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1. RESUMEN

Antecedentes Cientificos: Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad
desmielinizante del sistema nervioso central, caracterizada por una respuesta
inflamatoria en la sustancia blanca, en donde células T activadas entran al
sistema nervioso central y desencadenan una importante respuesta
autoinmune. No existen estudios donde se evaluen alteraciones en las

subpoblaciones linfocitarias en pacientes con enfermedades autoinmunes.

Objetivo: Identificar si hay alteraciones en los valores de la subpoblacién de

linfocitos que se encuentren asociadas en los pacientes mexicanos con EM.

Material y Métodos: Se tomaron muestras sanguineas a pacientes con
diagnodstico de EM y a controles sanos de nacionalidad mexicana que
acudieron al Banco de Sangre del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE vy se realizé
la determinacion de linfocitos CD3, CD4, CD8 vy la relacion CD4/CD8.

Resultados: Se incluyeron 76 sujetos, 38 en el grupo de EM y 38 en el grupo
de controles sanos, en donde 15 (39.47%) fueron hombres y 23 (60.5%)
mujeres para ambos grupos, obteniéndose los siguientes valores: CD3 1205,
CD4 749, CD8 420 y relacion CD4/CD8 2.32, asi como, CD3 1572, CD4 959,
CD8 616 y relacion CD4/CD8 1.71 para el grupo de EM y controles sanos
respectivamente. Se compararon ambos grupos mediante prueba de T
obteniéndose un valor de p de 0.002 para CD3, 0.009 para CD4, 0.001 para
CD8 y 0.032 para la relacién 4/8, a favor del grupo de EM. En las diferencias
por genero se encontr6 que para las mujeres los resultados fueron

estadisticamente significativos para CD3 (p de 0.02) y para CD8 ( p de 0.02).

Conclusiones: Existe diferencia en la Subpoblacién de Linfocitos en pacientes
con EM comparada con controles sanos; asi como una disminucion en las
cifras de linfocitos CD3 y linfocitos CD8 en pacientes con EM. Ademas existe
un aumento en el cociente CD4/CD8 de los pacientes con EM, con mayor

afectacion en las cifras de CD3 y CD8 en el género femenino.



2. ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Esclerosis Multiple (EM) es la enfermedad neuroldogica que mas
frecuentemente causa invalidez en adultos jévenes en los paises con una
poblacién predominantemente caucasica. Con respecto a la latitud, el mayor
riesgo de padecer la enfermedad se presenta entre personas que nacen y
viven hasta la adolescencia entre 37° N a 52° N. El riesgo incrementa a mayor
latitud norte; por ejemplo, en Columbia Britanica, Canada, la incidencia entre
poblacion de origen caucasico es de 64.7 por I00 000 habitantes y en Alberta,
Canada de 216.7 por 100 000 una de las mas altas del mundo. El riesgo de la
enfermedad en un familiar de primer grado es de 10 a 15 veces mayor que el
riesgo de la poblacién general y el indice de concordancia en gemelos idénticos
es de 30%, lo que indica un fuerte componente genético. Sin embargo, se
describié una epidemia localizada de esclerosis multiple en las islas Faroe,
donde el agrupamiento de casos sugiere una causa transmisible’. En Estados
Unidos de Norteamérica, cada afo 10 000 personas desarrollan esclerosis
multiple y existe una prevalencia de ataques del padecimiento en 250 000

personas.

En las areas de menor riesgo como Africa y Japén el indice es menor de
5 por 100 000. Los individuos que emigran después de los 15 afos, de un area
de gran riesgo a una de menor o viceversa, llevan con ellos el riesgo nativo de

adquirir la enfermedad.

En México no se conoce con exactitud la prevalencia ni la frecuencia de
EM, sin embargo se presupone de baja incidencia, Se calcula una prevalencia
de alrededor de 13 por 100 000 habitantes (Velazquez, comunicacién
personal). Tampoco se conocen las zonas de mayor riesgo para presentar la
enfermedad, ni los costos sociales y econdmicos derivados de la invalidez que
produce y ni la calidad de vida de los pacientes tratados en las diversas

instituciones del Sector Salud.

EM es una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central,

caracterizada por una respuesta inflamatoria en la sustancia blanca, en donde



células T activadas entran al sistema nervioso central, y desencadenan una
importante respuesta autoinmune?®. Su etiologia es multifactorial*, y se han
invocado como factores causales-precipitantes a varios agentes infecciosos,
principalmente a aquellos relacionados con infecciones virales: exantematicas y
respiratorias®, También se ha sugerido una infeccion de bajo grado por
algunos miembros de la familia de los herpes virus asociada a la lesion en el

cerebro con EM®.

