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. RESUMEN

Titulo: Comparacion de las Subpoblaciones Linfocitarias entre Pacientes con Trombocitopenia
Inmune (T1) y Controles sin Trombocitopenia

Objetivo: Conocer los niveles de subpoblaciones linfocitarias en pacientes con Tl y compararlos
con sujetos control.

Material y Métodos: Se estudiaron pacientes con Tl 'y controles de ambos géneros Los pacientes
fueron mayores de 16 afios con criterios diagnosticos por el Grupo Internacional para Tl sin
tratamiento. No se incluyeron pacientes con diagnéstico de otra enfermedad autoinmune, titulos
positivos de anticuerpos antinucleares, embarazo, puerperio o con otras enfermedades endocrinas y
hematolégicas. Los controles fueron mayores de 18 afios donadores del Banco de Sangre. Pacientes
y controles otorgaron consentimiento informado.

Se obtuvo sangre total para determinar niveles de plaquetas, linfocitos y células nucleadas totales.
La determinacion de subpoblaciones se realizdé por citometria de flujo. Los datos obtenidos se
compararon con prueba de Chi cuadrada y t de Student en el programa SPSS.

Resultados: Se estudiaron 28 pacientes y 58 controles. No hubo diferencias significativas entre la
edad y el género de ambos grupos. Se encontré una disminucién significativa en los niveles de
linfocitos T CD4+, CD8+, NK, NKT y células dendriticas de pacientes con TI. Los niveles de
linfocitos B no tuvieron diferencias. Las muestras de pacientes con Tl mostraron tendencia a la
disminucién en niveles de células T reguladoras, sin ser significativa.

Conclusion: Los enfermos con TI tienen diferentes niveles de subpoblaciones linfocitarias,
comparados con controles sin trombocitopenia. Esta diferencia esta relacionada con la
fisiopatologia de la enfermedad.

Palabras Clave: Trombocitopenia Inmune, linfocitos, respuesta inmune.



ABSTRACT

Title: Comparison of Lymphocyte Populations between Patients with Immune Thrombocytopenia
(IT) and Controls without Thrombocytopenia.

Goal: To measure lymphocyte populations in IT patients and compare with controls.

Methods: We studied IT patients and controls of both genders. Patients were older than 16, met IT
International Group diagnostic criteria and had not treatment. Patients with another autoimmune
disease, antinuclear antibodies, pregnancy, puerperium or other endocrine or hematologic disease
were not included. Controls were accepted Blood Bank donors older than 18. Both patients and
control gave their informed consent.

Total blood was drawn to measure platelets, lymphocytes and total nucleated cells. Flow cytometry
was used to measure lymphocyte subpopulations. Data obtained were compared using Chi squared
and Student t tests in SPSS program.

Results: Twenty eight patients and 58 controls were studied. There were no significant differences
between age and gender in both groups. We found a significant decrease in CD4+ T cells, CD8+,
NK, NKT and dendritic cells levels of IT patients. B cell levels had not differences between patients
and controls. T regs levels of IT patients trend to decrease compared with controls, but this
difference was no significant.

Conclusions: IT patients had differences in lymphocyte levels, compared with non-
thrombocytopenic controls. Differences in lymphocyte levels are related to pathophysiology of this
disease.

Key words: Immune thrombocytopenia, lymphocytes, immune response.



INTRODUCCION
Definicién

La trombocitopenia inmune (T1), también conocida como plrpura trombocitopénica idiopatica o
purpura trombocitopénica inmune es un trastorno autoinmune adquirido *. Segun el consenso del
grupo internacional mas reciente, se define por la presencia de trombocitopenia (cuenta plaquetaria
menor a 100x1079/L) en ausencia de otras causas 0 desordenes que puedan estar asociados a
trombocitopenia. Segln este criterio, el diagndstico de TI es de exclusién debido a que no se cuenta
en la actualidad con parametros clinicos o de laboratorio que permitan establecer el diagndstico con
certeza %,

De acuerdo al citado consenso se pueden definir diferentes fases de la enfermedad, segun como
se muestra en la tabla 1 .

Tabla 1. Fases de la Trombocitopenia Inmune

Fase Caracteristicas

Diagnostico nuevo (de novo) | Dentro de los primeros 3 meses del diagnostico.

) Entre 3 y 12 meses del diagndstico. Pacientes que no tuvieron
Persistente L ) ]
remision espontanea o que no mantuvieron la respuesta completa.

Cronica Mas de 12 meses de duracion.

