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RESUMEN  
La esclerosis sistémica (ES) es una enfermedad tripartita en la que se asocian defectos 

de autoinmunidad humoral y celular, fibrosis y cambios vasculares específicos. Estos 

tres eventos patológicos pueden ocurrir y progresar en forma independiente. Las dos 

variedades más conocidas: Difusa (ESD) y limitada (ESL), presentan características 

propias de cada tipo. Su etiología aún es desconocida y tiene un origen multifactorial 

en la que pueden intervenir factores genéticos, ambientales e infecciosos.1  
Los linfocitos T tienen un papel relevante en todas las enfermedades autoinmunes para 

lo cual es indispensable conocer  la diferenciación de las células T en los patrones 

Th1, Th2, Th17 o Treg según su patrón de producción de citocinas intracelulares y su 

participación en la regulación de las respuestas inmunes especialmente en las 

enfermedades autoinmunes como la ES.2 En el presente trabajo se hicieron 

mediciones de algunas citocinas: TGF-β (por ELISA) e IL 10 (por citometría de flujo ) 

y la evaluación de  LTreg en sangre periférica, con su posible asociación clínica en 

pacientes adultos con ES. Además actualmente las evidencias sugieren que no existe 

consenso aún sobre el papel de los LTreg en la fisiopatogenía de la ES, por ello, es de 

gran importancia explorar las posibles relaciones causales de las respuestas 

reguladoras con la enfermedad.  

En el estudio se incluyeron 29 pacientes con diagnóstico de Esclerosis sistémica, para 

las variables cualitativas se utilizó la prueba de X2, los niveles de LTreg, fueron 

contados como porcentajes del total de CD4+CD25+FOXP3+, y la concentración de 

TGF-β en ng/mL. Los datos son expresados como el porcentaje de cada área de 

análisis, se empleó la prueba de Kruskal Wallis para determinar si los datos eran 

paramétricos o no paramétricos, posteriormente se empleó la prueba de Anova de una 

vía para comparar las medias ± DE del número de Linfocitos T reguladores en sangre 

periférica de pacientes con ES y los resultados de Citometría de flujo de los grupos 

con Esclerosis sistémica. Los resultados fueron presentados como las medianas [25–

75 percentiles]. Y estos fueron considerados significantes con un valor de p < 0.05. 

Posteriormente los resultados fueron comparados mediante, gráficas y tablas; 

marcando las variables que se consideraron las más importantes y significativas. Los 

datos más relevantes del estudio se relacionan, primero respecto a la evolución de la 
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enfermedad 12±8 años para la ESD y 16±12 años para la ESL, donde comparando 

con trabajos realizados anteriormente, se hace notar que los perfiles de citocinas se 

ven modificados por la duración de la enfermedad, y sugiere alteraciones del balance 

inmunológico durante el curso de la misma. En cuanto a los niveles de linfocitos T 

reguladores, nuestro estudio mostró una disminución significativa de estos en 

comparación con individuos sanos, teniendo para estos 2.2% para la ESD y ESL, 0.4% 

y 0.25 % respectivamente   así como niveles significativamente menores de TGF-β1 e 

IL-10 respecto a un grupo control. Dichas discrepancias pudieran ser explicadas por el 

tiempo de evolución o duración de la enfermedad de los sujetos estudiados, siendo 

mayor el tiempo de evolución en nuestro estudio en comparación con los estudios 

realizados. Los datos presentados sugieren alteraciones en las funciones efectoras de 

los linfocitos Treg en adultos con ES sin importar el subtipo clínico de la enfermedad, 

además correlacionan con baja IL-10 intracelular y concentraciones disminuidas de 

TGF-β1 a nivel periférico. Esta disminución en la expansión de linfocitos 

CD4+CD25+FoxP3+ reguladores y su producción de IL-10 puede ser debida por un 

lado a la evolución clínica tardía > de 5 años que tienen los pacientes; así como 

contrario a lo esperado encontramos niveles de TGF-β en pacientes con ES menores 

o similares al grupo control. Además TGF-β1 a su vez interfiere con sus vías de 

señalización teniendo posibles efectos supresores de la respuesta inmunológica en la 

activación de alguno de sus componentes como lo son los LTreg. 
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1.1 GENERALIDADES 
Una de las principales funciones del sistema inmunológico (SI) es la de protección 

contra patógenos, pero esta no es la única función ya que un importante objetivo del 

SI es la inmunovigilancia. Lo que implica no sólo la protección contra patógenos, sino 

además la protección contra agentes propios cuando estos son alterados por el 

envejecimiento o transformados por procesos neoplásicos. Lo anterior implica la 

existencia de un complejo mecanismo que   presenta y reconoce antígenos, así como 

un estricto sistema de control y regulación que permita diferenciar a lo “propio y sano” 

y al mismo tiempo reconocer y atacar a lo “extraño” a lo que se conoce como tolerancia 

inmune.3 

La tolerancia contra componentes propios del organismo actúa eliminando o 

inactivando funcionalmente las poblaciones de linfocitos autorreactivos. De esta forma, 

cuando un elemento es reconocido como propio se desarrolla un mecanismo activo de 

no respuesta, denominado tolerancia inmune. En cambio, sí un elemento es 

reconocido como extraño, se activa la respuesta inmune encaminada a destruir dicho 

antígeno. Cuando estos mecanismos fallan aparecen en el organismo las 

enfermedades autoinmunes.4 

 

1.2 FACTORES DE RIESGO CAUSAS Y CLASIFICACIÓN  
Las causas de la ruptura del equilibrio no han sido aclaradas en su totalidad, sin 

embargo, se conocen factores que participan en el desarrollo de la autoinmunidad. 

Algunos de estos son: 

•Genéticos; la presencia de ciertos alelos del complejo principal de histocompatibilidad, 

principalmente del locus HLA-DR predisponen al desarrollo de enfermedades 

autoinmunes.5 

•Hormonales; se ha descrito que enfermedades autoinmunes ocurren principalmente 

en mujeres teniendo inicio, sobre todo, en años en que la producción de estrógenos 
es máxima .5 

•Edad; los estudios asocian que con el paso de los años, aumenta la predisposición a 

enfermedades autoinmunes debido a la disminución en la actividad de LTreg.6 
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•Deficiencia de inmunoglobulina A; permitiendo el contacto de tejidos con ciertos 

antígenos que podrían inducir una respuesta contra antígenos propios.7 

•Infecciones virales, bacterianas, fúngicas, etc. que producen alteración o colonización 

de la membrana celular; así como alteraciones del timo, médula ósea y otros tejidos 

que participan en el desarrollo y la activación de la respuesta inmune.5 8 

•Factores ambientales y sustancias químicas que en condiciones particulares 

desencadenan reacciones autoinmunes entre los que se incluyen hidrocarburos, 

pesticidas, fármacos, tinturas, suplementos dietarios, radiación ultravioleta, metales 

pesados y en concreto para la ES la exposición al polvo de sílice .5  

Dentro de las enfermedades autoinmunes se tienen “enfermedades específicas de 

órganos” con autoanticuerpos órgano específicos, o se encuentran diferentes 

trastornos en los que las lesiones tienden a estar localizadas a un solo órgano, pero 

los anticuerpos no son órgano específicos. Y por último están las “enfermedades 

autoinmunitarias no orgánicas o sistémicas” que pertenecen a la clase de los 

trastornos reumatológicos como es el caso de la ES en el que tanto las lesiones como 

los autoanticuerpos no comprometen un solo órgano.6 
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2.1 GENERALIDADES 
La ES es una enfermedad autoinmune, crónica y multifactorial que es caracterizada 

por 3 principales eventos: daño microvascular, alteraciones de la inmunidad innata y 

adaptativa, y fibrosis generalizada en múltiples órganos, esta última característica es 

el sello distintivo de esta enfermedad. Se manifiesta por engrosamiento y fibrosis de la 

piel; fenómeno de Raynaud, manifestaciones musculoesqueléticas; como se mencionó 

anteriormente compromiso de órganos internos, entre los que se incluyen la vía 

gastrointestinal, corazón, pulmón y riñón; así como la presencia de autoanticuerpos 

específicos. En general, el grado de afectación de la piel y su tasa de progresión 

reflejan la gravedad de las complicaciones de órganos viscerales.9 
Una característica de la ES es la variabilidad de paciente a paciente y la 

heterogeneidad que se ha observado en las manifestaciones clínicas, en los perfiles 

de autoanticuerpos, en el tiempo de progresión de la enfermedad, la respuesta al 

tratamiento y la supervivencia.9 

 

