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RESUMEN

La puarpura tombocitopénica autoinmune (PTI) es una enfermedad en la cual el
diagnostico se sigue realizando por exclusién de otras patologias. Se caracteriza por la
produccién de anticuerpos habitualmente de la clase 1gG, contra las glicoproteinas llb/llla de
la superficie de las plaguetas, provocando eliminacion prematura de éstas por las células del
sistema fagocitico (SF), siendo el bazo el principal sitio de eliminacion. El objetivo del
presente trabajo fue determinar las subpoblaciones linfocitarias T, B, y células dendriticas en
pacientes con PTI de novo (PTIn) y posterior a tratamiento. Para ello, se estudiaron 15
pacientes con diagndstico de PTI n con una mediana de edad de 43 afios, en un intervalo de
35 — 51 afios. Diez pacientes (66.6%) fueron mujeres y 5 (33.3%) hombres. Como grupo
testigo se analizaron 20 donadores sanos (DS) del banco de sangre, con una mediana de
edad de 34 afos, (intervalo de 29.7 — 38.9 afos), 15 (75%) mujeres y 5 (25%) hombres. De
cada individuo se obtuvieron 3mL de sangre heparinizada en etapa basal (antes de iniciar
tratamiento) y después de recibirlo a los 3 meses (PTI Tx). A partir de estas muestras se
cuantificaron células nucleadas, linfocitos y plaquetas totales, por otro lado se ajustaron 1 X
10°cél/100uL, para determinar las poblaciones linfoides CD3, CD4, CD8, NK, NKT, NKTi, T
reg, DC1, DC2 y CD19 por citometria de flujo, utilizando anticuerpos monoclonales
especificos acoplados a fluorocromos. A partir de los resultados obtenidos en porcentaje se
determinaron los valores absolutos de cada una de las poblaciones y con ello se realizé el
analisis estadistico. Se encontraron diferencias significativas en la comparaciéon de las
medianas de la cuenta celular entre DS vs PTI n como se describe a continuacion, para la
cuenta plaquetaria, celulas NK, NKT, CD3ys, NKTi, T reg, cantidad mayor en los pacientes
con PTlI n en comparaciéon con DS (P< 0.05) en las células DC1, DC2, CD19 con una
cantidad menor en los pacientes con PTI n que en DS (P< 0.05). A los tres meses posteriores
al tratamiento con prednisona, se analizaron las mismas poblaciones celulares encontrando
gue se normalizaron los valores de las diferentes poblaciones celulares afectadas como es el
caso de células NK, NKT, NKTinv, CD3ys y T reguladoras, CD2, CD19 (P>0.05). En los
pacientes con PTI de novo el sistema inmune se ve afectado en algunas subpoblaciones
linfocitarias tanto del tipo B como T las cuales se normalizan con el tratamiento

inmunosupresor.
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Abstract

Autoimmune thrombocytopenic purpura (ITP) is an hemorrhagic disease in which diagnosis is
made after exclusion of other entities causing thrombocytopenia. In the majority of cases of
ITP, there is an IgG antibody that is directed against llb/llla glycoproteins on platelet surfaces,
a phenomenon that promotes platelet destruction by spleen macrophages. The objective of
this work was to determine different lymphocyte subsets (T, B, NK, NKT, Tregs, and dendritic
cells) in patients with de novo ITP, before and after treatment with steroids. We included in
the study 15 patients [10 (66.6%) female and 5 (33.3%) male] with ITP with a median age of
43 years (95% CI 35-51 years), and 20 healthy donors [15 (75%) female and 5 (25%) male]
with a median age of 34 years (95%CI 29.7-38.9 years). We obtained 3 mL of heparinized
peripheral blood from all individuals, before and three months after treatment. Lymphocyte
subsets were analyzed by flow cytometry using a FacsCalibur cytometer (Beckton Dickinson).
For comparison between lymphocyte values of patients and normal donors, we used the
Mann-Withney U test, and for comparisons between ITP patients before and three months
after treatment, we used the paired T test. Patients with ITP had higher values of NK, NKT,
gamma-delta, and t regs cells in comparison to normal donors. By contrast, the values of
DC1, DC2 and CD19+ B cells were lower in ITP patients. After three months of treatment with
steroids, the number of all lymphocyte subsets was normalized, especially in NK, NKT, gam-
ma-delta, and Treg cells. In conclusion, the number of lymphocyte subsets in patients with de
novo ITP is abnormal, a finding that is normalized after at least three months of treatment with

