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RESUMEN

Expresion del FcyR 1lb ( CD 32b) en Linfocitos B de sangre periférica en pacientes con Trombocitopenia
inmune primaria
Rojas Aquino CA*, Gutiérrez Espindola G*, Bonifaz LAT, Rojo MP', Meillon Garcia LA*

*Servicio de Hematologia del Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI “Dr Bernardo Sepulveda” IMSS
Laboratorio de Inmunoreumatologia del Hospital del Especialidades del CMN SXX” Dr Bernardo Sepulveda”

INTRODUCCION: CD 32b es una molecula inhibitoria que juega un papel de importancia en la tolerancia
inmune periferica. Esta molécula se encuentra distribuida en todos los elementos de respuesta inmune:
linfocitos B, monocitos, celulas dendriticas, macroéfagos, eosinofilos, basofilos. Estudios previos han observado
un incremento en la expresion de CD 32b en Linfocitos B naive en pacientes con LES. La Trombocitopenia
Inmune Primaria (PTI), es una patologia con fondo autoinmune y en cuya fisiopatogenia se involucran muchos
elementos de la respuesta inmunolégica secundaria.

OBJETIVO: Determinar la Expresion del FcyR Ilb ( CD 32b) en Linfocitos B de Sangre periférica en
pacientes con Purpura Trombocitopénica Inmune, en el servicio de Hematologia del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI

MATERIAL Y METODOS: Tipo de estudio: Casos y Controles, transversal, observacional y descriptivo. Se
tomo como universo a todos los pacientes con trombocitopenia inmune primaria. La muestra fue seleccionada
aleatoriamente en pacientes con TIP de novo y en seguimiento a partir de criterios de inclusion y exclusion
establecidos. Se agrupo a pacientes a partir del conteo plaguetario en grupos de respuesta completa,
respuesta parcial y sin respuesta a partir de criterios del International Working Group. Asi también se
distribuyeron en 2 grupos de TIP activa y No activa, con esteroides y sin esteroides por mas de 1 mes. Las
muestras de los pacientes con TIP se obtuvieron de sangre periférica, previo consentimiento informado, en la
consulta externa y en hospitalizacion. Los controles fueron obtenidos de Buffy Coats de donadores sanos
donadores de la unidad de Investigacion en Inmunologia del CMN S XXI. Se analizé el porcentaje de
expresion de CD 32b y la Intensidad media de Fluorescencia mediante citometria de flujo. Para el analisis
estadistico se usaron los programas Microsoft Excel, SPSS 17.0 y GraphPad Prism 5.

RESULTADOS: El estudio se realiz6 durante el periodo comprendido entre el 27 de abril y 22 diciembre del
2010. Se incluyeron 31 pacientes con Trombocitopenia Inmune primaria, 10 en respuesta completa(32.25%),
14 en respuesta parcial (45.16%) y 7 pacientes sin respuesta(22.58%). 9 de ellos con TIP de novo (29.03%).
En su distribucion por género 23 fueron femeninos(74.19%) y 8 masculinos(25.81%). La edad mediana de los
pacientes fue de 46 afios con rangos de 18 a 90 afios. La expresién de CD 32b y la intensidad media de
fluorescencia en células B fue significativamente mayor en los pacientes con TIP en relacién a los
controles(p<0.0001). No hubo correlacion entre el conteo plaquetario, la intensidad media de fluorescencia de
CD 32b( r Pearson=0.0580) y el porcentaje de expresion de CD 32b (r Pearson=0.0671). El porcentaje de
expresion y la intesidad media de fluorescencia de CD 32b promedio en Células B de pacientes con TIP vs
Controles fueron 50.10% (DE=10.36)vs 19.80%(DE=8.13) y 31.17 IMF (DE=9.92) vs 9.37(DE 3.15),
respectivamente.

CONCLUSIONES:

CD 32b se encuentra sobreexpresado en los pacientes con trombocitopenia inmune primaria en relacion a los
controles normales. Se requieren mas estudios para definir si esta molécula es un marcador presente de
etiologia no precisada.

PALABRAS CLAVE: Trombocitopenia Inmune Primaria, CD 32b, IMF
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INTRODUCCION

La Trombocitopenia Inmune Primaria (TIP) es un sindrome autoinmune que
envuelve la destruccién plaguetaria mediada por células y anticuerpos asi como la
supresiéon de produccién plaguetaria que predispone a Hemorragia

La incidencia estimada de TIP en adultos es de 1.6 a 3.9 por 100,000 personas
por aflo, con una prevalencia de 9.5 a 23.6 por 100,000 personas, en base a los
codigos de diagnostico en el registro de salud de UK. *

ANTECEDENTES HISTORICOS

La descripcion inicial de la TIP en adultos es atribuida a Werlhof, quien en 1735
reportd a una joven mujer que presentd inicio subito espontaneo de petequias,
equimosis y hemorragia en membranas mucosas. Ella presentd recuperacion
clinica espontanea, a diferencia de la enfermedad purpurica fatal que era causada
por tifo y la plaga.

Harrington y colaboradores en 1951 demostraron que la infusién de sangre total o
plasma de pacientes con ITP en voluntarios normales causa Trombocitopenia, y
estudios subsecuentes identificaron el principio activo en el plasma de los
pacientes con ITP como Gama Globulina. 2

ETIOLOGIA

Los defectos en la produccién de anticuerpos son desconocidos. Heredabilidad es
no comun, pero existen polimorfismos predisponentes en citoquinas y Recptores
Gamma Fc, descritos. Un perfil de citoquinas Th1/ThO, una reduccion de cdlulas T
reguladoras supresoras, y un incremento en activadores de células B puede
predisponer a la creacion de autoanticuerpos en respuesta a antigenos
exogenos.® * El Mimetismo molecular juega un papel importante en el desarrollo

de autoanticuerpos plaquetarios después de la vacunacion o de infecciones ,



como en infeccion por HIV, VHC o Helicobacter Pylori en donde los anticuerpos
dirijidos presentan reaccion cruzada con la glicoproteina llla plaquetaria.
PATOGENESIS

La sobrevida plaquetaria es reducida a consecuencia del aclaramiento plaquetario
por anticuerpos, mediante los macrofagos tisulares, en esencialmente todos los
pacientes. Evidencia acumulada de estudios de cinética plaguetaria también
apuntan hacia una supresion inmune de megacariocitos y plaquetas en desarrolo
en muchos pacientes. Asi también se ha observado apoptosis de megacariocitos y
supresién de la megacariopoyesis in vitro por plasma/lgG o células T de pacientes
con TIP; y existe respuesta a agonistas del receptor de Trombopoyetina.

Los anticuerpos reactivos a plaguetas no son detectados en todos los individuos
con TIP, y un subgrupo de pacientes no responde a la terapia farmacoldgica o
quirurgica, que permite la supresion de la célula B o inhiben el aclaramiento
plaguetario, sugiriendo otros mecanismos patogénicos tales como apoptosis
mediada por anticuerpos, cambio antigénico, y desctruccién plaquetaria o
supresion medular mediada por células T.

Los macro6fagos en la TIP

Los Macréfagos juegan un rol importante en la respuesta inmune adaptativa, al
fagocitar particulas infecciosas mediante receptores de complemento y los
receptores gamma Fc (FcyR). ° A partir de que la fagocitosis es frecuentemente
acompafiada de liberacién de citoquinas inflamatorias y especies reactivas de
oxigeno que condicionan dafio tisular existe una estrecha regulacion del proceso
fagocitico. Hasta el momento se conocen muchos eventos moleculares iniciados
por los FcyR, sin embargo la regulacion de este proceso de activacion no es

clara.
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Los macrofagos expresan tres clases de FcyR: I, Il y Ill.° Los seres humanos
expresamos dos formas diferentes de FcyR Il: FcyR lla y FcyR Ilb, productos de
2 diferentes genes.

FcyR I, 1l y lla son receptores activadores asociados con los Inmunorreceptores
basados en tirosina con motivo activador (ITAM; Immunorreceptor tyrosine-based
activation motifs)’ los cuales se encuentran presentes en la porcién citoplasmica
de estos FcyR 7 o con las subunidades FcR de bajo peso molecular®. En contraste
FcyR IIb es un receptor inhibitorio que tiene en su dominio citoplasmico un
inmunorreceptor basado en tirosina con motivo inhibidor (ITIM; immunorreceptor
based tyrosine inhibition motif). Los dominios extracelulares de FcyR lla y IIb son
virtualmente idénticos, lo cual ha dificultado el estudio de FcyR Ilb en macréfagos
humanos.®'® La funcién de FcyR Ilb se involucra con regulacién a la baja del

1112 asto se

proceso fagocitico condicionado por particulas cubiertas con IgG,
lleva a cabo usando una molécula efectora que contiene un dominio de
homologia Src 2 (SH2) la cual contiene una fosfatasa de inositol polifosfato
(SHIP; Src Homology 2 domain-containing inositol polyphosphate phosphatase)
13,14.

