptosis de neutrdfilos. Se dividid a los pacientes en dos
grupos:. Aquellos con dosis menores de 7.5 mg diarios de prednisona y otro con
dosis mayores a 7.5mg diarias, sin encontrar diferencias entre la apoptosis de
neutrdfilos de los dos grupos. Se sabe que 13 apoplosis de neutrSiilos esta
mediada por Fas y et ligando de Fas, los cuales se asccian a la expresion de
fosiatidilserina en ia superiicie cefuiar. €n ios humanos con LES se ha reporiado
un incremento en la expresion linfocitaria de Fas, pcero se piensa que &sta no es
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especifica del LES. Este mismo estudio encontrd que la expresion de Fas en
neursfilos estd lncrementada ano en el LES, como en la Artritis reumatoide y en
la enfermedad inftamatoria intextinal, postuiando asi que ta expresion de Fas esta
incrementada de manera no aspecifica en las enfermedades inflamatorias. Se
menciona tambig&n que {a disminucidn en la actividad de ta enfermedad coincide
con el decramanto de la expresion de Fas en los neutrdfilos y en 1a disminucidn de
la cuenta de neutrofilos apoptbticos. Adn asi, dicho estudio sefiala 12 necesidad de
buscar cuales son los efectos de los corticoesteroides y los citotoxicos en la
apoptosis de neutrédfilos en LES (£5).

Un estudio reatizado en héxico reunié una cohorte de 200 pacientes con LES,
vistos en la consulta externa, a gquienes siguieron duranie un promediode 22+ 7
meses, con el fin de determinar cuat era {a incidencia y los factores de riesgo para
infecciones evalvando parametros socicdemograficos, actividad de {a enfermedad,
variables terapeuticas y da latoratoria (58). Ellos encontraran que las infecciones
mas comunes fueron las urinarias (26%). sequidas de las demalolégicas (23%).
las sistdmicas en {(12%), vaginales (39%), puimonares, del tracto gastrointestinal y
de las vias respiratorias zitas (6%), y 1as musculoesqueléticas (1%). Siendo los
principales gérmenes causales los bacilos gram negativos (42%), los hongos
(18%) y los cocos gram positivos en (13%). Encontraron que las infecciones
oportunistas se presentaron en pacientes con aclividad de la enfermedad y que el
30% de ellos recibia ciclofosfamida intavenosa. En el analisis wunivarado
demostraron una ascciacion significativa entre la presencia de actividad de la
enfermedad (p=Q.01), puntaje def{ SLEDAL (p=«<0.0CG3), actividad renz! (p=0.002),
dosis de presdnisana (p=0.03) y ciclafasfamuda mntravenosa (p=0.02). Nao se
encont®  ascociacidn entre la presencia de infecciones y el usa de
inmunosupresares orales, la edad, el t.iemp'o de evolucion de la enfermedad, el
nivel educativo ni el estado sociceconémico. En & analisis multivariado, el Gnico
factor independiente predicior de infeccidn fue un puniaje de SLEDAI mayor o
igual a 4. Ellos reporian que las anormatidades ce iabeoratoric mas frecuentemente
encontradas al inicio de ia enfemedad fueron anfociios menores a 15001;;; {84%),
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leucocitos totates mayores a 10,000 /ul {(17%), leucocitos tolates menores a 4000
lul (655}, veiccidad de sedimentacian globular mayor de 30mm/h (31%), C4 bajo
(47%), C3 bajo (37%), aniDNA de dobie cadena positive (28%), depuracion de
creatinina menor de 80mUmin (33%), hemoglnobina menor de 12mg/dL. (17%) y
glucemia mayor de 140mg/dL (10%) (32).

A pesar de que existe mucha informacicn que demuestra que el LES ocasiona
profundas alteraciones en el sistema inmunoiégico, atn quedan por aclarar {os
efectos del tratamiento con farmacos como la ciclofosfamida, que predispone a
infecciones en estos mismos pacientes. El presente es un estudio prospectivo,
longitudinal, cbservacional, descriptivo y =abierto, que tiene como objetivo
determinar el efecto del tratamienio con pulsos de ciclofosfamida sobre ia
apoptosis leucocitaria y su relacidn con |la mayor frecuencia de infecciones
reportada en a2sios pacientes. En esmdios prevics han encentrado que el
desarrollo de infecciones pacientes con LES en tvatamienio con puisos con
ciclofosfamida esta asccdiado fuertemente al nadir de disminucién leucocitaria en
menos de 3000 cel/ut RM=2.8, IC 95% 1.2 - 4.3) (57). Si bien es cierto que son
diversos los mecanismos y las vias de la respuesta inmunitaria que se hayan
afectadas tanto por et LES “per se” como por el ratamiento con ciclofosfamida, y
que seria dificil establecer cual de &stos contribuye mas ai finat para la adquisicion
de infacciones. AGn asi, s importants conocer si la apopiosis leucecitaria tiene un
papel importante en este fendmeno. Sabemos que después de un pulso, 2 cuenta
de linfocitos alcanza su nadir en el dia 7 al 10, y que el nadir de granulocitos
ocurre del dia 10 al 14, ademas exista una pron@a recuperacon ce la
granulopenia después del dia 21 a 28. Par lo que este estudio tomard como
puntos de corte el basal v posteriormente un sequimiento los dias 14 y 21 después
del puiso para documentar o que sucede en cuanto a la cuenta de leucccitos, la
apoptosis de los mismos y A ocurrencia ae
adicicnalment2 con: los tilules de

