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LEUCOPENIA EN PACIENTES CON LUPUS ERITEMATOSO

GENERALIZADO: ;ACTIVIDAD O TOXICIDAD FARMACOLOGICA ?

INTRODUCCION:

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune de causa
desconocida, caracterizado por la produccion de autoanticuerpos. Entre las principales
manifestaciones que se observan en esta enfermedad se encuentran afeccidon a nivel de
serosas, sistema nervioso, articular, mucocutaneo y hematoldgico. De aquellos pacientes
con afeccion hematoldgica, la anemia de presenta en 20 a 35%, la trombocitopenia de 30 a
45% vy la leucopenia en 40 a 70%; esta generalmente a expensas de linfopenia. La
leucopenia es producto de la apoptosis, que se define como el proceso de muerte celular en

el contexto fisiologico sin liberacion de mediadores inflamatorios.

Las citopenias se deben a varias etiologias, actividad de la enfermedad, falla

medular, toxicidad por fairmacos, destruccion periférica, infiltracién tumoral y sepsis.'~

Hay trabajos que demuestran asociaciéon con citopenias por actividad de la

enfermedad con algunos autoanticuerpos como SSA-Ro, SSB-La, anti-DNA, anti-RNP.?



Durante el proceso de apoptosis las células externalizan la fosfatidilserina de la
membrana, siendo este cambio el mecanismo por el cual las células fagociticas pueden
identificar a las células apoptoticas. Ademds se incrementa de manera temprana la
presencia de anexina V, que es una proteina con alta afinidad por los fosfolipidos

dependiente de calcio.*

La leucopenia observada en los pacientes con lupus eritematoso generalizado se

desarrolla a expensas de la apoptosis aumentada de células T.’

La apoptosis neutrofilica estd mediada por Fas (APO-1/CD95) asociado a la
expresion de fosfatidilserina en la superficie celular, localizdndose el gen en el brazo largo
del cromosoma 10.°

3 . . .
/™), asociada al lupus eritematosos generalizado, en

La neutropenia (<1500 células
ausencia de toxicidad por farmacos, se ha reportado en 20-40% de la poblaciéon Japonesa’,

siendo la apoptosis neutrofilica aun no estudiada en la poblacion mestiza de México.

En el estudio realizado por Courtney y colaboradores, se encontr6 que el porcentaje
de neutrofilos apoptoticos era mayor en sangre periférica de pacientes con LEG, comparado
con pacientes con otras enfermedades y en individuos sanos. Donde el nimero en porciento
de neutrofilos apoptoticos en pacientes con LEG correlaciona positivamente con la
actividad de la enfermedad (SLAM, SLEDAI), anti-ADNdc y otros elementos. El

incremento en la apoptosis produce un incremento de material antigénico, provocando



reaccion permanente en la tolerancia natural. El uso de esteroides disminuye las células

neutrofilicas apoptoticas.”

Los neutrofilos sintetizan citocinas que modulan la respuesta inmune (IFN-y, TNF-

a, IL-8), e incluso la apoptosis a través de los receptores del ligando inductor de apoptosis

relacionado a TNF (TRAIL) en la superficie celular.’

El ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF-a (TRAIL) puede acelerar el
proceso de apoptosis, via LT de los pacientes con LEG, facilitando la opsonizacion de los

PMN, contribuyendo con ello a neutropenia.'’

Los esteroides y el IFN-y modulan la expresion de TRAIL de los LT, los primeros
lo hacen a la baja y el IFN-y lo regula a la alza (elevado en pacientes lupicos con

actividad).""

Los esteroides tienen efecto protector sobre los neutréfilos, al retrasar la apoptosis. '

Se ha informado la presencia de neutropenia como consecuencia de actividad de la

enfermedad (probablemente relacionado a anticuerpos anti-granulocito).'

Existe correlacion entre niveles elevados de actividad neutrofilica (apoptosis) y

cuenta neutrofilica periférica baja, asociandose a actividad lapica, siendo 1til este



pardmetro para discriminar entre pancitopenia inducida por farmacos, por actividad de la

. . 14,15
enfermedad (LEG), o la formacién de remanentes leucoagregados intravasculares. ™

En pacientes con LEG, las citopenias representan un gran dilema cuando se trata de
determinar su etiologia, incluso se llega a requerir el aspirado de médula 6sea como
herramienta en la bisqueda de su origen en los pacientes con LEG, en el cual puede
observarse un incremento de eosinofilos, diseritropoyesis y afeccion en la maduracion
granulocitica al estado mielocitico en pacientes con toxicidad por farmacos. Por otro lado,
cuando se trata de actividad por la enfermedad se encuentra incremento de celularidad en

las diversas lineas hematopoyeticas.

En un estudio realizado en nuestro Instituto en el cual se incluyeron pacientes
hospitalizados con lupus y neutropenia moderada a grave, se encontrd una asociacion entre
la presencia de neutropenia con actividad lipica en sistema nervioso central, anemia
hemolitica, trombocitopenia, incremento de VCM y HCM, uso de cisaprida, DFH,
amoxicilina-clavulanato, TMP-SMX y el uso de inmunosupresores. Se demostré que la
toxicidad por firmacos es la etiologia mas frecuente de neutropenia en ese grupo de

. 16
pacientes.

Por otro lado, en un estudio previo se demostré que en pacientes con LEG no
tratados, el 14% mostraban leucopenia (<2000) y solo el 2% neutropenia <1000."" Se cree
que los resultados arrojados por este estudio determinan la precaucion que deberd de
tenerse al usar fArmacos inmunosupresores en pacientes con LEG, que son los detonantes

. ) . . (18
de citopenias (neutropenia en este estudio).



Con lo antes expuesto, la presencia de leucopenia puede ser un fenémeno asociado a
actividad de la enfermedad o bien, puede observarse como un efecto toxico secundario al
uso de farmacos; determinar cudl de los dos procesos estd determinando la leucopenia en un

determinado paciente puede ser en algunos casos, una tarea dificil.

