)

UNIVERSIDAD NAGCIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PSICOLOGIA MEDICA, PSIQUIATRIA'Y

Thtulo: ciccsse s
o b B oo

DESCRIPCION DE LA  RESPUESTA  PROLTFERATIVA

LINFOCITICA EN  PACIENTES  DEPRIMIDOS  EN

; TRATAMIENTO ~ CON  IMIPRAMINA.

| Alumno:

| JOSE  ANTONIO L(_,ARCIA MARTN

|

TUTOR TEORICO TUTOR METODOLOGICO

i -

? Dr. HRCTOR ORTEGA SOTO Dr. HEC'MTEGA SOTO

| | i

TESIS PARA BTENER EL DIPLOMA E ESPECIALIZACION EN

PSIQUIATRIAY. MEDion ;ﬁ

5

:E | ;.}'?f} {7 | fof BEEA }IY o~

i H Y oern ANO: 1993-1996

TESIS CON
 FALLA DE ORIGEN

SALUD MENTAL  wion

" Ai'éé%"i*'; TAL
DR oINg o

Ak
1896 0 w0

Ly, 10
osion A SEEVIORG
, ‘ ! :
im;;vu A :

FALLA DE ORlcgy-

$
PR Y LY TN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



INDICE

1.~ ANTECEDENTES, ~====m=m=mmmmm e mmm e 3
2.~ MATERIAL Y METODOS . ~======mm=mmmmm—— 8
3.- ANALISIS ESTADISTICO,=-=========mu== 11
4.~ RESULTADOS, =======m === m e 12
5.~ DISCUSION,===m==m=mmm= o e m e e 13
6.~ CUADROS,=====m==mmm = m o e 15
7.~ REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS,====wmm== 18



1.- ANTECEDENTES,

Hay considerables evidencias que sugieren gue la depresidn
se asocia a un mayor riesgo de morbilidad fisica (46), sobre todo
para enfermedades asociadas al sistema inmune (43, 44), vy
mortalidad. Puesto que es conocido que el sistema inmune responde
a cambios en el afecto (45, 46, 47 y 48), la investigacién, de
cémo la depresién puede influir en la salud fisica, se ha
centrado en las alteraciones inmunitarias.

Desde el siglo pasado se ha sugerido la existencia de una
relacién entre el SNC y el sistema inmunitario (Magendie, 1839)
(3). En 1981, Ader demostré un condicionamiento clasico de la
respuesta inmune en ratones (3), y le siguieron varios estudios
de psicologia experimental para intentar comprobar distintas
hipdtesis sobre los mecanismos por los que el aparato psicolégico
y el sistema nervioso afectarian a la fisiologia de la inmunidad.

Un hallang interesante fué la demostracién de que las
lesiones electroliticas del hipotdlamo, hipocampo y de algunas
estructuras adyacentes dan lugar a alteraciones en el numero y
funciones de las células asesinas naturales (AN) vy linfocitos T
(LT), en el bazo, timo y sangre (4). Se ha propuesto que aléunos
centros integrativos del cerebro, como la corteza cerebral o el
hipodampo, intervienen en el funcionamiento del sistema inmune
(7). También se reporta que la modulacién de LT es un fendmeno
sujeto a la regulacién del hemisferio izquierdo (5, 6).

Se conocen varios mecanismos per los dque los

neurotransmisores actuan sobre el sistema inmunitario. Es
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probable que se realize a través de fibras especificas,
noradrenérgicas y peptidérgicas, que terminan en zonas del timo,
bazo, en las placas de Peyer y en la médula osea (7). Se ha
observado que la adrenalina (A), la noradrenalina (NA) y la
serotonina (5HT), inducen inmunosupresién, mientras que la
acetilcolina (Ach) y dopamina (DA), son neurotransmisores
inmunoestimulantes (9 y 10). También se conocen varlos
neuropéptidos, sintetizados en sistema nerviso central vy
periférico (SNP), que tienen efectos modulatorios sobre las
células del sistema inmune: la somatostatina (St), el péptido
intestinal vasoactivo (PIV) y la sustancia P (SP) (4). En los
leucocitos mononucleares humanos se pueden identificar receptores
para St y PIV. Estos sitios de unién podrian inducir sefales
inmunoregulatorias.