steroids.
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|. INTRODUCCION

La purpura asociada con “la fiebre pestilente” se describié inicialmente por Hipdcrates, pero
no fue sino hasta el siglo XVI que se retomd por Lusitanus, y en la primera mitad del siglo
XVII, La Riviere la identific6 en ausencia de fiebre (Jones y Tocantis 1933). En 1735,
Gottlieb, describi6 una paciente joven con petequias, equimosis y hemorragias en
membranas mucosas, con una recuperacion espontanea y completa y le dio el nombre de
“‘morbus maculosus hemorragicus”. En 1808, Willan clasifico la purpura con el nombre de
simplex, hemorragica urticans y contagiosa. La disminucién de “hematoblastos” (plaquetas)
en la purpura hemorragica fue observada por Graus en 1833 y 100 afios después, Hayem
describe la trombocitopenia como causa de la enfermedad. Finalmente fueron Harrington y
Shulman los que establecieron entre 1950 y 1960, que la purpura trombocitopénica inmune
(PTI) es un trastorno autoinmune en el cual las plaquetas sensibilizadas son destruidas en el
sistema reticuloendotelial, y de forma notoria, en el bazo. Dixon y Rosse en 1975, iniciaron la
caracterizacion de los autoanticuerpos y desarrollaron pruebas de laboratorio para el
diagndstico de la enfermedad, midiendo la “IgG asociada a las plaquetas” de estos pacientes.
Van Leewen y col. (1982), mostraron que las plaquetas de pacientes con trombastenia de
Glanzmann (deficientes en GP llb / llla), no reaccionaban con estos autoanticuerpos. Esta
entidad sigue siendo material de estudio, ya que el origen de este trastorno inmune sigue sin
explicarse (Karpatkin, 1985; Cines y cols., 2002). Es asi como la purpura trombocitopénica
inmune (PTI), se designa como un proceso que cursa con trombocitopenia aislada, con un
namero normal o aumentado de megacariocitos en la médula ésea, sin otra enfermedad o
alteracion subyacente, tales como infeccién viral o bacteriana, ni a la acciéon de toxicos
guimicos o medicamentos. EI mecanismo patogénico fundamental se debe a la produccion
de autoanticuerpos dirigidos contra las glicoproteinas de superficie de las propias plaquetas
y, a la eliminacion prematura y selectiva de las plaguetas cubiertas por anticuerpos por parte
de las células del sistema fagocitico (SF), siendo el bazo el principal lugar de eliminacién.
La trascendencia de este 6rgano en la fisiopatologia de la (PTI), no solo se debe al sitio
donde se eliminan la mayor parte de las plaquetas, sino a que es ademas, una de las fuentes

de produccién de anticuerpos ((Stasi y cols., 2004).).



Los antigenos plaquetarios contra los cuales se forman los anticuerpos en la PTI,
probablemente estan presentes en los complejos GPIIb/llla (que se une al fibrinbgeno y ADP
provocandoles cambio de forma, agregacion y secrecion plaquetaria), GplV ( receptor para
trombospondina y colagena tipo 1), y GpV (receptor de trombina que es un agregante
plaquetario).La respuesta inmune en esta enfermedad se caracteriza porque en la
superficie plaquetaria se encuentran moléculas de 1gG que se alteran siendo digeridos por el
sistema fagocitico (SF). Asimismo, hay una buena relacion entre la cantidad IgG adherida a
la plagueta y la vida media plaquetaria, asi como con la respuesta al tratamiento (Cines y
cols., 2002).

El calificativo de idiopatica o primaria, se sigue utilizando para definir a aquellos casos en los
gue la PTI, se asocia con otro proceso con el que generalmente, comparte una misma
patogenia, en cuyo caso se denomina PTI secundaria o asociada. La etiologia, el perfil
clinico y, especialmente la evolucion de la enfermedad en el adulto, difieren sensiblemente
de las del nifio (Karpatkin, 1985).

A diferencia de las formas infantiles, el mecanismo patogénico de la PTI en el adulto es
autoinmune, los pacientes suelen requerir tratamiento y el proceso tiende a convertirse en
cronico, por lo que se le ha denominado también PTI cronica; no obstante, tanto desde el
punto de vista clinico como de la evolucién y prondstico, en el adulto también se utiliza la
expresion PTI aguda para referirse a la forma recientemente diagnosticada y en general, la
de PTI crénica para referirse a la trombocitopenia presente una vez que han transcurrido seis

meses después del diagnéstico (Pujol-Moix, 2002).

Se ha descrito que el 50% de los pacientes adultos con (PTI) presentan cuenta plaquetaria
menor a 10,000 plaquetas totales, con alto riesgo de hemorragia interna, sangrado gingival y

petequias (Cines y cols., 2002).



Las trombocitopenias inmunolégicas pueden clasificarse segun su mecanismo patologico, el
agente desencadenante o la duracion de la enfermedad. La trombocitopenia inmunoldgica
transitoria también es una complicacion de algunos casos de mononucleosis infecciosa,
toxoplamosis aguda, citomegalovirus, hepatitis viral y la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). La PTI aguda es rara en los adultos y representa menos
de 10% de los casos pospuberales de trombocitopenia inmunitaria. La PTI aguda se origina
por la presencia de inmunocomplejos formados por antigenos Unicos que se han unido a los
receptores Fc de las plaquetas, o por anticuerpos formados contra los antigenos virales y
gue presentan reacciones cruzadas con las plaquetas. Ademdas de los trastornos virales
antes citados, el diagnostico diferencial debe hacerse con las formas atipicas de la anemia
aplasica, las leucemias agudas o los tumores metastasicos. Es esencial realizar un examen
de la médula ésea para excluir estos trastornos que en ocasiones se parecen a la PTI aguda
(Cines y cols., 2002).