2.2 CLASIFICACIÓN 
Las formas clínicas de presentación se dividen en tres grupos: 
1. Esclerodermia localizada: morfea en placas y morfea lineal.10 

2. Esclerosis sistémica con sus variantes: esclerosis sistémica limitada, esclerosis 

sistémica difusa y  

3. Formas de esclerosis sistémica sine scleroderma.10 

Para el fin de este trabajo se revisará de forma más exhaustiva el segundo grupo en 

el que tomando como base los hallazgos clínicos y de laboratorio se distinguen dos 

tipos principales de pacientes: los que presentan una afectación cutánea difusa y los 

que presentan una afectación cutánea limitada  
Afectación cutánea difusa. Es rápidamente progresiva en el plazo de meses, con 

afectación siempre proximal a los codos (brazos, tórax y abdomen), aunque puede 

iniciarse en zonas distales de las extremidades (acroesclerosis).10 

Afectación cutánea limitada. La lesión cutánea se mantiene estable o es lentamente 

progresiva, manifestándose en manos, antebrazos, pies y cara; el daño orgánico es 

muy tardío. Dentro de este grupo se encuentran las variantes denominadas síndrome 
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de CREST (Calcinosis, fenómeno de Raynaud, afectación esofágica, esclerodactilia y 

telangiectasias).10 

 
2.3 EPIDEMIOLOGIA 
La prevalencia e incidencia estimada de la ES alrededor del mundo es heterogénea 

debido a variaciones geográficas, étnicas, factores ambientales y factores genéticos. 

Se han observado   bajas estimaciones de prevalencia (<150 por millón) e incidencia 

(<10 por millón por año) en el norte de Europa y Japón, mientras que se han reportado 

altas estimaciones de prevalencia (276-443 por millón) e incidencia (14-21 por millón 

por año) en el sureste de Europa, Norteamérica y Australia, en México no se conoce 

una prevalencia con certeza.11 El criterio de clasificación del 2013 de  ACR–EULAR 

(Colegio Americano de Reumatología y la Liga Europea contra las enfermedades 

reumáticas) es más sensible que el criterio publicado en la década de los 80´s porque 

este incluye pacientes que son positivos para anticuerpos específicos de centrómero 

y que han limitado la participación cutánea. Como consecuencia, la prevalencia 

estimada de la esclerosis sistémica basada en los criterios de clasificación de ACR-

EULAR fue mucho más alta que estimaciones previas estimadas. El desarrollo de la 

esclerosis sistémica depende del sexo, como es el caso de todas las enfermedades 

del tejido conectivo, es mucho más común en las mujeres.La frecuencia por sexo 

presento una relación mujer hombre de 4:1.La edad de presentación más frecuente 

fue de los 30 a 50 años.12 13  
 
2.4 DETECCIÓN 
Como en otras enfermedades reumáticas, el diagnóstico precoz de la afectación de 

órganos permite la intervención terapéutica oportuna para prevenir el daño irreversible 

y mejorar el pronóstico.  

Las escalas para medir la afectación cutánea: Rondan MRSS-51 (Modifided Rodnan 

Skin Score 51). Evalúa 17 áreas corporales en una gradación del 0 al 3, donde 0 es 

una piel normal y 3 el máximo grosor. La importancia de la puntuación obtenida 

consiste en el valor predictivo para la supervivencia, la cual es más corta para los 

pacientes con puntuación alta al inicio del diagnóstico. Una puntuación mayor de 20 
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puntos en el MRSS-51 predice un riesgo mayor de crisis renales, afección cardiaca, 

disminución de la apertura oral y de la funcionalidad.1 

Recientemente, se han propuesto criterios preliminares para establecer el diagnóstico 

temprano de la ES entre los que se incluyen: Fenómeno de Raynaud, dedos 

tumefactos con tendencia a esclerodactilia, capilaroscopia anormal con patrón de 

esclerodermia, anticuerpos anticentrómero y anti-topoisomerasa.14 

 

 

Figura 1. Paciente con dedos gangrenados consecuencia del fenómeno de 
Raynaud 

                        
  

 

Figura 2. Paciente con Esclerosis sistémica difusa  
 

 

 



 
 

10 
 

 

Figura 3. Paciente con piel dura y calcinosis                                 

 

                                                                                              

  

 

Figura 4. Paciente con fenómeno de Raynaud 
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3.1 GENERALIDADES 
Las células implicadas en el proceso de la enfermedad incluyen células endoteliales, 

plaquetas, células estructurales (pericitos, células vasculares musculares lisas, 

fibroblastos y miofibroblastos) y células del sistema inmune (células T, células B, 

monocitos, macrófagos y células dendríticas).La activación de células se da por 

mediadores que  incluyen el  factor de crecimiento transformante-β (TGF β), factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), IL-6 e IL-13, endotelina 1, angiotensina II, 

mediadores lipídicos y autoanticuerpos, junto con especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y numerosas otras sustancias biológicamente activas. Sin embargo aún es en 

la ES poco conocida la base patogénica para el predominio del sexo femenino, la 

heterogeneidad de la enfermedad y los resultados variables, la naturaleza de los 

desencadenantes ambientales y su interacción con susceptibilidad genética así como 

la contribución de estas interacciones a la susceptibilidad de la enfermedad y el 

fenotipo.9 

 
3.2 LESION VASCULAR  
La lesión vascular y la activación celular del endotelio lo que resulta en daño vascular 

son posiblemente los mecanismos primarios en la ES.1 El daño vascular progresivo 

causa una reducción en el número de capilares. El engrosamiento de la pared de los 

vasos y estrechamiento luminal, que conducen a la hipoxia tisular y estrés oxidativo. 

Adicionalmente, las células endoteliales activadas muestran un aumento de la 

expresión de la molécula de citoadhesión vascular-1 (VCAM1), molécula de adhesión 

intercelular (ICAM) y E-selectina, resultando en el reclutamiento de células 

inflamatorias. También se secreta endotelina-1, factor de crecimiento de tejido 

conectivo (CTFG) y otros factores profibróticos que estimula la proliferación de las 

células del músculo liso vasculares y producción de matriz extracelular. La infiltración 

de las células inflamatorias en las lesiones pueden ser prominentes en pacientes en 

los primeros estados de la enfermedad y las células inflamatorias e inmunes son una 

fuente importante de TGFβ, PDGF, IL-1, IL-6 y otros mediadores profibróticos. 
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3.3 INFLAMACIÓN Y RESPUESTA INMUNITARIA 

La desregulación de la inmunidad innata y adaptativa juega un papel importante en la 

ES. La evidencia de la autoinmunidad incluye la presencia de células y moléculas 

inflamatorias en los tejidos diana tales como la piel y los pulmones; las alteraciones en 

el número y función de células inmunológicas circulantes: la presencia prominente de 

Interferón (IFN), la infiltración de células inmunes en tejidos; y distintos autoanticuerpos 

plasmáticos en la mayoría de los pacientes.9 Además, algunos estudios genéticos 

identificaron que los polimorfismos de IRF5 (factor regulador de interferón 5) y STAT4 

(transductor de señal y activador de la transcripción 4), junto con varios otros genes 

de rutas inmunológicas, se asocian a la ES . 9  
 
3.4 RESPUESTA INMUNE CELULAR  
Diversos procesos patológicos de base inmunológica se han descrito que se deben a 

la desregulación de los linfocitos T cooperadores (LTh). Así el exceso de las señales 

que generan los Th1 se asocian al proceso inflamatorio, mientras que el aumento del 

estímulo de producción que generan los Th2 desencadenan enfermedades atópicas, 

fundamentalmente alergias y asma.15  
Un mecanismo asociado se relacionaron las células Th17, aunque se han descubierto 

recientemente, su hiperfunción ya se ha asociado a procesos inflamatorios crónicos y 

autoinmunes promovidos, fundamentalmente, por el efecto proinflamatorio de la IL-

17.15 

Entre los linfocitos T CD4+, los Th2 caracterizados por la secreción de IL-4 e IL-13, 

predominan sobre los Th1, que secretan principalmente IFNγ anti fibrótico. El papel de 

las células Th17 todavía no se define; en algunos estudios implican a IL-17 en la 

fibrosis y otros estudios indican un efecto anti-fibrótico.16 

Otro subtipo de linfocito T importante en el desarrollo de la ES son los LTreg pero estos 

se abordarán más a fondo en el siguiente capítulo. 