Sintomas hemorrégicos al diagndstico que precisaron tratamiento
Grave 0 aparicion de nuevos sintomas que requirieron intervencion

terapéutica adicional.

Epidemiologia

La Tl es de las enfermedades autoinmunes mas frecuentes. Su epidemiologia varia dependiendo
la poblacion y el grupo de edad reportado.

En nifios, la incidencia reportada es de 5.8 casos/100,000 en Europa, con una prevalencia de
4.6/100,000; mientras en EUA se reporta una prevalencia mayor de 7.2/100,000 °.

La incidencia de T1 en adultos se ha reportado de 1.6 a 3.2 casos por 100,000 habitantes por afio
con una mediana de la edad al diagndstico de 56 afios. En cuanto al género se observa un
predominio de mujeres en menores de 60 afios, para equiparse la proporcién entre ambos sexos en
pacientes mayores a esa edad .




Fisiopatologia

Autoinmunidad

Todos los seres humanos tienen la posibilidad de presentar fenbmenos autoinmunes, debido a
que durante su desarrollo, los linfocitos pueden expresar receptores especificos para antigenos
propios y muchos antigenos propios estan accesibles al sistema inmune.

La tolerancia a los antigenos propios se mantiene normalmente por un proceso de seleccion que
previene la maduracion de los linfocitos especificos para antigenos propios y por mecanismos que
inactivan o eliminan a los linfocitos auto-reactivos que alcanzan a madurar. La pérdida de la auto-
tolerancia puede resultar de la seleccion o regulacion anormal de linfocitos auto-reactivos o de
alteraciones en la manera en la que los antigenos propios son presentados al sistema inmune.

Las células T tienen un papel importante en los fendmenos de autoinmunidad, tanto por la
participacion de los linfocitos T cooperadores como reguladores de las respuestas inmunes a
proteinas, como por la funcién del complejo mayor de histocompatibilidad para presentar antigenos
a las células T. Por lo anterior la falla en la auto-tolerancia resulta en enfermedades autoinmunes
como la TI.

Tal como ocurre en la TI, el inicio de varias enfermedades autoinmunes se asocia con 0 es
precedida por infecciones. Se conoce que las infecciones pueden promover el desarrollo de
autoinmunidad por dos mecanismos. En el primero la presencia de algin patégeno resulta en el
reclutamiento de leucocitos y la expresion de co-estimuladores que resulta en la activacion de
células T inespecificas que pueden atacar a los tejidos propios. En el segundo mecanismo, los
agentes infecciosos contienen antigenos que reaccionan de forma cruzada con antigenos propios,
por lo que la respuesta inmune montada contra el patdgeno desencadena también dafio al huésped.
Ambos mecanismos se han implicado en la TI °.

Células B

En 1951 W. Harrington desarroll6 trombocitopenia transitoria tras infundirse él mismo plasma
proveniente de pacientes con Tl y desde entonces se sentaron las bases para proponer la
participacion de factores plasméticos en el desarrollo de la enfermedad °.

Investigaciones posteriores permitieron explicar que la disminucién de plaquetas en la Tl se
debe a la destruccion mediada por anticuerpos plasmaticos. Los blancos antigénicos mas frecuentes
para estos anticuerpos son las glicoproteinas Ilb/llla y Ib/IX de la plaqueta; mientras cierto nimero
de pacientes presentan anticuerpos contra mltiples antigenos plaquetarios *.

La fagocitosis dependiente de auto-anticuerpos es el mecanismo principal de destruccion
plaquetaria en la TI, siendo el bazo el 6rgano més importante para la produccion de anticuerpos y
para la eliminacion de plaquetas cubiertas por 1gG. Los macr6fagos humanos expresan varios
receptores para Fc que se unen especificamente a la 1gG, siendo los receptores de baja afinidad



FcgRIHA y FcglllA los principales responsables de remover las plaquetas opsonizadas por el
sistema reticuloendotelial .

Los anticuerpos contra GP Ilb/Illa muestran restriccion clonal para el uso de cadenas ligeras y la
secuenciacion de las regiones de combinacion a antigeno sugiere que se originan de un numero
limitado de clonas de células B por una seleccion de afinidad al antigeno y mutacion somatica .

Sin embargo, es notable que hasta en un 50% de los pacientes no sea posible detectar
anticuerpos anti-plaqueta y en otros se observan remisiones de la enfermedad a pesar de la
persistencia de auto-anticuerpos, lo cual hace suponer la participacion de otros mecanismos en la
etiologia de la enfermedad ®.