Otros factores ambientales se han asociado a la enfermedad como: la
latitud, la luz solar, los metales pesados (como el mercurio) y la dieta con
alimentos que contienen gran cantidad de grasas saturadas de origen animal;
la carne ahumada y la leche no pasteurizada se han relacionado como un
factor adicional en la gravedad del proceso de desmielinizacion en paises
industrializados’, aun cuando un factor protector puede ser la alimentacion con
leche materna por periodos prolongados®. La modificacién de la respuesta
inmune por una amigdalectomia a edad temprana (menor de 5 afos),

constituye un factor de riesgo en EM.

Diversos estudios han demostrado una definitiva y significativa
asociacion a la respuesta inmune asociada a antigenos de histocompatibilidad
de clase Il, como son HLA-DR y HLA-DQw1%*%,

El 65% de las lesiones existentes en EM esta constituido por placas de
desmielinizacion, causadas por inflamaciéon autoinmune, es decir, células T
activadas que ingresan al sistema nervioso central y lesionan la sustancia
blanca. El proceso de penetracion de la barrera hematoencefalica por linfocitos
activados tiene varias fases: hay células capilares endoteliales en el SNC que
no son fenestradas y estan conectadas a través de uniones gruesas. Estas
células estan inducidas a expresar VCAM y MHC Il por IFN-y y TNF-a que son
liberados en la respuesta inflamatoria, y las moléculas de adhesién tales como
la a-4 integrina (VLA-4) que une a VCAM y miembros de superfamilias de
inmunoglobulinas como CD4 que une MHC, facilitan el transito de los linfocitos
a través de la barrera. Una vez activada cualquier célula T puede expresar

VLA-4 y unirse a moléculas de adhesion. Las dos moléculas de adhesion



criticas involucradas en la entrada de células T activadas al SNC en EM son «

4-integrina y su receptor VCAM™3,

La liberacion de citocinas por los linfocitos T CD4+ cerca de la vaina de
mielina puede mediar el dafio directamente y aumentar el ataque citolitico de
los macréfagos y otras células inflamatorias'*. En el infiltrado de una placa de
EM pueden observarse estos linfocitos, macroéfagos y las numerosas citocinas
que estas células secretan, en las lesiones analizadas con
inmunohistoquimica y se mostré que existe IFN-y en los margenes de placas
activas de EM pero no en la sustancia blanca indemne. El IFN-y es inductor de
muerte celular programada (apoptosis) en los oligodendrocitos, y puede ser la

causa del dafio observado en un 35% de las lesiones patoldgicas de EM™®.

La respuesta autoinmune esta dirigida contra antigenos de mielina:
proteina basica de mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP) y proteina
mielinica de oligodendrocitos (MOG). Estas lesiones tienen una localizacion
perivascular predominante. La induccion de autoinmunidad a través de MBP y
virus depende de la homologia de secuencias de péptidos cortos (<10
aminoacidos) en ciertos antigenos virales y regiones encefalitogénicas de
MBP. HLA DR une con gran afinidad a secuencias 12-32, 84-103, 144-163'°.

TNF-o. es otra de las citocinas involucradas en la desmielinizacion:
favorece la expresion de moléculas de adhesion, puede inhibir respuestas de
células TH1y TH2 ' y puede inhibir IL-12.

La citocina osteopontina, juega un papel fundamental en la EM, ya que
puede aumentar las respuestas TH1, como mediador critico de la progresion

de la enfermedad desmielizante®.

Como lesiones residuales quedan parches de desmielinizacion en el
sistema nervioso central y cada exacerbacion se asocia con nuevas areas de
desmielinizacion, aunque no necesariamente se presentan sintomas. La

recuperacion completa después de una recaida frecuentemente ocurre aunque



muchos pacientes quedan con alguna secuela y si se acumulan las secuelas,

se produce una incapacidad cada vez mayor19.

Hay evidencia de que la actividad autoinmune persiste en bajo grado
durante las fases de remisioén clinica, con la presencia continua de blastos en

liquido cefalorraquideo®.

La cronicidad puede inducir a las células T CD8+ para inhibir la
produccion de IgG por medio de las células B, una disminucion en las células
CD4+CD45RA parece correlacionarse con dafio en la supresién funcional en la

esclerosis multiple y en otras enfermedades autoinmunes “°.

Las células CD4+CD45RA+ han sido designadas como inductoras de
supresion. Las cifras relativas y absolutas de las células CD4+CD45RA+ estan
marcadamente disminuidas en los pacientes con esclerosis multiple; la
fluctuacidon de las células CD4+CD45R- y CD4+CD45R+ en sangre periférica

puede hablar de exacerbaciones “°.