infecciones, cosreiacionandolo
autcantcuerpes: ANA  (Anticuerpos
Antinucisaras) y ADNAbBc (Anicuerpas Anti-DNA bicatsnario) y la actividad de la
enfermedad mediante la evaluacion del SLEDA! (Syst
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Disease Actvity Index) (3,58). Por lo anterior, se considera que los pacientes
serdan sus propios conirales, 2t comparar cdma se encontraba ta apoplosis
ieucocitaria antes de la aplicacion de la ciclofosfamida y en dos mediciones
posteriores a éste. Un estudio realizado en el afio 2001 en €l Hospital de
Especiajidades de CMNLR, reporta que {a prevatencia de infecciones en pacientes
con pulsos da ciclofosfamida y metiiprednisolona fue del 14% (59).




SUJETOS, MEDICIONES E INTERVENCIONES.

- De octubre detl 2002 a julio del 2003, se incluyeron 11 paciertes, adscritos al
Hospital de Especialidades de Centro AMédico Nacional La Raza, ya fuese al
Departamento de Medicina Intema o at Departamenio de Reumatoiogia. Los
pacientes fueran seleccionados con base a los siguientes criterios de inclusion:
Pacientes que cumpiian con al menos 4 criterios para LES segun la casificacién
del ACR (Colegio Americano de Reumatologia). Edad entre 16 y 55 affos. Sexo
masculino o femenino. independientemente de su sstado sociceconémico y su
escolaridad. Candidatos a recibir terapia con pulsos de cicfcfosfamida por
nefropatia iGpica y/o lupus neuropsiquiatrico. Ausencia de infeccidn previa al pulso
de ciclofosfamida. Tratamiento con esterodes (prednisona) via oral a dosis
menores a 25mg adiarios. Estos criterios se fundamentan en el estudio d= Zconana-
Nacach y cools., quienes no encontraron carrelacidn entte la edad, el nivel
sociceconémice, la escotaridad ni @ sexo con la predisposicion a enfermedades
(S8). Los criterios de no inclusidn fueron: La presencia de infeccién en al menos
un mes previo al pulso de ciclofosfamida. Pacientes que tengan tratamtento con
pulsos de metilprednisolona concomitantemente o que hayan recibido pulsos de
metifprednisclona en por lo menos los ulimos dos meses previos al estudio.
Pacientes en tratamienta con ciclosporina A © con micofenolato de mofetilo. Los
criterics de exclusion fueron: Pacientes que se perdieron durante el seguimiento
por no acudir a los estudios subsecuentes o pacientes que no deseasen continuar
an el estudia

Una vez seleccionados los pacientes que reunian los criterios de inclusion, se les |
solicitd un consentimiento informado, para participar en el estudio, como requisito
indispensable de acuerdo a fa declaracidn de Hszisinki gara los estudios en
humanos (Anexo 3). Se tomason muestras de: blomesia hematica completa,
anticuarpos aniDMA, antcuerpos antnuclearas (ANA), complemento (C3 y CA4),
examen gene:ral de orina, depuracidn de creaunina y awumina en orina de 24rrs.,




urocuitiva, oxudado faringeo, teleradiografia de tSrax previo al pulso.
Adicionalment2 == lomd una muestra de Smi de sangre en un bo con
anticoagulante para ealizar la mredicidn de apoptusis leucocitara tardia mediante
TUNEL. Se realizd un 2axamen fisico completo en busqueda de obros sitios o datos
clinicos de infeccidn (Anexa 1). Para establecer ta asoci=acion enfre apoplosis en !
estado basal y actividad hipica se determind el SLEDAI (Anexo 2). Se descarté
que existiese actividad de la enfermedad secundaria a infeccién descartando esta
ultima como ya hemos descrito: mediante examen fisico, cultivos y examenes d2

gabinete en & caso necesano para apoyar o dascartar el diagndstico de infeccidn
en cualguier sisiema.