 
3.5 AUTOANTICUERPOS 
Casi todos los pacientes con ES tienen autoanticuerpos circulantes altamente 

específicos. Por lo general, estos anticuerpos son contra los componentes nucleares 
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y nucleolares intracelulares, pero también pueden dirigirse hacia receptores de 

superficie celular y antígenos extracelulares, incluyendo la fibrilina 1, metaloproteinasa 

de matriz 1 (MMP1), MMP3, para receptores de superficie celular de acetilcolina (el 

receptor de acetilcolina muscarínico M3), PDFG, endotelina 1 y angiotensina II. 

Aunque la importancia diagnóstica de anticuerpos nucleares y nucleolares específicos 

en la ES es reconocida, su contribución potencial a la patogénesis y el daño tisular se 

desconoce .9 

 

3.6 FIBROSIS 

El sello distintivo de la esclerosis sistémica, es la progresiva acumulación tisular de 

matriz fibrosa compuesta de colágeno, elastina, glicosaminoglicanos y fibronectina y 

la sustitución de la arquitectura normal del tejido, con compactación, tensión mecánica 

y tejido conectivo rígido.  

El tejido tisular es caracterizado por la presencia de músculo actina-α-positivo liso y 

miofibroblastos resistentes a la apoptosis.9 Estas células contráctiles no sólo secretan 

moléculas de la matriz, sino también TGF-β que se abordará más afondo en capítulos 

posteriores y otros mediadores profibróticos que promueven una mayor acumulación 

de matriz extracelular y remodelación. La fibrosis es la culminación de la interacción 

de los eventos inmunológicos, vasculares y fibrogénicos que caracterizan a la ES. 

Existen diversas citocinas implicadas en este proceso, TGF-β, PDGF, IL-4, IL-6 e IL-

8, las cuales a través de receptores de superficie celular estimulan la producción de 

colágeno tipos I, III, IV, V y VI.5 Las biopsias cutáneas de pacientes con la forma 

temprana de la enfermedad pueden revelar infiltrado inflamatorio de linfocitos T y 

monocitos. Con el tiempo, la piel se vuelve atrófica, con adelgazamiento de la 

epidermis, disminución de los capilares dérmicos con la consiguiente hipoxia y 

aumento de la síntesis del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y otros 

factores angiogénicos.1 
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Figura 5. Principales eventos involucrados en la fisiopatología de la ES  
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4.1 PAPEL DE LOS LINFOCITOS T REGULADORES EN LA ESCLEROSIS 
SISTEMICA  
Los LTreg juegan un papel importante en la autotolerancia como un regulador de las 

respuestas inmunitarias. Han sido reportados en pacientes con una variedad de 

enfermedades autoinmunes y desórdenes alérgicos, proporciones bajos de LTreg   y/o 

supresión defectuosa de estos. En la ES la función de los LTreg puede ser de particular 

interés ya que tienen una participación estrecha con TGF-β en la fisiopatogenía y en 

la respuesta inmune, además TGF-β es vital para su desarrollo, la supervivencia y la 

actividad. Algunos estudios han demostrado incrementos, no disminución, de los 

porcentajes de células CD4+CD25+ en sangre periférica de pacientes con ES.17  

Los LTreg representan hasta el 10% del subconjunto de células T CD4 + en la sangre 

periférica, con la responsabilidad de la regulación de los linfocitos T autorreactivos. El 

agotamiento de los LTreg conduce al desarrollo de enfermedad autoinmune 

multisistémica en modelos animales. La disminución de la proporción o alteraciones 

en la actividad funcional de los LTreg se han reportado en asociación con varias 

enfermedades inflamatorias y autoinmunes crónicas en humanos.18 19 20  

Además, algunos estudios, muestran asociación del aumento de LTreg con la actividad 

y gravedad de ES, lo que sugiere el potencial papel de los LTreg en la patogénesis de 

esta enfermedad.19 Por otro lado, el aumento de LTreg en la ES puede estar asociado 

con una mayor frecuencia de células productoras de IL-2, constituyendo un mecanismo 

de retroalimentación que controla la expansión de células T durante la respuesta 

inmune. Sin embargo, la otra cara de la moneda es la disminución de los LTreg en la 

ES, puesto que la metilación del ADN de secuencias reguladoras en estos linfocitos 

afecta al factor de transcripción requerido (FOXP3) para la generación de linfocitos T 

reguladores alterando su proporción en pacientes con ES.20 

Las citocinas producidas por estas células, predominantemente son IL-10 y TGF-β,los 

principales reguladores de la homeostasis durante la respuesta inflamatoria, donde IL-

10  es conocida como factor inhibidor de la síntesis de citocinas, ya es uno de los más 

potentes agentes inmunosupresores.21 
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Figura 6. Regulación epigenética de FOXP3 tomada de González JL. 2010  

 

4.2 PAPEL DE LA IL-10 EN LA ESCLEROSIS SISTÉMICA  
Los LTreg son productores de IL-10, y hay alguna evidencia de que los LTreg no logran 

desarrollar su función en ausencia de IL-10.22 Además, la IL-10 puede inducir la 

diferenciación y activar la función de supresión del subconjunto regulador. 
 Por otra parte, la IL-10 ha sido descrita como un factor de crecimiento para células B 

activadas, por lo tanto un aumento de la producción de esta citocina puede jugar un 

papel importante en la aparición de manifestaciones clínicas de las enfermedades 

autoinmunes mediadas por anticuerpos, esto llama la atención como un regulador 

inmune importante en el proceso de la inflamación y como un jugador participante 

crucial en el control de la auto-tolerancia y la autoinmunidad.22 
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4.3 PAPEL DE TGF-β EN LA ESCLEROSIS SISTÉMICA 
El TGF-β es una citocina pleiotrópica. Se considera como la citocina implicada en los 

procesos fisiológicos como el control de cicatrización de heridas, reparación del tejido, 

integridad epitelial, respuestas inmunes y adaptativas así como en procesos 

patológicos en la fibrogénesis. Se caracteriza por ser quimiotáctico para fibroblastos, 

estimula su proliferación y su diferenciación en miofibroblastos, los cuales, a su vez, 

son la mayor fuente de TGF-β durante el proceso fibrótico, activándose de forma 

autocrina y paracrina induciendo la activación de otros fibroblastos. TGF-β también 

incrementa la síntesis de proteínas de la matriz extracelular mediante el aumento de 

la producción de colágeno tipo I, III, V y VI, al igual que de proteínas tales como 

fibronectina y alfa-SMA (marcador molecular de miofibroblastos activados); disminuye 

además la síntesis de metaloproteinasas que degradan colágeno. 23 

La regulación alterada de TGF-β está asociada con condiciones como la ES. La 

dualidad de TGF-β se demostró en un modelo de autoinmunidad en ratones propensos 

al lupus.  Donde se encontró que el TGF-β era necesario para mantener la tolerancia 

inmune, mientras promueve la fibrosis del tejido.24 

La excesiva actividad de TGF-β es una característica común de varias condiciones 

fibróticas de diversas etiologías. El enlace entre la señalización aberrante de TGF-β 

está relacionado con la aparición de una fibrosis patológica en la ES. En ratones con 

mutaciones en la vía TGF-β se ha observado que desarrollan progresiva fibrosis en 

múltiples órganos.25 

Pacientes con ES difusa cutánea muestran un “gen distintivo sensible a TGF-B” sobre 

perfiles de expresión génica de la piel lesionada. En estos pacientes se ha sugerido 

que tienen una enfermedad más grave (más altos puntajes del índice de Rodnan y un 

mayor riesgo de afectación pulmonar) que aquellos sin este patrón de expresión 

genico.25 

El TGF-β es generalmente secretado por monocitos, linfocitos y fibroblastos como una 

proteína precursora inactiva biológicamente. La activación de TGF-β latente es un 

paso regulador crítico en la señalización de TGF-β es catalizado por serina proteasas 

y trombospondina así como las integrinas de la superficie celular. La matriz extra-

celular es un importante almacén de TGF-β que secuestra la citocina en una forma 
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latente. La transducción de señales intracelulares se inicia a través del complejo 

receptor de TGF-β y activación secuencial. La vía canónica SMAD es la única asociada 

con la desregulación de la señalización de TGF-β en la ES.9 

 