La mayoria de los adultos presenta una forma mas insidiosa de trombocitopenia, que puede
durar afios, se conoce como PTI crénica y afecta con mas frecuencia a las mujeres entre 20
y 40 afios de edad, en una proporcion de 3:1, en relacion a los hombres (Herrik-Frederiksen
1999), puede comenzar con un descenso brusco en la cifra de plaquetas, lo que produce
hemorragias, de forma parecida a la PTI aguda. No obstante, con frecuencia existen
antecedentes previos de sangrado facil con los roces o metrorragias. Estos pacientes
presentan un proceso autoinmune con anticuerpos que se dirigen contra los antigenos
situados en el complejo de la glicoproteina llb-llla o de la glicoproteina Ib-IX (Kuwana y cols.,
2003). Aunque la mayoria de los anticuerpos actian como opsoninas y aceleran la
eliminacién de las plaquetas por las células fagociticas, algunos anticuerpos se unen a los
epitopos situados en regiones criticas de estas glicoproteinas y deterioran la funcion

plaquetaria (George y cols., 1998).

Se han introducido varias pruebas para medir la IgG asociada a las plaguetas, aunque

existen pocas situaciones clinicas en las que es necesario su estudio (Cines y cols., 2002).



Clasificacion.

La PTI se clasifica en funcién del tiempo de evolucién en aguda, cuando la duracion es
menor de 6 meses y cronica cuando ésta tiene mas de 6 meses de evolucion después del
diagnostico. La importancia de determinar si es aguda o crbonica, se asocia
fundamentalmente con la evolucion de la enfermedad. Por ejemplo, en los nifios, 70% de los
casos son agudos y habitualmente ocurre después de un evento infeccioso, donde tiene un
curso autolimitado (Calpin y cols ,1998). En contraste, en la poblacién adulta, la mayor parte

de los casos tienden a una evolucion cronica (Henrrik-Fredericsen y cols., 1999).

Se denomina PTI cronica refractaria cuando el paciente no responde a la esplenectomia y
mantiene una cuenta de plaquetas por debajo de 20-30x10%L y requiere de otras

modalidades de tratamiento (Tarantino, 2002). También la enfermedad se divide en:

= Pdrpura trombocitopénica inmune o idiopética.
= Trombocitopenia inmune secundaria (a lupus eritematoso generalizado, y otras).
= Trombocitopenia inducida por medicamentos.

*» Trombocitopenia relacionada a infeccion viral (Chong y cols., 2005).

Epidemiologia.

La incidencia general se calcula entre 1 y 12.5 casos por 100,000 personas/afio (Herrik-
Frederiksen 1999). Estas cifras pueden ser mayores; sin embargo, no existen estudios
epidemioldgicos que estimen la incidencia real de la enfermedad, incluso muchos casos de

PTI aguda en nifios no reciben atencién médica especializada por lo gue no se documentan.

= Género: en nifios la prevalencia es la misma entre hombres y mujeres; sin embargo, en
adultos la relacion mujer-hombre es de 3:1.

= Edad: en los nifios la enfermedad puede afectar a cualquier edad, siendo el pico de
prevalencia entre los 3y 5 afios. En los adultos la mayor incidencia se presenta entre los

15 y 40 afos, sin embargo, un estudio realizado en Dinamarca encontré que el promedio



de edad era de 56 afios con incremento progresivo después de los 60 afios (Herrik-

Frederiksen y cols., 1999).

Mortalidad y morbilidad.

La primera causa de morbimortalidad de la PTI es la hemorragia, espontanea o
postraumatica constituye la principal causa de muerte cuando la cuenta de plaquetas es
menor de 10%L. La mortalidad al momento del diagnéstico es del 1.5%, sin embargo, en
pacientes con menos de 30 x 10 °/L plaquetas en los primeros dos afios es 4.2 veces mayor
(Johanna y cols., 2001). La morbimortalidad asociada al tratamiento es ocasionada por las
complicaciones generadas por la esplenectomia, el empleo de esteroides o el uso de
androgenos o inmunosupresores a mediano y largo plazo que provoca el tratamiento de la

PTI crénica que es recurrente o resistente (Chong y cols., 2005).

Fisiopatologia.

Las manifestaciones de la enfermedad son consecuencia de la destruccion precoz de las
plaguetas al estar unidas a anticuerpos especificos del mismo paciente, de forma tal que
dichos inmunocomplejos van a ser captados por la fraccion Fc de los macrofagos del sistema
fagocitico (SF), principalmente del bazo, lo que producira su destruccion (Kasnelson 1916).
La gravedad de la trombocitopenia es el reflejo del balance entre la produccién de plaquetas
por los megacariocitos y su destruccion acelerada, demostrada mediante técnicas
radiactivas con Cr > o Indio **! sobre las propias plaquetas (Aster y cols., 1969). En la PTI
aguda los anticuerpos se producen como respuesta normal a la infeccion desencadenante,
estos anticuerpos posiblemente presentan una reaccion cruzada con las plaguetas o con los
propios megacariocitos, acelerando su lisis. En la forma cronica, los anticuerpos se dirigen
contra las glicoproteinas de la membrana plaquetaria y es en esta forma, donde se detectan
con mayor frecuencia titulos altos de anticuerpos y la recurrencia es mas elevada (Valverde
y cols., 1997). Esto se dedujo de las observaciones realizadas en recién nacidos de mujeres
afectadas con la enfermedad, quienes desarrollaban trombocitopenia transitoria. Ademas,