Otros neurorreguladores probablemente involucrados en la
modulacién de la respuesta inmune son la histamina, la leu y la
met-encefalinas, las endorfinas, la colecistoquinina, 1la
calcitonina, el neuropéptido Y, el factor de crecimiento neural
(10). En relacién a la intervencidén de los péptidos opiloides, se
han identificado receptores especificos para estos linfocitos
esplénicos y en los de sangre periférica (5). Los receptores para
met~encefalina en LT humanos, podrian mediar el efecto
inhibitorio de ésta sobre la funcién linfocitica. En cambio, el
efecto de las B-endorfinas sobre los linfocitos parece estar
mediado mds que por un receptor opioide clésico por un receptor
que interactua con la porcidén carboxilo terminal de la B-
endorfina (4 y 7). También se propone una intervencién directa

de opidides endbégenos en la inmunidad humoral (12).



Por otro lado, hay moléculas del sistema inmunitario que
tienen accidén a nivel neuroendocrino, muchas muestran una
estructura idéntica a la de los neuropéptidos neurotransmisores.
Se sabe que algunas interleucinas son producidas y reconocidas
por células del SNC. La interleucina-1 como neurorreguladora y
sobre células que liberan CRH en hipotdlamo (13, 14, 15 y 16),
ademas modula la produccidén de otras interleucinas en células
nerviosas (10).

En esta compleja interaccién el sistema endocrino también
interviene. Los mononucleares de sangre periférica poseen
receptores para glucocorticoides (17), y se presentan variaciones
circandianas en las concentraciones de subpoblaciones de
linfocitos y en la sensibilidad de éstas a los corticoides (18).

Hay muchos reportes acerca del estado funcional del sistema
inmune en pacientes deprimidos. Puesto que es dificil evaluar
las células de 1los o6rganos inmunes, los trabajos
psicoinmunolégicos con humanos se limitan a los procesos inmunes
que ocurren en la sangre periférica. En los estudios sobre
depresidén se utilizan dos tipos de evaluaciones inmunes:
enumerativas (cantidad de 1los tipos y subtipos de células
blancas, o de anticuerpos frente a herpesvirus) y las funcionales
(capacidad funcional de las células inmunes -respuesta
proliferativa linfocitica a mitégenos o capacidad citotéxica de
las células asesinas-). La mayoria reportan la respuesta de
proliferacién de linfocitos al estimulo con mitégenos como un
indicador de la respuesta inmune (5, 9, 17, 21, 22, y 23).

La conocida revisién de Weisse, en 1992, analiza los estudios

o



sobre depresién e inmunidad y concluye que los pacientes
deprimidos presentan indices de inmunocompetencia (respuesta
linfocitica a mitdégenos) menores que las de los sujetos sin
depresidén clinica (49).

Hebert y Cohen, en 1993 (50), en un intento por resolver
posiciones contradictorias en esta asociacién depresién-
alteraciones inmunes, aplican la técnica de metaandlisis a 1los
articulos publicados sobre este tema. Sus resultados concluyen
gque la depresién clinica se asocia a pobre respuesta
proliferativa de linfocitos a mitdégenos, una baja actividad de
células asesinas y alteraciones en el namero de varias
subpoblaciones de leucocitos. Encontraron también una relacién
lineal entre la severidad de la depresién y los indicadores de
inmunidad celular.

Acerca de la relacidén entre la severidad del padecimiento y
la funcidén inmunoldégica, Schleifer y cols. (28) observaron que la
disminucién de la respuesta a mitdgenos es mayor en pacientes
hospitalizados que en ambulatorios. Por otro lado, Maes y cols.
(18) informan que 1la disminucidén de 1la respuesta a
fitohemaglutinina es mayor en los pacientes severamente
deprimidos y con melancolia, que en los gque cursan con una
depresidén leve,

Hasta el momento se carece de informacién respecto al
tiempo en el que podria recuperarse la funcidén inmune una vez que
ha sido abatida por alguna razén. Empiricamente se considera que
en un plazo de 2 a 4 semanas aparecen datos sugestivos de una
tendencia hacia la normalizacién de la funcidén inmune,

especialmente cuando desaparece el agente causal de la



inmunosupresidén (Ortega E., comunicacién personal).

Respecto a la accidn de los medicamentos antidepresivos
sobre la respuesta inmune celular, en estudios "in vitro", en
general, hay una accidén inhibitoria de las drogas. Pero las
concentraciones que ejercen este efecto corresponden a dosis
mayor de las que se usan en la clinica. Los estudios "in vivo" no
han mostrado efecto alguno de la desipramina en la actividad de
células AN en pacientes deprimidos (30).