En conclusion, los macréfagos juegan un papel efector en la TIP, debido a su
papel tedrico en la fagocitosis plaquetaria. Sin embargo el estudio de esta serie
celular, hasta el momento, han sido observaciones murinas realizadas por
Mckenzie y colaboradores en ratones transgénicos Knockout para FcyR lla y
FcyR Ill, sin trombocitopenia a pesar de la presencia de anticuerpos IgG contra

plaquetas. ™ Faltan aun estudios para definir signficancia clinica de tales

observaciones en la TIP.
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Los Linfocitos Ty la TIP

A pesar de que en la patogenia de la TIP podrian estar involucrados
principalmente los linfocitos B, actualmente se han apreciado que los Linfocitos T
juegan un papel mas importante en este proceso autoinmune. Los pacientes con
TIP presentan activacion anormal de linfocitos asi como la produccidn citoquinica
mediada por TH1 y TH 2. En adicion a ello la Lisis mediada por células
citotéxicas de plaquetas autdlogas se encuentra incrementada en TIP activa, asi
también existe incremento en las células T CD8+ con sobreexpresién de
Granzima B y genes Perforina. *°*°

Los receptores de células T (TCR) son Heterodimeros consistiendo en cadenas
a/B o y/d. Los genes que codifican los dominios variables de las cadenas
Heterodimericas TCR a y B son TRA( Cadena a) y TRB (Cadena B), los cuales
son ensamblados por recombinacion somatica de las regiones Variable(V), de
Diversidad( D, solamente en cadenas B) y de Uniéon(J); ademas de ello cuentan
con tres regiones hipervariables, también denominadas regiones de
determinacién complementaria (CDR 1, CDR2, CDR3) de las TCR. ?° CDR3 esta
envuelta en la respuesta a la interaccion especifica con el péptido antigénico. Al
igual que los Genes TRA y TRB, los genes TRG y TRD se rearreglan
especificamente en las Células T y/d +, y consiten en en regiones Variable(V), de
Diversidad (D, solamente para TRD) y Unién (J); lo cuales deben ser
recombinados durante la diferenciacion T. 2** El locus genico humano del TRG
se encuentra localizado en la banda 7pl15 del cromosoma 7, a diferencia del
Locus del Gen TRD el cual es localizado en el cromosoma 14, al igual que el
locus del gen TRA. El gen TRG contiene al menos 14 regiones variables

reconocidas(TRGV) los cuales se han clasificado en 4 subgrupos( TRGV I- 1V) y
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los TRD contienen al menos ocho segmentos funcionales variables(TRDV), por lo
cual son subdivididos en ocho subfamilias ( TRDV 1 - 8)2* 2"

El repertorio de TCR provee un panorama global de la distribucion por
subfamilias, asi como la expansiéon clonal de Celulas T a3 / yd + de diferentes
patologias. Expansién Oligoclonal de celulas T TRBV han sido encontrados en
enfermedades reumatologicas tales como artritis reumatoide y Lupus Eritematoso
Sistémico.?®*° Una expresién y expansién clonal de linfocitos T con expresion
frecuente de TRBV 3, 6, 10, 13, 14 y 21 han sido observados en TIP; y estas
observaciones se revirtieron después del Uso de Rituximab.?***

TIP y Helicobacter Pylori

Se ha Asociado Helicobacter Pylori, con la presencia de formas crénicas
refractarias de la TIP; asi también el tratamiento erradicador de Helicobacter
Pylory se ha asociado a restauracion del conteo plaquetario hasta en 67.74% de
los pacientes a partir de observaciones de Wu y cols.*

ASPECTOS CLINICOS DE LA TIP

Muchos de los adultos presentan historia de purpura prolongada. En la serie de
casos de Cortelazzo y colaboradores (1991)%¢ , aprecio que un tercio de los
pacientes presentaron conteos superiores a 30 x 10 °/ L, estos no fueron tratados,
y no hubieron sintomas de hemorragia significativa durante 30 meses de
observacion.

La historia clinica y el examén fisico son normales excepto por los signos y
sintomas de hemorragia. Las petequias son asintomaticas, no palpables, su
distribucién puede ser influenciada por la dureza del tejido, siendo no apreciada
en palmas de manos y planta de los pies y mucho mas en membranas mucosas

donde las bulas hemorragicas ocurren con trombocitopenia severa. Dentro de las

manifestaciones hemorragicas la purpura. Menorragia, epistaxis y gingivorragia
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son comunes; hemorragia gastrointestinal y hematuria son poco comunes. La
hemorragia intgracerebral no es comun , pero es la causa de muerte mas
importante en este tipo de pacientes. Los sintomas hemorragicos son raros a
menos que la cifra de Plaquetas sea inferior a 10 x 10° L, y a esta cifra
plaquetaria los pacientes no experimentan hemorragia Mayor. Un bazo palpable
sugiere que la TIP no es causa de la trombocitopenia; sin embargo hasta un 3%
de ellos pueden presentar bazo palpable a la exploracién fisica y por peso
posterior a esplenectomia, esto concuerda con el 2.9% de frecuencia apreciado
en jovenes sanos quienes no presentan enfermedad durante el seguimiento a
largo plazo. ¥’

CARACTERISTICAS DE LABORATORIO ?

La trombocitopenia aislada es la anormalidad esencial observada. Se puede
llegar a observar eosinofilia, pero esta observacion es mas comudn en nifios. El
volumen plaquetario se encuentra incrementado y se ha correlacionado con la
produccién plaguetaria acelerada; sin embargo la observacién de plaquetas con
tamafio parecido al de los globulos rojos sugieren la presencia de
trombocitopenia congenita. Los estudios de Coagulacion son normales, y el
tiempo de sangrado no provee informacion util. Existe incremento medular de
megacariocitos con un cambio hacia formas jovenes, poco poliploides y poco
maduras. Los anticuerpos antiplaguetarios no son utiles para definir el
diagndéstico.

DIAGNOSTICO Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL*?

La TIP es un diagnéstico de exclusién de trombocitopenia de causas no
autoinmunes y causas secundarias de trombocitopenia Inmune. En particular las
trombocitopenias congenitas se deben tener en mente en trombocitopenias

aisladas, porque la diferenciacion con TIP puede ser dificil si no contamos con
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conteos plaquetarios previos y el estudio de miembros de la familia. Asi también
otras condiciones clinicas causantes de trombocitopenia inmune que pueden
mimetizar a la TIP son los sindromes mielodisplasicos, carcinoma metastasico a
bazo y coagulacion intravascular diseminada. Las causas secundarias de
Trombocitopenia inmune corresponden a un 20% de las trombocitopenias
inmunes en los Estados Unidos. La mas comun es la trombocitopenia secundaria
a LES.

Existen recomendaciones para la evaluacién inicial de los pacientes con
sospecha de TIP ; en la evaluacién basica se debe realizar una buena historia
clinica que incluya historia familiar y exploracion fisica, los estudios de
laboratorio a realizar son biometria hematica completa, conteo reticulocitario,
frotis de sangre periferica, uantificacién de inmunoglobulinas, evaluaciéon de la
médula osea ( en pacientes seleccionados), grupo sanguineo (Rh), prueba de
antiglobullina directa, determinacion de infeccion por H Pylori, HIV y VHC; Entre
los estudios de utilidad potencial se encuentran la determinacién de anticuerpos
antiplaguetas especificos para las glicoproteinas, anticuerpos antifosfolipidos,
anticuerpos antitiroideos y pruebas de funcidn tiroidea, prueba de embarazo en
mujeres con sospecha de ello, anticuerpos antinucleares, PCR para parvovirus y
CMV; las pruebas de beneficio incierto enunciadas en dichas recomendaciones
son la cuantificacion de trombopoyetina, plaquetas reticuladas, Inmunoglobulina
G asociada a plaquetas, estudio de sobrevida plaquetaria, tiempo de sangrado y
cuantificacion del complemento.

HISTORIA NATURAL"®

No existen estudios observacionales de pacientes adultos con TIP sin tratamiento,
porque los pacientes generalmente presentan hemorragia que requiere

intervencién. Los resultados a largo plazo en adultos tratados de manera inicial
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con prednisona oral diaria suplementada con inmunoglobulina G o anti RhD
intravenosa son dificiles de definir, con estimaciones de pacientes que no
requieren terapia adicional en rangos de 5% al 40%. algunos pacientes que han
requerido terapia intensa por afios pueden desarrollar mejoria con el tiempo. En
general la perdida de respuesta y la duracion de la enfermedad se incrementan.
Sobre esto el International Working Group subdivide a los pacientes basados en
la duracion de la enfermedad usando los terminos “ de nuevo diagndstico” para la
enfermedad con menos de tres meses de diagnostico, “persistente” para la
enfermedad por mas de 3 a 12 meses, y “cronicos” a quienes tienen mas de 12
meses de enfermedad.

TRATAMIENTO"?

El tratamiento de la TIP debe ser individualizado. El objetivo principal del
tratamiento es proveer un conteo plaquetario hemostatico por arriba de 30 x 10 °
plaguetas/ L. El tratamiento es raramente indicado si el conteo plaquetario se
encuentra por arriba de esta cifra en la ausencia de disfuncién plaquetaria u otro
defecto hemostatico, cirugia, trauma, uso concomitante de anticoagulantes orales,
0 en aquellos cuyo estilo de vida predispone al dafo.

La respuesta en TIP se define a partir de los expuesto por el IWG, en respuesta
completa cuando se alcanza conteo plaquetario arriba de 100 x 10 °/L; respuesta
parcial cuando la cifra plaquetaria se encuentra entre 30 a 100 x 10 °/L; y sin
respuesta si la cifra plaquetaria es inferior a 30 x 10 °/L. Algunos articulos
mencionan el termino Remisién completa cuando se alcanzan cifras plaguetarias
por arriba de 150 x 10 °/L.