Algunos investigadores sugieren que las cifras relativas de las células
CD8+ esta disminuida en sangre periférica al inicio de la recaida; muchos
factores indican que Ila relacion CD4+/CD8+ incrementa en liquido

cefalorraquideo durante una exacerbacion “°.

Por otra parte se ha encontrado
en diversos estudios realizados en sangre periférica de paciente con EM que
existe un incremento en el cociente CD4/CD8 , debido basicamente a una
disminucién en las células T CD8; se ha encontrado ademas una disminucion
significativa de los niveles del precursor supresor (CD28-) CD8+, pero
presentan niveles normales de células T citotéxicas (CD28+) CD8+; por otro
lado se ha encontrado un incremento significativo en el precursor de memoria
(CD45R0O+) de las células T CD4+ *’. Se encuentran disminuidos los linfocitos
T CD8+, con un cociente CD4/CD8 elevado, habitualmente mayor de 2.5. % No
esta aun claro si esta alteracion es resultado de la enfermedad o si se trata de

inmunodeficiencia que predispone a esta enfermedad. 6%’



Los valores de linfocitos CD3, linfocitos CD4, linfocitos CD8 y la relacion
CD4/CD8 fueron tomados en base a la Tesis realizada en el CMN “20 de
Noviembre” bajo el titulo “Determinacion de niveles de subpoblacion de
linfocitos en donadores adultos sanos del CMN 20 de Noviembre ISSSTE, los
cuales se encuentran validados en esta institucidon y que se reportan en las

graficas 1,2,3y4 %,

Grafica 1. Distribucion por edad de la muestra de donadores adultos sanos del
CMN 20 de Noviembre, ISSSTE
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Grafica 2. Valores de subpoblacion CD3 en 51 donadores adultos



Sanos del CMN 20 de Noviembre

Grafica 3. Valores de subpoblacion CD4 en 51 donadores adultos
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Grafica 4. Valores de subpoblacion CD8 en 51 donadores adultos
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existen alteraciones en las subpoblaciones linfocitarias asociadas a esclerosis

multiple en pacientes mexicanos?



4. JUSTIFICACION

La Esclerosis Multiple (EM) es la alteracion neurolégica desmielinizante del
sistema nervioso central que causa invalidez en los adultos jovenes, en México
so6lo se conoce con cierta aproximacion su prevalencia e incidencia, pero es

evidente el dafio a la salud y socio-econémico que causa.

Es de fundamental importancia conocer las alteraciones en la subpoblacion de
linfocitos que se presentan 6 se encuentran asociadas en los pacientes
mexicanos con EM, entre ellas los niveles de CD3, CD4 y CD8, asi como la
relacion 4/8. No hay publicaciones que refieran los cambios en las
subpoblaciones linfocitarias que se producen con los tratamientos
administrados en EM. La identificacion de las alteraciones de estos valores nos
permitira un tratamiento adecuado, oportuno y racional para un mejor control de
la enfermedad, asi como, la estructuracion y aplicacién de nuevos tratamientos

sobre blancos terapéuticos

5. HIPOTESIS

1. Hipétesis General

Las subpoblaciones de linfocitos T CD3, CD4, CD8 vy la relacion CD4/CD8 se

encuentran alteradas en pacientes mexicanos que padecen Esclerosis Multiple

2. Hipétesis alterna

HO: No hay alteraciones en los valores de subpoblacion de linfocitos asociadas

a pacientes mexicanos con Esclerosis Multiple

H1: Si hay alteraciones en los valores de subpoblacion de linfocitos asociadas

a pacientes mexicanos con Esclerosis Multiple



6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Identificar si hay alteraciones en los valores de la subpoblaciéon de linfocitos

que se encuentren asociadas en los pacientes mexicanos con Esclerosis
Multiple (EM).

6.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar las subpoblaciones linfocitarias, CD4, CD8 y la relacién

CD4/CDS8 en pacientes con esclerosis multiple.

2. Correlacionar las subpoblaciones linfocitarias de pacientes con

esclerosis multiple con individuos control sanos.



7. MATERIAL Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO

e Observacional
e Transversal

e Descriptivo

e Prospectivo

e Abierto

7.2 UBICACION ESPACIO TEMPORAL

El estudio se realiz6 en el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” del
I.S.S.S.T.E., en el periodo comprendido entre marzo y junio del 2009. Las
muestras se obtuvieron de los pacientes con diagndstico de Esclerosis Multiple
y de las personas que acudieron como donadoras del Banco de Sangre y que
aceptaron participar en el estudio; y el procesamiento de muestras se realizd

en el Laboratorio de Histocompatibilidad de este hospital.