Durante la primera visila se determind el SLEDA} para medir el grado de actividad
de la enfermedad. Una vez descartada cualquier infeccion, se aplico el dia 1 un
pulso de ciclofosfamida a dosis de 1g/m? de superficie corporal.

Se did seguimiento mediante visitas al hospital los dias 14 y 21 posterior al pulso
de ciclofosfamida. En dichas visitas se realizd de nueva cuenta interrogatorio y
exploracion fisica a tocdos los pacientes para descarar la existencia de infecciones
a cualquier niv2l. Se tomaron confroies de BRC, EGO, ANA, ADNA, C3, C4 enlos
dias 14 y 21. Se tomaron wocultive y @xaudado faringeo en el dia 14 y 21. Se
evalud et SLEDAL en los dias 14 y 21. Se tomd una muesitra de Smt en un tubo con

anticoagulante para la determinacién de apoptosis levcocitaria tardia por técnica
de TUNEL en los dias 14 y 21.

En cuantoc a la seguridad del paciente: actualmente estan bien descritos los
efectos advaerscs dervados del uso de ciclofosfamida, los mas frecuzntes
reportados en ia literatura son la nausea, el vomito y la cistiis hemorragica, por 1o
que se tomaron medidas precautoras para evitarios, como: la hiperhidratacidén del
pacienia con sclucian glucaosada al 5% o solucién mixta 100Qcc pravia al pulso de
ciclofcsfamida y una dieta con liquidos a libre demanda. Se aplicd mesna en
ampulas de 400mg previa al pulso y posterioc al mismo cada 8 tos. hasta
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compietar 3 dosis. Para evitar {a nausea se aplich ondansetron ampulas de 8mg
previo al puiso y 3 dosis postericres al mismo vna cada 8hrs.

Aroptosis se define conceptuaimente cormo “muene celular programada”, término
que proviene del griego, donde apo significa “de”, y ptosis significa "caida~ (60). El
proceso de muerte celular programada se chaerva durante procesos fisiolégicos
normales. Se caracteriza por contraccidon celular y condensacion del miicleo, el
cual se desintegra. lLos leucocitos apoptdticos tefdlidos con Wright, rmuestran
condensacién det citoplasma con cromatina basdfila y fragmentacidn del nicleo o
colapso formando discretas vesiculas (Cuerpos apoptoticos) (61).

Para ia determinacidn de apoptosis en este estudio, se utilizd [a técnica de
TUNEL que detecta apoptosis tardia (63) (Roche, Cat No. 1-684-795), siguiendo
fas recomendaciones def producior. Se obtuvo sangre periférica psra hacer frofis
(1 ml células/frotis). Los frotis se btataron con  solucion filadora de
paraformaldehida at 4% en PRBS pH 7.4 y se permeabiliraran con Triton X-108 al
0.1% en amortiguador de citratos, se incubaron con 1a mezcla de enama (TdT) y
nucledtidos conjugades a FITC durante una hora, a 37°C en ia oscuridad. Se
lavaron las laminiftas y se observaron por microscopia de fluorescencia (Olimpus
BX24). Se observaron 20 campos determinando a proporcion de células
flucrescentes medianie un analizador de imagenes. Como controles se utilizardn
céluias 1C21 (inea celular murina de macrofagos) tratadas con LPS (S0 ng/ml)
durante 48 hrs a 37 "C en atmbsfera de 5% COx»

La presencia de infecciones se definid como la presentacidn de evidencias
clinicas y cullivos positivos que las documentasen. En caso de que ef paciente
presentase alguan signo o sintora durante ei interrcgatorio dirigido y la exploracion
fisica, que nos diese la sospecha de infeccion a cualquier sistema (respiratorio,
digestivo, piel, genitourinario, sistema nervioso central, etc.) se utilizaron estudios
de gabinete, laboratorio y cuitivos para corrcborar ef diagnéstico. Se busco en
todos los casos el aislamiento det microorganismo causal.
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Las infecciaones virales se deﬁmeton c.uando el pacnenie presentaba cuadro
clinico para 1as mismas, y aumenio de umlos de a.'mcuetpos &specxﬁco.. para los
antigenos virales, en caso de estar disponibles.

Como ya se mencacno antenonnente los pacientes que entvaban en 'el protocolo
debian de reczbzr g.na dass rnehorde 25mg/dia de prednisona para evrlarque esta
fuese una  variable -de’ cunfus;on, desis maycres a ésta ‘se relac_lonan en la
literatura con mayor frecuencia de infecciones.

Meétodo estadistico

Se utilizd estadistica descriptiva, con medias y desviacion estindar. Se usaron
pruebas de T parea{:ia para comparacion de las medias de las variables antes y
después de! tatamientn. Para el analisis bivarizdo se utilizaron pruebas de
correlacidn y regresion logistica que pueden identificar las diferencias entre las
variables estudiadas. Usamos pruebas paramétricas y no parameétricas
dependiendo de la distribucion de los resultados. Se utilizd para todo esto el
paquete estadistico SPSS version 10 para Windows.
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RESULTADOS.