S6lo hay dos estudios "in vivo" realizados con
antidepresivos triciclicos: uno en ratones, y otro, de disefio
longitudinal, con pacientes deprimidos y controles sanos. La
proliferacién inducida por mitdgenos en el grupo de deprimidos
disminuyé significativamente después de varios tratamientos
antidepresivos (ADT. litio o terapia electroconvulsiva), aunque
no se establecieron las diferencias en relacidn al tipo de
tratamiento (31).

Segin lo expuesto anteriormente, podemos concluir gue hay
numerosas evidencias que apoyan la hipdtesis de que la depresidn
se asocia con una disminucién en la capacidad de respuesta
inmunitaria. Hasta el momento carecemos de datos concluyentes
acerca de la influencia del tratamiento farmacolégico
antidepresivo en la respuesta de linfocitos a mitégenos, y menos
ain, acerca de lo que sucede en los pacientes deprimidos que
responden al tratamiento farmacolégico. Podemos hipotetizar que
la mejoria de la enfermedad depresiva producida por el
tratamiento medicamentoso se asociard con un aumento en la

respuesta proliferativa linfocitica frente a mitdgeno.



Este trabajo explora la relacién entre la mejoria en el
estado de animo deprimido, que recibe tratamiento antidepresivo,
y el cambio que ocurre en la respuesta inmune celular

(proliferacidén linfocitica).

2.~ MATERIAL Y METODO.

Se incluyeron 13 pacientes ambulatorios que cumplian con los
criterios del DSM-IV (32) para episodio depresivo mayor. Dos
investigadores independientes realizaron una evaluacién inicial y
se les aplicaron dos escalas para medir la severidad de 1la
sintomatologia: Escala para Depresién de Montgomery-Asberg
(MADRS;33), y El Inventario de Beck para Depresidén (IDB;34 y 35).
El primer dia del estudio, antes de la primera dosis de
antidepresivo, se tomé en condiciones de ayuno una muestra de 20
ml de sangre; una muestra similar se obtuvo seis semanas después,
para someterse al mismo procedimiento y comparar 1las
determinaciones. Se inicié el tratamiento antidepresivo con
imipramina, a una dosis de 25 mgrs/dia que se incrementd hasta
100 mgrs/dia en cinco dias, para luego aumentarla seglin respuesta
clinica. Durante las seis semanas siquientes se les aplicaron las
dos escalas de severidad cada siete dias, sin realizar ninguna
otra intervencidén terapéutica.

Se incluyeron pacientes de entre 18 y 50 afios de edad, que
habian firmado una carta de consentimiento y que tenian una

puntuacién minima de 20 en IDB y de 25 en MADRS. Se excluyd a



pacientes que presentaban algin trastorno mental diferente de
depresién mayor, que estuvieran embarazadas o posibilidad de
estarlo, que tuvieran una enfermedad fisica que comprometiera la
respuesta inmune o que estuvieran recibiendo algin farmaco o
sustancia que modifique la respuesta inmune. Se eliminaron
pacientes que presentaron enfermedad infecciosa intercurrente o
que a las seis semanas obtuvieron una mejoria de menos del 75% en
la escala MADRS.

El aislamiento de linfocitos de sangre periférica se realizé
en la Divisién de Investigaciones Clinicas del Instituto Mexicano
de Psiquiatria, bajo el siguiente método (36): Se toma una
muestra de 20 ml de sangre venosa en un tubo con 200 ug de
heparina y se diluye en una solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS). Los linfocitos se aislan por centrifugacién a 1500 r.p.m.
durante 20 minutos, entre 15 y 20 C, en gradientes de Ficoll-
Hypaque (13 ml de Ficoll por cada 20 ml de sangre diluida). Se
extrae el suero con un sistema de vacio y se desecha. El halo
blanquecino se transporta con una pipeta pasteur a un tubo cénico
de 50 ml, y se realizan tres lavados con solucidén amortiguadora
de fosfatos enriquecida con glucosa-sacarosa. La pastilla formada
en el fondo se resuspende en 5 ml de medio RPMI—lO,‘a una
concentracién de células mononucleares en sangre periférica
(CMSP) de 1 milldén cel/ml. Se cuentan las células en una camara
de Neubauer y se verifica su viabilidad por el método de azul
tripan.