7.3 PROCEDIMIENTO

Previo consentimiento informado (Anexo 1) y llenado de la cédula de
recoleccion de datos (Anexo 2), a los pacientes con Esclerosis Multiple y a los
controles sanos, se les tomaron 4 ml de sangre periférica, para la
determinacion de la subpoblacion de linfocitos por citometria de flujo, de

acuerdo al siguiente procedimiento:

Se colocaron 50 uL de sangre completa con 20 uL de anticuerpos

monoclonales de la marca Beckton Dickinson en formato multitest que



incluyeron antiCD3, antiCD4, antiCD8 y antiCD45 usando tubos TrueCuont. Se
incubaron durante15 minutos a temperatura ambiente. Se agregé lisante de
rojos de la misma marca y se incubo por 15 minutos. Se realizé lectura en el
equipo FACSCalibur de 4 colores en el programa worklistManager. En cada
corrida se monto una calibraciéon de 4 colores de acuerdo a la técnica del

equipo’

7.4 MUESTREO

7.4.1 SUJETOS DE ESTUDIO

Grupo de estudio: Pacientes con esclerosis multiple, variedad de recaidas y
remisiones, de 18 a 65 afos de edad, atendidos por los servicios de Neurologia
e Inmunologia del CMN “20 de Noviembre” ISSSTE.

Grupo control: Individuos sanos pareados por edad y sexo que acuden como
voluntarios donadores en el Banco Central de Sangre y que cumplen con el

criterio de seleccion del mismo.

7.4.2 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

7.4.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes con EM definida de acuerdo a los criterios ya validados de McDonald
% variedad recurrente-remitente, con o sin progresién secundaria e
independientemente del tratamiento que esté recibiendo, de 18 a 65 afios de

edad, ademas que tengan padres y abuelos mexicanos.

7.4.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:
Pacientes que rechacen participar en el estudio

Falta de muestra sanguinea



7.4.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION:

Muestras insuficientes para realizar el estudio inmunoldégico.
Paciente que carezcan de la evaluacién neuroldgica especializada del CMN 20
de Noviembre ISSSTE.

7.5 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafo de la muestra se determind como muestreo no probabilistico, ya que
se seleccionaron los pacientes de acuerdo a criterios establecidos (muestra por
criterios) de donde, aplico también para los donadores & pacientes con

Esclerosis Multiple.

Se estudiaron a 76 sujetos divididos en 2 grupos de 38 sujetos cada uno

correspondiente al grupo de Esclerosis Multiple y al grupo de controles sanos.

7.6 DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

Variable Independiente:
e Edad

e Género

Variable dependiente:
e Linfocitos CD3
¢ Linfocitos CD4
e Linfocitos CD8
e Relacién de linfocitos CD4/CD8



CUADRO DE VARIABLES

NOMBRE DEFINICION | TIPO DE | CLASIFICACION | FUENTE
OPERATIVA | VARIABLE DE
DATOS
EDAD Anos Cuantitativa 18 a 65 afos Cédula
cumplidos. de
registro.
GENERO Caracteristica | Cualitativa Masculino Cédula
biolégica que Femenino de
diferencia registro.
hombre-
mujer
CD3 Linfocito T3, | Cuantitativa | 852-3264 U/ul Cédula
Leu4, de
marcador de registro.
la linea
celular T
expresada en
unidades/ul
CDh4 Linfocito T4, | Cuantitativa | 580-1944 U/ul Cédula
Leu3a, de
marcador registro.
para células
T
cooperadoras
CD8 Linfocito T8, | Cuantitativa | 264-1563 U/ul Cédula
Leu2a, de
marcador registro.
para células
T citotoxicas
RELACION Es el Cuantitativa Cociente Cédula
CD4/CD8 cociente d la expresado en de
relacion entre numeros registro.
numero de absolutos
linfocitos 1.67

T4/T8




7.7 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé la estadistica descriptiva. Se determiné la distribucion para cada una
de las variables y se analizé con la prueba de T de Student y la prueba de
rangos con signo de Wilcoxon. Se consideré diferencia estadistica cuando p<

0.05. El analisis se llevo a cabo con el paquete estadistico MINITAB 15.



7.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Dado que se traté de una investigacion en seres humanos se cumplié con los
principios éticos necesarios para su realizacion, para lo cual se presentd una
carta de Consentimiento Informado a los participantes del estudio, que
garantizo los principios de autonomia, no maleficencia y confidencialidad de la
informacion clinica y genética individual, con base en la Ley General de Salud
(Articulos 22-27, 34-56 y 100), la Declaracion Universal sobre el Genoma y
Derechos Humanos, promulgada por la UNESCO en 2003, el informe Belmont
de guias éticas para la proteccion de los sujetos humanos de investigacion
biomédica y la Declaracion de Helsinki modificada en la 522 Asamblea General
en Edimburgo Escocia, Octubre 2000, nota de Clarificacion sobre el parrafo 29,

afiadida por la Asamblea General, Washington, 2002.