Se-obtuvieren un total de 11 pacientes, 8 mujerss {72.79%) y 3 hombres (27.3%),
con un rango d= edad de 17 a 47 afios (madia = 31.35 afos +- 9.1 afios). La cdosis
de prednisona diaria varid en un mngo de 5 a 25mg, (media = 12.95mg + 9.6mg).
La dosis acumulada de cclofosfamica ward en un rango de 3900mg a 13500mg
(media = 7822mg +- 2899mg) (Tabla 1).

El promedio de leucocitos totales basales fue de 85597 k/ul | a los 14 dias de 5177
k/uL, y a los 21 dias de £140 k/ul. El promedio de neutrdiilos totaies basales fue
de 4560 kful. , a los 14 dias de 3584 k/ub |, y a los 21 dias de 4172 k/ul. E!
promedio de linfocitos totales basales fue de 1339 iful, a los 14 dias de 1224
WuL, v alos 21 dias da 1177 kAl (Tabla 2).

La diferencia entre la medicidn de leucocitos basales vs. leucocitos a los 14 dias
fue de 0.048 con una p<0.05 mediante una prueba de T pareada.

La diferencia entre la medicion de leucocitns basales vs. leucociios a les 21 dias
fue de 0.423 con una p>0.05 mediante una prueba de T pareada.

La diferencia entre los neutrdfilos basales vs. neutrdfilos a los 14 dias fue de 0.08
con p no significativa mediante una prueba de T pareada. o
La diferencia entre los neutrdiitics basales vs. neutrdfilos a los 21 dias fue de 0 432
con p no significativa mediante una prueba de T pareada. .
La diferencia entre los linfocitos basales vs. linfocitos a los 14 dias fue de 0.65S con
p no significativa mediante una prueba de T pareada.

La diferencia entre los linfocitos basales vs. linfocitos a los 21 dias fue de 0.135
con p no significativa mediante una prueba de T pareada.

El promedio de anticuerpos antinucieares (ANA) tue de 260 en 1a medicidn basal,
135 a los 14 dias y 285 a los 21 dias. Et promedio de anticuerpos aniDNA (ADNA)
fue de 51 en la medicidon basai, 20 a los 14 dias y 14 a tos 21 dias. Los titulos de
C3 en promedio fuercn de 105 para el basal, 160 para el dia 14 y 121 para ef dia
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21. Los titulos de C4 en promedio fueron de 28 pama el basal, 25 para el dia 14 y
20 parz el gia 21 (Tabla 3). Cuando se aplicaren la prucbas de T pareada para
comprobar diferencias entre los promedios basales, y los promedios a fos 14y 21
dias postpulso, de cada una de estas variables, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas.

£1 indicador usadic para medir actividad de 3 enfermedad fue (a &scala de”
SLEDALI, ya mencionada con antersioridad, y ia cual se encuentra n‘ejcr exphwda

en el anexo 2, los valores basales de esta fueron entre O y 18 puntos con ‘un

promedio de 4.54% punios. A los 14 dias fue ente 0 y 12 puntos con un promedlo

de 3.27 puntos. A los 21 dias vario entre 0 y 8 puntos con un promed:o de 2.80

puntos. Existe una clara tendencia a disminuir conforme tnsnscurren ios dias

después del puiso de cictofosfamida (Tabla 4).

Se encontré una diterencia de 2.35 purnios entre e SLEDAI basal y a los 14 dias
con la prueba de T pare=zda coa una p=0.04.' En t2nto que I diferencia enire el
SLEDAI bacsal y a los 21 dias fue de 2.043 punios con una p=0.08. No hubo
diferencia estadisticamente significativa al comparar el SLEDAI del dia 14 con el

dei-dia 21, dada qus fue de 0.841 puntos con una p=0.42_ (Mediante prueba de t
pareada).

En cuanto at porcentaje de apopiosis feucocitaria sdlo se encontrd una tendencia
clara en ef porceniaje de apoptosis de los neuwdiilos, en i3s otras subpoblaciones
los porcentajes de apoptosis fueran dispares, sin mostrar una tendencia constante
por lo cual no fueron tomados en cuenta en el analisis.