Células T

Se ha propuesto que las células T tiene un papel fisiopatogénico en la TI, estas hipdtesis se
originan de estudios que demuestran la necesidad de la cooperacién de células T CD4+ antigeno-
especificas para la produccién de anticuerpos antiplaqueta por las células B. Para ser posible esta
interaccién se ha visto que las células T frecuentemente reconocen la porcion amino terminal de las
glucoproteinas b y Illa y que estas moléculas también estimulan la produccién de anticuerpos
anti-plaquetas ®.

Ademas, se han encontrado células T reactivas contra plaquetas en la sangre de pacientes con Tl
y evidencia complementaria indica que los pacientes con TI crénica tienen niveles mayores de
celulas T HLA-DR+, receptores para interleucina-2, un cociente Th1/Th2 alterado y expansion de
linfocitos T oligoclonales. También se ha podido demostrar que los linfocitos T CD3+ de pacientes
con TI tienen mayor expresion de genes involucrados en citotoxicidad y menor expresion de genes
apoptaticos.

Otra explicacion de la participacion celular en la Tl proviene del hecho de que pacientes en
remisién experimentan un aumento en la expresion de genes KIR, este hallazgo sugiere que la
sobreregulacion de KIR inhibe la citotoxicidad de linfocitos e induce la remision °.

Citocinas

Se han encontrado varias alteraciones en la produccién de citocinas asociadas a la TI,
principalmente relacionadas al balance de la respuesta inmune Th1/Th2. Cuando se presenta la
enfermedad activa, las células tipo 1 proliferan, combinado con una reduccion en el nimero de
células Th2. A nivel sérico estos cambios se reflejan en un incremento de los niveles de IL-2,
interferbn gamma e IL-10. Sin embargo, cuando la Tl se encuentra en remision, este patrén se
invierte con predominio de la respuesta Th2 °.

Por otro lado, se ha visto que los pacientes con Tl en remision tienen niveles significativamente
elevados de factor de crecimiento transformante beta, la cual actia como citocina inmunosupresora
y se considera como marcador del patron Th3 ®,

Tolerancia inmune




La emergencia de anticuerpos anti-plaqueta y células T citotoxicas se deriva de la pérdida de la
tolerancia inmunoldgica a los antigenos propios. A pesar de que la GP Ilb/Illa se expresa en el
epitelio timico desde la vida intrauterina temprana, se ha demostrado la presencia de células T auto-
reactivas contra esta misma proteina en la sangre periférica de individuos sanos, por lo que se
supone que la tolerancia periférica es crucial para evitar la activacion de las células T auto-reactivas
9

En estudios previos se ha visto que las células T reguladoras CD4+ CD25+ se encuentran
disminuidas en numero y funcién en pacientes con TI, comparados con individuos sanos,
explicando con ello la falta de mecanismos capaces de controlar la respuesta autoinmune °.

Produccién plaguetaria

A pesar de que anteriormente se pensaba que la produccion de plaquetas se encontraba
aumentada en pacientes con TI para compensar la destruccion acelerada, actualmente se cuenta con
evidencia de que la trombopoyesis se encuentra en realidad, disminuida. Incluso algunos estudios
han descrito dafio a los megacariocitos mediados por anticuerpos, citotoxicidad o citocinas,
resultando en una maduracion alterada de los megacariocitos .

Efectos del tratamiento sobre el sistema inmune

La primera linea de tratamiento para la Tl son los corticoesteroides como prednisona o
metilprednisolona. Por mucho tiempo su uso fue empirico sin contar con bases farmacoldgicas o
fisiopatogénicas solidas. Sin embargo desde varios afios se ha podido explicar el efecto inmune de
estos medicamentos y esto a su vez, ha podido reafirmar la participacion de la inmunidad celular en
esta enfermedad.

De forma interesante, se ha visto que la cuenta de células dendriticas disminuye tras la
administracion de prednisona en pacientes con Tl y esta reduccién se asocia con un incremento en
la cuenta plaquetaria '*. Ademés en pacientes con artritis reumatoide, otra enfermedad autoinmune,
el tratamiento con dexametasona disminuye la proliferacion de linfocitos de una manera dosis
dependiente *2.

Esta informacion se ha podido replicar con otro medicamento efectivo para tratar la Tl, el uso de
inmunoglobulia G. A este respecto se ha visto que las dosis elevadas de inmunoglobulina
intravenosa pueden modificar el numero y funcién de las subpoblaciones linfocitarias y
especificamente los niveles de células CD4+ y esto correlaciona con la respuesta al tratamiento de
inmunoglobulina .