El protocolo fue sometido para su aprobacion por el Comité de
Investigacion y de Etica del CMN “20 de Noviembre”, ISSSTE.

(Anexo 1 Carta de Consentimiento Informado)



7.9 CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Enero

Febrero

Marzo

Abril

Mayo

Junio

Recoleccion de
datos para
protocolo de
investigacion

Entrega a
Ensefianza e
investigacién para
revision y
aprobacion de
protocolo

Captacion de
pacientes y grupo
control

Toma de
muestras de
pacientes y grupo
control

Captacion de
resultados de
muestras
tomadas

Analisis de
resultados finales

Impresion y
entrega de Tesis
final




7.10 LOGISTICA

7.10.1 RECURSOS HUMANOS

La realizacion del presente protocolo de investigacién, requirié de la
participacion de médicos profesionales en el diagndstico y control de pacientes
con Esclerosis Multiple, asi como de médicos, quimicos y bidlogos capacitados
en las diferentes técnicas moleculares y sus aplicaciones, asi como en el
analisis de resultados. El tiempo fue variable en la participacion de cada uno de

los mencionados, con el plan de seguir el cronograma establecido.

7.10.2 RECURSOS MATERIALES

Equipo necesario para la determinacion de subpoblacion de linfocitos marca
Beckton Dikinson formato multitest con tubos True count. Equipo de lectura
para determinacién de subpoblacién de linfocitos marca FACSCalibur de 4
colores con el programa worklistmanager. Microcentrifuga Vortex Pipetas de

presion positiva de diferentes rangos. Citdmetro de flujo.

7.10.3 RECURSOS FINANCIEROS

Principalmente los asignados por el fondo FONSEC SSA/IMSS/ISSSTE vy los

destinados a los servicios de Medicina Gendmica, Neurologia e Inmunologia

Clinica y Alergia.



8. RESULTADOS

El presente estudio fue realizado en el Centro Médico Nacional “20 de
Noviembre” ISSSTE, donde se incluyd un numero total de 76 pacientes
divididos en 2 grupos, uno correspondiente a 38 pacientes con diagndstico
establecido de Esclerosis Multiple (Grupo 1) de acuerdo a los criterios de
McDonald y un segundo grupo también de 38 sujetos sanos (Grupo 2) que
acudieron de forma voluntaria a donacién en el Banco de sangre de este CMN,
en quienes se confirmo su origen Mexicano hasta en dos generaciones previas.
Se excluyeron a los individuos sanos con antecedentes familiares de

enfermedades autoinmunes y neuroldgicas.

El grupo 1 estuvo formado por pacientes con edades comprendidas
entre los 18 a los 62 afos con una edad media de 44.28; de los cuales 23
(60.5%) fueron mujeres y 15 (39.47%) hombres. En cuanto al grupo 2, estuvo
constituido por individuos con edades comprendidas entre los 18 y los 57 afos
y una edad media de 31.66; de los cuales 23 (60.5%) fueron mujeres y 15
(39.4%) hombres (Tabla 1).

El analisis estadistico inicial de la determinacion de los CD3 en el grupo
1 mostré una media de 1207, una mediana de 1246, varianza de 321,307, con
un rango de 2201, una desviacion estandar de 566, un minimo de 115 y un
maximo de 2316, presentando un error estandar de 91; mientras que para el
grupo 2 mostré una media de 1572, con una mediana de 1527, varianza de
375,780, un rango de 2639, una desviacion estandar de 613, con un minimo de

115 y un maximo de 2754, con error estandar de 98.

En cuanto a las determinaciones de los CD4 en este mismo grupo se
encontro una media de 749, con una mediana de 814, varianza de 139,950, en
un rango de 1535, con una desviacion estandar de 374 con un minimo de 39 y
un maximo de 1574, con un error estandar de 60; mientras que en el grupo 2
se obtuvo una media de 959, con una mediana de 902, varianza de 126,108,
en un rango de 1270, con una desviacion estandar de 355, con un minimo de

392 y un maximo de 1662, con un error estandar de 56.