La apoptosis de neutréfiles basal varid en un rango de 4 a 38% (media = 21.54%),
a2 los 14 dias fue entre 4 y 33% {media = 11.81%), alcs 21 dias lue de entre 2 v
26% (media = 9.27%). (Tabta 5)
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Encontramos una diferencia de 2.94 ente e! porcentaje de apoplosis basal vs.
porcentzje de apopwpsis al diz2 14 con una p=0.015. L= diferencia ente et
porcentaje de 2poptosis basal vs. porcentaje de apoptosis at dia 21 fue de 3.068
con una p=0.012. No hubo diferencia estadisticamentes significativa al comparar
porcentzje de apoptoeis 21 dia 14 ve. porcentaje de apopwosis al dia 21, dado que
fue de 1.41 con una p=0.1838. (Mediante prueba de t pareada).

Hubo sélo dos casos de pacientes que presanitaron infeccion: el primero ocurmric a
los 14 dias de la aplicacidn del pulse y se trato de una rinofaringitis vical ta cual se
resolvié sdéio con tratamiento simtormatico en un lapso de 7 dias. Esta pacienie
presents una disminucion en los leucocitos toiales de 4,140 k/ul. El segundo caso
también se identificd en la segunda visita de seguimiento, iniciando 12 dias
después del pulso, tratdndose de una infeccion por herpes simple genital. Ademas
del cuadre clinico, el diagnastico se corrobord cuando la paciente presentd
elevacidn de igM en ia serologia de TORCH con respecta al valor basal_

Es importante mencionar que en este alimo caso las cuentas leucocitarias se
mantuvieron normales, y no existid una elevacion de los linfocitos otates que se
pudiese correlacionar.

Se utilizd la comrelacion de Pearson para buscar que existiera una relacién entre el
grado de actividad (medido con el SLEDAD vy el porcentaje de apoplosis de
neutrofilfos. Encontramos una correlacién de 0.358 con una p=0.279 en la
medicion basal, una comrrelacion de 0.055 con una p= 0.873 en ia medicion a jos 14
dias y una correlacién de 0.150 con una p=0.850 en la medicién a los 21 dias.

ta correlacidn de Spearman entre SLEDAI y el porcentaje de apoptosis de
neutrdfilos en la medicién basat fue de 0.227 con una p=0.501, en ia medicidn de

ios 14 dias fue de 0.357 con una p=0.282, v en ta medicion de los 21 dias fue de
-0.44 con una p=0.60.
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En ' ninguna de estas mediciones existid una commelacion  estadisticamente
significativa debjad a que el grado de variacion en la escala de salida fue muy
divérso,_ en tanto que la distribucidn del grado de SLEDAL fue pequefa, ¥y
sobretcdo a que la muestra fue también muy pequefa.

Para anafizar la relacion entre Ia dosis acumulada de aciofosfamida, la dosis diara
de predniscna y su efecto sobre el porcentaje de apoplosis de neulrdiilos se
realizd un andlisis bivariado el cual demostrd que no habia relacicn alguna erre
estas variables.
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DISCUSION.

Bl LES es una enfenmedad autoinmune caracterizada por - la’ produccion de
diversos autcartticuerpos, y la formacion de complejos inmunes, cuya patogenia
avn no osta clara. K

Se ha informada que existen anormatidades en (@ apoptosis de los pacientes con
LES y una disreguiacidn de la apoptosis relacionada a moiécuias como el BCL-2 y
el antigeno Fas (31). También se ha demostrado que existe un incremento de ia
apoptosis perifénca ce o3 linfodios, pero no nay todavia un consenso acerca del
rol de la apopticsizs en la patcgénesis de! LES. Aunque algunos investigadores
consideran que la apopfcsis puede ser un disparador que precipite la disrupcion
de la autotolerancia, siendo ésta una fuente inmundégena (31). Hart y cols. han
demostrado que la fagocitosis da los neultrdfilos apeptdtces. mediada por
macrofagos aumentaba rapidamente despuds de la unidn de CD44 mediante
anticuerpos bivalentes in vitro. Estoc no se pudo demostrar en lnfocitos
apoptéticos (30). Por otra parte, recientemente se ha informade que se presenta
una disminucién en la expresién de CD44 en los neutrdfilos y en los monccitos en
pacientes con LES, o cual podris conbibuir a una disminucidon en ef

reconocimicato y depuracion de los neutrdtikes apoptbticos mediante ios
macréfagos (30).

Los estercides son un pilar fundamentatl en el tratamiento da los pacientes con
LES, debido a sus diversos efecios sobre la inmunidad humoral y celular. Se ha
demostrado que el ta@mmiento con estervides disminuye la apoptosis de los
neutrofilos. La inhibicién de la apoptosis de los neutrdfilos podria representrar un

mecanismo de accién importante en el tratamiento de la exacerbacidn de la
enferrmedad.