Finalmente, la regulacion de la respuesta inmune humoral y celular mediante la reduccion
significativa de la poblacién de linfocitos B con el anticuerpo monoclonal Rituximab ha logrado
respuestas en el tratamiento de pacientes con trombocitopenia inmune cronica o refractaria a



tratamientos de primera y segunda linea. Esto indica que en la fisiopatologia de la enfermedad es
relevante la participacion de linfocitos B como T ™.

Cuadro clinico y evolucion

Las manifestaciones de la Tl son muy variables, pudiendo ir desde el paciente completamente
asintomatico hasta el que presenta hemorragia franca de cualquier sitio, siendo el evento mas grave,
sangrado intracraneal **.

Algunos pacientes pueden presentar alguna infeccion como fendmeno desencadenante de la
trombocitopenia, mientras que en otros el evento es de inicio subito. Tipicamente los sintomas
hemorragicos son de tipo mucocutaneo como petequias, equimosis y sangrado por mucosas. Los
sangrados graves como gastrointestinales, respiratorios, urinarios o cerebrales resultan raros °.

Debido a que los nifios con T1 son manejados frecuentemente s6lo con la observacién, la historia
natural de la enfermedad se ha podido caracterizar mejor en esta poblacién. Una revision
retrospectiva de 409 pacientes pediatricos reportd un 100% de remisiones espontaneas en pacientes
sin tratamiento, mientras otro estudio con 1496 nifios incluidos reporté remisiones completas en
68%, comparado con 73% después del tratamiento con esteroides y un 66% tras recibir
inmunoglobulina *.

En cuanto a los adultos, el porcentaje de remisiones espontaneas es mucho menor, ya que esta
evolucion se observa en menos del 10% de los casos. En este grupo de edad las tasas de respuesta a
corticoesteroides oscilan entre un 60% y 70%, mientras la infusion de inmunoglobulina puede
alcanzar respuestas del 80%. Cabe mencionar que no todos los pacientes que logran respuesta
pueden conservarla, ya que a lo largo del tiempo mas de la mitad de los pacientes pueden
experimentar una recaida “*°.

Debido a la heterogeneidad de criterios, varios autores han reportado como indicador de
respuesta diferentes datos clinicos o de laboratorio.

Por lo anterior surgi6 la necesidad de estandarizar los criterios de respuesta para definir de forma
uniforme la evolucion de la enfermedad de los pacientes, tal como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Criterios de Respuesta de la Trombocitopenia Inmune °.

Respuesta Criterios

Remision Completa Cuenta plaquetaria mayor a 100 x 10"9/L y ausencia de sangrado

Cuenta plaquetaria de mas o igual a 30 x 10"9/L o al menos un
Respuesta ] )
incremento de 2 veces el basal con ausencia de sangrado

) Cuenta plaquetaria menor a 30 x 10"9/L o incremento menor a 2
Sin respuesta
veces el basal o sangrado

Pérdida de la respuesta Dejar de cumplir criterios de RC o R habiéndolos alcanzado




previamente.

Dependencia a esteroide

Necesidad de dosis repetidas de corticoesteroides por al menos 2
meses para mantener una cuenta plaquetaria de 30 x 10"9/L o para
evitar el sangrado. Se considera como no respuesta.




JUSTIFICACION

Es sabido que en la fisiopatologia de la trombocitopenia inmune participan distintos grupos de
células del Sistema Inmune, incluyendo células presentadoras de antigeno, células productoras de
anticuerpos, células efectoras y células reguladoras. Sin embargo, ain no se ha reportado una
evaluacion cuantitativa completa de las distintas subpoblaciones inmunolégicas en un grupo de
pacientes con esta enfermedad.

La obtencion de esta informacion permite un mejor conocimiento de los mecanismos inmunes
involucrados en esta patologia y como consecuencia, el disefio de terapias mas efectivas para el
tratamiento de los pacientes.

Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue la determinacion de las diferentes
subpoblaciones linfocitarias en pacientes con trombocitopenia inmune, comparandolas con las de
individuos sin esta condicion.



MATERIAL Y METODO

Para el andlisis se incluyeron sujetos atendidos en la Unidad Médica de Alta Especialidad “Dr.
Antonio Fraga Mouret” del Centro Médico Nacional “La Raza”, IMSS, México, DF.