Los valores obtenidos para CD8 en el grupo 1 mostraron una media de
420, una mediana de 391, varianza de 58,309, con un rango de 966, una
desviacion estandar de 241, con un minimo de 13 y un maximo de 979, asi
como un error estandar de 39; en tanto que en el grupo 2 se obtuvo una media
de 615, una mediana de 543, varianza de 126,108, con un rango de 860 y una
desviacion estandar de 273, con un minimo de 223 y un maximo de 1083, asi

como un error estandar de 43.72 (Figura 1).

En cuanto a la relacién de CD4/CD8 se obtuvieron los siguientes valores
para el grupo 1: media de 2.32, mediana de 2.0, moda de 2, varianza de 2.39,
rango de 8, desviacion estandar de 1.54, con un minimo de 0 y un maximo de
8, con un error estandar de 0.251; en cuanto al grupo 2 en este mismo rubro se
encontraron los siguientes resultados: media de 1.71, mediana de 2, moda de
1, varianza de 0.46, rango de 2, desviacion estandar de 0.68, con un minimo de

1y un maximo de 3, con un error estandar de 0.10 (Figura 2).

De acuerdo al género se obtuvieron las siguientes medidas de tendencia
central para los CD3; en hombres del grupo 1 se obtuvo una media de 1352,
mediana de 1520, varianza de 218,014, rango de 1469, con una desviacion
estandar de 466, con un minimo de 438 y un maximo de 1907, con un error
estandar de 120; mientras que en el grupo 2 se obtuvo una media de 1601,
mediana de 1539, varianza de 331,584, un rango de 234, una desviacion
estandar de 575, con un minimo de 720 y un maximo de 2754, con una error

estandar de 112.

En cuanto a los CD4, los individuos del sexo masculino del grupo 1
mostraron: media de 775, mediana de 832, varianza de 110,453, para un rango
de 1192, con una desviacion estandar de 332, con un minimo de 39 y un
maximo de 1231, con un error estandar de 85. En el grupo 2, los hombres
mostraron una media de 962, una mediana de 909, varianza de 123,029, con
un rango de 1270 y una desviacion estandar de 350, con un minimo de 392 y

un maximo de 1662, con un error estandar de 68.



Los valores obtenidos en los hombres del grupo 1 para CD8 registraron
una media de 477 una mediana de 404, varianza de 79,860, con un rango de
814 y una desviacion estandar de 282, con un minimo de 165 y un maximo de
979, con un error estandar de 72. En los hombres del grupo 2 encontramos una
media de 1002, una mediana de 556, una varianza de 4263,134, un rango de
10798, con una desviacion estandar de 2064, con un minimo de 253 y un

maximo de 1152, con un error estandar de 404.

En el grupo 1 los hombres mostraron en la relacion CD4/CD8 una media
de 2.11, una mediana de 2, moda de 2, una varianza de 1.64, con un rango de
5 y una desviacion estandar de 1.28, con un minimo de 0 y un maximo de 5
con un error estandar de 0.33; los hombres del grupo 2 mostraron una media
de 1.67, mediana de 1, moda de 1, varianza de 0.43, con un rango de 2 y una
desviacion estandar de 0.66, con un minimo de 1 y un maximo de 3, con un
error estandar de 0.13 (Tabla 2).

Con respecto a las mujeres del grupo 1 el analisis de CD3 se obtuvo
una media de 1109, mediana de 1144, una varianza de 377,414, con un rango
de 2201 y una desviacion estandar de 614, con un minimo de 115 y un maximo
de 2316 con un error estandar de 128, en el grupo 2, los CD3 mostrd una
media de 1592, mediana de 1471, varianza de 337,371, con un rango de 1852,
con una desviacién estandar de 580, con un minimo de 782 y un maximo de

2634, con error estandar de 161.

Las mujeres del grupo 1 presentaron para CD4 una media de 1109, una
mediana de 1144, varianza de 377,414, para un rango de 2201, con una
desviacion estandar de 614, con un minimo de 115 y un maximo de 2316 y un
error estandar de 128; en tanto que en las mujeres del grupo 2 encontramos
una media de 953, una mediana de 835, con una varianza de 142,973, para un
rango de 1077, con una desviacion estandar de 350, con un minimo de 554 y

un maximo de 1631 y un error estandar de 104.

Respecto a las mujeres del grupo 1 los CD8 mostraron una media de
383, una mediana de 379, varianza de 43,584, un rango de 877, con una



desviacién estandar de 208, con un minimo de 13 y un maximo de 890, con un
error estandar de 42; en tanto que las mujeres del grupo 2 mostraron una
media de 614, una mediana de 512, con una varianza de 88,811, un rango de
855, una desviacion estandar de 298, con un minimo de 223 y un maximo de

1078, con un error estandar de 82.