La primera linea de Tratamiento actual son los corticosteroides, complementado
con Inmunoglobulina G o anti Rh(D) si es necesario, con el fin de detener las

manifestaciones hemorragicas e incrementar la cifra plaquetaria por arriba de 30
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a 50 x 10° L en pacientes de reciente diagndstico. EI Corticosteroide
ampliamente recomendado es la Prednisona Oral a dosis de 1 mg/ kg/d. Sin
embargo, se han publicado el uso de Dexametasona oral en 4 dias a dosis de
40mg/ dia como unico ciclo demostrando respuesta sostenida hasta en 50% de
los pacientes con diagnéstico de novo. En otro estudio la dexametasona oral
admnistrada a estas dosis en 4 ciclos totales cada 14 dias genero un 86% de
respuesta, con respuesta completa del 74% de ellos a 8 meses. Son necesarios
estudios aleatorizados para validar la superioridad de una terapia agresiva sobre
la prednisona. Entre otras opciones de tratamiento de primera linea se encuentran
la combinacion de Dexametasona con anticuerpos antiCD20(Rituximab) lo cual
demostré altas tasas de respuesta y duracidon de esta que aquellos tratados con
unico ciclo de dexametasona.

La Terapia de segunda linea surge a partir de la toxicidad acumulativa asociada
con uso prolongado de corticosteroides, minimizando la exposicion esteroide una
vez que se alcanza la respuesta con la terapia esteroide. Modalidades
alternativas de tratamiento deben ser instituidos en la ausencia de respuesta a
pesar de un mes de tratamiento o en su caso existan datos de toxicidad asociada
al uso de esteroide. Ocasionalmente los pacientes responden a dosis bajas de
esteroides; asi también el Danazol solo o en combinacibn con azatioprina y
dapsona han sido usados como farmacos ahorradores de esteroides. Las
opciones de manejo de segunda linea recomendadas son la realizacion de
esplenectomia, el uso de anti CD20 y el uso de agonistas del receptor de
trombopoyetina.

La esplenectomia ha sido por decadas el estdndar de manejo para los pacientes
con TIP no respondedores o intolerantes a la prednisona. Dos tercios de los

pacientes presentan respuesta completa a largo plazo. El resto de los pacientes
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pueden presentar respuesta parcial o no responden a la esplenectomia, sin
embargo la cifra plaquetaria por lo regular es hemostatica y no requieren de
terapia adicional. Se recomienda la realizacién de esplenectomia laparoscopica
dada su menor morbilidad y mortalidad asociada en relacion a la realizada por
laparotomia. Se recomienda vacunas contra patdégenos encapsulados 2 semanas
previas a la esplenectomia, principalmente contra neumococo ya que el sitio
primario de reconocimiento inmune de este tipo de patégenos es el bazo. Las
tasas de respuesta son bajas en pacientes de edad avanzada, no existen
predictores de respuesta, a excepcion apreciar el aclaramiento esplenico con
marcaje plaquetario con In1l11, el cual no es accesible en muchos centros..

Un anico ciclo de Rituximab a dosis de 375mg/m2sc administrada cada semana
por 4 semanas, induce respuesta completa en aproximadamente 40% de los
pacientes a un afio, un tercio después de 2 afios , y 15 a 20% a 5 afios. La
respuesta minima inicial se aprecia a las dos semanas, siendo esta maxima de 4
a 6 meses después del tratamiento. Aquellos que han presentado remision
completa y posteriormente recaen responden a retratamiento. El rituximab se
contraindica en pacientes con VHB activa. Dentro de las complicaciones a largo
plazo destacan la asociacion con leucoencefalopatia multifocal progresiva. Faltan
aun muchos estudios clinicos para definir la seguridad de este farmaco asi como
observar los factores de riesgo asociados a esta Ultima patologia mencionada.

Los agonistas del receptor de trombopoyetina, eltrombopag y romiplostim, han
sido aprobados por la FDA para su uso en pacientes con TIP que requieren
tratamiento después de un curso inicial con esteroides. En algunas partes del
mundo se utiliza en pacientes que requieren terapia después de esplenectomia.
Con el romiplostim se ha observado alzanzar cifras plaquetarias por arriba de 50

x 10 °/L , sin terapia adicional,principalmente en pacientes no esplenectomizados
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(61% vs 38%), su uso sostenido se ha observado por 5.5 afios, sin embargo su

discontinuacién involucra perdida de la respuesta obtenida.

FcyR Ilb ( CD 32b)

FcyR lIb y Leucocitos

Como comentamos previamente en la seccién de Macréfagos y TIP, al activarse la

molécula CD 32b produce la activacion ITIM en su dominio intracitoplasmico con

el objetivo de reclutar y activar a SHIP a nivel intracelular®®, lo cual condiciona los

siguientes cambios fisiocelulares:

- Regula negativamente la activacion y proliferacién de las Células B inhibiéndo la

produccion 1gG.*

- En monocitos y macrofagos condiciona regulacion a la baja de la fagocitosis

mediada por FcyR lla ( CD 32 a) y FcyR Illa (CD 16a).%%442

- Modula a la baja la activacion de la células plasmaticas por el Receptor de alta

afinidad IgE FcR.***
En las células dendriticas presenta una doble funcién. Por una parte al
interferir con la activacion de las sefales mediadas por FcyR llb se
incrementa la maduracién e inmunogenicidad de los precursores de las
células dendriticas mieloides (CDm).***’ Por otra parte algunos estudios
sustentan que la activacion de FcyR Ilb en células dendriticas maduras
promueve una respuesta humoral independiente de células T, al presentar
antigenos nativos a las células B; de tal forma que la expresion de FcyR

IIlb en células dendriticas foliculares facilita la respuesta por las células B.

48-49
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FcyR IIb y Enfermedades Reumatolégicas

Existe evidencia de que el grado de activaciéon del FcyR Ilb es indispensable para
la induccién de inmunotolerancia o autoinmunidad. Los ratones deficientes en el
gen FCGR2B sin expresion de FcyR Ilb presentan niveles elevados de
Inmunoglobulinas y respuestas anafilacticas incrementadas. °° Asi también este
tipo de ratones desarrollan Anticuerpos antinucleares, Glomerulonefritis y otros
sintomas semejantes a lupus. °' Acorde a ello , polimorfismos naturales en el
promotor del gen FC GR2B de raton, que condicionan una expresion reducida de
este receptor, han sido identificados en muchas cepas de ratones con
caracteristicas autoinmunes. 2 °* 5 Es de Interes que si se llega a expresar 40%
mas el FcyR Ilb en células B, mediante tecnicas retrovirales , es suficiente para
restaurar la tolerancia y prevenir la autoinmunidad en estas cepas de ratones. °°
En humanos el gen FCGR2B es localizado en el cromosoma 1g23. *° Su
polimorfismo se ha asociado con el fenotipo de lupus eritematoso sistémico. ¢!
Kainghso y cols demostraron que los polimorfismos en la region regulatoria de
FCGR2B forman dos haplotipos mayores, y el que es menos frecuente el
haplotipo 2B4 es significativamente sobreexpresado en pacientes con Lupus
Eritematoso Sistémico. °

Parte del modelo fisiopatoldégico del Lupus Eritematoso sistémico ha llevado al
entendimiento de que la expresion del receptor FcyR llb se encuentra disminuida
en la serie de células dendriticas y monocitos de sangre periférica, asi también
existe reducciéon en la cantidad de este marcador en las Células B Maduras y
Plasmablastos. Siendo probable definir en algun futuro usar vias por las cuales la
expresion de esta molécula se incremente para el manejo de esta patologia.®®

Otra patologia asociada a disminucion en la expresion de CD 32b es la Artritis reumatoide

activa y no activa en relacion a los controles sanos."”
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DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Como parte de nuestro entendimiento en la fisiopatogenia de la TIP,
tenemos las siguientes preguntas de Investigacion: ¢ Cual es el nivel de
expresion del FcyR IIb(CD32b) en pacientes con TIP?, a partir de esta
respuesta ¢, existe alguna asociaciéon entre el nivel de expresion del FcyR
lib (CD 32b) y el conteo de plaguetas de los pacientes con TIP? como se
encuentra La expresion de CD 32b en pacientes con TIP en relacion a la
poblacién general?

La TIP es una entidad clinica que requiere para su diagndéstico el descartar
otras patologias que pudieran ser origen de la Trombocitopenia. Si bien,
aparte del costo condicionado para el escrutinio diagnoéstico, la sospecha
de diagnodstico de TIP se da mediante clinica la derivada del FSP, vy
apreciar destruccion periferica de plaquetas ,en ausencia de una patologia
condicionante de trombocitopenia. El advenimiento de técnicas moleculares
mediante citometria de flujo ha permitido el entendimiento de patologias
autoinmunes, tal como el LES , en donde se han realizado observaciones
como la reduccién en la expresion de CD 32b en Linfocitos B de memoria y
plasmablastos.

Desde su descripcion, han existido muchos avances respecto a el manejo
medico iniciado en este tipo de pacientes. Sin embargo el prondstico en
adultos es variable respecto a la cronicidad o refractariedad. De tal forma
gque en algunos de ellos, a pesar de la esplenectomia, presentan un
aclaramiento plaquetario elevado condicionando formas clinicas cronicas o

refractarias.
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El presente proyecto se justifica ante la necesidad de definir un marcador
diagnéstico y/o prondstico para esta patologia que afecta a 3.3 x 10 °
personas adultos por afio®’, y en la que los costos para su diagndstico por

exclusién y manejo con nuevas terapias, suelen ser muy alto.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Observar y describir la expresién de CD 32b en pacientes con TIP.