Con respecto a las estrategias disponibles para identificar que la actividad de la
enfermedad es el mecanismo responsable de la leucopenia, en los 70’s se describio la
presencia de anticuerpos linfocitotoxicos y su asociacion con la actividad de la
enfermedad'®?’, esta 4rea de la investigacion fue poco explorada y se abandond pocos afios
después. Actualmente son considerados como marcadores de actividad los anticuerpos anti-

212223
G, y en

DNAdc, C3, IFN-y, trombocitopenia y neutropenia en pacientes con LE
ultimas fechas se estdn considerando otros elementos como posibles marcadores, como son

TRAIL y Fas.***¢

La molécula asociada a CD95 media la muerte celular programada, asi como la
induccion y mantenimiento de la tolerancia de linfocitos T. Se ha observado que la
apoptosis de linfocitos correlaciona con incremento de CD95 en pacientes con lupus

. 27,28
activo. 7,

Por otro lado, las herramientas para identificar el efecto téxico de los
inmunosupresores, especificamente de la azatioprina se fundamentan en el conocimiento de
su mecanismo de accion. Al respecto, desde hace algunas décadas se ha descrito que este

farmaco actua a través de la via de las tiopurinas, siendo su metabolito activo la 6-MP, éste



es transformado por via de la tiopurina metil-transferasa en 6-metil-MP, acido 6-tiotrico o
6-tioguanina, metabolitos que pueden ser mielosupresores. En los ultimos afios, se ha
encontrado un efecto pro-apoptdtico de la azatioprina, este efecto puede observarse por via
de la coestimulacion de CD28, siendo sus marcadores el CD95 y TRAIL, los cuales pueden
ser determinados a través de la via 6-TG que va a encontrarse elevada a nivel sérico y con
ello, ser una medicion indirecta de la toxicidad que puede tener la azatioprina en aquellos

. . 29, 30,31
pacientes con lupus eritematoso.””

En pacientes con enfermedad de Crohn se encontrd que a mayor dosis y tiempo de
exposicion se produce una mayor concentracion intracelular de 6-TG. La medicion de
niveles de 6-TG eritrocitaria es de utilidad para optimizar la dosis adecuada de azatioprina
como terapia antimetabolica y obtener una respuesta clinica adecuada sin inducir
leucopenia. En pacientes refractarios a terapia con azatioprina, que presentan niveles

. .. . . . 32,33
elevados de 6-TG eritrocitaria, se deben considerar otras terapias alternativas.™



DEFINICION DEL PROBLEMA:

En el grupo de pacientes con lupus eritematoso generalizado que acuden a la
consulta de Reumatologia y presentan leucopenia; un porcentaje de ellos presentan ademas
manifestaciones clinicas y serologicas que sugieren actividad de la enfermedad. Con
frecuencia estos pacientes se encuentran recibiendo tratamiento inmunosupresor con

azatioprina.

Decidir en ese momento si el efecto principal es toxicidad o persistencia de la
actividad de la enfermedad es una tarea dificil. Sin embargo, la decisiéon tomada puede

tener repercusiones importantes en el tratamiento y evolucion del paciente.



JUSTIFICACION:

En la préactica clinica y en aquellos pacientes con leucopenia mas datos de
actividad del lupus, en quienes es dificil determinar si el efecto observado es secundario
al uso de citotoxicos o debido a la actividad de la enfermedad, seria de gran utilidad el
contar con un instrumento que nos permita identificar cual de éstos dos efectos es el que
estamos observando.



HIPOTESIS:

1.- Ho. En aquellos pacientes con lupus eritematoso generalizado con leucopenia y
datos de actividad de la enfermedad quienes reciben tratamiento con azatioprina, la
determinacion sérica de TRAIL, Fas e IFNa no mostrara asociacion con la actividad del

lupus eritematoso generalizado.

2.- Ha. En aquellos pacientes con lupus eritematoso generalizado con leucopenia y
datos de actividad de la enfermedad con azatioprina, la determinacion sérica de TRAIL, Fas
e IFNa estard asociada con la actividad del lupus eritematoso generalizado a pesar de estar

recibiendo dosis intermedias de azatioprina.



OBJETIVOS:

a) General. Determinar si la leucopenia observada en pacientes con lupus
eritematoso generalizado con tratamiento es secundaria a actividad de la enfermedad o

efecto toxico por azatioprina.

b) Especificos.
1.- Identificar si los marcadores de apoptosis TRAIL, Fas e IFNa se asocian

con la actividad del lupus eritematoso generalizado (SLEDAI-2K).**

2.- Identificar si los marcadores de apoptosis TRAIL, Fas e IFNa se asocian

con la presencia de leucopenia, linfopenia y neutropenia en pacientes con LEG.

2. Determinar el efecto de 6-Tiogunaina sobre la expresion y cuantificacion

de los marcadores de apoptosis (TRAIL, Fas y Anexina V).



DISENO EXPERIMENTAL:

Estudio piloto, transversal.

PACIENTES, MATERIALES Y METODOS.

1. Descripcion de la maniobra.

Estudio ex vivo

Exdamenes de laboratorio

A cada paciente se le tomd una muestra de 50 mL de sangre para realizar los
siguientes analisis:

a) Cuenta diferencial de leucocitos (5 mL) (Fig.1).

b) Anticuerpos anti-ADN (técnica de FARR) y anti-Ro/La y las moléculas C3 y C4
del complemento (Fig. 1).

Figura 1. Esquema de la metodologia ex vivo

5ml «=—> Cuenta diferencial

S
A 5ml == DNA (FARR), Ro/La, C3, C4
N / Niveles basales:
G TRAIL
x 20 ml we=—> F|COLLI||:()CMN wne—> FACS CD95
R c/heparina Anexina V
E Niveles basales:

TRAIL
5ml w=——> Suero w=——> Conservar an——> ELISA | CD95
-70°C INF-a



Determinaciones especiales

a) Expresion basal de los niveles séricos de TRAIL, CD95 e IFN-a por

ELISA

Se obtuvo el suero de 5 mL de sangre total, el cual se conservo a -70°C hasta su uso.
A través de un ensayo inmunoenzimatico de tipo ELISA en fase soélida (R&D Systems,
Minneapolis, MN) se cuantifico a la molécula TRAIL, el CD95 (Fas, APO-1) y el INF-a.
Se emplearon 100 pL de las diluciones del estdndar de TRAIL, CD95 6 IFN-a o de los
sueros de los diferentes grupos de estudio. Se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente
en las placas que previamente tenian unido un anticuerpo anti-TRAIL, -CD95 6 -IFN-a.
Posteriormente las placas se lavaron y aspiraron, y se les adicionaron 100 pl de un
anticuerpo anti-TRAIL, -CD95 6 -IFN-a humano acoplado a la peroxidasa. Lo anterior se
incub6 durante 2 h a temperatura ambiente. El TRAIL, CD95 ¢ IFN-a unido a la fase
solida se detect6 a los 30 min de incubacion por la reaccion de la peroxidasa sobre 100 pl
del substrato 3,3°,5,5’-tetrametilbencidina, peroxido de hidrogeno al 20% (v/v) y
dimetilformamida. La reaccion se detuvo empleando 100 pl de una solucién de H,SO4 1 M.
La lectura se realizo a 450 nm de longitud de onda. La sensibilidad del sistema es de 1.25

ng/ml, y la linearidad obtenida entre los 3.13 ng/ml y los 60 ng/ml.