Figura 7. El TGF-β tiene un papel central en la señalización mediante la inducción 
de la expresión génica profibrótica a través de la activación de canónica 
(SMAD2–SMAD3 (SMAD2/3)- y SMAD4-dependiente, Estos complejos se 
traslocan al núcleo e interactúan con los sitios de unión en el DNA en las 
regiones promotoras de los genes blanco, favoreciendo su expresión. Tomada 
de Vanegas AL. 2011 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Debido a que hay pocos estudios asociados con la etiología de la ES que analizan el 

comportamiento de las poblaciones de los LTreg en pacientes adultos con ES y estos 

tienen resultados contrastantes por un lado en el estudio de 1993 Fioco muestra un 

aumento de LTreg respecto a un grupo control, además de que se apoya en el papel 

de un posible mecanismo mediado por LTreg en la progresión de la ES. O el estudio 

del 2010 de Slobodin que además lo correlaciona que a mayor porcentaje de LTreg 

mayor actividad severidad de la enfermedad, sin embargo esto no fue acompañado 

por una mayor concentración de TGF-β o IL-10, con similares resultados se tienen los 

experimentos de 2009 de Radstake, pero este además de demostrar un aumento de 

LTreg, se encontró que tienen una capacidad disminuida para controlar células T 

efectoras CD4+.  
Sin embargo se tienen resultados que muestran lo contrario en 2013 Cordiali-Fei, que 

divide a los subtipos clínicos de la enfermedad encontró que en la esclerosis sistémica 

difusa se tenían niveles muy bajos de LTreg respecto a individuos sanos, y no parecen 

depender de la duración de la enfermedad; en la esclerosis sistémica limitada, se 

presentaron niveles de LTreg que son progresivamente más bajos en relación con la 

duración de la enfermedad. Teniendo en cuenta los estudios anteriores, actualmente 

las evidencias sugieren que no existe consenso aún sobre el papel de los linfocitos T 

reguladores en la fisiopatogenía de la esclerosis sistémica, es por lo anteriormente 

descrito que es importante explorar las posibles relaciones causales de las respuestas 

reguladoras con la esclerosis sistémica y establecer una relación con los niveles de 

las citocinas evaluadas (TGF-β e IL 10). 
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JUSTIFICACIÓN 

La esclerosis sistémica es una enfermedad autoinmune de etiología desconocida y 

origen multifactorial en la que intervienen factores genéticos, ambientales y 

hormonales que llevan al desarrollo de alteraciones en múltiples órganos. 

La alteración en la inmunidad humoral y celular es una característica de la enfermedad 

y muestra la des-regulación del sistema inmune. 

La detección de niveles de citocinas como TGF-β1, IL-10 y poblaciones celulares como 

los LTreg asociándolos a su posible relación con las manifestaciones clínicas, así 

como la extensión del daño, podrían optimizar la evaluación periódica de cada 

paciente, alertando al personal de salud para seguir más de cerca a los pacientes con 

mayor riesgo, optimizando con ello costos de diagnóstico y tratamiento. 

HIPÓTESIS 

La proporción de linfocitos T reguladores (CD4+CD25+FoxP3+), IL-10 y TGF-β se 

verán aumentados en adultos con esclerosis sistémica pudiendo relacionarse con el 

subtipo clínico de la enfermedad 
 
OBJETIVO GENERAL 

Determinar si existe asociación entre el fenotipo clínico de la enfermedad con la 

proporción de LTreg así como la producción de las citocinas IL-10 y TGF-β1 en adultos 

con esclerosis sistémica.  

 
OBJETIVOS ESPECIFICOS  
- Clasificar el subtipo clínico de esclerosis sistémica. 

-Determinar la proporción del fenotipo celular LTreg (CD4+CD25+FoxP3+) así como 

la presencia de IL-10 intracelular en sangre periférica en adultos con esclerosis 

sistémica. 

-Determinar los niveles séricos de TGF-β1.  

-Analizar si existe asociación entre los porcentajes de LTreg e IL-10 intracelular 

positivos y las concentraciones de TGF-β1 con el subtipo clínico de la enfermedad. 
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5.1 POBLACIÓN DE ESTUDIO   
El presente estudio fue aprobado por el Comité Local de Investigación y Ética en 

Investigación en Salud 3501 del Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional 

La Raza, Ciudad de México. Con el No. de registro: R-2014-3501-105. En clínica de 

esclerodermia se invitó a participar a 29 pacientes adultos con diagnóstico previo de 

ES fueron informados e incluidos en el estudio. De cada paciente se tomaron de 5-6 

mL de sangre periférica para cada tubo: anticoagulada para obtener plasma y células 

y con gel separador para obtener suero, utilizando sistema Vacutainer®  
 

5.2 TIPO DE ESTUDIO 

 A). Por el control de maniobra experimental por el investigador: OBSERVACIONAL 

 B). Por la captación de la información: TRANSVERSAL. 

 C). Por la medición del fenómeno en el tiempo: LONGITUDINAL 

 D). Por la presencia de un grupo control: COMPARATIVO 

 E). Por la dirección del análisis: TRANSVERSAL 

 
5.3 OBTENCIÓN DE MUESTRAS PARA CITOMETRIA DE FLUJO  
Las células mononucleares se obtuvieron a partir de sangre anticoagulada obtenida 

por venopunción posteriormente se utilizó el buffer de lisis 

𝐵𝐷 𝐹𝐴𝐶𝑆𝑇𝑀𝑙𝑦𝑠𝑖𝑛𝑔 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 para la lisis de los eritrocitos. 

 
5.4 CITOMETRIA DE FLUJO  
Se tomaron 600 µL de cada sangre completa y se depositaron en un tubo para 

citometría de flujo, posteriormente se adicionaron 6µL del activador de citocinas, para 

la producción de citocinas intracelulares (BD Pharmigen). 
1. Se incubaron 4 horas en cámara de CO2 a 37°C con 5% de humedad. 

2. En otro tubo de citometría de flujo se adicionaron 100 µL de sangre activada 

previamente. 
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3. Se adicionaron los anticuerpos de fenotipo. 

4. Se incubaron 20 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. 

5. Se adicionaron 1.5 mL de solución de lisis a los tubos (lisis de eritrocitos) -

solución a temperatura ambiente- y posteriormente se neutralizó la reacción con 

1mL de SSF o PBS. 

6. Se centrifugaron 5 minutos, 2500-3500 rpm a temperatura ambiente 

7. Se Adicionaron 400µL de solución permeabilizadora a temperatura ambiente 

(Perm Wash).  

8. Se lavaron con 1 mL de SSF o PBS. 

9. Se centrifugaron 5 minutos a 2500-3500 rpm y se decantaron.  

10. Se adicionaron anticuerpos intra-celulares. 

11. Se incubaron 20 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. 

12. Se lavaron con 1 mL de SSF, se centrifugo y decanto 

13. Se adicionaron 500µL de p-formaldehido para fijar a las células.  

14. Por último se cuantificaron en el citómetro de flujo FACS Aria y se analizaron 

mediante el software FACS DIVA. 

5.4 OBTENCION DE SUERO Y PLASMA 

De cada paciente se tomaron muestras de 5-6 mL de sangre periférica en tubos 

vacutainer® con anticoagulante y gel separador, se centrifugaron 7 minutos a 3500 

rpm, posteriormente se hizo la separación de plasma y suero almacenando a -70 °C, 

hasta llevar acabo el procedimiento de ELISA. 
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5.5 ELISA 
La cuantificación de TGF-β1 fueron medidos en suero y plasma utilizando un kit ELISA 

Ready –SET-Go! (2nd generación) eBiosciencie® 
1. La placa de ELISA se recubrió con 100µL/ en cada pozo con anticuerpo de 

captura en buffer de recubrimiento. Se selló la placa y se incubo durante la 

noche a 4 ° C. 

2.  Se aspiró y lavo 5 veces con > 250µL en cada pozo con buffer de lavado (diluido 

1X) teniendo en cuenta el tiempo de lavado (1 minuto) durante cada etapa. La 

placa se puso sobre papel absorbente para eliminar cualquier tampón residual. 

3. Se diluyó 1 parte del diluyente de ensayo concentrado 5X con 4 partes de agua 

desionizada. Se bloquearon los pozos colocando 200 µL del diluyente de 

ensayo 1x. Incubando a temperatura ambiente durante 1 hora. 