Los pacientes fueron hombres y mujeres mayores de 16 afios que cumplieron los criterios
diagnosticos del Grupo Internacional para TI 2, que no habian iniciado tratamiento farmacoldgico y
otorgaron su consentimiento informado para la obtenciéon de la muestra. Fueron criterios de no
inclusion para los pacientes contar con diagnostico de otra enfermedad autoinmune o presentar
datos clinicos sugestivos de esta, titulos positivos de anticuerpos antinucleares, embarazo
confirmado o bajo sospecha, puerperio inmediato o tardio y cursar con otras enfermedades del
sistema endocrino o linfohemético.

En cuanto a los controles, se incluyeron hombres y mujeres mayores de 18 afios, donadores
aceptados del Banco Central de Sangre del Centro Médico La Raza y que otorgaron su
consentimiento para la utilizacion de la muestra.

A todas las muestras se les realizé una biometria hemética en un analizador automatico Sysmex
XT 2000 (lllinois, EUA) para determinar el nimero de células nucleadas totales. Posteriormente, se
diluyeron 1 X1076 células en 100mL de amortiguador salino de fosfatos pH 7.35 (FACS flow) y se
adicionaron 20 mL de anticuerpo monoclonal marcado con un fluorocromo para después mezclar e
incubar 20 min a 4°C en obscuridad. Después, se agregaron 2mL de solucién de lisis de eritrocitos
1X, se mezcl6 e incubd por 10 min a 4°C en obscuridad; y posteriormente se centrifugd por 5 min
para después decantar. Acto seguido se adicionaron 2mL de amortiguador de fosfatos para
resuspender la muestra y se procedié a otra centrifugacion. Al eliminar el sobrenadante, se
adicionaron 0.8mL de amortiguador de fosfatos y se resuspendieron las células con un mezclador
vortex a baja velocidad. La muestra resultante se procesé en un citdbmetro de flujo modelo
FACSCalibur de Becton Dickinson (New Jersey, EUA) utilizando el programa de Cell Quest Pro.
version 5.1.1 para obtener la cantidad de células en 20,000 eventos.

Las subpoblaciones de linfocitos de pacientes y controles se determinaron a través de
marcadores monoclonales contra proteinas de membrana de acuerdo a lo siguiente:

o Linfocitos B: CD19+, CD20+

o Linfocitos T: CD3+, CD4+, CD8+

o NKCD3-,CD16 + 56 +

o Células dendriticas 1y 2: lin 1+, HLA-DR+, CD11c+, CD123+
o Células T reguladoras: CD4+, CD25+, Foxp3+

Se obtuvieron datos demograficos de pacientes y controles incluyendo género y edad y se
compararon mediante la prueba de Chi cuadrada. Para determinar si existieron diferencias
significativas entre las mediciones de subpoblaciones linfocitarias de pacientes y controles se utilizd
la prueba t de Student para muestras independientes de dos colas. Un valor de p menor a 0.05 fue



considerado significativo. Los calculos estadisticos se realizaron en el programa SPSS versién 10.0
(Chigaco, Illinois, EUA).

Este estudio fue aprobado por el Comité Local de Investigacion de la UMAE Especialidades del
Centro Médico La Raza, IMSS.



RESULTADOS

Para el estudio fueron incluidos 28 pacientes y 58 controles. La distribucion por género de los
pacientes con trombocitopenia inmune se muestra en el Grafico 1.

Grafico 1. Género de pacientes con trombocitopenia inmune
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La media de la edad para los pacientes fue de 46 afios (rango de 31 a 57) y para los controles de
34 afos (rango de 18 a 56). La distribucion por género de los controles se muestra en el Grafico 2.
No se encontraron diferencias significativas entre el género o la edad de pacientes y controles.

Grafico 2. Género de controles sin trombocitopenia
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En la biometria hematica de los pacientes la media de la cuenta plaquetaria fue de 25000/mL,
mientras que para los controles la media fue de 225000/mL (p<0.05). La media de la cuenta de
linfocitos totales en los pacientes resultd de 2334/mL, siendo para los controles de 3647/mL. Se
contaron 6980/mL y 7300/mL células nucleadas totales en pacientes y controles, respectivamente.
No hubo diferencias significativas para los valores de linfocitos o células nucleadas totales de
pacientes y controles.

En la tabla 3 se muestran los resultados de la determinacion de subpoblaciones linfocitarias de
pacientes con trombocitopenia inmune y controles sin trombocitopenia.

Tabla 3. Supboblaciones linfocitarias de pacientes y controles.