OBJETIVO GENERAL.:
Medir la Expresion del FcyR IIlb ( CD 32b) en Linfocitos B de Sangre
periférica en pacientes con TIP, en el servicio de Hematologia del Hospital

de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Cuantificar la expresion de FcyR lIb (CD 32b) en Linfocitos B de sangre periférica

de pacientes con TIP activa (< 100 x 10 ° plaquetas/L).

Cuantificar la expresion de FcyR Ilb (CD 32b) en Linfocitos B de sangre periférica

de pacientes con TIP No activa(>0 = 100 x 10 ° plaquetas/L).

Asociar el nivel de expresién del FcyR IIlb (CD 32b) Linfocitos B de sangre

periférica con el conteo plaquetario de los pacientes con TIP
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HIPOTESIS GENERALES

El porcentaje de expresion del FcyR IlIb (CD 32b) se encuentra disminuida en

Linfocitos B de sangre periferica en pacientes con TIP Activa

El porcentaje de expresion del FcyR Ilb (CD 32b) en Linfocitos B de sangre
periférica se relaciona de manera directa con el conteo plaquetario de los

pacientes con TIP
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MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio Observacional, De casos y controles, Transversal,
Descriptivo donde se incluirdn todos los pacientes ingresados 0 en seguimiento
en el Servicio de Hematologia del H. Especialidades del Centro Médico Nacional
SXXI, seran sujetos de este estudio los ingresos de primera vez y los

subsecuentes, con diagnostico de Trombocitopenia inmune primaria.

UNIVERSO DE TRABAJO

Todos los pacientes del Servicio de Hematologia del Hospital de Especialidades

del Centro Médico Nacional Siglo XXI con diagndstico de Trombocitopenia inmune

primaria

DESCRIPCION DE VARIABLES

Variable Independiente: Pacientes con trombocitopenia inmune primaria

Variable Dependiente: expresion de CD 32b
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DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Cuadro 1. Definicién y operacionalizacion de Variables
VARIABLE DEFINICION OPERACIONALIZACION
Trombocitopeni | Pacientes con cifra de plaquetas por | ACTIVA Menos de 30,000 | Plaguetas/mi
a Inmune | debajo de 100,000, confirmada por plaquetas/ crolitro
Primaria Frotis de Sangre Periferica yl/o microlitro(sin
cuantificacién de plaquetas con respuesta, en
heparina o citrato, aunado a presencia recaida o de novo)
de cuenta de megacariocitos normal ( 2
a 4 por campo de alto poder) o Mas de 30,000 | Plaguetas/mi
aumentada ( mayor de 4 megacariocitos pero menos de | crolitro
por campo de alto poder) Observados 100,000 plaquetas
en Frotis de Médula Osea y confirmados por Microlitro o]
por Biopsia de Hueso. Con Pruebas de elevacion al doble
Funcionamiento  Hepatico Normales, de la cifra
Marcadores Inmunolégicos normales, plaquetaria inicial
Panel viral VIH, VHB Y VHC Negativos. (respuesta parcial)
NO ACTIVA |Mas de 100,000 | Plaquetas/mi
plaquetas/microlitr | crolitro
o] (respuesta
completa)
Expresién de | Cuantificacién del porcentaje de | Expresion FcyR | Porcentaje de expresién
FcyR IIb(CD | expresién de la molécula CD32b en la | lIb(CD 32b) en|e IMF FcyR IIb(CD 32b)
32b) membrana celular de Monocitos, Celulas | Linfocitos  B(CD19 | por célula
dendriticas y Células B de sangre | +)
periférica mediante citometria de flujo.
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CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes mayores de 16 afios.
e Con diagnostico de Trombocitopenia Inmune Primaria

CRITERIOS DE NO INCLUSION
e Pacientes que no tengan abordaje previo de TIP en la unidad.
CRITERIOS DE EXCLUSION

e A) Pacientes portadores de Hepatopatia cronica terminal

B) Pacientes con Sindrome Mielodisplasico Asociado

C) Pacientes con Neoplasias Asociadas

D) Pacientes con Trombocitopenia Inmune secundaria Documentada

Pacientes con Padecimientos Reumatolégicos asociados

J Pacientes con infeccién por HIV

Pacientes con Infeccién por VHB

J Pacientes con infeccién por VHC

E) Pacientes con Hemoglobina menor a 10 gr/ dI

F) Pacientes con antecedentes de Trombosis

G) Pacientes con Uso de Anticonceptivos Hormonales Orales

e H) Pacientes con Insuficiencia Renal Crénica Terminal
PROCEDIMIENTOS
Inicialmente se identificaran a los pacientes con Purpura Trombocitopénica
Inmune del servicio de Hematologia con previa lectura y recoleccién de datos de
expediente clinico Institucional. A partir de este rubro se tomara la muestra

sanguinea ya sea en la consulta externa o en hospitalizacion del servicio de
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Hematologia. A los pacientes con Purpuras Trombocitopénicas Inmunes de Novo
0 en recaida captados por Admisién continua se les tomaron muestras
OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Se tomo una muestra de 10 ml de sangre con anticoagulante EDTA de 31 pacientes con
TIP y 21 controles sanos, se obtuvieron las células mononucleares (CMN) por un
gradiente de ficoll hypaque. Las CMN se congelaron en solucién crioprotectora (10%
DMSO y 90% SFB) y se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

El dia de la toma de Muestra se considero el dia de corte para el andlisis clinico del caso
de los pacientes con TIP.

TINCION PARA CITOMETRIA DE FLUJO

El dia del experimento se descongelaron las muestras en medio RPMI, se hizo conteo
celular con un hematocitometro y determinacién de la viabilidad con azul tripano.

Se tomo una muestra de las CMN de cada uno de los pacientes y controles
(aproximadamente 2x10° células) y se tifieron para inmunofluorescencia para ver la
expresion del receptor FcY RIIB en las poblaciones de linfocitos B y NK. El anticuerpo para
el receptor FCY RIIB es un anticuerpo policlonal de conejo donde el inmunégeno
corresponde a residuos en el C-terminal del Fc humano RIIB, Novus biological NB100-
79947, para revelar este anticuerpo se uso un anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a FITC de Jackson Immuno Research 711-096-152. El anticuerpo usado para
tefiir los linfocitos B fue CD19 conjugado a Ficoeritrina de e-Bioscience 12-0199-42 vy el
anticuerpo para tefiir a las células NK fue el CD56 conjugado a APC de BD 555518. Las
muestras se analizaron en un citdmetro de flujo FACSCalibur de Becton and Dickinson.
ANALISIS DE LAS MUESTRAS

El analisis de las muestras se realiz6 con el programa de FlowJo: En un dotplot de
Forward vs Side Scatter (SSC) se marco la region de linfocitos y de esta region se hizo

otra ventana de SSC vs CD19 donde se seleccioné la poblacion CD19+, en esta
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poblacion CD19+ se analiz6 la expresion del receptor Fc¥ RIIB. Este mismo andlisis se
realizé para seleccionar la poblacion CD56+.

ANALISIS ESTADISTICO

Las caracteristicas generales de la poblacion estudiada sera analizada con estadistica
descriptiva utilizando frecuecias, porcentajes, medianas, promedios. Para el andlisis de
correlaciones se utilizara métodos estadisticos no paramétricos tales como la r de
spearman, La prueba de Mann Whitney, asi como para mas de 3 grupos la prueba de
Kruskall Wallis. La p significativa a 2 colas es cuando esta es menor a 0.05.

Para el analisis estadistico del grupo de pacientes con TIP, los pacientes se acomodaron
en 5 grupos clinicos, a partir de lo observado al corte. El primero de ellos acomoda a los
pacientes en grupos de Respuesta a partir de los criterios del IWG en pacientes con
Respuesta completa, Con respuesta Parcial y Sin Respuesta. El segundo acomoda a los
pacientes en base al uso o no de esteroides, teniendo como definicion el uso de no
esteroides a aquellos pacientes con mas de 1 mes sin su uso. El tercer grupo los
acomoda en TIP activa y no activa a partir del conteo plaquetario, definiendo al paciente
TIP activo aquel que cuenta con menos de 100 x 10 ° plaquetas/L. El cuarto grupo los
acomoda a partir de la evolucion clinica presentada, aqui se define paciente con TIP de
novo aquel quien reune el criterio de trombocitopenia inferior a 100 x 10 ° plaquetas/L ,
tiene destruccion periferica de plaquetas; TIP en recaida la definimos como la perdida de
respuesta parcial o completa, de un paciente ya conocido con TIP; TIP crénica no activa
aquel con mas de 3 meses de evolucién, con una o mas recaidas, que alcanzo respuesta
completa en algun momento de su evolucion clinica y se encuentra con cifras al corte
igual o mayor a 100 x 10 ° plaquetas/L; TIP crénica Activa aquel con mas de 3 meses de
evolucion, que ha alcanzado 0 no Respuesta completa en algiin momento de su evolucion
clinica y se encuentra con cifras al corte inferior a 100 x 10 ° plaquetas/L; TIP refractaria

aquel paciente esplenectomizado y que presenta cifra plaquetaria inferior a 100 x 10 °
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plaquetas/L. El quinto grupo acomoda a los pacientes en aquellos que han sido
esplenectomizados o no al corte.