4. Se aspiró y se hizo el mismo procedimiento de lavado como en el paso 2.  

5. Activación de muestras: Para activar TGF-β1 latente a la forma  inmunorreactiva  

en las muestras (pero no para los estándares ) se acidificaron, y luego se 

neutralizaron .Primero se hizo una dilución  1:5 en PBS ,para 100 µL de muestra 

,se adiciono 20 µL de HCl 1N; se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente 

,luego se neutralizaron con 20 µL de NaOH 1N .[posteriormente se calculó la 

concentración final de la muestra ,correcta tomando en cuenta el factor de 

dilución 1:4] 

6. Usando el diluyente de ensayo, se diluyó el estándar como se indica en el 

certificado de análisis. Se añadieron 100µL por pozo con estándar en los pozos 

apropiados. Se realizaron diluciones por duplicado seriadas para hacer la curva 

estándar. Posteriormente se añadieron 100 µL en cada pozo de las muestras 

activadas con HCl. Se selló la placa y se incubó toda la noche a 4°C. 

7. Se aspiró y se hizo el mismo procedimiento de lavado como en el paso 2.  

8. Posteriormente se adicionaron 100µL en cada pozo de anticuerpo de 

detección.Se selló la placa y se incub a temperatura ambiente durante 1 hora. 

9. Se aspiró y se hizo el mismo procedimiento de lavado como en el paso 2.  
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10. Se adicionaron 100 µL de Avidina –HRP (peroxidasa) en cada pozo este 

también se diluyó en diluyente de ensayo 1X. Se selló la placa y se incubó 30 

minutos a temperatura ambiente  

11. Se aspiró y se hizo el mismo procedimiento de lavado como en el paso 2. 

Además en esta etapa de lavado, se adicionoó el buffer de lavado durante 1 a 

2 minutos antes de la aspiración. Se repitió el procedimiento para un total de 7 

lavados. 

12. Se agregaron 100 µL en cada pozo de sustrato. Se incubo la placa a 

temperatura ambiente por 15 minutos. 

13. Se adicionaron 50 µL de solución de stop (H2SO4 1N) a cada pozo.  

14. Finalmente se tomó la lectura de la placa a 450nm y se analizaron los datos de 

la curva por regresión lineal con el programa Prisma 6 para obtener las 

concentraciones de TGF-β. 

 
5.7 ANALISIS ESTADÍSTICO   
Los niveles de LTreg, fueron contados como porcentajes del total de 

CD4+CD25+FOXP3+, y la concentración de TGF-β en ng/dL. Los datos son 

expresados como el porcentaje de cada área de análisis. El análisis estadístico fue 

realizado utilizando el software Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc., 

Chicago, Illinois por Windows (versión 21.0),se empleó la prueba de kruskal wallis para 

determinar si los datos eran paramétricos o no paramétricos  posteriormente se empleó 

un prueba Anova para comparar medias ± DE de los grupos con esclerosis sistémica. 

Los resultados fueron presentados como las medianas [25–75 percentiles]. Esta 

también fue usada fue usada para comparar el número de Linfocitos T reguladores en 

sangre periférica de pacientes con ES y los resultados de Citometría de flujo. Los 

resultados fueron considerados significantes con un valor de p < 0.05. 
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6.1CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO  
El estudio incluyó el análisis de 29 adultos con esclerosis sistémica, 15 de la variedad 

difusa, 14 con variedad limitada y 13 controles que fueron pareados por edad y sexo. 

Las evaluaciones basales no mostraron diferencias significativas con respecto a edad 

(Esd 55±10; ESL 51 ±13) siendo similar en ambos grupos, género se presenta en 

mayor prevalencia en mujeres en ambos grupos, evolución de la enfermedad y 

comorbilidades cuando se compararon los fenotipos clínicos de la enfermedad (Tabla 

1). De las comorbilidades se mencionan diabetes 1(3%), hipertensión 5(17%), 

obesidad 4(14%), hipotiroidismo 4(14%), síndrome de Sjögren 8(28%), ERGE 2(7%), 

cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune 1(3%), artritis reumatoide y fibrosis 

pulmonar 1(3%). 
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Cuadro 1. Características de los pacientes con Esclerosis Sistémica 

Nota.-Los datos fueron presentados en n (%) o media ± DE utilizando para edad, y 

duración de la enfermedad la prueba U Mann Whitney, para los datos cualitativos se 

utilizó la prueba X2. 

 

 

 

 

 
 

Características epidemiológicas 
ESd (ESd) 

n=15 
 ESl (ESl) 

n=14 
P  

Edad (años),media ±DE 55±10 51 ±13 0.63 

Género Femenino, n (%) 14 (93) 14 (100) 0.32 

Duración de la enfermedad (años), media ± DE 12±8 16±12 0.614 

Comorbilidades, n (%) 

Artritis Reumatoide 0 1(7) 0.292 

ERGE (Enfermedad por Reflujo Gastroesofágico) 0 2(14) 0.129 

Fibrosis Pulmonar 1(7) 1(7) 0.960 

DM2 2(13) 3(21) 0.564 

Dermatomiositis 1(7) 0 0.326 

Hipotiroidismo 2(13) 2(14) 0.941 

Cirrosis Biliar Primaria 0 1(7) 0.292 

Hepatitis autoinmune 0 1(7) 0.292 

Síndrome de Sjögren 4(27) 4(29) 0.909 

HAS 3(20) 2(14) 0.684 

Obesidad 2(13) 2(14) 0.941 
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A.                                                                     B. 

 
Figura 8. Gráficos que muestran la evolución de la enfermedad por subtipos en 
pacientes con ES  
 
 
6.2 LINFOCITOS T REGULADORES EN SANGRE PERIFERICA DE PACIENTES 
CON ESCLEROSIS SISTEMICA  
La inmunofenotipificación de las enfermedades autoinmunes es relevante para el 

conocimiento de su fisiopatología; en este estudio la técnica de “Citometría de Flujo” 

fue empleada para la determinación de los linfocitos T reguladores y citocinas 

intracelulares (IL-10) en sangre total de pacientes con esclerodermia. Las proporciones 

de linfocitos CD4+, Treg (CD4+CD25+FoxP3+) y CD4+CD25+IL-10+ no mostró 

diferencias significativas cuando se comparó entre la variedad difusa y limitada (Tabla 

2). Sin embargo, el grupo control mostró un aumento en el porcentaje de células 

reguladoras de manera estadísticamente significativas al comparar los resultados 

obtenidos con los pacientes con esclerosis sistémica. 

Para la correcta evaluación del fenotipo Treg y las proporciones intracelulares de IL-

10 por citometría de flujo se procedió con la aplicación de los siguientes filtros de 

selección con en el software FACS DIVA con el cual fueron evaluados; una vez 
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seleccionada la región linfoide, se colocó el filtro para la determinación de la proporción 

de CD4+ por dotplot, y la región doble positiva para nuestra población celular de interés 

CD4+CD25+FoxP3+; un último filtro fue aplicado para la evaluación de IL-10 intracelular 

por dotplot e histograma (Figura  9). 

Las observaciones realizadas en el fenotipo T regulador y para IL-10 en el grupo 

control presento una mayor proporción (60.3%), en comparación con los grupos con 

esclerosis sistémica difusa y esclerosis sistémica limitada, encontrando que existe una 

tendencia a la disminución en la variedad difusa en comparación con la limitada (Figura 

10, B y C). Cuando se compararon los resultados con los sujetos sanos pudimos 

observar un aumento significativo de la producción de IL-10 proveniente de los 

linfocitos T reguladores. 

    
Figura 9. Dotplot e histogramas representativos de las tinciones de superficie e 
intracelular del fenotipo de linfocitos T reguladores por citometría de flujo en 
sangre de los grupos con esclerosis sistémica y controles sanos. 
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Figura 10. Gráficos que muestran las proporciones de los Linfocitos:A. CD4+, B. 
LTreg y  C. IL-10 intracelular, en sangre de adultos con esclerosis sistémica 
difusa y limitada.  Fue empleando una Anova de una vía para comparar las 
medias de los tres grupos. Los resultados fueron considerados significativos 
estadísticamente con un valor de p <0.0001 
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Cuadro 2. Analisis cuantitativo del número de células CD4+, CD4+CD25+ FoxP3+, 
así como IL-10 intracelular en sangre de adultos con esclerosis sistémica, 
evaluado por citometría de flujo  
 

Nota.-El conteo de células positivas fue expresado en medianas [25-75 percentiles]. 