El tratamiento con ciciofosfamida en ks pacentes con LES gque cursan con
actividad renal y neuropsiquiatrica ha Incrementado su sobrevida pero poco se
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p=0.015). Asimismo hubo decremento de a apoptosis de neutrdf@os cuando fue
medida en el dia 21 postedor al pulso de ciclofesfamida (disminucidn da 21.54%
+- 13.46% a 9.27% +- 6.88% con una p=0.012). Por o anterior consideramos que
efectivamente existe una disminucién de la apoplesis de neutrdfilos atribuible a la
administracién de ciclofosfamida, ya que l2s dosis de esteroide se mantuvieron
constantes a lo large de todo el estudio. Estos resultados estan en relacidn a una
disminucidn en la actividad de la enfermedad medida por SLEDAL, teniendo un
basal de 4.54ptos. +- 4.8ptos, el cua! disminuyd al dia 14 a 3.27ptos. +- 3.44ptos.
con una p=0.04 y al dia 21 disminuyd a 2.9ptos. +- 2.5plos. con una p= 0.06.

En cuanto al nmero de leucoditns totales, existido una disrinucién significativa al
dia 14, de 8597 K/ulL +- 2499 k/ul a 5177 Kul +- 3497 k/ul con una p=0.046 que
posteriorments se incrementd al dia 21 a valores similares a los basmies, 6140
k/ul. +- 2163 kful. con p=>0.05.

También se observd una disminuadén de Ios titulos de ADNA de un basal de 51.25
+- 109 al dia 14 da 200 + 28 y a a! dia 21 a 14.22 +.29 Aunque no se
alcanzaron valores de p estadisticamente significatives. Esto se de=bid a que el
tamafio de la muesira fue pequeio.

En et anaiisis bivariado, no s& demostrs corretacion significativa entre ta actividad
de la enfermedad medida por SLEDAY} y el porcentaje de apopiosis de neutrdfilos
mediante 2] método de Spearman ni en la de Pearzon. Se reaiizd un analisis
multivariado para observar la influencia de la dosis acumuiada de ciclofosfamida y

la dosis diaria de predniscna en al porcentajs de apoptasis de neutdfilos, pero no
se encontro retacion aiguna.

Finalmente ncs falta mencionar que en el presente estudio se encontraron
unicamente dos casos de infecclones, de eticlegia viral ambas, cuyo cuadro
clinico inicid coincldentement= en et dia 14, que se considera como el nadir de la

leucopenia inducida por efecto ds ia ciclofosfamida. No se pudo correlacionar
infeccién con porcentaje de apopiosis porgue ledmanda casos fue insulcients
'H':EYS C,”",‘:&T
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dado et tamafio muestrai Cabe mencionar que en estos pacientes el porcentaje
de apeptosis de neutrdfilos en ambas pacientes fue de 13% al momento del inicio
del cuadro clinico, lo cua! sobrepasa el promedio de poicentaje de apoptosis
encontrado en esta muestra que fue 11.81%. Tampoco pudimos realizar un
analisis que intentase caormrelacinnar actividad de la enferrmedad con la gfiresencia
de infecciones debido nuevament= al tamafto de {a muestra.




CONCLUSIONES.

El porcenisjs basal de apoptosis de neutrofilos en pacientes con Lupus
eritematoso sistémico mucocutdneo, articular, rena!yde sxstem nennoso cenaal

fue  de 21.54, dicho porcentaje dismcnuyg poshenorva la admincs:rucnbn de
ciclofosfamida. ) . ‘ 5

La actividad de ta enfermedad medida’’ por : X }lka
administracién de ciclofosfamida aunqué pgj se ;crr'jeiac;x‘ona con ef bcr;gntéje de
apoptosis. : '

Se encontraron dos episodios de mfeccones cuyo lnxc:o comctdié mn el nadu’ del
efecto maximo de la cxclofosfamrda sobre la méduta ésea en el dra 14 postenor at
puiso. - ;

Para estudios postenores se requiere un mayor ndmeroc de pacxenles para dar
mayor fusrza esiadistica a2 las connhaq)es entre apoptosis .y actividad de ta
enfermedad, asl como un grupo de controles sanos y de pacientes con LES sin
tratamiento con ciclofosfamida para correlacionar el comportam:ento del
porcentsje de spaptosis en elios y tenar valores de referencia.
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Anexo 1

HOJA DE RECOLECCICN DE DATOS

Nombre

T Edad_| i
Nc. afiliacién | Sexo | :
Dx principal
| Enfermedades concomitantes:
Tx actual:
Histcria de infecciones dal altimo mes:
Estudios preliminares prepulso (Fecha: )
BHC ]
Leucccitos tomles Hb
Neutrofilos ritg
Linfocites vCeam
Monocitos [ %ixi
Eosinofilos o CMHC :
Basdofilos Plaquetas !
EGO_] i
ANA Dep.Cr. Urocuttiva: !
AntiDNA Hemacuitivo: ¢
{ c3 Alb 24nhr. Exudado faringeo: :
| C4 Otros: |
[Apoptosis leucocitaria temprana | ¢
| Apoptosis leucocitaria tardia | 1
Examen fisico ‘{
SLEDAI i
Estudics a los 14 dias postpulso (Fecha: )
BHC s
Leucccitos totales B 1 i
Meutréiilos Hto '
Linfocitos Ve :
Monocilos cazk 1
cosinotilos CMHC '
Basdfilos Plagquetas :