dichas observaciones fueron confirmadas sobre el fundamento de la presencia de
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trombocitopenia transitoria en voluntarios sanos, a quienes se les transfundia plasma de
individuos afectados con la enfermedad y en estos disminuian sus cuentas plaquetarias. Asi,
estos autoanticuerpos son principalmente de la clase IgG y ocasionalmente IgM e IgA y estan
presentes entre 50 y 70% de los pacientes. Los autoanticuerpos que reaccionan contra las
plaguetas, se unen principalmente a las glicoproteinas GPlIb /llla, aunque también a otros
antigenos, como Ib / IX, la / lla, IV y V, asi como a otros determinantes antigénicos. De
hecho, es tipica la presencia de anticuerpos contra multiples antigenos. Asi, las plaquetas
opsonizadas con los autoanticuerpos IgG tienen una depuracion acelerada por el sistema
fagocitico mononuclear, a través de los receptores Fc expresados sobre la superficie de los
macrofagos tisulares, principalmente del bazo e higado (Karpatin y cols., 1985).

La destruccion de las plaquetas dentro de las células presentadoras de antigenos, puede
generar una sucesion de neoantigenos que resulta en una produccion suficiente de
autoanticuerpos que ocasionan la trombocitopenia. Los anticuerpos son generados por una
sola clona de células B, mediado por un antigeno especifico, bajo el control de las celulas T
cooperadoras (Th) y las citocinas que ellas producen como: Interleucina (IL-2), interferén
gamma (IFNg) y reduccién de IL-4 e IL-5 (Roark y cols., 2002,Chong y cols., 2000). Los
pacientes adultos con PTI tienen linfocitos T HLA-DR (+), presentan incremento en la
cantidad de receptores para IL-2 y un perfil de citocinas que sugieren la activacion de
precursores de linfocitos Thl. En la PTI las células T estimulan la sintesis de anticuerpos
después de la exposicion a fragmentos de glicoproteinas IlIb-llla. Estos hallazgos sugieren
gue estos antigenos que inician la respuesta autoinmune alteran las proteinas plaquetarias, o
bien, las infecciones virales o bacterianas pueden mimetizar estos péptidos plaquetarios. Se
desconoce como y cuando las proteinas plaquetarias son alteradas o la razén de la
expresion de antigenos criptogénicos y de la activacion sostenida de los linfocitos T (fig No. 1)
(Martinez Murillo y cols., 2007).
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Figura No 1. Patogénesis de la PTI. Los factores que inician la produccion de anticuerpos son
desconocidos. La mayoria de los pacientes tienen anticuerpos contra varias glicoproteinas de la
superficie plaguetaria en el momento en que se hace evidente clinicamente la enfermedad, la
glicoproteina llb/llla es reconocida por auto anticuerpos (Naranja), mientras que los anticuerpos que
reconocen el complejo glicoproteina Ib/IX no han sido generados en esta etapa (1). Las plaquetas
cubiertas de anticuerpo se ligan a las células presentadoras de antigeno (macréfago o células
dendritica) a través de receptores Fcyy son ingresados y degradados (2). Las células presentadoras
de antigeno no solo degradan la glicoproteina lIb/llla (azul claro oval) mientras se amplifica la
respuesta inmune inicial, sino que también se pueden generar epitopes de otras glicoproteinas
plaguetarias Ib/IX (cilindros azul claro) (3).Los linfocitos T activados (4), expresan receptores para
estos nuevos peéptidos en la superficie celular con ayuda coestimulatoria (representada en parte por la
interaccion entre CD154 y CD40) las citocinas relevantes que facilitan la proliferacion de las clonas
iniciales de células T CD4+ (clona 1 de células T) y estos con especificidades adicionales (clona 2 de
células T) (5). Los receptores de inmunoglobulinas de células B que reconocen antigenos
plaquetarios adicionales (clona 2 de células B) son mientras tanto inducidas también para la
proliferacion y sintesis de anticuerpos antiglicoproteinas Ib/IX (verde). (Tomado deDouglas, 2002).

Se han identificado algunas familias con mayor predisposicion para desarrollar enfermedades

autoinmunes, especificamente PTI; incluso, se ha diagnosticado la enfermedad en gemelos
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monocigotos; sin embargo, estas observaciones no han sido reproducibles en la mayoria de
los casos con la enfermedad. En relacion con los antigenos de histocompatibilidad, se ha
observado incremento en la prevalencia en ciertas poblaciones de los alelos HLA-DRw2 y
DRB1. EIl antigeno HLA-DR4 se ha asociado con respuesta favorable, en contraste, la
presencia de DRB1 se asocia con respuesta desfavorable. Por otra parte, el antigeno HLA-
DRB1 ha asociado con pobre respuesta a esplenectomia (British 2003).