Nos apoyamos para el analisis estadistico con los programas Excel, SPSS 17.0 y
Graphpad Prism 5.

RECURSOS PARA EL ESTUDIO

RECURSOS HUMANOS:

Médicos adscritos al Servicio de Hematologia del CMN SXXI

Médicos residentes del Servicio de Hematologia del CMN SXXI

Se nos apoyd por parte de la unidad de Investigacion en Inmunologia dirijida por la Dra
Bonifaz MD para la realizacion de este proyecto. La separacién de la muestra en Ficoll,
la criopreservacion y la lectura en el citometro de flujo se realizara en dicha unidad con

apoyo del personal a su cargo.

RECURSOS INTERNACIONALES:

Archivo Clinico

RECURSOS MATERIALES:

Expediente Clinico de cada paciente.

Se utilizaron recursos personales para compra del anticuerpo monoclonal CD32b
manejado por Novus Biologicals. El procesamiento en Ficoll, La criopreservacion

y Los fluorocromos utilizados fueron realizados por la Unidad de Investigaciéon en

Inmunologia del CMN S XXI.

ASPECTOS ETICOS:
Seran revisados los expedientes clinicos, dicha informacion ser4d manejada de manera
confidencial.

CRONOGRAMA:
Revision de expedientes y Recoleccion de Datos: 27 abril al 22 de diciembre 2010.

Andlisis de Resultados: Enero del 2011.
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RESULTADOS
Se revisaron un total de 31 pacientes con TIP, recolectados del 27 de abril al 22 de
diciembre del 2010. Las caracteristicas generales de ellos y la expresion e IMF de

CD 32b se encuentran concentradas en las tabla 1y 2.

TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS GENERALES DE LOS CARACTERISTICAS CLINICAS AL CORTE NAEHP**
PACIENTES CON TIP
Petequias Equimosis Hemorragia
FOLIO|SEXO|EDAD  TIEMPO DE RECAIDAS TX TX MM [Torax AbdoMucoM M Torax A Epistaxis Gingival  subconjuntival GastrointestinalT
EVOLUCION PREVIAS(#) PREVIOS*ACTUAL*s s s s b r
(Meses) S| S| d a
ss ss o n
m s
e
n a
9
i
n
a
|
1 | F 64 129 10 1,2,3 0 0
2 F 50 17 3 1,2,5 2 0
3 F 24 37 1 1,E 0 0
4 F 55 24 2 1,23 1,23 0
5 F 35 23 4 146E 14 0
6 F 68 0 0 0 1,2,6 X X X/x X X 6
7 M| 44 6 0 1 0 0
8 F |85 90.46 6 1,26 1,24 0
9 F 88| 216.46 4 1,2 0 0
10 F 64 16.1 1 1,2,6 2 0
11 | F | 58 | 35.99 4 123,E O 0
12 | M 40 3252 1 1,2 0 0
13| F 22 76 2 1,2 2 0
14 | F 46 0 0 0 1 XX X X X X X 7
15| M | 23 108 2 1 6 XX X XX 5
16 M 79 83 2 1,236 23 0
17 | F | 43 1 0 0 1,6 XX X X 4
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18| F 40 108 5 1,238, 3 0
9,E
19 M 20 9 0 1,2 2 0
20 | F | 33 13 1 1,236/ 1,36 xx XX X 5
21 F | 23 0 0 0 1 xx X X X 5
22| F | 35 0 0 0 1 X X X X 4
23| F 67 300 2 1 1,2,6 X X X 3
24 M | 22 0 0 0 1,6 xx X XX X X X 8
25| F | 46 312 2 1,2,3,8, 0 0
E
26| F 62 0 0 0 1 xx XX X 5
27| F 60 0 0 0 1,6 X X X X X X 6
28 F | 40 60 1 1,3 1 X X X X 4
29 | M | 47 132 1 1,2,3,8 1,2,3,6, X X X X X X 7
8
30 M 90 3 0 1,6 1,2 XX X x 4
31 F |18 0 0 0 1,6 X X |X X 4

*O=Sin tratamiento, 1=Esteroides,2= Danazol,3= Azatioprina,4= Colchicina,5= Rituximab, 6=IgG, 7= Metilmicofenolato,8=

Ciclofosfamida, 9= Vincristina ,E= Esplenectomia **Numero Acumulado de Eventos Hemorragicos y Purpuricos
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Tabla 2. Analisis de Caracteristicas generales de la poblacién con TIP estudiada

Caracteristica

Numero de pacientes (n=31)

Analisis Porcentual ( 3= 100%)

Sexo Masculino=8
Femenino = 23 M= 26%
F=74%
Edad Minima 18 afos Mediana 46 anos

Distribucion en Grupos de
respuesta a partir de conteo
plaquetario.’

Distribucion en Grupos de
Pacientes con esteroides y sin
esteroides al momento de la
toma de muestra.’

Maxima 90 Anos

TIP sin respuesta= 7
TIP en respuesta parcial= 14
TIP en respuesta completa= 10

TIP con esteroide= 17

TIP sin esteroides= 14

Media : 48.09
DE 20.91

TIP SR=22.58%
TIP RP=45.16%
TIP RC=32.26%

TIP con esteroide= 54.84%

TIP sin esteroide= 45.16%

Distribucion en Grupos a partir
de actividad de TIP definidas a
partir del conteo plaquetario.’

TIP Activa= 21

TIP No activa= 10

TIP activa= 67.74%

TIP No activa= 32.26%

Distribucion en grupos a partir
de la evolucidn clinica al
momento del estudio.”

TIP de Novo=9

TIP en Recaida=6

TIP Cronica no activa=6

TIP Cronica Activa=8

TIP Refractaria =2

TIP de novo= 29.03%

TIP en Recaida= 19.35%

TIP cronica no activa= 19.35%

TIP Cronica Activa= 25.81%

TIP Refractaria= 6.46%

Distribucion en Grupos a partir
de la presencia o no de
esplenectomia.

Comorbilidades

TIP no esplenectomizados= 26

TIP esplenectomizados= 5

Sin comorbilidades= 16

TIP no esplenectomizado=
83.87%

TIP esplenectomizado=16.13%

Sin comorbilidades=51.61%
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1 comorbilidad=6

2 comorbilidades=5

3 0 mas comorbilidades=4

Con 1 o 2 comorbilidades=
35.48%

Con mas de 3 comorbilidades=
12.90%

Lineas de Tratamiento actual

Sin Tratamiento=7

1 Linea de Tx=12

2 Lineas de Tx=7

3 lineas de Tx=4

4 Lineas de Tx=0

5 Lineas de Tx=1

Sin tratamiento= 22.58%

1 0 2 Lineas de Tx=61.29%

Mas de 3 Lineas de Tx=16.13%

Lineas de Tratamiento Previas (
n=22)°

1 Lineade Tx=3

2 Lineas de Tx=9

3 Lineas de Tx=6

4 Lineas de Tx=3

5 Lineas de Tx=0

6 Lineas de Tx=1

1 0 2 Lineas de Tx= 54.54%

3 04 Lineas de Tx=40.91%

5 0 6 Lineas de Tx=4.55%

! Grupos de respuesta a partir de los criterios del International Working Group: Sin respuesta

menor a 30 x 10 ° plaquetas/L , En respuesta parcial de 30 a 100x 10 ° plaquetas/x 10 °

plaquetas/L y en respuesta completa mayor de 100 plaquetas x 10 ° plaquetas/L.

?Los pacientes sin esteroide tienen mas de 1 mes sin administracion.

3TIP activo se define aquellos con conteo plaquetario inferior a 100 x 10°/L . TIP No activa

aquellos con conteo plaquetario mayor o igual a 100 x 10°/L

* Ver Texto, Analisis en Material y Métodos

>No se incluyen a los pacientes de novo
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El predominio por genero fue en el femenino (74%). La edad mediana de los
pacientes fue de 46 afos.

La mayoria de los pacientes no presentaba comorbilidades 51.61%. La
comorbilidad mas frecuente fue la DM2 en 8 pacientes, seguida de la HAS en 6
pacientes; La coexistencia DM2-HAS se dio en 3 pacientes. Se documentaron 3
pacientes con hipotiroidismo sustituido dos de ellos de tipo primario y uno de tipo
subclinico. Dos de los pacientes diabéticos tenian comorbilidad con hipotiroidismo,
uno primario y uno subclinico, el primero de ellos tambien presentaba HAS. Se
apreciaron 2 pacientes con nefropatia estadios 3 y 4, este ultimo asociado a DM2 y
el primero de origen no determinado. Dos de los pacientes fueron neumoépatas
cronicos, uno de los pacientes fue cardiopata asociado a neumopatia e
Hipertension Arterial sistémica (Grafica 1).

Respecto a la administraciéon de Farmacos la mayoria de los pacientes tenia 1 0 2
lineas de tratamiento al momento de corte (61.29%) incluyendo a los pacientes de
Novo. Asi también previamente ya se habian usado 1 o 2 lineas de Tratamiento
(54.54%), Sin tomar en cuenta a los pacientes con TIP de novo ya que ellos
previamente eran considerados sanos.