ESD; Esclerosis Sistémica Difusa; ESL Esclerosis Sistémica Limitada. Para 

comparar los grupos se utilizó la prueba ANOVA 

 
                                                      
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inmunofenotipo de 
Linfocitos T 
reguladores (%) 

ESD  
(n=15) 

ESL 
 (n=14) 

 
Control  

(n=13) 
P  

CD4+       
 

50.6 [47.8-

57.3] 

46.7 [39.2- 

55.8] 
13.89 [5.68-18] < 0.0001* 

CD4+/FoxP3+/CD25+ 0.4 [0.1-1.5] 
0.25 [0.07- 

0.72] 
2.2 [1.41- 4.59] < 0.0001* 

CD4+/CD25+/ IL-10+  0.2 [ 0.1-0.7] 0.2 [0.0-0.52] 91.2 [4.93-98.4] < 0.0001* 
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6.3 Determinaciones de TGF-β1 por ELISA en adultos con esclerodermia 
El análisis por ELISA para la cuantificación de TGF-β (Controles 2.99 ± 1.45 ng/mL, 

ESD 2.81 ± 2.07 ng/mL; ESL2.90±2.05 ng/mL y no clasificados 2.47± 2.05), sin obtener 

resultados significativos en la comparación de sus concentraciones séricas entre la 

variedad difusa y limitada (figura 11). 

 

 
Figura 11. Gráficos que muestran los niveles séricos de TGF-β1 en adultos con 
esclerodermia. La prueba ANOVA fue usada para comparar la concentración 
TGF-β en sangre periférica de pacientes con esclerosis sistémica. Los 
resultados fueron obtenidos por ELISA.  
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7.1 Discusión  
La esclerosis sistémica es una enfermedad autoinmune crónica degenerativa 

caracterizada por vasculopatía, fibrosis cutánea y visceral en la que su etiología y 

fisiopatogenía aún no es clara. Los dos principales subtipos de ES son la limitada y 

difusa, difieren en su evolución y pronóstico. Como en la mayoría de las enfermedades 

reumáticas autoinmunes la ES afecta con mayor frecuencia a mujeres de mediana 

edad en nuestro estudio confirmamos dicha tendencia con una relación 14:1 similar a 

lo reportado; con una tendencia a aumentar la proporción de casos en relación con el 

aumento de la edad, posiblemente asociado a factores hormonales, uso de 

anticonceptivos orales, historia reproductiva entre otros.26 En cuanto a la progresión 

de la enfermedad Foeldvari I. y cols. 2013 reportaron 11.1 (1.8-79) años de evolución; 

evolución tardía, similar a lo observado en nuestra cohorte de estudio. No obstante, 

Radstake T.R, y cols. en el 2009 evidencian tanto evolución temprana de la 

enfermedad (1.2±0.8) años o bien evoluciones tardías por mucho superiores a las que 

nosotros observamos (43.8±13.4 ES limitada, 38.6±12.3 ES difusa). Otros 

investigadores observan 6.9±0.3 años, una duración mucho menor que la que pudimos 

observar.27 28 Es de importancia tomar en cuenta la evolución (Figura 8) ya que existen 

reportes donde el aumento significativo de diversas citocinas está influenciado por la 

duración de la enfermedad sobre todo en la evolución temprana de 0 a 5 años o 

duración de 5 a 10 años, mientras que otras como en la IL-10 se han observado niveles 

elevados circulantes en pacientes con más de 10 años de evolución. Estos datos 

hacen notar que los perfiles de citocinas se ven modificados por la duración de la 

enfermedad, y sugiere alteraciones del balance inmunológico durante el curso de la 

enfermedad.  Dentro de las comorbilidades asociadas con ES están la sobreposición 

con otros padecimientos reumáticos autoinmunes como dermatomiositis, artritis 

reumatoide, Síndrome de Sjögren y de manera menos frecuente hepatitis autoinmune 

que estuvieron presentes en nuestra cohorte de estudio (Cuadro 1). Las principales 

complicaciones clínicas en la ES están integradas por pulmonares como hipertensión 

pulmonar arterial (HPA), enfermedad pulmonar intersticial (EPI), renales como crisis 

renales y las gastrointestinales, en este estudio se observó con una baja frecuencia de 

fibrosis pulmonar y ERGE. Por excelencia las complicaciones cardiopulmonares y 
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renales son las que se presentan con mayor frecuencia en relación con la severidad 

de la enfermedad, nuestro grupo de estudio presenta en baja frecuencia dichas 

complicaciones probablemente debido a que a pesar de la larga evolución de los 

pacientes continúan con grado moderado de severidad en la escala de severidad de 

Medsger.  

La esclerosis sistémica como enfermedad reumática autoinmune comprende tres 

procesos que hasta el día de hoy siguen siendo estudiados autoinmunidad 

(inflamación), fibrosis y vasculopatía (pequeños vasos sanguíneos). Las 

anormalidades en el sistema inmune han sido estudiadas; las respuestas de los 

linfocitos y sus citocinas han sido asociados con la fisiopatogenía de la enfermedad y 

en algunos casos con la severidad de la enfermedad o incluso manifestaciones de 

afección en órganos específicos.29  

En biopsias de pacientes con ES de sitios con fibrosis, en fases tempranas de la 

enfermedad, se han encontrado linfocitos y macrófagos. Probablemente asociado a la 

respuesta inmunológica aberrante que resulta en la activación de los fibroblastos para 

aumentar de manera anormal los depósitos de matriz extracelular en los tejidos. 

Además de la fibrosis el proceso inflamatorio sobre todo a nivel del endotelio vascular 

forma parte de la triada fisiopatogenica de la ES; diversas células inflamatorias 

incluyendo a los linfocitos B y T entre otros han sido encontrados en las regiones peri-

vasculares de los capilares en pacientes con ES.30 

Algunos factores asociados con anomalías del sistema inmunológico han sido 

identificados como son polimorfismos y halotipos del antígeno-leucocitario-humano 

(HLA) en genes reguladores inmunológicos como DRB1*1104, DQA1*0501, 

DQB1*0301 que además están asociados a hispanos.31 

Células endoteliales, plaquetas, pericitos, células musculares lisas, fibroblastos, 

miofibroblastos, linfocitos B, linfocitos T, monocitos macrófagos y células dendríticas 

han sido evaluadas como parte importante de la fisiopatogenía de la enfermedad; al 

igual que diversos mensajeros celulares como el factor de crecimiento transformante-

β (TGF-β), factor activador derivado de plaquetas (PDGF), mediadores vasoactivos 

(proteína de adhesión de células vasculares 1-VCAM1 y moléculas de adhesión 

intercelular-ICAM), IL-6 y IL-13, endotelina 1, angiotensina II, anticuerpos y, especies 
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reactivas de oxigeno entre otras han sido estudiadas y relacionadas con la ES de 

manera controversial.9 

En nuestro estudio nos enfocamos en el análisis de linfocitos T reguladores y citocinas 

relacionadas con este fenotipo y su posible asociación con los hallazgos clínicos en 

adultos con ES (Cuadro 2). Un infiltrado de linfocitos T CD4+ (fenotipo Th1, Th2 y 

Th17), macrófagos, células dendríticas y células B activadas se ha observado en los 

tejidos con fibrosis asociada.9 De manera interesante se ha visto que la producción de 

citocinas se ve aumentada de manera directamente proporcional al incremento de la 

edad tanto en la niñez como en la edad adulta.32 Los linfocitos CD4+CD25+FoxP3+ 

reguladores (LTreg) inducen el mantenimiento de la tolerancia inmunológica 

constituyendo del 5-10% de total de células CD4+ en sangre periférica de individuos 

sanos.33 En las últimas décadas se ha considerado la probable participación de los 

linfocitos T reguladores en la patogénesis de la ES. Se ha vinculado con los linfocitos 

Treg la capacidad de inhibir la proliferación y producción de citocinas por células 

CD4+CD25- y CD8+, mantener la tolerancia a componentes propios del individuo, 

control de enfermedades alérgicas, prevención de rechazo de aloinjertos y la 

regulación de la respuesta a diversos patógenos microbianos. También se han 

asociado con la producción de citocinas anti-inflamatorias como son IL-10, TGF-β entre 

otras.33 34 Sin embargo el papel de los linfocitos Treg en la esclerosis sistémica carece 

de argumentos suficientes para establecer su participación en la enfermedad. 