En esta misma relacion de CD4/CD8 la mujeres del grupo 1 mostraron
una media de 2.45, una mediana de 2, una moda de 2, con una varianza 2.97,
un rango de 8, una desviacion estandar de 1.72, un minimo de 0 y un maximo
de 8, con un error estandar de 0.35. Las mujeres del grupo 2 en cuanto a la
relacion CD4/CD8 arrojaron los siguientes resultados: una media de 1.78,
mediana de 2, moda de 2, varianza de 0.52, con un rango de 2 y una
desviacion estandar de 0.72, con un minimo de 1 y un maximo de 3, con un
error estandar de 0.20 (Tabla 3).

Con el propésito de establecer si existen diferencias entre ambos grupos
estudiados se realizé prueba de T obteniéndose un valor de p de 0.002 para
CD3, 0.009 para CD4, 0.001 para CD8 y 0.032 para la relacién 4/8;

considerandose todas ellas estadisticamente significativas (Tabla 4).

Por otra parte se aplico la misma prueba para valorar las diferencias por
genero encontrandose que para los hombres no hubo significancia estadistica,
mientras que para las mujeres los resultados fueron estadisticamente
significativos para CD3 (p de 0.02) y para CD8 ( p de 0.02) (Tabla 5).



9. DISCUSION

La fenotipificacion inmunolégica de las subpoblaciones linfocitarias se ha
empleado para valorar el estado inmunolégico en una gran numero de
enfermedades, dentro de las cuales se incluyen los trastornos de tipo
autoinmune como lo es la Esclerosis Multiple, en donde se ha encontrado

particularmente un incremento en la respuesta tipo TH1

, ademas es una
enfermedad que tiende a la cronicidad, en donde se observa una induccion en
las células TCD8 para inhibir la produccién de IgG a través de las células B y
ademas se acompaina de una disminucion de la células CD4+CD45RA; esto

repercute en el cociente CD4/CD8 “°.

Existen pocos estudios nacionales realizados para la determinacion de
subpoblaciones de linfocitos en poblacion sana, sin embargo no existen
estudios donde se evaluen alteraciones en las subpoblaciones linfocitarias en
pacientes con enfermedades autoinmunes y tampoco existen en pacientes

mexicanos con Esclerosis Multiple.

No han sido establecidas alteraciones a nivel de las cifras totales de la
subpoblacién de linfocitos, sin embargo, encontramos una discreta disminucién
en las cifras de CD3 de los pacientes con Esclerosis Multiple comparados con
los controles sanos; en donde la disminucidn mas marcada se encontré en el

grupo de mujeres en comparacién con los hombres del grupo de EM.

Tal y como lo mencionan en publicaciones internacionales, existe una
disminuciéon en las cifras tanto de precursores de memoria de los linfocitos
CD4, asi como de las cifras relativas y absolutas de linfocitos CD4 a nivel de
sangre periférica, en nuestro estudio encontramos que los pacientes con
Esclerosis Multiple presentaron esta disminucion en las cifras de linfocitos CD4
comparado con los sujetos sanos; pero no encontramos variaciones en los

niveles de CD4 relacionados con el género.

Estudios internacionales que sugieren que existe una disminucién en las

cifras de relativas de los linfocitos CD8 en sangre periférica, se han relacionado



con los periodos de recaida de la enfermedad “°

, que abarca desde una
disminucién de sus precursores CD8+(CD28-). En este estudio los pacientes
efectivamente tuvieron una disminucion de estas cifras en relacién a las
encontradas en el grupo de sujetos sanos, que incluso se encuentra por debajo
del promedio obtenido en el estudio realizado en el CMN “20 de Noviembre” en
sujetos sanos mexicanos *%; esta disminucién es mas marcada en las mujeres
con Esclerosis Multiple, por lo que consideramos importante estudiar no solo el
estado funcional del paciente, sino su funcion hormonal que también puede

influir en estos valores.

La relacién entre los linfocitos CD4/CD8 es conocida como la relacion
Cooperador/Supresor, en personas sanas esta relacion se encuentra entre 0.9
y 1.9 lo que significa que hay una 6 mas células CD4 por cada célula CD8; no
s6lo se han encontrado alteraciones en esta relacion a nivel de liquido
cefalorraquideo, ya que ademas en diversos estudios realizados en sangre
periférica de pacientes con Esclerosis Multiple se ha encontrado un incremento
en el cociente CD4/CD8, debido basicamente a una disminucion en las células
T CD8, detectando este valor elevado incluso hasta cifras mayores de 2.5 tal y
como lo mencionan Roncarolo y col; nuestras determinaciones confirman estas
alteraciones observando valores elevados en la relacion CD4/CDS8, sin

encontrar diferencia significativa por género .