b) Expresion basal de TRAIL, CD95 y Anexina V membranal en células

mononucleares de sangre periférica (CMNSP) por Citometria de Flujo (FACS)

De las muestras de sangre periférica anticoagulada con EDTA al 2% se tomaron 150
uL para cada prueba, a éstos se adicionaron 5 pL de los anticuerpos anti-TRAIL-FITC, -
CD95-PE y —anexina V-PE (BD Biosciences, San Diego, CA; Fig. 1). Las muestras se
incubaron durante 20 min a temperatura ambiente y en oscuridad con los anticuerpos
monoclonales. Los eritrocitos se lisaron por incubacion en oscuridad con 2 mL de una
solucion de lisis para FACS 1X durante 20 minutos (BD, San José, CA). Después las
muestras se lavaron dos veces con 2.5 mL de PBS 0.05 M, pH 7.2-7.4, centrifugando a
1300 rpm, durante 5 minutos y se resuspendieron en 0.5 mL de formaldehido al 3% en
PBS. Las muestras se cubrieron con aluminio y se dejaron a 4°C para leerlas al dia
siguiente. Las muestras se evaluaron en un citdmetro FACscan empleando el programa Cell
Quest para su andlisis. Se determinaron al menos 1000 eventos en cada ventana de la
subpoblacion analizada. El numero absoluto de células/pL se calculo de acuerdo a la cuenta

total de células.



Estudios in vitro

Aislamiento de CMNSP por gradiente de densidad

Se obtuvo la muestra de sangre periférica en una jeringa de 20 mL con 2 mL de
EDTA al 2%. La muestra se diluy6 de 1 a 3 veces con PBS 0.05 M, pH 7.2-7.4 (Ej. 10 mL
de sangre se diluyen hasta alcanzar un volumen de 20 6 40 mL con PBS). La sangre diluida
se homogenizd y se vertié con un flujo lento y constante en un tubo Falcon (COSTAR) de
50 mL, el cual previamente contenia el Lymphoprep o el Ficoll (Ej: 30 mL de sangre se
afiaden sobre 10 a 15 mL de Ficoll o Lymphoprep; Fig. 2). Los tubos se centrifugaron a
1500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se tom¢ el anillo de CMNSP (Fig.
2) y se verti6 en un tubo Falcon nuevo. Se agregd PBS hasta ajustar un volumen de 50 mL
para lavar las células y evitar el efecto toxico del Ficoll o Lymphoprep. Las células se
centrifugaron a 1500 rpm durante 10 minutos, desechando el sobrenadante. Se resuspendio
el boton celular en 1 a 5 mL de RPMI-1640 y se cuantific el nimero de células vivas
empleando el colorante azul tripano. La suspension celular se diluyo 1:10 a 1:20 (10 pL de
células en 90 pL de azul tripano). Diez pL de la suspension celular tefiida se coloco en la
camara de Neubauer y las CMNSP se contaron en los cuatro cuadrantes grandes para sacar
un promedio. Para obtener la concentracion celular se multiplico la media por la dilucion
(Ej: si el promedio de células es de 33 y la dilucion 1:20 entonces: 33X0.2 = 6.6 X 10°
cél/mL y este resultado se multiplica por los mL que se tengan: 6.6 X 10° cél/mL X 1 mL =

6.6 X 10° cél/mL).



Figura 2. Separacion de CMN por gradiente de densidad

Ficoll
o 5
Lymphopre

Aislamiento de la subpoblacion de células T por roseteo con eritrocitos de

carnero.

De las CMNSP aisladas se seleccionaron las células T por roseteo con eritrocitos de
carnero (la pureza de células T obtenida es de aproximadamente 99%) para los ensayos in

vitro (Fig. 2).

Preparacion de las Rosetas

Para preparar las rosetas de carnero se requirio de los siguientes materiales:

Solucién salina 0.15 M, pH 7.4 6

PBS 0.05 M, pH 7.4 estéril

AET (amino etil tiouroniom B) 1 g en 25 ml de agua destilada desionizada (dd H,O),
ajustar la solucion a pH 8.5

M¢étodo para el tratamiento de los eritrocitos de carnero:



Se tomaron 10 mL de eritrocitos de carnero y se pusieron en un tubo Falcon de 15 mL. Se
lavaron 3 veces con solucion salina estéril centrifugando cada vez a 2500 rpm 5 minutos a
temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante por aspiracién con una pipeta Pasteur
estéril. A 3 mL del botdn de eritrocitos se les agregaron 10 mL de AET y se incubaron
durante 20 minutos a 37°C agitando cada 5 min. El volumen final de eritrocitos qued6 a una
concentracion de 10% en PBS (aforar hasta 30 mL). Los eritrocitos se almacenaron a 4°C

hasta su uso (antes de los 8 dias de preparacion).

Separacion de las células T con eritrocitos de carnero

Después de separar las CMNSP por gradiente de densidad, se contaron las células
tras el segundo lavado. La concentracion de CMNSP se ajusto a 10X10° cél/mL. El
volumen total de la suspension celular se dividio en 2 y a cada suspension se le afiadié 10%
de suero bovino fetal (SFB) para completar el doble de la solucion inicial. A esta

suspension se le anadieron los eritrocitos de carnero.

Ej: 5 mL de CMNSP en suspension en RPMI-1640
1 mL de SFB (que corresponde al 10% del volumen total)

4 mL de eritrocitos de carnero que completan un volumen total de 10 mL

La mezcla se incub6 toda la noche a 4°C, si el volumen era menor a 8 mL se empled
un tubo Falcon de 15 mL, si era mayor de 8 mL se utiliz6 de preferencia un tubo Falcon de
50 mL. Después de la incubacion se homogenizo la suspension muy suavemente con una

pipeta y se centrifugé a 1500 rpm, durante 30 minutos a 10°C. Se realiz6 una separacion



por gradiente de densidad con Ficoll o Lymphoprep y se desech6 lo que quedd en el anillo

de CMNSP (linfocitos B y monocitos). En el fondo del tubo quedaron las rosetas

(eritrocitos mas linfocitos T), las cuales se resuspendieron con 10 mL de AKC. La

suspension se transfirid a un tubo de 50 mL y luego se aforo a 25 mL. Lo anterior se incubo

5 a 10 minutos en hielo agitando hasta obtener una soluciéon de color rojo sangria. Después

se aforo con PBS a 50 mL y se centrifugd a 1500 rpm, durante 10 min. Se elimin6 el

sobrenadante por aspiracidon con pipeta pasteur y el botdon se resuspendio en 3 a 5 mL de

RPMI-1640 y se contaron las células.