Para el estudio de la proliferacién celular, se cuenta el
nimero de CMSP presentes en el cultivo antes y después de la

adicidén de fitohemaglutinina (PHA), diluido a tres




concentraciones diferentes (1:100, 1:200 y 1:400; que equivalen a
10, 5 y 2.5 ug/ml de PHA). La proliferacién celular se estima por
la incorporacién de 3H timidina en el ADN., El procedimiento que
se ha seguido da una idea de la sintesis de ADN y de 1la
proliferacién de una poblacién celular, no proporciona
informacién sobre la proliferacidn de células individuales.

Cada ensayo se prepard por sextuplicado y se mididé tanto en
los pozos con mitdégeno como en los que no fueron estimulados
(controles). Para cada muestra se dispuso de 24 pozos, seis sin
mitégeno y 18 con las tres concentraciones diferentes de PHA., Se
incubé durante 48 horas a 37 grados con 5% de C02. En seguida se
agregaron pulsos de 3H timidina para incorporarla al cultivo
celular (20 ul de 3H timidina 50 uCi/ml a cada pozo) y se incuhd
24 horas méds. Posteriormente se cosecharon los cultivos celulares
con un aparato automdtico (aspira y lisa células, transfiere el
ADN al papel filtro y separa la 3H timidina no incorporada). Se
trasfirié el papel a los frascos de centelleo y se agregd liquido
de centelleo. Con un contador de liquido de centelleo se calculd
el promedio de cuentas por minuto, en controles y no estimulados.
Los datos brutos se expresan en cuentas por minuto de
incorporacién de 3H timidina, y el indice de estimulacién celular
se expresa por el promedio mds la desviacién estandar (DS) de las
cuentas de los seis pozos. El indice de estimulacidén se obtiene
por el cociente: cpm en células con estimulo/ cpm en células no
estimuladas. El valor de cpm de cada condicién se divide entre la

cpm del control (35).
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La metodologia fué aprobada por el comité de ética del
Instituto Mexicano de Psiquiatria. La medicidn de las respuesta
proliferativa estuvo a cargo del Departamento de Inmunologia del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad

Nacional Autédnoma de México.

3.~ ANALISIS ESTADISTICO.

Las variables utilizadas fueron: La severidad de depresidn,
de acuerdo a las puntuaciones del MADRS y del IDB, y el indice
de proliferacién celular para cada concentracién de PHA.

Con fines descriptivos se obtuvieron los rangos, los
promedios, las medianas, las desviaciones estandar, y los
intervalos de confianza, de cada una de las variables de la
poblacién estudiada.

Dado gue la "n" es pequefia y la distribucidén de las
variables no es normal, se utilizaron pruebas no paramétricas.
Aplicamos la "Prueba del Signo" para contrastar las medianas, de
las determinaciones inicial y final (para cada concentracién de
PHA), del indice de proliferacidén celular. Esta prueba no depende
de las suposiciones de una distribucién normal. La significancia
a una cola de distribucién binomial, prueba que la mediana de la
condicidén final es mayor que la mediana de la condicién inicial
(36).

Se calculd el Coeficiente de correlacién de Spearman entre
el delta de las medias de‘severidad de los sintomas depresivos,

expresado en porcentaje de mejoria, y el delta de las medias del
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indice de proliferacién celular, también expresado en porcentaje
de cambio.

Se efectud un Analisis de Varianza (ANOVA) para nedidas
repetidas, con las variables dependientes severidad en MADRS y
severidad en IDB.

El andlisis estadistico se efectud con el apoyo del programa

de cémputo SYSTAT.

4 .- RESULTADOS.

Las medidas de tendencia central para los niveles basales de
severidad de depresién fueron: media de 32 puntos y mediana de 32
puntos (para MADRS), y media de 25 puntos y mediana de 24 (para
IDB). La media del porcentaje de mejoria a las seis semanas de
tratamiento, fué de 84.2% (DS=10.9) para MADRS, y de 80,7
(DS=17.4) para IDB.

Los resultados de la prueba de signo indican que la mejoria
en el indice de proliferacién con la estimulacién fué cercana al
nivel de significancia para las concentraciones de 5 y 10 ug/ml
de PHA (p= 0.092). Para la concentracién de 2.5 ug/ml‘no hubo
significancia.