Diagnostico

Es importante considerar para el diagnéstico de la enfermedad la sintomatologia, la evolucién
de la misma y los datos clinicos asociados. La forma aguda de la enfermedad es la
presentacion caracteristica en los nifios a diferencia de los adultos, en quienes tiene un inicio
insidioso y habitualmente no le precede una infeccion viral u otra enfermedad infecciosa.
Los signos y sintomas son muy variables y puede ir desde presentaciones asintoméaticas,
pacientes con hemorragias mucocutdneas hasta hemorragias activas en cualquier sitio
(Tabla No.1) (Stasiy cols., 2004).En los pacientes con cuenta de plaquetas por arriba de
50x 10%/L, el diagnéstico de la PTI es incidental debido a que no presentan sintomatologia
hemorragica. Por otro lado, los enfermos con cuenta de plaquetas entre 30 y 50 x 10°/L
tienen petequias y equimosis al minimo trauma; en contraste, los enfermos con cifras de
plaguetas de 10 a 30 x 10%/L, presentan petequias, equimosis, epistaxis, gingivorragias y/o
metrorragias espontaneas (Tabla No.1y Fig 2 y 3). Aquellos con cifra de plaguetas menor a
10 x 10%/L tienen un riesgo alto de hemorragias internas, incluyendo hemorragias en érganos

vitales, como en el sistema nervioso central.



Tabla 1. Datos clinicos presentes en pacientes con PTI.
DATOS CLINICOS

e Petequias

e Equimosis

e Gingivorragia

¢ Hemorragia Conjuntival

¢ Hemorragia retiniana

e Hematuria

e Hemorragia de tubo digestivo
e Esplenomegalia

¢ Hemorragia en Sistema Nervioso Central

Manifestaciones clinicas de algunos pacientes con pUarpura tombocitopénica autoinmune.

Figura No. 2. Paciente con PTI que presenta equimosis Figura No.3. Paciente con PTI que presenta petequias

en el miembro superior derecho. en el miembro superior izquierdo.

El diagnéstico de la PTI todavia sigue efectuandose por exclusién de otros trastornos que
ocasionan trombocitopenia. Los estudios que se solicitan al paciente deben ir orientados a
descartar la presencia de otras enfermedades o infecciones que ocasionan la
trombocitopenia, como hepatitis virales, enfermedades autoinmunes, afecciones tiroideas y



otras (Tabla 2). Las presentaciones secundarias pueden asociarse con otros trastornos
como: lupus eritematoso generalizado, linfomas, hepatitis, etc (Cine y cols., 2002).

Tabla 2. Causas de Trombocitopenia secundaria.

Enfermedades Inmunolégicas:
eLupus eritematoso generalizado
¢ Artritis reumatoide
eSindrome de anticuerpos antifosfolipidos (SAAF)
eEnfermedades tiroideas autoinmune
Infecciones:
eVirus de inmunodeficiencia humana

eVirus de hepatitis C

e Citomegalovirus

La duracion de la hemorragia puede ayudar a distinguir entre la forma aguda y la crénica de
la PTI, ademas, la ausencia de sintomas sistémicos apoya la ruta diagnéstica hacia una PTI
primaria. La historia familiar es importante porque distingue entre formas hereditarias como la

purpura trombocitopénica ciclica familiar, de la verdadera PTI (Cines y cols., 2002).

Pruebas de laboratorio

Biometria hematica. Se marca la presencia de una cuenta baja de plaquetas y
habitualmente, el resto de los parametros hematologicos se encuentran dentro de la
normalidad, sin embargo, en algunos pacientes pueden evidenciarse otros trastornos como la
presencia de anemia normocitica normocrémica que puede ser secundaria a la misma
hemorragia, o microcitica hipocrémica asociada a deficiencia de hierro o a padecimientos
inflamatorios crénicos. En algunos enfermos puede observarse anemia macrocitica que
puede estar asociada a datos de deficiencia de hematinicos o0 a anemia hemolitica con
reticulocitosis (Cine y cols., 2002, British, 2003).

10



Es importante la verificacion del resultado de la cuenta de plaguetas mediante el andlisis del
frotis de sangre periférica para descartar pseudotrombocitopenia asociado a EDTA (0.1% de
los adultos), trombocitopatias asociadas a plaquetas gigantes u otros defectos
hematolégicos. En la PTI pueden observarse macroplaquetas o megatrombocitos, que son
plaguetas inmaduras. Estas plaquetas jovenes, también denominadas reticuladas, pueden
ser detectadas por citometria de flujo (Cine y cols., 2002, British, 2003).