Figura 3. Esquema de la metodologia in vitro.

LEG + LEUCOPENIA + AZA

SANGRE 2x105 CELS T
40 ml LEG + LEUCOPENIA FICOLL gme———" + RPMI-1640
n=25 < LEG SINLEUCOPENIA+AZA CMNSP Purificar Céls T + SFB 5%
LEG INACTIVO por Roseteo con
SANOS eritrocitos de -
carnero ]
Con/Sin
Estimulacién
CON/SIN
6-TG (5 yM/mL)
5 dias
TRAIL a-CD3 10 uglml
CDh95 <<———m «—m . <—m +
Anexina V 37°C a-CD28 1 ug/ml
/.\X 0
FACS ELISA



Estimulacion de linfocitos T con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28

Los anticuerpos y la concentracion a la que emplearon los mismos para la
estimulacion fue:
Anticuerpo anti-CD3 10 pg/mL (BD Pharmingen 0.1 mg, 0.2 mL, 0.5 mg/mL; No Cat
555337)
Anticuerpo anti-CD28 0.25 pug/mL (BD Pharmingen 0.1 mg, 0.2 mL, 0.5 mg/mL; No Cat

555726)

La estimulacion se llevo a cabo en placas de 96 pozos de fondo plano (COSTAR).

Para ello se sensibilizod la placa con el anticuerpo anti-CD3 a la concentracion de 5 pg/mL:

Anti-CD3: 5 ugen 1000 pL
500pg en 10 pL

X=5 pg/mL

Para 30 pozos se toman 780 uL de la dilucion
10 pug en 1000 ul
X en 780 uL

X=17.8 ng de anti-CD3

0.5pugen 1 ul

7.8 ugen X



X =15.6 pul de anti-CD3 +764 pL de RPMI-1640

A cada pozo se le adicionaron 30 pl de la dilucién y la placa se incub6 90 minutos a
37°C cubierta con papel aluminio. La placa se enjuag6 3 veces con PBS frio (200uL).
Posteriormente la placa se sembré con 2X10° céls/200mL de RPMI-1640/pozo. Finalmente
los linfocitos T se estimularon con 10 pL del anticuerpo anti-CD28 en cada pozo

calculando el numero total de pozos para preparar la dilucion Ej: para 30 pozos

0.25 pgen 10 ul
X en 300 ul

Los linfocitos T se incuban durante 48 horas a 37°C en atmosfera de 5% de CO,.

X =7.5 uL de anti-CD28 y 292.5 uL RPMI-1640

Efecto de la 6-Tioguanina (TG) en los cultivos de linfocitos T activados.

Las placas con los linfocitos T activados se trataron con o sin 5 uM/mL de 6-
Tioguanina (SIGMA A4882-5G)) durante 5 dias a 37°C en atmoésfera de 5% de CO,. De
los sobrenadantes de cultivo se determind por ensayos inmunoenzimaticos de tipo ELISA la
concentracion de TRAIL, CD95, e IFN-a. En el paquete celular se determind el grado de

apoptosis por presencia de Anexina V, la expresion de TRAIL y CD95 membranal.



Pacientes.

Criterios de inclusion:

1.- Pacientes con diagnostico de LEG que cumplan con >4 criterios de clasificacion
de acuerdo al ACR (American Collage of Rheumatology)’ atendidos en la consulta

externa del INCMNSZ y que entren en uno de los siguientes 4 grupos:

Grupo 1) LEG con leucopenia (<3000 células/mm?) con azatioprina.
Grupo 2) LEG con leucopenia (<3000 células/mm?) sin azatioprina.
Grupo 3) LEG sin leucopenia sin azatioprina.

Grupo 4) LEG sin leucopenia con azatioprina.

2.- Individuos sanos (Grupo 5).

3.- No participar en otra investigacion.

Criterios de exclusion:

1.- Pacientes menores de 18 afios.

2.- Pacientes que no aceptan a participar en el estudio.

3.- Pacientes que reciban otro inmunomodulador diferente de azatioprina.
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Variables.
a) A medir.
1.- Principal.
a) TRAIL
b) Fas (CD95)
c¢) IFN-a
2.- Secundarias.
a) DNA (ELISA)
b) Complemento 3
c¢) Complemento 4
d) SLEDAI-2K
¢) Biometria hematica
f) Analisis de médula 6sea
b) Frecuencia de mediciones.

Una sola muestra de sangre y en algunos casos de médula.

Todos los pacientes y voluntarios sanos firmaron un consentimiento para participar

en el estudio.
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ANALISIS ESTADISTICO:

Se realiz6 analisis descriptivo empleando pruebas no paramétricas para
grupos independientes: U-Mann-Whitney para variables continuas, prueba exacta de

Fisher para variables categéricas y andlisis de varianza (Kruskal-Wallis).



RESULTADOS.

Pacientes

Para el estudio se incluyeron 20 pacientes de sexo femenino con LEG, divididos en

4 grupos (Tabla 1).

Grupo 1: 5 pacientes con LEG, leucopenia y otros datos de actividad de la enfermedad.
Todos ellos recibieron azatioprina en dosis intermedia durante los ultimos 12 (10-34)
meses.

Grupo 2: 5 pacientes con LEG, datos de actividad de la enfermedad entre ellos leucopenia.
Ninguno de ellos habia recibido tratamiento inmunosupresor ni esteroideo al momento del
ingreso.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG sin actividad de la enfermedad, sin leucopenia y sin
tratamiento inmunosupresor con azatioprina durante los ultimos 25 (18-77) meses.

Grupo 4: 5 pacientes con LEG sin actividad de la enfermedad, sin leucopenia y en
tratamiento con azatioprina durante los ultimos 13 (5-27) meses.

Se incluyo un quinto grupo:

Grupo 5: 5 controles sanos del mismo género que los pacientes.



Datos demograficos y clinicos

A todos los pacientes se les midio actividad de la enfermedad al momento de
ingresarlos al estudio, empleando la escala de SLEDAI-2K en una version modificada, es

decir, se excluyo la variable leucopenia de las 24 que conforman esta escala.