CELULAS e6/L PACIENTES CONTROLES PRUEBA't
Linfocitos B 36.57 19.27 No Significativo
Linfocitos T CD4+ 150.25 920.8 p<0.05
Linfocitos T CD8+ 113.648 504.425 p<0.05
Células NK 91.491 303.47 p<0.05
Células NKT 18.26 55.86 p<0.05
Células Dendriticas 20.87 9.72 p<0.05
Células Reguladoras 0.3 0.49 No Significativo




DISCUSION

El sistema inmune humano tiene la capacidad de diferenciar lo propio de lo ajeno, favoreciendo
la produccion de anticuerpos y la reproduccion de células reactivas contra los agentes patdgenos, al
tiempo que bloquea la accién inmune contra los tejidos propios. Sin embargo, estos mecanismos no
son perfectos y en algunos individuos se pueden procesar antigenos derivados de tejidos aut6logos,
con la subsecuente produccion de auto-anticuerpos y la generacion de células efectoras auto-
reactivas.

La pérdida de la tolerancia inmune a los tejidos propios y el dafio mediado por inmunidad
humoral o celular hacia estos tejidos es la fisiopatologia comuin a las enfermedades denominadas
auto-inmunes.

Dentro de las enfermedades auto-inmunes mas frecuentes se encuentra la trombocitopenia
inmune, en la cual existe una disminucion de la cuenta plaquetaria circulante, principalmente por
fagocitosis de células opsonizadas por un auto-anticuerpo ®. La falta de correlacién completa entre
el comportamiento clinico de la enfermedad y el titulo de anticuerpos sugirié la presencia de otros
mecanismos fisiopatolégicos en la génesis de la trombocitopenia &. A partir de este conocimiento se
ha podido identificar la falta de regulacion de distintas subpoblaciones de linfocitos en la génesis de
la destruccion inmune de las plaquetas circulantes y en la disminucion de la produccion de
plaquetas por los megacariocitos medulares °.

A la fecha se han descrito modificaciones en la secrecion de citocinas por los linfocitos T
cooperadores o citotoxicos de pacientes con Tl *** e incluso se han detectado alteraciones
funcionales en algunos tipos celulares especificos *"*%; sin embargo, en nuestro conocimiento no
existen publicaciones que reporten de forma completa los niveles de los diferentes subtipos de
células con funcién inmune en pacientes con TI. Es por ello que el objetivo de esta tesis fue la
caracterizacion de las poblaciones de células B, T, NK, NKT, dendriticas y reguladoras en pacientes
con Tl y compararlas con las de controles sin trombocitopenia.

Debido a que no se cuenta con informacién previa sobre este fendmeno bioldgico, no se realizd
un célculo formal del tamafio de muestra necesario para observar diferencias significativas, en
cambio se realizé un muestreo a conveniencia, incluyendo un total de 28 pacientes y 58 controles,
con la finalidad de incluir al menos 2 controles por cada caso. En cuanto a la edad y género no se
observaron diferencias significativas, lo cual disminuye la posibilidad de incluir variables extrafias
al analisis o que las diferencias en los pardmetros medidos se debieran a desigualdad intrinseca
entre los grupos.

La cuenta de plaguetas en la biometria hemaética de pacientes y controles fue significativamente
diferente, de acuerdo a lo esperado con una menor concentracion en los afectados de TI. Con
respecto a la cuenta de linfocitos totales, la T1 se comporta como otras enfermedades autoinmunes
como el Lupus Eritematoso Sistémico, presentando una linfopenia absoluta de leve a moderada *°,
siendo esto observado en los pacientes de la presente investigacion, esta diferencia no alcanz6
significancia estadistica al ser comparada con los controles y que a su vez, se refleja en la cuenta de
células nucleadas totales.

En un articulo publicado por Mylvaganam y colaboradores en 1988 se utilizaron anticuerpos
monoclonales contra linfocitos T y B para describir las propiedades funcionales de estas células en
la fase activa de la Tl y durante el tratamiento con anabdlicos como el danazol. A pesar de que el
objetivo central del articulo fue evaluar la respuesta de linfocitos cultivados al ser expuestos a