Algunos estudios en ES han demostrado aumentos, pero no disminuciones en el 

porcentaje de LTreg. Nan Jiang y colaboradores en el 2014 observaron niveles 

significativamente más elevados de los L TCD4+CD25+FoxP3+ en los pacientes con 

ES en comparación con los controles. Los LTreg elevados correlacionaron además de 

manera positiva con la duración de la enfermedad. Adicionalmente observaron una 

asociación este incremento de linfocitos Treg con la presencia de enfermedad 

pulmonar intersticial (EPI), es decir fibrosis severa pulmonar en pacientes con ES. Este 

aumento resultaría en una cascada de activación celular y producción de citocinas 

capaces de activar linfocitos Th2 que pueden resultar en una excesiva producción de 

colágena por la activación y estimulación de la proliferación de fibroblastos, 

evidenciando su posible papel regulador en el proceso fibrótico de la ES.17 
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Slobodin G. y cols., en el 2010 observaron un aumento de las células 

CD4+CD25+FOXP3 reguladoras, pero también una correlación de esta elevación   con 

mayor actividad y severidad de la esclerosis sistémica. Sin embargo este aumento no 

se reflejó en elevaciones en una mayor producción periférica de IL-10 y TGF-β1 ni la 

duración de la enfermedad que fue temprana en la mitad de los casos y tardía en el 

otro 50% de los pacientes estudiados. (Figura 8) 18 Antiga E. y cols. contrario a lo ya 

mencionado demostraron menor porporción de Treg CD4+CD25+FoxP3+ en piel y 

sangre total de pacientes con ES, adicionalmente niveles significativamente bajos de 

TGF-β e IL-10 en comparación con sus controles.35 De igual forma nuestro estudio 

mostró una disminución significativa de linfocitos Treg en comparación con individuos 

sanos, así como niveles significativamente menores de TGF-β1 e IL-10. Dichas 

discrepancias pudieran ser explicadas por el tiempo de evolución o duración de la 

enfermedad de los sujetos estudiados, siendo mayor el tiempo de evolución en nuestra 

cohorte en comparación con los estudios mencionados. 

El TGF-β1 induce la proliferación, diferenciación y activación de los linfocitos 

CD4+CD25- y CD4+CD25+ LTreg. TGF-β es también un potente inductor de la 

expresión del factor de proliferación FOXP3. Por lo tanto al ser el TGF-β un factor 

inductor de FOXP3 y que se ha asociado con la fibrosis en ES, un aumento significativo 

de LTreg sería lo esperado.17 Gonzalo y cols. Sugieren El papel de TGF-β en la 

diferenciación de las diversas poblaciones de células T humanas es múltiple. Se ha 

demostrado que las vías de señalización a través de TGF-β1 protege a las células Treg 

de la apoptosis, además de ser indispensable para inducir la expresión de FOXP3, ya 

que se ha observado que las células TCD4+ deficientes en TGF-β1 no pueden generar 

células Treg in vivo en in vitro.36 Otros estudios muestran producción de TGF-β sin 

diferencias significativas entre el grupo de control (individuos sanos) y pacientes con 

ES; ni correlación con la actividad y severidad de la enfermedad.18  Estudios In vivo 

han analizado como los fibroblastos dérmicos responden a TGF-β exógeno, cuando 

se compara con controles, los fibroblastos de pacientes con ES producen más 

glicosaminoglicanos cuando se tratan con TFG-β exógeno y se piensa que la 

acumulación de estos es un evento temprano en la patogénesis de la esclerosis 

sistémica.37 
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El TGF-β es secretado como un complejo latente dimerizado, que también contiene 

una proteína de unión a TGF-β latente (LTGF-β). Este complejo puede unirse a la 

MEC, donde el TGF-β puede ser almacenado hasta que se activa, trombina y otras 

proteasas séricas activan TGF-β escindiendo LTGF-β. 

El TGF-β1 ejerce su efecto vía la heterodimerización de 2, receptores 

transmembranales primarios, el receptor de TGF-β tipo I (TGFβRI) y TGFβRII. 

Clásicamente, los receptores de TGF-β tienen su vía de señalización través de la ruta 

de SMAD. 37 

Recientemente el TGF-β ha sido definido como una molécula reguladora involucrada 

en la diferenciación de células T inexpertos al linaje Th17.38 

Además una de las principales citocinas relacionadas con inducción de células 

reguladoras CD4 + CD25 + es el TGF-β.  En un modelo in vitro con células de ratón, 

Chen y cols. demostraron que el TGF-β convierte a las células CD4 + CD25- en células 

reguladoras CD25 + , cuando han sido estimuladas a través de su TCR con anti-CD3 

y un tercer estímulo como anti-CD28 o células presentadoras de antígeno. Las células 

reguladoras generadas por la estimulación con TGF-β1 expresan FOXP3 dependiente 

de la dosis y presentan un fenotipo CD25high, CTLA-4 intracelular high, TGF-β de 

membrana y CD45RB high-/low, similar al de las células reguladoras naturales.38 

En el 2010 Fantini y cols. Describieron que el estímulo con TGF-β1 más anti-CD3 y 

anti-CD28 induce la expresión de FOXP3 en células CD4+CD25- murinas y humanas 

de sangre periférica con un fenotipo y una función reguladora. 

La regulación del factor de transcripción Foxp3, depende del factor de transcripción 

NF-AT y la señalización de Smad-3 dependientes de TGF-β. 36 

Estudios previos encontraron un aumento en los niveles séricos de TGF-β en pacientes 

con esclerosis localizada, pero no se observaron niveles elevados en pacientes con 

esclerosis sistémica. 38 

En el estudio de Diziadzio y cols. los niveles de TGF-β en sueros de pacientes con ES, 

en comparación con sueros de pacientes con controles limitados  y normales, no 

pudieron  demostrar una correlación con el mRSS, aunque los valores fueron menores 

en los pacientes con difusa que en pacientes con esclerosis sistémica limitada y eran 

incluso más bajos que en los individuos normales.  
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Los datos presentados sugieren alteraciones en las funciones efectoras de los 

linfocitos Treg en adultos con ES sin importar el subtipo clínico de la enfermedad, 

además correlacionan con baja IL-10 intracelular y concentraciones disminuidas de 

TGF-β1 a nivel periférico. Esta disminución en la expansión de linfocitos 

CD4+CD25+FoxP3+ reguladores y su producción de IL-10 puede ser debida por un 

lado a la evolución clínica tardía > de 5 años que tienen los pacientes; así como una 

contrario a lo esperado encontramos niveles de TGF-β1 en pacientes con ES  menores 

o similares al grupo control (Figura 10).TGF-β1 que a su vez interfiere con sus vías de 

señalización teniendo posibles efectos supresores de la respuesta inmunológica en la 

activación de alguno de sus componentes como lo son las células T reg. 

Nuestros resultados también podrían interpretarse en el contexto de la fisiología de 

TGF-β1. El TGF-β1 es secretado por macrófagos, linfocitos T, plaquetas y células 

endoteliales. El TGF-β1 se genera a partir complejo TGF-β latente en sitios de lesión 

por una combinación de la proteólisis y de bajo pH. Una posible explicación del 

resultado obtenido es que el aumento de los sitios de unión activos puede reducir su 

nivel sérico en la ES ya que se tienen reportes que sugieren una mayor expresión de 

receptores de TGF-β en la ES pueda ocasionar que puede estar “secuestrada” en la 

piel unida a la MEC de los fibroblastos ya sea de forma activa o latente y esto ocasiona 

que los niveles séricos sean reducidos. Además un número de proteínas que 

interactúan con TGF-β como la fibrilina o decorina han sido encontradas elevadas en 

pacientes con ES. 

Otra posible explicación es que las otras isoformas de TGF-β estén implicadas en el 

proceso de la fibrosis y en este estudio se analizó solo a TGF-β1 y por lo tanto esta no 

se vea aumentada. 

La presencia de niveles similares de TGF en controles sanos en este estudio sugiere 

que no es perjudicial y refuerza lo encontrado de que el TGF-β1 puede ser importante, 

como un modulador de la respuesta inmune. 