En el grupo de pacientes inactivos, solo se seleccionaron aquellos que en la
evaluacion previa en la consulta de Reumatologia se encontraban en remision, tanto clinica
como serologica. Al momento del estudio y al realizar la determinacioén del complemento y
anticuerpos anti-DNAdc, en algunos pacientes se encontraron niveles bajos del
complemento (C3 y C4) e incremento en los titulos de anticuerpos anti-ADNdc. A pesar de
ello, se encontré que la mediana de SLEDAI-2K modificado del grupo activo fue de 10 vs.
3 del grupo inactivo ( p = 0.04). Por ello, en algunas comparaciones se empled el SLEDAI-

2K truncado (refleja actividad clinica més que seroldgica).

De esta manera, se incluyeron en total 10 pacientes con actividad de la enfermedad
y 10 pacientes inactivos (de acuerdo al SLEDAI-2K truncado). La mediana de edad del

grupo activo fue de 31 afios, 29 del grupo inactivo y 28 de los sanos (p =0.70).

La mediana de la dosis de azatioprina fue de 100 mg/dia (2 mg/kg/dia) y de

prednisona de 3.75 mg/dia en los pacientes con tratamiento.

La cuenta de leucocitos absolutos en los 5 grupos se muestra en la tabla 1. Diez de

los 20 pacientes incluidos tuvieron leucopenia. Tres pacientes del grupo con actividad de la



enfermedad presentaron neutropenia (< 1500 neutréfilos absolutos) y 10 linfopenia (< 1200
linfocitos absolutos). Ninguno de los pacientes presentd trombocitopenia (< 150 000
plaquetas). El grupo de pacientes con LEG activo tenia anemia normocitica, normocromica
(mediana 11.9 g/dL). El grupo con LEG inactivo y de individuos sanos no presenté anemia
(mediana 13.5 y 15 g/dL, respectivamente). El volumen globular medio (VGM) de los

grupos en tratamiento con azatioprina no evidencio macrocitosis (mediana 89 fL).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes y los individuos sanos.

Variables G1' G2 G3 G4 G5
Edad 22 34 34 29 28
Tiempo de evolucion del 16 4 98 51
LEG (meses)
SLEDAI modificado 10 10 2% 4%
Dosis de AZA (mg/kg/dia) 100 100
Dosis de PDN (mg/dia) 3.75 2.5
Leucocitos totales (cél/mL) 2700 2900 5600 4300 7500
Neutrofilos (cél/mL) 1674 1566 3874 2640 4446
Linfocitos (cél/mL) 567 728 1518 1054 2590
Plaquetas (cél/mL) 326 194 235 248 310
VGM (fL) 83 88 84 93 88
Hemoglobina (mg/dL) 11.4 12.5 133 13.9 15

'Grupo 1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina.

Grupo 2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina.
Grupo 4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina.

Grupo 5: 5 individuos sanos.

* p=0.04

**p=0.05




Estudio Ex-Vivo

Determinacion de los niveles basales de TRAIL y CD95 en las CMNSP y de la apoptosis

(Anexina-V).

Para determinar si existia un incremento en la expresion de las moléculas TRAIL,
TRAIL/CD95, CD95 y Anexina-V se examiné su expresion en la membrana de linfocitos T

por FACS y las moléculas solubles liberadas al suero se cuantificaron por ELISA (Tabla 2).

Tabla 2. Expresion basal en la membrana de CMNSP de TRAIL, TRAIL/Fas(CD?95),

Fas(CD95) y Anexina V.

Variables G1 G2 G3 G4 GS
TRAIL (%) 0.7 0.18 0.39 0.43 0.23
TRAIL/FAS (%) 9.67 2.63 6.29 8.11 11.99
FAS (%) 19.58 35.95 35.95 22.47 30.08
Anexina V (%) 4.24 3.96 3.01 3.70 5.80

'Grupo 1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina.

Grupo 2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina.
Grupo 4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina.

Grupo 5: 5 individuos sanos.

Los valores de estan expresados en medianas

La expresion basal de TRAIL en la membrana celular, determinado por FACS, fue
mayor en el grupo de pacientes con LEG activo y que recibian tratamiento con azatioprina
vs. LEG inactivo con o sin tratamiento (G1 + G2 vs. G3 + G4; p < 0.05; Figura 1). La
expresion en membrana de TRAIL basal correlaciona positivamente con la actividad de la

enfermedad pero no con el tratamiento con azatioprina (Tablas 1 y 2).




No se encontraron diferencias en los niveles de TRAIL membranal en los pacientes
del grupo de LEG activo con tratamiento comparado con el grupo de LEG activo sin
tratamiento (G1 vs. G2; p = 0.37). No hubo diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos de LEG inactivo sin leucopenia con o sin tratamiento (Tabla 2) (Figura 1.).

TRAIL BASAL EN MEMBRANA DE CMNSP

3.0
257
8
2 204
8 .
(0]
U -
o\\o, 1.5
—
5 1.0
'_

0.5 -

| —
0.0
G1 G2 G3 G4 G5

Figura 1. TRAIL basal en membrana de CMNSP.

En cuanto a las determinaciones de TRAIL/Fas (p =0.49 ) y Fas (p =1 ) no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de los grupos estudiados. Sin
embargo, se encontrd una tendencia a la disminucion de la expresion de Fas en el grupo de
pacientes con LEG activo, leucopenia y que se encontraban tratados con azatioprina vs. los

otros grupos de estudio (G1, Tabla 2).



La asociacion de la presencia de anexina V en la superficie de la membrana es un
indicador directo de que la célula se encuentra en apoptosis. A pesar de que los resultados
no mostraron diferencias significativas entre los grupos de estudio, se observa una clara
tendencia a un mayor numero de células apoptdticas en el grupo de pacientes con LEG

activo, leucopenia y tratados con azatioprina (Tabla 2).

Hubo asociacion con los niveles elevados de anticuerpos anti-ADN (> de 50 Ul ) y

los niveles de TRAIL ( p < 0.05), no asi con TRAIL/Fas (p =0.08 ) y Fas (p =0.55).

Cuando los resultados se analizaron en los grupos de LEG activo con o sin
tratamiento con el inmunosupresor vs. los grupos de LEG inactivo con o sin tratamiento
con azatioprina no se encontraron diferencias significativas. Sin embargo, en el grupo de
pacientes de LEG activo con leucopenia se observd una tendencia a expresar niveles

mayores de TRAIL y Fas acompafiados de incremento en la apoptosis (Tabla 3).