Aspirado de médula 6sea (AMO). La realizacion del AMO en los pacientes con PTI es
controversial, sin embargo, las guias publicadas por la Sociedad Americana de Hematologia
(American Society of Hematology, ASH) (Henrik, 1999), proponen que en adultos de menos
de 60 afios con presentacion tipica de la enfermedad puede evitarse el AMO. Aunque, otros
autores sugieren que el AMO se realice a edad mayor a 40 afios. Por otro lado, en los nifios
se sugiere no realizar AMO si se encuentra bajo vigilancia y tratamiento con dosis altas de
inmunoglobulina endovenosa, excepto en caso de otras alteraciones hematoldgicas y

presentacion atipica (British C. 2003)

Deteccidn de anticuerpos antiplaqueta. La prueba de inmunofluorescencia se emplea para
investigar la presencia de anticuerpos unidos a las plaquetas (PAIgG). El andlisis directo de
la medicidén de los anticuerpos unidos a las plaquetas tiene sensibilidad estimada de 49 a
66% con especificidad del 78 a 92%, y valor predictivo positivo del 80 al 83% (Cine y cols.,
2002, British, 2003). Por otro lado, la deteccion de anticuerpos libres en plasma es de menor
utilidad debido a su mayor variabilidad interlaboratorio y su menor sensibilidad y especificidad
(British, 2003).

El incremento en los niveles de IgG asociada a plaquetas (PAIgG) puede ser detectada en
muchos pacientes con PTI, pero los resultados no son lo suficientemente sensibles o
especificos (algunas infecciones pueden cursar con resultados falsos positivos), para el uso
rutinario de estas pruebas en pacientes con la sospecha de PTI (Cine y cols., 2002).

El resultado negativo de la prueba no descarta el diagndstico de la enfermedad y la prueba
no es de utilidad para distinguir entre la forma primaria o secundaria, o para detectar a los

pacientes que evolucionaran a la fase crénica. La determinacion de anticuerpos especificos
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contra las glicoproteinas plaquetarias GPIlIb/llla y GPIb/IX menos sensible (50-65%) pero
mas especifica (90%). El empleo de estas pruebas puede ser de utilidad en casos complejos
donde existe duda en el diagnostico y pueden auxiliar a determinar si se trata de un
trombocitopenia inmune o no inmune. No deben ser empleadas de rutina (Cine y cols.,
2002).

La investigacion de autoanticuerpos plaquetarios debe emplearse en los siguientes casos:

» Presencia de sindrome de falla medular en combinacion con trombocitopenia probable de
origen inmune.

= Trombocitopenia inmune dependiente de drogas.

= Falla a multiples tratamientos (después de la segunda linea de tratamiento).

» Pacientes con trombocitopenia asociada a enfermedades como; leucemia linfocitica

cronica, postrasplantados, gammapatias monoclonales, etc.

Determinacion de trombopoyetina (TPO). La determinacion de la trombopoyetina puede
ser de utilidad en casos complejos, especificamente para distinguir entre trombocitopenia con
pobre produccion medular (niveles normales de TPO). Sin embargo, la determinacién no

debe realizarse como rutina, s6lo en casos especiales para investigacion (Cine y cols., 2002).

Plaguetas reticuladas. La medicion de RNA plaquetario por citometria de flujo refleja el
incremento en la produccién plaquetaria asociada a la PTI, particularmente en nifios en
comparaciéon con otras causas de trombocitopenia. El papel del analisis de las plaguetas
reticuladas no se ha establecido y por lo tanto, no se recomienda su determinacion en el

momento actual (Cine y cols., 2002).

Dado que la PTI es un padecimiento que tiene origen autoinmune es importante saber qué

funcion tiene la respuesta inmune celular y la autoinmunidad.

12



Respuesta Inmune: Los linfocitos B se diferencian a células plasmaticas productoras de
anticuerpos que se unen al antigeno en el medio extracelular y activan mecanismos del

antigeno dependiente de anticuerpos.

Los linfocitos T se originan en médula ésea y maduran en el timo (tolerancia central). En
este 6rgano se genera al azar el receptor de células T (TCR), por el cual estas células son
capaces de reconocer las moléculas propias del complejo mayor de hitocompatibilidad
(MHC). Los posibles TCR seleccionados son los que reconocen a los HLA propios de cada
individuo, a este proceso se le denomina seleccidn positiva y es con el fin de rescatar a los
linfocitos T inmaduros utiles. Esto se lleva a cabo en la corteza del timo con la ayuda de
células presentadoras de antigeno (APC), que muestra a los linfocitos T inmaduros,
moléculas accesorias para anclarse y moléculas de histocompatibilidad de clase | y Il
(Fig No 4). Los linfocitos T inmaduros que no son capaces de reconocer a las moléculas de
histocompatibilidad propia moriran por apoptosis (Mondino y cols., 1996). Los linfocitos T
inmaduros expresan CD4 y CD8 simultaneamente en su membrana ademas del complejo
TCRoap. El TCRap puede tener afinidad por la molécula MHC de clase | o de clase Il. Los
linfocitos T cuyo TCR tiene afinidad por moléculas de clase | dejaran de expresar la molécula
CD4 y conservaran al CD8, y los linfocitos T con afinidad por clase Il dejaran de expresar la
molécula CD8 y conservaran al CD4 (Mondino y cols., 1996).