La prueba de correlacidn de Spearman entre los delta de
mejoria en severidad y los delta de la mejoria en los indices de

proliferacién celular, dan resultados no significativos.
El anadlisis de varianza multivariado, para la variable
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dependiente severidad en MADRS, mostré una p=0.02., Y el andlisis
univariado, en esa misma variable, p<0.001. Cuando aplicamos
ANOVA de medidas repetidas para la variable dependiente severidad
en el IDB, el andlisis univariado refleja una p<0.001. La mejoria
clinica en ambas escalas, entre mediciones inicial y final, es
significativa. La significancia de la mejoria clinica se presenta

desde la primera semana.

5.~ DISCUSION.

Las diferencias entre las medias de los indices de
proliferacién celular, al inicio y al final del estudio, estéan
cercanas a la significancia estadistica para las concentraciones
de PHA de 5 y 10 ug/ml. Es probable que con diluciones mayores la
respuesta sea mejor, y en cambio, con concentraciones menores
comienza el descenso caracteristico.

La respuesta final refleja un aspecto del estado del
sistema inmune de los pacientes. Esta medida se toma en un
momento en el que se supone que la mayoria de quienes padecen la
enfermedad depresiva y reciben tratamiento farmacolégico, han
tenido una respuesta terapéutica y se ha establecido una mejoria
clinica (40, 41).

Hasta el momento, no se ha reportado en la literatura
internacional una recuperacién del indice de estimulacién celular
en relacién al tratamiento farmacolédgico antidepresivo. En el

estudio de Albrecht (31), se tomaron varios grupos pequefios de
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pacientes deprimidos (uni o bipolares), que presentaron mejoria
en su sintomatologia, posterior a un tratamiento somdtico (ADTC,
litio o terapia electroconvulsiva), y un subgrupo de enfermos que
cumplian criterios de melancolia. El tiempo entre medida basal vy
final fué de 3 a 6 semanas. Reportd una disminucidén en la
respuesta proliferativa de linfocitos. Este autor utilizé tres
tipos de lectinas (PHA, ConA y PWM), pero a una sola
concentracién de cada una. Es posible que no se haya empleado la
dosis é6ptima. Para evitar este sesgo, en el presente trabajo,
realizamos la estimulacién con tres diferentes concentraciones de
mitégeno.

Hemos controlado algunas variables importantes como la
severidad del padecimiento, el tipo de tratamiento, el tiempo de
tratamiento, y factores intercurrentes. Sin embargo, es imposible
eliminar algunos factores propios del sujeto, como su actitud
ante el tratamiento por ser un sujeto de investigacién, o 1la
respuesta placebo que pudo haber estado presente.

También es un aspecto de interés gue los ensayos de
laboratorio para las determinacliones basales, se llevaron a cabo
en dias diferentes, conforme se incorporaban los pacientes al
estudio. En estudios futuros se podria evitar estas posibles
diferencias no controlables con la presencia de un control
interno.

Por Gltimo, es indudable que un mayor tamafio de muestra

permitiria una mds alta potencia estadistica de los resultados.
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CUADRO 1

MEDIDAS DE RESUMEN DE LA MEJORIA EN LA SEVERIDAD DE DEPRESION

ESCALA PROMEDIO DE DESVIACION INTERVALO DE
MEJORIA (%) ESTANDAR CONFIANZA (95%)

MADRS | 84.23% 10.95 78.2 - 90.2

. BECK | 80.76% 17.4 71.1 -90.3




CUADRO 2

MEDIDAS DE RESUMEN DE LA MEJORIA EN EL INDICE DE ESTIMULACION

CONCENTRACION PROMEDIO DE | DESVIACION | INTERVALO DE
DE PHA ug/ml MEJORIA (%) ESTANDAR CONFIANZA (95%)
2.5 333.2 408.2 106.8-559.9
5.0 398.9 498.7 122.3-675.5
10.0 374.4 404.0 150.4-598.4




CUADRO 3

RESULTADOS Y NIVEL DE SIGNIFICANCIA DE PRUEBA DE SIGNO

CONCENTRACION POSITIVO / | NIVEL DE
DE PHA ug/ml BASAL | FINAL | GeGATIVO | SIGNIFICANCIA
25 108 |3204 |a/9 NS
5.0 18.6 |53.5 3/10 P= 0.09
10.0 20.8 |69.2 3/10 P= 0.09
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