Al comparar los grupos de LEG con y. sin leucopenia, se observé una tendencia a
expresar niveles mayores de TRAIL acompaiados de incremento en la apoptosis en el

grupo de pacientes con LEG y leucopenia (Tabla 4).



Tabla 4. Expresion basal de TRAIL, TRAIL/Fas (CD95), Fas (CD95) y Anexina V en la

membrana de las CMNSP de los pacientes con LEG y leucopenia vs. LEG sin leucopenia

(<3000).
Variables Leucopenia Sin leucopenia
n=10 n=15 P
TRAIL (%) 0.47 0.34 0.68
TRAIL/Fas (%) 8.22 8.11 0.32
Fas (%) 23.1 26.3 0.58
Anexina V (%) 4.1 3.6 0.73

En el estudio, 3 pacientes del grupo de LEG activo tuvieron leucopenia a expensas
de neutropenia. Al comparar a estos pacientes con los que tenian leucopenia a expensas de
linfopenia se encontrd6 que en los pacientes con neutropenia habia una disminucién

estadisticamente significativa de la expresion de Fas en la membrana ( p = 0.02; Tabla 5 ).

Tabla 5. Marcadores de apoptosis entre pacientes con y sin neutropenia (<1500).

Variables Neutropenia Sin neutropenia
n=3 n=22 P
TRAIL (%) 0.27 0.35 0.62
TRAIL/Fas (%) 1.97 8.36 0.09
Fas (%) 17.7 275 0.02
Anexina V (%) 42 3.7 0.63




Ademas, al comparar los pacientes con LEG con leucopenia a expensas de
linfopenia vs. los pacientes sin linfopenia se observo una tendencia a expresar niveles
mayores de TRAIL acompafiados de un incremento en la apoptosis (anexina V) y menores
de Fas en el grupo de pacientes con LEG y linfopenia (Tabla 6). Lo anterior sugiere que el
principal mecanismo de apoptosis en los linfocitos de pacientes con LEG y leucopenia a

expensas de linfopenia se lleva a cabo a través de TRAIL y en menor grado de FAS.

Tabla 6. Marcadores de apoptosis entre pacientes con y sin linfopenia.

Variables Con linfopenia Sin linfopenia P
n=10 n=15
TRAIL (%) 0.55 0.29 0.42
TRAIL/Fas (%) 7.1 9.95 0.13
Fas (%) 20.9 28.8 0.12
Anexina V (%) 4.1 33 0.22

Determinacion de los niveles séricos basales de IFN-a, TRAIL y CD95.

La presencia de IFN-a el suero de los pacientes con LEG se ha asociado con la

intensidad de la actividad del lupus principalmente a nivel renal y hematologico.

En este estudio se encontrd que los niveles de INF-a sérico eran menores en el
grupo de pacientes con LEG activo con tratamiento (G1) con respecto a los no tratados
(G2) y a los inactivos con o sin tratamiento con azatioprina (G3 y G4, respectivamente;

Figura 2).
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Figura 2. Determinacion de IFN-a por el método de ELISA en el suero y los sobrenadantes de cultivo de linfocitos
activados y condicionados sin o con 6-TG. (-): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-
CD28 sin 6-TG (barras en blanco); (+): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-CD28
tratados con 6-TG durante 5 dias (barras en gris); Barras a rayas representan la determinacion del IFN-a sérico; G1: 5
pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina; G2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin
tratamiento inmunosupresor ni esteroideo; G3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento
inmunosupresor con azatioprina; G4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina; GS5: 5
individuos sanos. Los resultados se representan en pg/mL y corresponden a cultivos de 200 000 linfocitos/200 pL de
RPMI-1640/pozo.

No fue posible detectar los niveles de TRAIL debido a que el ELISA empleado no era

suficientemente sensible para su deteccion. Por otro lado, la concentracion sérica de Fas fue



superior al del punto mas concentrado (1000 pg/mL) de la curva estindar (dato no

mostrado).

Estudio In-Vitro

Para determinar si la 6-tioguanina (6-TG; derivado metabdlico activo de la
azatioprina) inducia la leucolinfopenia, ésta se adicion6 a cultivos de linfocitos T activados
(anticuerpo anti-CD3/anti-CD28) o en reposo de cada uno de los pacientes e individuos
sanos, a la concentracion de 5 pg/mL (equivalente a la concentracion que la 6-TG alcanza

en sangre a dosis terapéutica).

Los niveles de expresion de TRAIL , TRAIL/Fas ( CD 95 ), Fas (CD 95 ) y
anexina V membranal, en los linfocitos T activados tratados con 6-TG no presentaron
diferencias estadisticamente significativas cuando se compararon con los cultivos de
linfocitos no tratados con 6-TG. Estos resultados sugieren que los niveles de apoptosis no

se modifican después de la adicion de 6-TG (Figura 3).
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Figura 3. Determinacion de TRAIL membranal por citometria de flujo en cultivos de linfocitos activados y tratados sin o
con 6-TG. (-): Cultivo de linfocitos activados durante 48 h con anticuerpos anti-CD3/-CD28 y sin 6-TG (barras en
blanco); (+): Cultivo de linfocitos activados durante 48 horas con anticuerpos anti-CD3/-CD28 y tratados por 5 dias con
6-TG (barras en gris); G1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina; G2: 5 pacientes con LEG
activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo; G3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin
tratamiento inmunosupresor con azatioprina; G4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina;
GS5: 5 individuos sanos. Los resultados se representan en porcentaje.

Efecto de la 6-Tioguanina sobre TRAIL en los cultivos de linfocitos T activados.

Al determinar los niveles de TRAIL membranal en las diferentes condiciones, se
observd que en el grupo de pacientes con lupus activo y tratamiento con azatioprina (G1)

la adicion de 6-TG a los cultivos de linfocitos activados no indujo la expresion de TRAIL
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en la superficie de las células (Tabla 7). Sin embargo en los grupos de pacientes con LEG
activo sin tratamiento con azatioprina (G2) e inactivos con o sin tratamiento con el
inmunosupresor (G3 y G4) se determind un aumentd de 1.5 a 3.7 veces la expresion de la

molécula TRAIL en la superficie de las células (Tabla 7).