No esta claro aun si estas alteraciones son el resultado directo de la
presencia de enfermedad autoinmune, en este caso de Esclerosis Multiple, de
su cronicidad, del numero de recaidas o bien si esta implicito el tipo de
tratamiento al que ha sido sometido el paciente; o si se trata de la presencia de
una inmunodeficiencia que predispone a la presencia de esta o alguna otra

enfermedad autoinmune.

Los resultados del estudio forman parte de los avances logrados a la
fecha del proyecto: “IDENTIFICACION DE POLIMORFISMOS GENETICOS DE
CD24 ASOCIADOS A LA DISFUNCION NEUROLOGICA EN PACIENTES
CON ESCLEROSIS MULTIPLE”- C01-69809, apoyado por los fondos en salud
2007 del CONACYT.



10. CONCLUSIONES

1.- Existe diferencia en la Subpoblacién de Linfocitos en pacientes con

Esclerosis Multiple comparada con controles sanos.

2.- Existe una disminucion en las cifras de linfocitos CD3 en pacientes con

Esclerosis Multiple.

3.- Existe una disminucion en las cifras de linfocitos CD8 en pacientes con

Esclerosis Multiple.

4.- Existe un aumento en el cociente CD4/CD8 de los pacientes con Esclerosis

Multiple.

5.- Existe mayor afectacién en las cifras de CD3 y CD8 en el género femenino.



11. ANEXOS

11.1 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES CON
ESCLEROSIS MULTIPLE.






11.2 CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA CONTROLES
SANOS.






11.3 TABLAS Y GRAFICAS.

TABLA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

GRUPO n EDAD HOMBRES | MUJERES
(MEDIA) (%) (%)

GRUPO 1* 38 18-62 (44.28) | 15 (39.47) 23 (60.52)

GRUPO 2 ** 38 18-57 (32.66) | 15 (39.47) 23 (60.52)

*Grupo 1 Pacientes con Esclerosis Multiple **Grupo 2 Controles sanos

TABLA 2. COMPARACION DE SUBPOBLACION DE LINFOCITOS DE
HOMBRES EN AMBOS GRUPOS

LINFOCITOS | MEDIA DE MINIMO | MAXIMO
CD3 1352 466 438 1907
GRUPO 1
CD4 775 332 39 1231
CD8 477 282 165 979
REL 4/8 2.11 1.28 0 5
CD3 1601 575 720 2754
GRUPO 2 CD4 962 350 392 1662
CD8 1002 2064 253 1151
REL 4/8 1.67 0.66 1 3

Grupo 1 Pacientes con Esclerosis Multiple
Grupo 2 Controles sanos
DE Desviacion estandar




TABLA 3. COMPARACION DE SUBPOBLACION DE LINFOCITOS DE
MUJERES EN AMBOS GRUPOS

LINFOCITOS | MEDIA DE MINIMO | MAXIMO
GRUPO 1 CD3 1109 614 115 2316
CD4 732 405 62 1574
CD8 383 208 13 890
REL 4/8 2.45 1.72 0 8
GRUPO 2 CD3 1592 580 782 2634
CD4 953 378 554 1631
CD8 614 298 223 1078
REL 4/8 1.78 0.72 1 3
Grupo 1 Pacientes con Esclerosis Multiple
Grupo 2 Controles sanos
DE Desviacion estandar
TABLA 4. ANALISIS ESTADISTICO POR GRUPO
CD3x P CD4 x p CD8 x p Rel p
4/8 x
GRUPO | 1205 749 420 2.32
1 0.002 0.009 0.001 0.032
GRUPO | 1572 959 616 1.71
2
Grupo 1 Pacientes con Esclerosis Multiple
Grupo 2 Controles sanos
TABLA 5. ANALISIS ESTADISTICO POR GENERO
CD3 x p CD4 x p CD8 x p Rel p
4/8 x
Hombres | 1352 775 477 2.1
Grupo 1 0.14 0.09 0.12 0.22
Hombres | 1601 962 556 1.67
Grupo 2
Mujeres | 1109 732 383 2.45
Grupo 1 0.02 0.11 0.02 0.11
Mujeres | 1592 953 614 1.78
Grupo 2

Grupo 1 Pacientes con Esclerosis Multiple
Grupo 2 Controles sanos




Figura 1 Subpoblacién de linfocitos

Grupo 1: Pacientes con Esclerosis Multiple.
Grupo 2: Controles sanos.

Figura 2 Relacion de linfocitos CD4/CD8

Grupo 1: Pacientes con Esclerosis Mdultiple.
Grupo 2: Controles sanos.
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