mitogenos, los autores también midieron las proporciones de linfocitos con con fenotipo pan-T
(T3), T inductor/cooperador (T4), T supresor/citotdxico (T8) y Pan-B (B4) en pacientes con TI
activa y controles. Al igual que los resultados encontrados en esta investigacion, no se observaron
diferencias significativas en las concentraciones de linfocitos con marcadores Pan-B; tomando en
cuenta que la principal causa de la destruccion plaquetaria en esta enfermedad es mediada por
anticuerpos, llama la atencion que no se observen diferencias en las poblaciones de linfocitos B. Sin
embargo, esto puede deberse a que las células encargadas de la produccién de anticuerpos en su
mayoria corresponden a células B maduras que se han diferenciado a células plasmaticas, si bien
existe una pequefa proporcion de células plasmaticas productoras de anticuerpos que preservan en
su membrana la expresion de marcadores pan-B, la mayoria de estas se identifican en la citometria
de flujo por marcadores mas especificos como CD38+ o CD138+ e incluso se puede considerar
como un indicador de la malignidad la expresion aberrante de un marcador pan-B como CD19+ en
células de mieloma ?°. Otra posible explicacion a la ausencia de diferencias en el nimero de células
B circulantes entre enfermos con Tl y controles reside en que la produccién de estas células se
encuentre normal, pero que la alteracion resida en su activacion incrementada por otros tipos
celulares como linfocitos T.

Precisamente, los resultados de Mylvaganam y colaboradores coinciden con este trabajo en
reportar diferencias significativas en la concentracion de linfocitos T, ya sea con marcadores pan-T
como CD3+, del tipo cooperador (CD4) o citotoxico (CD8) *’, con una disminucion en el grupo de
sujetos enfermos. Esta alteracion no solo fue de tipo cuantitativo, sino que ademas pudieron
demostrar alteraciones funcionales, principalmente al exponer las células T a un estimulo
blastogénico. Incluso los autores concluyen que la Tl se debe a una disfuncion de células T
independiente de factores humorales dependientes de células B. Una explicacion a este fenémeno la
plantean Chang-Lin y colaboradores, al demostrar que los pacientes con TI tienen linfocitos con
predisposicion a la apoptosis, ya que tienen una expresion diferente de proteinas como FAS, FASL,
BCL2 y BAX. Ademas, la expresion de proteinas apoptéticas estuvo relacionada a la activacion de
los linfocitos cooperadores # y citotoxicos, apoyando la disminucion observada en el grupo de
pacientes %.

Otra posible causa de la disminucién de subpoblaciones de linfocitos T en la sangre periférica de
pacientes con Tl puede provenir de los hallazgos del grupo de Olsson en 2008 %. En el trabajo
citado, se midid la expresion de marcadores como VLA-4 y CX3CRL1, ambos involucrados en el
reclutamiento de células T a médula dsea. Los autores encontraron que estas proteinas se
encontraban elevadas en la sangre de pacientes con TI y pudieron demostrar por
inmunohistoquimica un incremento en el nimero de células T medulares, mas no en la periferia. Se
piensa que la expresion de estas proteinas pueda estar relacionada con un reclutamiento de células
efectoras a tejidos importantes para la destruccion plaquetaria, por lo que es factible que se observe
el mismo fendmeno en tejido esplénico o hepatico. Por consiguiente, la migracién de células T a
otros tejidos, necesariamente involucra una disminucion de sus niveles en la sangre de sujetos con
TI, tal como se reporta en este trabajo.

En la Tabla 3 se puede observar que los niveles de células natural killer (NK) y NKT también se
encuentran disminuidos significativamente. A este respecto, se ha propuesto que estas células
puedan estar involucradas en la citotoxicidad directa contra los megacariocitos de pacientes con TI.
Diversos estudios han sugerido que la disminucidon de las plaquetas en los pacientes con T1 no sélo
se debe a destruccion periférica por el sistema reticulo-endotelial, sino que ademas los



megacariocitos pueden estar disminuidos en nimero y funcion, afectando la produccion plaquetaria
desde la médula 6sea *. Ya que la toxicidad medular se debe a la accion de las células NK y NKT #,
se podria observar un efecto de reclutamiento similar al de las células T antes expuesto. Esta puede
ser la causa de observar una disminucién de estas células en la sangre periférica de pacientes con
TI. En la literatura revisada para este trabajo no se encontré algun otro estudio que reportara niveles
de células NK en esta enfermedad.