Por otro lado, la tolerancia de los linfocitos T en la periferia (tolerancia periférica), es aquella
gue actia sobre las clonas de las células T autoreactivas que escapan de las seleccion
negativa del timo, u originada de novo contra antigenos propios. Asi mismo, la tolerancia
periférica se lleva a cabo por varios mecanismos como la eliminacibn o anergia.
Adicionalmente (Mondino 1996).

Las células NK derivan principalmente de linfocitos granulares de gran tamafio que
constituye cerca del 5% de todos los linfocitos humanos en sangre periférica. La maoria de
las NK son: CD3’, CD16", CD56", CD94", poseen cierta capacidad de reconocer y destruir

células infectadas por virus, reconocen a células que no pueden expresar moléculas MHC de
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clase I, y también emplean diversos receptores para reconocer a su objetivo de forma
positiva (por ejemplo puede unirse al anticuerpo ya ligado al antigeno sobre una célula diana
mediante sus receptores Fc [CD16] — proceso conocido como citotoxicidad mediada por

células dependientes de anticuerpo.

Las células NK y las células dendriticas son reclutadas hacia el sitio del tumor. Las células
NK se activan y secretan interferon (IFNy) lo cual aumenta su capacidad citolitica. La
destruccion de las células mediadas por NK libera cuerpos apoptéticos, cuerpos necroéticos y
proteinas de choque térmico, lo cual produce activacién de las células dendriticas las que a
su vez secretan IL-12 aumentando la actividad citolitica de NK y la produccién de
IFNy (Moretta A 2002).

Otras células importantes son las NKT. Estas, a diferencia de las células T, expresan el
receptor el receptor de NK (NK1.1 6 CD161) y al TCR. Existen cuatro variedades de estas
células, pero una de las mas importantes (células NKT invariante NKTi) las cadenas Va24 —
VB11. Estas células, en lugar de reconocer y unirse a las células que expresen las moléculas
de MHC, reaccionan con células que expresen CD1d (molécula parecida a MHC). En el
surco de CD1d en lugar de presentar un péptido, presenta glicolipidos del tipo o galactosil —
ceramida. Estas pueden ser positivas a CD4 6 dobles negativas (CD4-, CD8-) y son y son de
gran importancia por su potente actividad antitumoral, la cual regulan al actuar en conjunto
con las células NK, células dendriticas y linfocitos T (Wilson, 2003). La interacién entre las
células NKT, dendriticas y NK, inicia por medio del estimulo de las NKT por o galactosil —
ceramida. Estas células CD 40L el cual se une a CD40 de las células dendriticas,
estimulandose la produccion de IL-12 por estas Ultimas. Las células NKT producen IFN g, lo
cual incrementa la posibilidad de una mayor produccién de IL-12 provocando en las células
NKT: A) liberacion de IL — 4 e IL10 (que es el freno de este mecanismo), B) secrecion de IL-
13 y C) mayor produccion de IFNg, aumentando la citotoxicidad por parte de las células NK
(Brutkiewics, 2002).

En el humano existen dos tipos principales de células dendriticas (DC) en la medula 6sea y
en la sangre periférica: DC1, mieloides o monocitoides las cuales generalmente son Lin-HLA-
DR+CD11c+ y DC2, linfoide o plasmocitoide que son Lin-HLA-DR +CD123+ (CD123 es el
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receptor de IL-3)(MacDonald, 2002). Las DC son las células més eficientes en presentacion
de antigenos.

A mediados de los 90's una subpoblacion de células T que expresan la cadena a del
receptor de alta afinidad para la IL-2 (CD25), se convirtié en el centro de atencion para los
inmundlogos interesados en la inmuno regulacion, estas células T CD4+CD25+ llamadas
reguladoras o supresoras, juejan un papel central en el mantenimiento de la homeostasis

inmunoldgica y la autotolerancia (Fontenot, 2003).

En 1995 Sakaguchi demostro finalmente que la molecula llamada CD25 era un marcador
seguro. Cuando en estudios de raton, él quitaba las células T CD4+ que expresaban la
molécula CD25, en oOrganos tales como gonadas, pancreas, tiroides, las células blancas
llegaban bajo un ataque auto inmune caracterizado por inflamacion; estas células blancas

invadian los 6rganos (Sakaguchi, 2006).
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Figura No.4. Respuesta inmunitaria adaptativa. Los diferentes tipos de patdgenos evocan
diferentes respuestas inmunitarias adaptativas. Los patdgenos intracelulares que viven en el
citoplasma de la célula huésped (por ejemplo virus) inducen una respuesta mediada por linfocitos T
citoliticos que lisan a las células infectadas. La respuesta humoral se dirige contra patdgenos
extracelulares que son eliminados gracias a los anticuerpos producidos por los linfocitos B. La
respuesta celular o inflamatoria esta mediada por linfocitos cooperadoresThl que favorecen la
destruccion del microorganismo fagocitado por los macréfagos. Este tipo de respuesta es
imprescindible para controlar las infecciones de patégeno (Regueiro y cols, 2006).
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Autoinmunidad.