Tabla 7. TRAIL membranal en linfocitos activados sin o con 6-TG

Basal (%) | CE/S-6TG (%) | CE/C-6TG (%)
G1 0.7 1.66 151
G2 0.18 1.08 1.67
G3 0.39 1.58 2.36
G4 0.43 0.98 3.58
G5 0.2 8.61 10.25

'Grupo 1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina.

Grupo 2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina.
Grupo 4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina.

Grupo 5: 5 individuos sanos.

Al evaluar los niveles de TRAIL por ELISA en los sobrenadantes de cultivo de
linfocitos T activados, se encontrd el mismo patrdn de respuesta en los grupos G2, G3 y G4
que lo observado por citrometria de flujo (Tabla 7). Sin embargo los pacientes del grupo 1
presentaron una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de TRAIL
en los cultivos de los linfocitos tratados con 6-TG (p = 0.05 para G1 vs. G2y GI vs. G5).
Es probable que este efecto dependa de que exista una exposicion previa al farmaco por lo
que los linfocitos se sensibilizan a la 6-TG, lo que los hace menos proclives a la induccion

de la expresion en superificie o a la liberacion al sobrenadante de la molécula.
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Figura 4. Determinaciéon de TRAIL por el método de ELISA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos activados
tratados sin o con 6-TG. (-): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-CD28 sin 6-TG
(barras en blanco); (+): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-CD28 y tratados con 6-
TG por 5 dias (barras en gris); G1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina; G2: 5 pacientes con
LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo; G3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia
y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina; G4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con
azatioprina; G5: 5 individuos sanos. Los resultados se representan en pg/mL y corresponden a cultivos de 200 000
linfocitos/200 L de RPMI-1640/pozo. *p = 0.05
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Efecto de la 6-Tioguanina sobre la expresion de Fas (Apo-1/CD95) y su liberacion a los

sobrenadantes de cultivo de linfocitos T activados.

La expresion de Fas (CD95) en la membrana de los linfocitos activados incubados

sin o con 6-TG, fue similar a la de TRAIL (Tabla 8). El aumento fue 1.1 a 1.4 veces mayor

en los cultivos tratados vs. los que no se trataron con 6-TG.

Tabla 8. Fas (CD95) en la membrana de linfocitos T activados y tratados con o sin

6-TG
Basal (%) | CE/S-6TG (%) | CE/C-6TG (%)
G1' 19.58 31 14
G2 35.95 46.63 52.1
G3 24.2 29.68 30.84
G4 22.47 10.89 15.72
G5 30.08 35.71 32.56

'Grupo 1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina.
Grupo 2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina.
Grupo 4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina.

Grupo 5: 5 individuos sanos.

Los pacientes activos con leucopenia y azatioprina (G1) presentaron una

disminucion estadisticamente significativa de los niveles de Fas en el sobrenadante cuando

este grupo se compard con el de los pacientes inactivos con azatioprina (G4; p = 0.045) y

con el grupo de individuos sanos (GS5; p = 0.032; Figura 5).
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Figura 5. Determinacion de Fas (CD95) por el método de ELISA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos activados
y tratados con o sin 6-TG. (-): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-CD28 sin 6-TG
(barras en blanco); (+): Cultivo de linfocitos activados durante 48 hs con anticuerpos anti-CD3/-CD28 y tratados por 5
dias con 6-TG (barras en gris); G1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina; G2: 5 pacientes
con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo; G3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin
leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina; G4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados
con azatioprina; G5: 5 individuos sanos. Los resultados se representan en (pg/mL) y corresponden a cultivos de 200 000
linfocitos/200 puL de RPMI-1640/pozo. *p < 0.05

Fas (pg/mL)
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Efecto de la 6-Tioguanina sobre la produccion de IFN-a en los cultivos de linfocitos T

activados.

La determinacion de los niveles de IFN-a en las diferentes condiciones de cultivo
mostro que en los grupos G1, G3, G4 y G5, la concentraciéon de la linfocina no se modificéd
en los cultivos tratados con 6-TG vs. los cultivos control que no fueron condicionados con
el metabolito activo de la azatioprina. Unicamente, el grupo de pacientes con lupus activo
virgen al tratamiento tenia niveles 30 veces mayores de la linfocina, la cual disminuy6 en

los cultivos tratados con 6-TG (Figura 2).

Efecto de 6-Tioguanina sobre la apoptosis

En algunos trabajos, se apoya la posibilidad de que la azatioprina participa en la
apoptosis a través de coestimulacion de CD28. Para evaluar el efecto de 6-TG sobre la
apoptosis de linfocitos activados y en reposo se evaluo la presencia de Anexina V en la
membrana de las células. Esta determinacion se realizd en las diferentes condiciones de
cultivo. Los resultados muestran que los pacientes con lupus activo virgen al tratamiento
(G2) y con lupus inactivo sin tratamiento con el inmunosupresor (G3) eran 5 y 2 veces mas
susceptibles a sufrir apoptosis que el resto de los grupos en los que los niveles de anexina V

no se modificaron (Tabla 9).
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Tabla 9. Determinaciones de Anexina V membranal en diferentes condiciones de cultivo.

Basal SE/S-6TG* | SE/C-6TG* | CE/S-6TG® | CE/C-6TG®
G17 4.24 31.77 37.13 61.83 58.55
G2 3.96 36.15 21.44 17.92 37.88
G3 3.01 14.49 78.16 59.4 53.19
G4 3.71 69.37 75.51 80.25 75.24
G5 5.78 39.36 34.49 52.19 50.52

*Cultivos de linfocitos en reposo (SE) o Yactivados con anticuerpos anti-CD3 y —CD28 (CE), *sin (S-6TG) o Scon 6-TG
(C-6TG) después de 7 dias.

SE/S-6TG. Sin estimulo y sin 6-TG.

SE/C-6TG. Sin estimulo y con 6-TG.

CE/S-6TG. Con estimulo, sin 6-TG.

CE/C-6TG. Con estimulo y con 6-TG.

'Grupo 1: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia, tratados con azatioprina.

Grupo 2: 5 pacientes con LEG activo y leucopenia sin tratamiento inmunosupresor ni esteroideo.

Grupo 3: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y sin tratamiento inmunosupresor con azatioprina.
Grupo 4: 5 pacientes con LEG inactivo, sin leucopenia y tratados con azatioprina.

Grupo 5: 5 individuos sanos.

Efectos sobre la médula osea.