El porcentaje de expresion y la IMF de CD 32b, asi como las Biometrias heméticas
al corte en todos los pacientes con TIP se expresan en la tabla 3. En esta se

ordenan los 31 pacientes por numero de folio secuencial.
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Tabla 3.Porcentaje de expresion e IMF de CD32b v Biometria Hematica++ completa al corte, por paciente con TIP
Paciente TIP (Folio} % CD 32b* IMF CD32b* IMF CD 32b* Hemoglobina Leucocitos | Meutrofilos Plaguetas

1 51 323 43.6 14.1 7.3 439 [}
2 389.5 227 36.2 15.3 8.3 425 134
3 452 382 80.7 11.8 2.5 227 &7
4 45.8 3259 4.8 13.8 8.7 43 &0
3 422 241 a1 12.3 [ 5.44 16
& 78.6 67.9 121 11.8 [ 4.51 258
7 68.9 45.7 724 13.9 3.7 1.44 45
& 1.3 48.9 733 8.7 6.2 312 123
9 482 374 43.5 13.6 7 3.43 [
10 3654 42 4.98 17.1 6.6 3.97 108
11 30 287 3.3 14.8 &.1 3.3 185
12 356 189 24.5 16.6 7.1 37 203
13 vy 254 iv4 16.1 48 2.48 115
14 549 34.5 0.6 12.4 16.79 13.02 11
15 536 273 T 17.3 47 2.45 1
16 42 287 43.3 152 8.5 4.45 14
17 569 309 4.4 14.9 5.2 6.56 45
18 51 254 33 15.6 2.4 273 126
19 1.6 34 43.9 17.8 2.6 3.09 33
20 58.1 374 4.1 11.2 10.4 6.08 227
21 61.1 326 7.4 10.7 13 10.02 39
&2 502 278 41 123 7.08 3.64 17
23 47.4 289 120 122 5.2 4.8 a7
24 448 228 35 14.8 5.4 3 4
25 477 204 - 14.2 44 1.88 338
28 3ra 21 5.8 13.9 10.5 9.36 T2
27 43.1 258 1.7 14.3 5.8 8.47 2
28 47.5 28.1 423 9.9 17.8 13.36 93
25 336 224 0.3 16.1 5.4 702 a3
30 ar 228 425 11.2 18.2 14.4 65
Ky 56.1 327 382 5.4 8.2 5.52 45

" En regidn de Linfecitos B[SO 13+]. " En regién de Manecites. ++Hb=Grdl, Leu o 10 3micralitro, Meu o 1003 ¢ micralitro, Plaguetas © 10 3L

En la Tabla 4, se aprecia la distribucién de los pacientes en TIP activa y No activa,
su porcentaje de expresion e IMF de CD 32b en la region de Linfocitos B, asi como
el IMF de CD 32b en Linfocitos B( CD 19+) en la region de Monocitos. Al

correlacionar con r de Spearman se aprecio significancia estadistica en la p a dos
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colas de la IMF de 0.03, siendo esto no apreciado en la prueba de Mann- Whitney

en donde se aprecio p de 0.8326(ver tabla 5).

Tabla 4. Distribucion de pacientes en TIP activa y Mo Activa
Pacientes con TIF Activa (Menos de 100 x 10 9 plaguetas/L})

Falio Plaguetas x10 %L % CD 32b* IMF CD32b™ IMF CD 32*
15 1 53.6 273 vy
27 2 48.1 258 81T
24 4 446 228 37.5
14 " 549 34.5 50.6
16 14 42 287 43.3
5 16 422 241 51
22 17 50.2 276 41
19 33 51.6 34 43.9
21 39 61.1 32.6 h7.4
7 45 6a.5 457 72.4
3 45 56.1 327 38.2
17 46 56.9 30.9 54 4
23 a7 474 28.9 120
4 G0 458 32.9 74.6
30 BB 37 228 42.9
3 67 492 39.2 80.7
26 72 378 21 39.8
1 76 a1 32.3 43.6
9 i 45.2 374 455
29 83 33.6 224 50.3
28 93 47.5 28.1 423

Pacientes con TIP Mo Activa (Igual o mas de 100 x 10 9 plaguetas/L)
10 108 56.4 42 4.98
13 119 TN 254 374
8 123 71.3 46.9 73.3
18 126 a1 26.4 b3
2 134 39.5 227 36.2
1 185 a0 26.7 31.3
12 203 35.6 18.9 245
20 227 58.1 7.4 48.1
B 268 76.6 67.9 121
25 338 477 204 2758

* En regidn de Linfocitos BICD 19+). **En region de Monocitos.

En la tabla 5, se enlistan la distribucion por grupos de los 31 pacientes con TIP.
Previamente comentados en la seccion de analisis. Las correlaciones apreciadas

no fueron significativas.
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Tabla 5. Distribucidn por grupos y coeficientes de correlacion apreciados, mediante calculo de r de

Spearman, Prueba de Mann Whitney, en las distribuciones con mas de 2 grupos se calculo prueba

de Kruskal- Wallis.
Descripcion de los grupos
Distribucion en Grupos de

respuesta a partir de conteo
plaquetario.’

Grupos y numero de folios de
pacientes en cada uno de ellos

TIP SIN RESPUESTA: 15, 27,
24,31,22, 14,5

TIP EN RESPUESTA PARCIAL: 19,
16,7,3,17,23,4,21, 26,1,9,
29,30,28

TIP EN RESPUESTA COMPLETA:
10, 13, §, 18, 2, 11, 6, 12, 20, 25

Analisis estadistico

Prueba de Kruskal- Wallis a partir
de porcentaje de expresion de CD
32b

p=0.7118

Estadistica de Kruskal-Wallis=
0.6798

Prueba de Kruskal- Wallis a partir
de la IMF de CD 32b

p=0.6593

Estadistica de Kruskal- Wallis=
0.8332

Distribucion en Grupos de
Pacientes con esteroides y sin
esteroides al momento de la
toma de muestra.’

Distribucion en Grupos a partir
de actividad de TIP definidas a
partir del conteo plaquetario.’

Distribucion en grupos a partir
de la evolucion clinica al
momento del estudio.”*

TIP SIN ESTEROIDE: 1, 2,3,7, 9,
10,11, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 25

TIP CON ESTEROIDE: 4, 5, 6, 8,
14,17, 20, 21, 22, 23, 24, 26,
27,28, 29, 30, 31

TIP ACTIVA: 15, 27, 24, 14, 16,
5,22,19,21,7,31, 17, 23, 4,
30,3,26,1,9,29,28

TIP NO ACTIVA: 10, 13, 8, 18, 2,
11, 12, 20, 6, 25

TIP NOVO: 6, 14, 17, 21, 22, 24,
26,27,31

TIP RECAIDA:15, 20, 23, 28, 29,
30

Para porcentaje de expresion
CD32b

r Spearman=- 0.154
p=0.599

U de Mann-Whitney= 117.0
p=0.9525

Para IMF de CD 32b

r Spearman=0.4813
p=0.0814

U de Mann-Whitney=115.5
p=0.9052

Para porcentaje de expresion
CD32b
r Spearman=- 0.4303

p=0.2182

U de Mann-Whitney= 90.50
p=0.5541

Para IMF de CD 32b

r Spearman=- 0.6727
p=0.0390

U de Mann-Whitney= 99.50
p=0.8326

Prueba de Kruskal- Wallis a partir
de porcentaje de expresion de CD
32b

p=0.5563

Estadistica de Kruskal-Wallis=
3.009

Prueba de Kruskal- Wallis a partir
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TIP CRONICA ACTIVA: 1, 4,7, 9,
16, 19

TIP CRONICA NO ACTIVA: 2, 8,
10, 11, 12, 13, 18, 25

TIP REFRACTARIA: 3, 5

de la IMF de CD 32b
p=0.3003

Estadistica de Kruskal- Wallis=
4.876

Distribucion en Grupos a partir
de presencia o no de
esplenectomia

TIP ESPLENECTOMIZADOS: 3, 5,
11, 18, 25

TIP NO ESPLENECTOMIZADOS:
1,2,4,6,7,8,9,10,12,13,14,15,16,
17,19,20,21,22,23,24,26,27,28,
29,30,31

* Ver Texto, Analisis en Material y Métodos

Para porcentaje de expresion
CD32b
r Spearman=- 0.300

p=0.6833

U de Mann-Whitney= 63.50
p=0.9572

Para IMF de CD 32b

r Spearman= - 0.600
p=0.3500

U de Mann-Whitney= 45.00
p=0.2949

! Grupos de respuesta a partir de los criterios del International Working Group: Sin respuesta
menor a 30 x 10 ? plaquetas/L, En respuesta parcial de 30 a 100x 10 ° plaquetas/x 10 °
plaquetas/L y en respuesta completa mayor de 100 plaquetas x 10 ° plaquetas/L.

> Los pacientes sin esteroide tienen mas de 1 mes sin administracion.

3TIP activo se define aquellos con conteo plaquetario inferior a 100 x 10°/L . TIP No activa
aquellos con conteo plaquetario mayor o igual a 100 x 10°/L

Se recolectaron 21 controles sanos obtenidos de los Buffy Coats de Controles

Sanos del Banco Central de Sangre CMN S XXI, con cifra plaquetaria por arriba

de 150 x 10 %/L en base a los estatutos que rigen la seleccién de Donadores en la

Norma Oficial Mexicana.