P




{EGO |

[ANA Dep.Ct. Urocuitiva: {

- AnEDNA Hemocultivo: i
c3 Alb 24hr. Exudado faringeo: 1
c4 i

[Apoptosis leucocitaria temprana |

[Apoptosis leucocitana @ardia ]

Examen fisico

SLEDAI

Estudios a los 21 dias postpulso (Fecha: )

BHC

Leucocitos totatea Hb t

Neutrofilos Hro ]

Linfocitos vCiA - 1

Monocitos CrH {
| Eosinofilos CMHC -

Basofilos Plagquetas |
[EGO ] ]

ANA AntDNA Dep.Cr. Urocuitivo: i

[o1) Hemoculthvo: !

C4 Alb 24hr. Exudado faringeo:

Otros:

Apoptosis lsucccitana tempana | I}
Apoptasis leucocitara ardia t i

Examen fisico
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Anexo 2
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p fogopooRB o] oo

oo

gco

SLEDAY -

Convulsnones (aparicidon reciente, excluir otras causas) 8

Psicosis  {(alucinecicnes, incoherencia, deﬁc\encua del contenido det
pensamiento, canducta grotesca, desorganizada o catatonica}————8

Sindrome orga@nico cerebral (desorientacion, alteracion de la memoria,
mengs capacidad da atendon, trastormo de percepcidn, habla incoherente,
somnolencia diurna, disminucidén o sumento de la actividad psicomotiz)—8
Alteraciones visuales hemorragias retlinianas, cuerpos citoides, exudado
seroso, hemorragias coroideas, neuritis Sptica) 8
Alteracién de nervios craneales (neuropatfa motora o sensorial de
aparicién reciente en nervios craneales)
Cefalea IWpica (intensa, persistente, puede ser migrafiosa, na responde a
analgésicos narcotcos)-
Enfermedad vascular cerebrai (apoplejia reciente, excluir ateroesclerosus)-s

Vasculitis (ulceracion, gangrena, ndédulos dolorosos en dedos, infarto
pedungueal, hamomagias en astiita o pruebas de vasculiis mediante
biopsia o angicgrafia)
Artritis (mas de dos articulaciones dolorosas o con rubaor, dolor, turnefaccxon
y calor)
Miositis (dolor y debilidad de muscutos proximales asociado a elevacién de

CK y aldolasa, alteraciones en la electromiografia o biopsia que demu&stren
miositis)

Cilindras urinarios (hematcos, granu!osos 0 eritrocizriosy 4
Hematuria (>5 x campo, excluir it 4
Proteinuria (>0 5g en 24 horas o aumento de mas de 0.5g en 24hr)———4
Piuria (>5 leucocitos por campo, excluir infeccion)
Exantema (aparicidn recfente o recurrencia de exantema inflamatorio)————2

Alopecia {(pérdida anormal de mbeﬁo en placas o difuso,

Ulceras mucosas (orales or 2
Pleuritis {dolor pleuriico con frote o derrame pleural o engrosamlento
pleural)
Pericarditis (dolor pericardico, frote, dermame o confirmado por
ecocardiograma o electrocardiograma 2
Compiementa bajo {CTH5Q, C3, C4) 2
Aumenio de ia captacidn detl DNA {(captacidén de DNA>25% mediante
técnica de Farr 0 por encima de valores normates de laboratorioy———-2
Fiebre (mas de 38°C, exciuir causas infecciosas) —1

Trombocitopania (>100m) 1
Leucopenia (>3000, excluir causa farmacclégica) 1
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Anexo 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROYECTOS DE INVESTIGACGION CLINICA.