Para evaluar el efecto de toxicidad del inmunosupresor sobre la médula 6sea, a los 5
pacientes con actividad de la enfermedad, leucopenia y dosis intermedias de azatioprina
(G1) se les realiz6 un aspirado. Después del analisis independiente por 2 hematologos, se
encontr6 que ninguno de los pacientes present6d alteraciones compatibles con toxicidad
medular. Teniendo conocimiento de estos datos y debido al grado de actividad del lupus en
estos pacientes, a todos ellos se les realizd un ajuste de la dosis de azatioprina. En la
evaluacion subsiguiente 6 a 8 semanas posteriores al incremento de la dosis de azatioprina
se encontrd que en 5 de ellos se incrementaron o normalizaron los niveles de leucocitos

(3.7,8.1,5.5,3.6 y 4.6 K/uL).
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DISCUSION:

Este trabajo es el primero en evaluar la asociacion de la expresion de INF-a,
TRAIL, Fas y Anexina en CMNSP y en cultivos de linfocitos activados o en reposo de
pacientes con Lupus Eritematoso Generalizado en diferentes condiciones clinicas y de
tratamiento. En trabajos previos se ha demostrado la asociacion entre la actividad
hematologica (leuco-linfopenia y neutropenia) del lupus y los niveles de TRAIL sérico y de
membrana®®. Nuestro trabajo surge del razonamiento de que la apoptosis, siendo el
fenomeno que explica la fisiopatologia de la leucopenia en pacientes con actividad de la
enfermedad en quienes existe destruccion aumentada de estas células a nivel periférico,
puede estar incrementada a pesar del empleo de inmunosupresor en dosis intermedias,
postulando que las dosis empleadas en algunos pacientes sean insuficientes para controlar
la intensidad de destruccion celular. De presentarse asi el fendmeno, es posible que los
marcadores de apoptosis estén aumentados y puedan detectarse en pacientes con leucopenia

y actividad de la enfermedad a pesar de o por el efecto de la azatioprina.

Al determinarse la actividad de la enfermedad al momento de ingresarlos al estudio,
se empled la escala de SLEDAI-2K en una version modificada, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos G1 y G2. Asimismo se determin6 que los
pacientes activos tenian anemia normocitica normocromica, sin macrocitosis a pesar de la

dosis de azatioprina de 2 mg/kg/dia.



Al determinarse los niveles basales de TRAIL en el suero y la superficie de las
células, ésta correlaciond positivamente con la actividad de la enfermedad. Donde, la
expresion de TRAIL fue mayor en el grupo de pacientes con lupus eritematoso
generalizado activo y que recibian tratamiento con azatioprina, comparado con el grupo
inactivo con y sin tratamiento. En la determinacion de TRAIL/Fas se encontr6 una
tendencia a la disminucion de la expresion de Fas en el grupo de pacientes con LEG activo

con tratamiento.

Siendo la anexina V un marcador de apoptosis celular, su presencia en la superficie
de la membrana es un indicador directo de que la célula se encuentra en apoptosis. En el
estudio se observd una clara tendencia a un mayor nimero de células apoptoticas en el

grupo de pacientes con LEG activo o inactivo que no recibian azatioprina.

Los resultados anteriores sugieren que el principal mecanismo de apoptosis en la
CMNSP de pacientes con LEG y leucopenia se lleva a cabo principalmente a expensas de

TRAIL y en menor grado Fas.

De manera interesante se observd el hallazgo de asociacion entre los niveles
elevados de anti-ADNdc (>50 Ul) y los niveles de TRAIL, no asi para el resto (TRAIL/Fas

y Fas); muy probablemente relacionado con el grado de actividad de la enfermedad.



Tres pacientes con LEG activo presentaron neutropenia (17%) la cual se asocio a
una disminucion estadisticamente significativa de la expresion de Fas en la membrana

celular al compararlos con los pacientes que presentaban leuco-linfopenia.

Al comparar los pacientes de LEG con leucopenia a expensas de linfopenia contra
los pacientes sin linfopenia, se observo una tendencia a expresar niveles mayores de
TRAIL, acompafiados de incremento de anexina V y menores de Fas. Lo anterior sugiere,
que el principal mecanismo de apoptosis en los linfocitos de pacientes de LEG con
linfopenia, se lleva a cabo a través de TRAIL, como ha sido demostrado en otro estudio

llevado a cabo por Lub-de Hooge y cols®’.

En cuanto al estudio in-vitro, al determinar los niveles de TRAIL, TRAIL/Fas, Fas y
anexina V por citometria de flujo, en cultivos de linfocitos activados o en reposo y tratados
o no con el metabolito activo de la azatioprina, la 6-TG, se determind que el compuesto no
inducia la apoptosis de linfocitos obtenidos de los pacientes tratados con azatioprina pero si
en los que eran virgenes al tratamiento o que se encontraban inactivos y sin tratamiento.

Nuestros resultados contradicen los hallazgos reportados por el grupo de Cuffari y cols.™®

Se encontrd6 que los pacientes con actividad del LEG sin tratamiento tienen niveles
elevados de IFN-a y que la adicion de 6-TG a los cultivos de linfocitos activados de estos
pacientes los disminuia en aproximadamente 30 veces. Este incremento en los niveles de
IFN-a, posiblemente se relacione con la actividad y la gravedad de la enfermedad, como lo

, . . 39
reportd previamente Kirou y cols™.



A los pacientes con actividad de la enfermedad con uso de azatioprina, se les realizd
aspirado de médula dsea, considerado como el estandar de oro para determinar toxicidad.
No se encontrd citotoxicidad, por lo que a los pacientes se les ajustd el tratamiento
farmacoldgico obteniendo una adecuada respuesta clinica y de los datos de laboratorio. Lo

anterior confirma los hallazgos ex vivo e in vitro.

Dentro de las limitaciones del estudio, estan que el nimero de pacientes por grupo
fue pequefio, y con ello no se pudo demostrar diferencia estadisticamente significativa entre
ellos, tnicamente tendencias en la mayoria de los datos; ademas de la gran heterogeneidad
de la enfermedad estudiada en cuestion, amerita el incremento en el nimero de pacientes
por grupo. Ademas de la falta de un grupo de pacientes con lupus activo sin leucopenia con

y sin azatioprina.

Los resultados de este trabajo sugieren que la leucopenia presente en los pacientes
con LEG activo tratados con azatioprina es una propiedad inherente a la actividad de la
enfermedad y no es inducida por la toxicidad del farmaco, lo cual sefiala a la azatioprina
como un farmaco seguro. Lo anterior permite definir el papel de ésta en la toma de
decisiones en cuanto a poder diferenciar entre actividad de la enfermedad o toxicidad

farmacolodgica.
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