En la siguiente tabla, se exponen los valores obtenidos de porcentaje de expresion

e IMF de CD32b en los controles Sanos.(Tablab)
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Tabla 6.Porcentaje de expresion e IMF de CD 32b en controles
numero contral (% CD 32b" | IMF CD32b™

coo
cooz2
co03
coo4
Co04s
Co06
cooy
co0s
coos
co10
co11
coz
co13
co14
co14
CO16
coy
co1s
co13
Co20
co21

43.5
18.5
12.5
14.1
11.3
14.6
20.8
18.6
14.7
19.1
214
9.92
13.1

18
214
243
234
20.4
251
A

14

* En regidn de Linfocitos **En region de Monocitos

17.2
8.79
6.16
7.02
6.99
5.94
il
9.5
7.1
8.8
712
6.1
6.96
8.4
9.45
13.3
12.1
8.62
il
16.3
6.01

IMF CD 32b™

256

27
204
19.9
252
17.2
223

3
11.6
16.3
10.8
16.2
16.4
11.6
171
221
19.5
12.8
227

33
11.2

EL PORCENTAJE DE EXPRESION PORCENTUAL DE CD 32b EN LA REGION

DE LINFOCITOS B.

Se aprecidé un incremento significativo en la expresion porcentual de CD 32b en la

region de Linfocitos B ( CD 19+) en los pacientes con TIP en relacién a los

controles. La distribucién de los Valores fue Asimétrica tanto en los controles

sanos como en los pacientes con TIP (Tabla 7 y 8). El valor porcentual promedio

en los pacientes con TIP y controles fueron de 50.10% y 19.80% células CD 32b

positivas en la region de Linfocitos B ( CD 19 +), respectivamente.
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Tabla 7. Porcentaje de Expresion de CD32b en regién de Linfocitos B(CD 19+) en pacientes con TIP

N 31
Promedio 50.1032
Deviacion Estandar 10.36480
Sesgo .818
Error Estandar de Sesgo 421
Kurtosis .969
Error Estandar de Kurtosis .821
Percentiles 25 42.2000

50 49.2000

75 56.1000

Tabla 8. Porcentaje de Expresién de CD32b en region de Linfocitos B(CD 19b+) en Controles Sanos

N 21
Promedio 19.8010
Deviacién Estandar 8.13279
Sesgo 1.628
Error Estandar de Sesgo .501
Kurtosis 3.124
Error Estandar de Kurtosis 972
Percentiles 25 9.9200
25 14.0500
50 18.6000
75 22.4000
97.5 43.5000

Se realizo prueba de Mann- Whitney para ambos grupos a partir del porcentaje de
expresion de CD 32b en la regién de Linfocitos B(CD 19+), apreciandose
significancia estadistica con una p menor a 0.0001. (Tabla 9, Grafica 2)
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TABLA 9. Prueba de Mann- Whitney aplicada entre pacientes con TIP y controles sanos a partir del porcentaje de expresién de CD 32b

GRUPO N Rango Promedio Suma de Rangos

PTI 31 36.65 1136.00
SANO 21 11.52 242.00
Mann-Whitney U 11.000
Wilcoxon W 242.000
z -5.865
p < 0.0001

Grafica 2. Prueba de Mann- Whitney. Distribucidn de pacientes a partir de porcentajt
de expresion de CD 32b en regién de Linfocitos B.
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Grafica 3. Prueba de Mann- Whitney. Distribucion de pacientes a partir de la IMF de CL
32b en regién de Linfocitos B (CD19+).

80 E f
p<0.0001 -
60+
]
LL [}
= 40- = ]
= = 1] -
m.
L]
o . ".#..-._5.
—i il
0] T T
&

41




LA INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA (IMF) DE CD 32b EN LA REGION

DE LINFOCITOS B.

Se aprecio un incremento significativo de la IMF de células CD 32b en la region de

Linfocitos B ( CD 19+). La distribucion de los Valores fue Asimétrica tanto en los

controles como en los pacientes con TIP y los controles (Tabla 10 y 11). El valor de

IMF promedio en los pacientes con TIP y controles fueron de 31.17 IMF y 9.37 IMF

en la region de Linfocitos B ( CD 19 +), respectivamente.

Tabla 10. IMF de Células CD32b en regién de Linfocitos B de pacientes con TIP

N 31
Promedio 31.1742
Deviacion Estandar 9.92784
Sesgo 1.863
Error Estandar de Sesgo 421
Kurtosis 5.141
Error Estandar de Kurtosis .821
Percentiles 25 24.1000

50 28.7000

75 34.5000

Tabla 11. IMF de Células CD32b en region de Linfocitos B de controles sanos

N 21
Promedio 9.3743
Deviacién Estandar 3.15765
Sesgo 1.279
Error Estandar de Sesgo .501
Kurtosis 1.151
Error Estandar de Kurtosis 972
Percentiles 2.5 6.0100
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25 7.0050

50 8.7900
75 11.0000
97.5 17.2000

Se realizo prueba de Mann- Whitney para ambos grupos a partir de la IMF de
CD32b en la region de Linfocitos B(CD 19+), apreciandose significancia
estadistica con una p menor a 0.0001. (Tabla 12, Grafica 3)

TABLA 12. Prueba de Mann- Whitney aplicada entre pacientes con TIP y controles sanos a partir
de la IMF de CD 32b en la region de Linfocitos B (CD 19+)

GRUPO N Rango Promedio Suma de Rangos

PTI 31 37.00 1147.00
SANO 21 11.00 231.00
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 231.000
VA -6.071
p < 0.0001

Asi también se apreci6 un incremento en la IMF de CD 32b de linfocitos B (CD
19+) en la Region de Monocitos, con Prueba de Mann Whitney significativa al
tener una p< 0.0001.(Grafica 4)

Grafica 4. Prueba de Mann- Whitney. Distribucion de pacientes a partir de la IMF de CD
32b de Linfocitos B (CD19+) en regidon de Monocitos.
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DISCUSION
CD 32b es una molécula que se ha descrito incrementada en los linfocitos B naive

de los pacientes con LES en relacion a las Células B de Memoria. En el presente
estudio, mediante Citometria de Flujo encontramos en la TIP un incremento en la
expresion porcentual y por IMF significativo de esta molécula en la region de
Linfocitos B (CD 19+) en relacion a los controles sanos.

La cifra probable normal de CD 32b , calculada a partir de la distribucion percentil
2.5- 97.5 de el porcentaje de expresion e IMF de CD 32b en la region de Linfocitos
B de los pacientes control, son de 9.92% a 43.50% asi como 6.01IMF a 17.20IMF,
respectivamente. Sin embargo el nimero de pacientes controles para definir
normalidad no es suficiente para definir ello, por o que es necesario realizar un
estudio con un numero de controles mayor.

A pesar de que en nuestro estudio no se separaron a las poblaciones de Linfocitos
B pudimos identificar que la TIP se encuentra asociada asociada a sobreexpresion
de CD 32b en linfocitos B. Este incremento no presento una correlacion
significativa a partir de pruebas no paramétricas del conteo plaquetario, la
evolucion clinica presentada y el uso actual o no de esteroides.

En el 2001 se publicé por parte de la Dra Ott y colaboradores de la universidad de
Colorado que la IgG Administrada en pacientes con patologias autoinmunes tiene
su potencial blanco molecular sobre la expresién y modulacion del Cd 32b y sus
vias de regulacién hacia SHIP.?8Sin embargo a partir de nuestras observaciones
podemos inferir que CD 32b se encuentra sobreexpresado en los linfocitos B de

los pacientes con TIP, y muy probablemente nos traduce que los pacientes con
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esta patologia podrian tener una disfuncién molecular a este nivel o a nivel de sus
vias de sefalizacion intracelular.

Respecto a lo ultimo comentado, Recientemente un grupo Aleman dirijido por el Dr
Neumann describen, en modelos murinos, a la molécula Cd32B como correceptor
para el Receptor de Célula B(BCR), previniendo la actuvacion de la Célula B
madura después de coligarse a BCR. Asi tambien describen que estas dos
moléculas forman un complejo Ternario con la molécula Grb-2 y esto condiciona la
activacion de la Kinasa 3(dok-3), SHP-2 y el dominio SH2 que contiene la
Fosfatasa de Inositol(SHIP). Describen que la actividad inhibitoria de cd 32b
requiere la presencia de grb-2.%°

Los estudios realizados en el 2005 por el Grupo de trabajo, en la universidad de
Rockefeller, del Dr Mc Gaha °°> demostraron que en ratones para estudio de
enfermedades autoinmunes, el inducir expresion expresion de CD32b mediante el
empleo de técnicas virales, por arriba del 40% del basal incrementaba la
autotolerancia de ellos y mediante ello dejaron de expresar autoinmunidad.

En la siguiente Tabla 13 mencionamos los estudios clinicos en donde se aprecia
la expresién de CD32b, tanto en Lupus Eritematoso Sistémico como en Artritis

Reumatoide.

45



Tabla 13. Estudios clinicos en los que se describe la expresiéon de CD 32b en pacientes con

Enfermedades autoinmunes.