Recientemente ha surgido un interés especial en las células reguladoras, ya que sus efectos
directos e indirectos pueden inducir supresion de la respuesta inmune celular y humoral controlando
la magnitud y la duracién de las reacciones aloinmunes y autoinmunes. Estas células se pueden
identificar por un patrén fenotipico especifico a través de los marcadores CD4+, CD25+, Foxp3+.
Madltiples estudios en diversas enfermedades con etiologia inmune han implicado alteraciones
cuantitativas o cualitativas de estas células en la fisiopatologia e incluso como blanco terapéutico.
En el caso de la Tl algunos trabajos iniciales habian reportado una disminucién del ARNm vy la
proteina FoxP3 en células T reguladoras de pacientes con TI. A partir de esta informacion, Yu y
colaboradores publicaron en 2008 los niveles y funcidn de estas células en 17 pacientes con TI. De
manera relevante, el presente trabajo pudo replicar en una poblacion mayor lo observado
previamente, una tendencia a la disminucién de células Treg en pacientes con Tl pero sin alcanzar
significancia estadistica. A través de estudios funcionales, Yu y cols. sugirieron que es una
disminucién en la funcién y no en el nimero la principal participacion de esta subpoblacion
linfocitaria a la génesis de la TI.

Probablemente el incrementar el nimero de sujetos en ambas poblaciones pueda ayudar a
diferenciar si esta tendencia es significativa o no.



CONCLUSIONES

La TI se encuentra dentro de las enfermedades auto-inmunes mas frecuentes, afectando a
poblacién pediatrica y adulta de ambos sexos.

En su fisiopatologia participan mecanismos inmunes de tipo humoral, asi como alteraciones en
el nimero o la funcion de varios subtipos celulares.

El presente estudio comparé subpoblaciones de linfocitos en pacientes adultos con
trombocitopenia inmune de reciente diagnéstico con las de controles sin trombocitopenia.

Se observd una disminucion significativa en los niveles de linfocitos TCD4+, TCD8+, NK, NKT
y células dendriticas. No se observaron diferencias significativas en los niveles de linfocitos B y
existe una tendencia a la disminucion de células T reguladoras en el grupo de pacientes, pero sin
alcanzar significancia estadistica.

Los pacientes presentaron diferencia en los niveles de las subpoblaciones linfocitarias en
comparacion con los controles. Estas diferencias pueden explicar parte de la fisiopatologia de la T1.

Se requieren estudios con una poblacion mayor y analisis funcionales para explicar mejor la
participacion de estas subpoblaciones en el origen de la TI.
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ANEXOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Folio:

Paciente O Control O
Fecha:

Nombre del sujeto:

NUmero de Afiliacion:

Género:

Edad:

Datos clinicos al diagnostico:

Plaquetas al diagndstico:

Fecha de toma de muestra:

Celularidad de la muestra:

Celulas nucleadas totales:

Porcentaje de células CD19+, CD20+:

Porcentaje de células CD3+, CD4+, CD8+:

Porcentaje de células CD3-, CD16 + CD56+ :

Porcentaje de células lin 1+, HLA-DR+, CD11c+, CD123+:

Porcentaje de células CD4+, CD25+, Foxp3+:



CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

Lugar y Fecha:

Por medio de la presente deseo participar en el protocolo de investigacién titulado: Diferencias en
Subpoblaciones Linfocitarias de Pacientes con Trombocitopenia Inmune y Controles

Registrado ante el Comité Local de Investigacion o la CNIC con el nimero:

El objetivo del estudio es: Conocer los niveles de linfocitos B, linfocitosT citotdxicos, linfocitos T
cooperadores, células natural killer (NK), células dendriticas y células T reguladoras en pacientes con
trombocitopenia inmune y compararlos con los niveles obtenidos de una muestra de individuos sin esta
enfermedad.

Se me ha explicado que mi participacion consistira en: Aportar una muestra de sangre y datos clinicos

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes: No implica ningun riesgo, las
molestias consistiran en la puncion para la extraccion de sangre. El beneficio que se obtendrd es aportar
informacion para el mejor conocimiento de mi enfermedad y esto pudiera en un futuro mejorar el tratamiento
de los pacientes con mi enfermedad.

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alteranativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a responder
cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevarén a
cabo, los riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que se deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados
en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se
obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente:
Nombre, firma y matricula del Investigador Responsable: Dr. Jaime Garcia Chavez.

Testigos:

Numeros telefonicos a los cuales puede comunicarse en caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas
con el estudio: 57 24 59 00 Ext 23213



TABLA PARA EL ANALISIS

MEDIA

PACIENTES

MEDIA

CONTROLES

VALOR DE t

VALOR DE p

EDAD

PLAQUETAS

CELULARIDAD

NUCLEADAS

TOTALES

CD19+ CD20+

CD3+ CD4+ CD8+

CD3-, CD16 + CD 56+

lin 1+ HLA-DR+

CD11c+ CD123+

CD4+ CD25+ Foxp3+

PACIENTES

CONTROLES

VALOR DE X?

VALOR DE p

MASCULINO

FEMENINO
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