México, D.F. a

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado
“LA INFLUENCIA DE WA CICLOFOSFAMIDA SOBRE LA APOPTOSIS
LEUCOCITARIA Y SU RELACKIN CON EL DESARROLLO DE INFECCIONES
EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO™ registrado ante el
Comité tocal de Investigacion Médica con el nurmero: 2003-680-0067. £l objetivo
de este estugio €5 Invesigar como se ImMoaITica la apopiosis leucocitaria a causa
del ratamienio con pulsos de ciciofosfamida y si ésto tene alguna comreiadcon con
el desarrollo de infecciones en padcemnes con Lupus Eritematoso Sistémico. Todo
ésto con 1a finalidad de aportar informacion biomadica nueva que puaeda ayudar en
un futuro ail tratamiento de pacientes con Lupus Eritematoso Sistéemico. Se me ha
explicado que mi participacion consistird en que se me tomen eswdios de sangre,
orina, exudado faringeo vy heces antes del pulso de ciclofosfamida, después del
mismo acudiré a dos visitas de seguimiento al hospital los dias 14 y 21 después
del pulso donde se me tomaran nuevamente las muestras mencionadas. Dedaro
que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacidn en el estudio, que son los
siguientes: la molestia de la toma de muestras que sera mas frecuente de lo
habitual y el beneficio de detectar cualquier infeccion que pudiese presentar el
paciente de manera oporiuna. €1 mvestigador principal se ha comprometido a
dame informacian oportuna sobre cualquier procedimiento attermativo adecuado
que pudiera ser veniajoso para mi tratamiento, asi como a responder cualquier
pregunta y adlarar cualguier duda que e plantee acerca de los procedimientos que
se ilevaron a cabo, los riesgos, beneficios o cualgquier otro asunt relacionado con
la investigacidn o con mi tratamientna. Entiendo que conservo el derecho de
retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin
que elio afecte la atencion meédica que recibo del Instituto Mexicano del Seguro
Social.

Ei investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en
ias presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que 1os datos
relacionados con mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También
se ha comprometido a proporcionarme la informacion actuafizada que se obtenga
durante el estudic, aunque ésta pudiera hacasma cambiar de parecer respecto a
mi permanencia an ef mismo.

Nombre y firma del paciente Dra. Olga Lidia Vera Lastra

Testigo
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TABLAS.

SiS O |
NO. eoao | oo TIEMPO DE PO DE oosts acum | POSH 0=
PACIENTE | (afos) EVOLUCION AFECCION CFM (rrg) (mg/dia)

1 a7 Fom S moses MCA enal 7500 25.Comq

2 23 Fem 2 afiors 3 meses MCA, renal, SNC 13500 .00

< 44 Mas 8 mases MCA renal 10500 .00

4 29 Fam 7 mosas MCA, SNC 8500 .00

= 27 tias 4 mosas EAC A ranst 18ca 25.60

= 32 fom 1 an0 y medo MCA. renat 7300 25.00

7 22 Hlas 1 AaNo 4 masas MCA, renad S6500 25.00

8 35 Fem 1 aho 8 mesos MCA, renal 7250 7.50

) Fam 1 aro 11 meses FACA ranal 4000 5

10 37 Fem 2 afics Bmesus *MCA, renal 3800 10.00
11 32 Fem 3 aflos 1 mas MCA, onai 2CC 5.

TABLA 1. Datos demograficos de pacienies con LES mucocutdneo-arlicutar (MCA), renal y de

Sisterna nenvicso cantral (SNC) tratados con puiscs de oclofosfamda inravenosa.
iciofosfamica

CFM= Ci
PON= Predniscna

Pf’::izwl on Basal (kfuL) Din 14 ()/ul) Dia 21 (k/ulL)
Teucocitos totales | B597+-2459 E177+ 3492 6140+-2363
Neutrdiiios toialas A56804+-1532 JEBL--2D1 L A4172+-1611
Linfocitos totoies 133G+-787 1224+-850 1177 +-723

TABLA 2. Promeadia ds leucocitos en sangre peritérica basaes y postenor
al tratamienta con pulsos oe croiofostameda.

TESIS CON

| FALLA DE CRIGEY
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Prucbas
i sgicas Bxsal Din 14 Dia 21
ADNA 51 25 + 109 20 +— 28 14 +-29
ANA 260 252 138 + 120 285 + 450
€3 105 «+- 160 100 +~ 43 121 +-50
Cc4 26 + 19 25 17 20 + 12
TABLA 3. Res=t de sy i en pacenes con LES
basales y postedar al uatamaemo con puiso e cciofosiamida.
ADNA = Artticuerpos anbt-DNA
ANA= Anlicuernpos antnucieares
Actividad del LES | Bazal ! Dia 14 v s paaze ]
SLEDAI (puntos) | 353 - 4.8 )] 327 +-3.84 - | e 2.9 +-z =) -1
TABLA 4. Activi e ta enfer porSLEDAlma'ypostmaluan E
puiso de ciclofostamica. 2 : R
Baxzxt Di3 14 Dia 21
% Apopiosis 21.54 + 13.48 11.81+8.32 - 927 +6.88

Neautrdfilos
TABLA 5. Porcentiaje de apopto&o de neutrGiios basales y posterior al tratamiento con

TY‘QX GQ"Y\EI”\"(“ET\‘

TALLA DR
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