Autor Patologia Poblacién de Anticuerpo CD 32b | Descripcién Resultados
estudio utilizado
Mackay M, et al Lupus Controles A: 18 Monoclonal de Se analizd la - Baja expresion de CD 32b en las
(2006)” Eritematoso | (Caucasicos y Ratén 2b6, IgG, expresiéon de CD  células B Memoria en pacientes con
Sistémico | asiaticos) 32b en Células LES relacion alos controles (p<0.001)
Controles B: 38 Naive , Células de | En los pacientes normales se
(Afroamericanos e . aprecio incremento en la expresion
Hispanos) Memoria y de cd 32b en las células B maduras
Pacientes LES: 62 plasmablastos  en en relacién a las células Naive B
los diversos (P<0.001)
grupos. Se define | .Baja expresion de CD 32b en
el Delta IMF como | plasmablastos de pacientes con LES
la diferencia entre en relacién a las células Naive
IMF  de células B(P<0.001)
Naive By el IMF de
Células B de - Cuartiles 25 y 75 en controles:
i o Celulas Naive B 25 IMF- 60 IMF
Memoria  dividido 4,5 B Madura 35IMF- 70 IMF
entre la expresion | pjasmablastos 30IMF-60 IMF
IMF de las células cuartiles 25 y 75 en Pacientes con
Naive B y LES
multiplicado  por | Celulas Naive B 25 IMF- 55IMF
100. Un delta IMF | Células B Madura 25IMF- 55 IMF
menor a -15 es Plasmablastos 20IMF-40 IMF
regulacion a la baja . . .
-No se apreciaron diferencias
de CD32b y un | . .. . P
significativas en  términos de
delta IMF superior | 4, 2cion  de la  enfermedad,
a 15 es regulacion | Actividad de la enfermedad en base
alaaltadeCD32b '3 SLEDAl, Uso de agentes
inmunosupresores, titulos de
anticuerpos anti DNAdSs, niveles de
complemento o presencia de
enfermedad renal en relacién a la
expresion de CD 32b.
-Regulacion a la baja de IMF CD32b
en pacientes de raza afroamericana.
SuK, et al (2007) ® | Lupus Controles 30 Anticuerpo Se cuantifico la - En pacientes con actividad en LES
Eritematoso | LES Activo (SLEDAI | monoclonal de expresion de CD presentan  incremento  en el
Sistémico >0=2) 19 raton 4F5, IgG,; 32b los linfocitos B | Porcentaje de células B
LES Inactivo naive, de Memoria plasmaticas(26.3 % vs 15.0%).
(SLEDAI=0) 5 La expresion de CD 32b se

y Plasmaticas; en
los diversos grupos
de estudio.

encuentra  disminuida en los
linfocitos B de memoria y las células
plasmaticas de los pacientes con LES
Activo en relacion a los controles
sanos(p < 0.001 y p <0.03).

-En el grupo de LES activo se aprecio
mediante prueba de t student
diferencia estadistica  signficativa
entre el porcentaje de expresion en
los linfocitos B de memoria —
plasmaticas y los linfocitos B Naive
(p<0.05 y p<0.04)

- No se definieron cuartiles o
percentiles.
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Prokopek K, etal | Artritis Controles 38 Anticuerpo Se cuantifico la - El porcentaje promedio de

(2010)® Reumatoide | AR Activa 14 monoclonal de expresion de CD expresion de CD 32b fue menor en
AR No activa 18 ratén GB3 32b en Linfocitos B | Pacientes con AR en relacion a los
combinado con (CD19+) en los controles sanos (76.9% vs 96.4%) p <
Biotina. 1gG diferentes grupos 0.05
185 - grup - La intensidad media de
de estudio.

fluorescencia de CD 32b sobre
células CD 19 + fue inferior en los
pacientes con AR(60 IMF vs 120 IMF)
p< 0.001

- No hubieron diferencias
estadisticamente significativas en el
andlisis de pacientes con AR activa y
no activa.

- La intensidad media de
Fluorescencia promedio de cd 32b
en los controles sanos fueron
inferiores en el sexo femenino
(prueba t student, p <0.05)

-Existe una reduccion en la IMF de
CD 32b en los controles sanos del
sexo Femenino a mayor edad,
estadisticamente significativa
(prueba de Pearson, r=0.27, p= 0.03)

Analizando estos datos y las observaciones realizadas por los anteriores autores
los fendmenos reumatoldgicos se asocian a expresion a la baja de CD 32b en los
linfocitos B, siendo definido en los pacientes con LES regulacién a la baja en
linfocitos B de Memoria y plasmaticas y en los pacientes con AR regulacion a la
baja de este marcador en la poblacién global de Linfocitos B.

Con todo esto podemos definir a la TIP como un sindrome autoinmune asociado a
sobreexpresion de CD32b en relacién a los controles sanos. Sin embargo se
requieren estudios con mayor niamero de pacientes, asi también se requiere el
estudio de esta molécula en otro tipo de fenomenos autoinmunes tal como SAAF.
Sobre estas observaciones podemos deducir dos panoramas clinico- biolégicos: el
primero de ellos de autoinmunidad, en el que existe un probable incremento en la
expresion de CD 32b en linfocitos B; y el segundo de Procesos Reumatolégicos,
tal como el LES y la AR, donde existe un decremento bien documentado en la
expresion de CD 32b.(figura 1)
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FIGURA 1. Diferencias en la expresién de CD 32b en Linfocitos B en Patologias con fondo
Autoinmune y enfermedad Reumatoldgica

PATOLOGIA CON FONDO AUTOINMUNE ENFERMEDAD REUMATOLOGICA
TIP LES
AR

SINDROME DE GOODPASTURE(??)**

EXPRESION A LA ALTA DE CD 32b EN EXPRESION A LA BAJA CD 32b EN LINFOCITOS B
LINFOCITOS B

T

* Apreciacion hecha en modelo murino, no hay estudios clinicos documentados al respecto

Esto ultimo comentado nos lleva a pensar si estas patologias autoinmunes son el
preambulo para la aparicién de patologias reumatologicas definidas, sin embargo
la progresion a LES en particular en pacientes con TIP no ha sido definida. Asi
también aproximadamente un 15 a 20% de los pacientes con Lupus presentan
trombocitopenia. Park y colaboradores definieron diferencias en la etiopatogenia
de la trombocitopenia en LES y en TIP, a partir de observaciones en los linfocitos T
reguladores CD 4+,CD 25+ (TREG), en donde mediante analisis estadistico no
paramétricos apreciaron bajos niveles de TREG en pacientes con Lupus en
relacion a los pacientes con TIP.

A pesar de lo anterior comentado, se necesitan mas estudios para concretar si la
sobreexpresion de CD 32b en linfocitos B pueda ser considerada una
caracteristica asociada patologias con fondo Autoinmune, tal como las anemias

hemoliticas autoinmunes y el SAAF principalmente. Asi también se requiere esta
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misma observacion en entidades clinicas que caen dentro del terreno
reumatolégico como lo son el SX de Sjogren, Enfermedad Mixta del tejido
conectivo, Esclerosis Sistemica Progresiva, entre otras.

La expresion a la alta de CD 32b en linfocitos B de los pacientes con TIP a partir
de los resultados no se encuentra influenciada por el tratamiento o las
caracteristicas clinicas de los pacientes, esto en base a las diferencias no
significativas apreciadas mediante analisis correlacional. Esto nos lleva a dos
probables fendbmenos que pudiesen estar ocurriendo en el paciente con TIP: el
primero de ellos es que la expresion a la alta de CD 32b sea condicionada por las
citocinas circulantes; se conocen hasta el momento tres citocinas que pueden
inducir regulacién a la alta de CD 32b estas son la interleucinas 4, 13 y 10.7%7%
Un segundo fendmeno que pudiese estar asociado a la sobreexpresion de esta
molécula es que exista disfuncion molecular a nivel de CD 32b, ya sea en su
acoplamiento a BCR o en incapacidad para formar el complejo Ternario, y por
ende incapacidad para inducir la Inhibicion celular mediada por SHIP,
principalmente. Para definir todo esto se requieren una serie de estudios

moleculares que faltan aun por desarrollar.
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CONCLUSIONES

CD 32b es una molécula que presenta una expresion a la alta en Linfocitos B de
pacientes con TIP, a diferencia de lo observado en LES y AR. Esta
sobreexpresion de CD 32b no se encuentra relacionada al uso de farmacos o las
caracteristicas clinicas presentadas en los pacientes TIP.

No podemos generalizar esta observacion a otras patologias con fondo
autoinmune, ya que no existen estudios al respecto.

Al igual que en los estudios clinicos donde se observo la expresion de CD32b en
Linfocitos B de pacientes con LES y AR, no se pueden definir los valores de
expresion normales en la poblacién, debido a el nimero bajo de controles
analizados. Sin embargo a partir de los percentiles 2.5 y 97.5 de la distribucién
presentada en los controles sanos tenemos un probable rango de normalidad;
para el porcentaje de expresion de CD 32b en linfocitos B de 9.92% a 43.50%, y la
IMF de CD32b en Linfocitos B de 6.01IMF a 17.2 IMF.

Se realizo estadistica no paramétrica debido a la distribucion irregular de los
valores obtenidos de CD32b en linfocitos B definida en los pacientes TIP y
controles sanos. Sin embargo desconocemos si incrementando el nimero de
pacientes TIP y controles esta distribucion sea diferente.

Asi también al apreciarse expresion a la alta de CD 32b los pacientes con TIP,
podemos decir que esta molécula puede ser candidata a ser evaluado como

probable marcador diagnostico en esta patologia.
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