Cabe señalar que en este estudio se realizó con un kit comercial comúnmente usado 

para la determinación de TGF-β1, el ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas 

(ELISA), que detecta directamente la forma activa, después de activarla por 

acidificación o por tratamiento con urea. Este método constituye la mejor opción debido 
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a su simplicidad, especificidad y sensibilidad, sin embargo, existen algunas 

discrepancias en la literatura relacionadas con los factores que activan el TGF-β1 

latente in vitro e in vivo. Esto sugiere que los datos publicados reportando valores 

absolutos de TGF-β1, basados sólo en ELISA, se deben interpretar cautelosamente.40 

 

7.2 Conclusiones  
 
- Los subtipos clínicos de la enfermedad presentaban en un mayor porcentaje una 

evolución tardía y a pesar de presentar la evolución tardía en México presentan 

severidad de la enfermedad moderada. 

-Los adultos con ES muestran niveles más bajos de LTreg y producción de IL-10 

respecto a un grupo control. 

-Aunque en los últimos años el conocimiento sobre el funcionamiento de los LTreg es 

más claro, su papel en al patogénesis de la Es aun no lo es, con los niveles 

encontrados, se refuerza la teoría sobre su posible participación en la de la respuesta 

inmune. 

-Los niveles de IL-10 en comparación a un grupo control eran demasiado bajos con lo 

que se refuerza que los LTreg no logran desarrollar su función en ausencia de IL-10.  

-Contrario a lo esperado, los niveles de TGF-β1 no muestran una diferencia 

significativa en pacientes con ES respecto a un grupo control y esto se correlaciona 

con la actividad y evolución de la enfermedad, la propia la fisiología de TGFβ, así 

como la posible implicación de sus isoformas en el desarrollo de la enfermedad. 

-Es de gran importancia correlacionar los valores de TGF-β y los porcentajes de LTreg, 

ya que esta citocina potencialmente pleiotrópica, además de inducir el fenotipo 

regulador, puede inducir el fenotipo Th17, lo que explicaría el descenso de los LTreg 

en pacientes con ES. 

-Otra manera de correlacionar los valores de TGF-β y los porcentajes de LTreg, es 

debido a que TGF-β podría inducir la apoptosis de los LTreg con lo que el número de 

la primera permanece constante y los LTreg disminuyen. 
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ANEXO 
 
I.- PROGRAMA DE TRABAJO 

1.- CARACTERÍSTICAS DEL LUGAR DONDE SE REALIZÓ EL ESTUDIO: 

Ubicación temporal- espacial 

El presente estudio de investigación se realizó en UMAE Hospital de Especialidades 

“Dr. Antonio Fraga Mouret”, Centro Médico Nacional “La Raza”, y el Hospital General 

“Gaudencio González Garza” CMN La Raza, en pacientes en seguimiento por la 

consulta externa de medicina interna y reumatología con diagnóstico de esclerosis 

sistémica 

. 

II.- FACTIBILIDAD Y ASPECTOS ÉTICOS:  

Este protocolo está diseñado con base en los principios éticos para las 

investigaciones en seres humanos Adoptada por la 18ª Asamblea Médica Mundial, 

Helsinki, Finlandia, junio 1964 y enmendada por la 29ª Asamblea Médica Mundial, 

Tokio, Japón, octubre 1975, 35ª Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 

1983, 41ª Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989, 48ª Asamblea 

General Somerset West, Sudáfrica, octubre 1996, 52ª Asamblea General, 

Edimburgo, Escocia, octubre 2000.  Nota de Clarificación del Párrafo 29, agregada 

por la Asamblea General de la AMM, Washington 2002, Nota de Clarificación del 

Párrafo 30, agregada por la Asamblea General de la AMM, Tokio 2004, 59ª 

Asamblea General, Seúl, Corea, octubre 2008. Igualmente se realiza en con base en 

a la Ley General de la República Mexicana. En referencia a Ley General de Salud los 

aspectos éticos de la investigación en seres humanos CAPITULO UNO, ARTÍCULO 

17(Ley General de Salud 2007, actualmente abrogada), se considera como riesgo en 

la investigación a la probabilidad de que el sujeto de investigación sufra algún daño 

como consecuencia inmediata o tardía del estudio. Para este estudio se clasifica a 

nuestra investigación con riesgo mínimo. El cual representa un estudio prospectivo 

que emplea el riesgo de datos a través de procedimientos comunes en exámenes 
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físicos o psicológicos de diagnóstico o tratamiento rutinarios, entre los que se 

consideran: extracción de sangre por punción venosa en adultos, exploración física, 

toma de biopsia cutánea. Por lo antes expuesto es necesaria la presentación del 

consentimiento informado, documento que deberá ser explicado por el investigador, y 

firmado por el sujeto de investigación. Este documento será presentado más 

adelante. 

Todos los datos obtenidos en el estudio serán de carácter confidencial. Los 

resultados obtenidos serán utilizados únicamente con fines de investigación clínica.  

El protocolo de investigación adicionalmente cuenta con dictamen de AUTORIZADO 
ante el Comité Local de Investigación y Ética en Investigación en Salud 3501 del 

Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional La Raza, D.F. Norte. Con el No. 
de registro: R-2014-3501-105 
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL 

UNIDAD DE EDUCACIÓN, INVESTIGACIÓN  

Y POLÍTICAS DE SALUD 

COORDINACIÓN DE INVESTIGACIÓN EN SALUD 

 

CONSENTIMIENO INFORMADO (Adulto) 
Por medio de la presente acepto participar en el protocolo de investigación titulado: 

Nombre del estudio:       
 
 

 
Número de 
registro:___________ 
 

Lugar y fecha: 
México, D.F. a ___ del 
mes de______201___ 
 

Justificación: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Objetivos: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“EFECTOS INMUNOMODULADORES DE LA VITAMINA 

D3 EN  ADULTOS CON ESCLERODERMIA E 

HIPOVITAMINOSIS D” 
 

Registrado ante el Comité Local de Investigación Científica del IMSS. 

Hospital de Especialidades CMN “La Raza. 

 

 

 
Usted es un paciente con esclerosis sistémica y es por ello que lo invitamos 

a participar en este estudio. La enfermedad que usted padece, se 

acompaña de alteraciones digestivas que impide que se absorban bien los 

alimentos, entre ellos la vitamina D. La vitamina D es muy importante para 

mantener sanos los huesos, pero recientemente se ha visto que también es 

importante para mantener en equilibrio de nuestras defensas 

inmunológicas. Por lo anterior realizaremos el presente estudio inicialmente 

para saber si usted tiene baja la vitamina D en su sangre. En otra etapa 

para medir sus defensas antes y después de que usted reponga la vitamina 

D en su sangre con tabletas o bien con dieta. 

 

Con la realización del presente estudio se podrá saber si la vitamina D tiene 

efectos benéficos sobre su enfermedad y su sistema inmune; y de ser así 

poder tomar las medidas pertinentes en su tratamiento de usted y de otras 

pacientes con esclerodermia. 

 
 

Se me ha explicado que mi participación consistirá en: 

Permitir que se realice revisión física completa, toma de muestras sanguíneas de aprox. 5ml en 

cuatro ocasiones dos veces al inicio, una al mes, otra a los 4 meses. Después de saber su resultado 

y si tiene baja la vitamina D en sangre la asignaremos al azar a tomarla por  vía oral en tabletas 

de 5000 UI de vitamina D diaria durante cuatro meses o  a cambiar su dieta para que contenga 

más vitamina D de lo que suele comer, además de mi tratamiento habitual para la enfermedad. 

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, 

molestias y beneficios derivados de mi participación en el estudio, que son los siguientes: En 

relación de toma de muestras de laboratorio, los posibles riesgos son: dolor, moretón, sangrado, 

e infección. El posible beneficio del estudio: saber si tengo normal o baja la vitamina D en  mi 

sangre, y en caso de tenerla baja saber si puedo reponerla con dieta o medicamentos según me 

toque. Y finalmente conocer si al reponerla a lo normal esto tiene buenos efectos en mis defensas 

y en mi enfermedad. 
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El Investigador Responsable se ha comprometido a darme información oportuna sobre cualquier 

procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, así como a 

responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los 

procedimientos que se llevarán a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado 

con la investigación o con mi tratamiento. Participación o retiro: Entiendo que conservo el derecho 

de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte 

la atención médica que recibo en el Instituto. Privacidad y confidencialidad: El Investigador 

Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificará en las presentaciones o 

publicaciones que deriven de  este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad serán 

manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la información 

actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto 

a mi permanencia en el mismo. 

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participantes podrá dirigirse a: 

Investigador Responsable (Dra. María del Pilar Cruz Domínguez, al  Telefono: 0445523390769), (Dra. 
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