La inmunidad adaptativa cumple con la funcion de defender al organismo ante un agente
infeccioso, sin embargo, esta respuesta inmune puede causar dafio tisular y enfermedad
denominada “enfermedad por hipersensibilidad”. El objetivo de la respuesta inmune es la
eliminacion del agente agresor sin causar dafio al tejido huésped pero, en ocasiones, esta
respuesta se sale de control o se enfoca en un blanco no apropiado del tejido hospedero
causando enfermedad. Una de éstas es la autoinmunidad, en la que hay un fallo de los
mecanismos normales de la auto tolerancia dando lugar a reacciones contra células y tejidos

propios (Bach, 2005); Hoy en dia se sabe que muchas de las enfermedades por

16



hipersensibilidad estan mediadas por los linfocitos Th I, y que en ellas los linfocitos T
producen directamente inflamacion o estimulan directamente la sintesis de anticuerpos que
lesionan los tejidos que inducen inflamacion (Marrack Py col., 2001).

Se conoce que el evento mas importante en el desarrollo de la autoinmunidad es el
reconocimiento de antigenos propios por linfocitos autoreactivos, los cuales sufren
activacion, proliferacion y diferenciacion hasta transformarse en células efectoras que son las
gue provocan el dafio tisular asi como sus productos. El cdmo falla la autotolerancia y el por
gué se activan los linfocitos autoreactivos, son las interrogantes en autoinmunidad y
probablemente sea la base de la patogénesis de esta enfermedad (Davidson 2001.,
Marrack., 2001).

La prevalencia de las enfermedades autoinmunes en los Estados Unidos de Norteamérica es
de 2 — 5% de la poblacién y a pesar de los avances en la investigacion, la etiologia de la
mayoria de ellas permanece obscura y su entendimiento sigue siendo un gran reto para la

inmunologia (Davidson 2001., Marrack., 2001).

De los conceptos que han surgido a lo largo de las investigaciones en este tema queda claro
que:

e La autoinmunidad es el resultado de una falla o fracaso de los mecanismos
responsables del mantenimiento de la autotolerancia de las células By T o ambas. El
potencial para la autoinmunidad existe en todos los individuos porque durante su
desarrollo, los linfocitos pueden expresar receptores especificos para antigenos
propios que pueden acceder al sistema (Good Now y cols., 2005).

e La predisposicion genética y los agentes ambientales como infecciones, son factores
que contribuyen al desarrollo de la autoinmunidad. La infeccion y el dafio tisular
modifican la forma en que los antigenos propios se exponen al sistema inmune, con la
consecuente falla en la auto tolerancia (Good Now y cols., 2005).

e Las enfermedades autoinmunes pueden ser especificas de érgano o sistémica y hay

participacion de complejos inmunes.
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e El inicio de reacciones autoinmunes contra antigenos propios puede resultar en la
liberacion y alteracion de otros antigenos de los tejidos; esta circunstancia puede
provocar la activacion de linfocitos especificos exacerbando la enfermedad (Davidson
y cols., 2001, Bach 2002, Good now 2005).

La PTI pertenece al grupo de enfermedades producidas por anticuerpos, éstos se pueden
enlazar a antigenos de células particulares o de tejidos extracelulares, o bien, forman
complejos antigenos — anticuerpo en la circulacién, que se depositan en las paredes de los
vasos sanguineos. En la practica clinica la enfermedad se demuestra mediante la deteccion
de los anticuerpos o complejos inmunes en la circulacién o depositados en los tejidos. Los
anticuerpos dirigidos contra células o matrices celulares producen enfermedades locales y no

sistémicas.

Generalmente éstos son autoanticuerpos aunque, pueden ser producidos contra antigenos
exdgenos que despiertan una reaccion inmunolégica cruzada con algin componente del

tejido propio (Davidson y cols., 2002; Marrack y cols., 2001).

Tratamiento

Es importante distinguir el criterio para el tratamiento de la PTlI que depende
fundamentalmente de la presentacién clinica, la cuenta de plaquetas y la evolucién de la
enfermedad. Los adultos habitualmente requieren tratamiento al inicio de la enfermedad,
debido a que la mayoria de ellos se presentan con cuenta de plaquetas entre 30 — 50x10°%/L.
Salvo en algunos casos especiales en los cuales requiere la realizacion de procedimientos
invasivos, Tabla 3. (British., 2003, Pizzuto y cols., 1984).
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Tabla 3. Recomendacion Britanica de cifras plaquetarias necesarias

Para la realizacion de procedimientos.

Situacién clinica Cifra de plaquetas
Tratamiento dental >0=10x 10°/L
Extraccion dental >0 =30x 10°/L
Blogueo dental regional >0 =230 x 10%/L
Cirugia Menor >0 =50 x 10°/L
Cirugia Mayor >0 =280 x 10°/L
Parto vaginal >0 =50 x 10°/L
Cesérea >0 =80 x 10°/L
Anestesia epidural >0 =80 x 10°/L

Se ha disefiado una escala de hemorragia que permite evaluar de forma objetiva el grado
gue presenta un paciente, independientemente de la cuenta plaquetaria. En un estudio
realizado en Francia se utiliz6 para decidir que pacientes con cuentas plaquetarias < de 20 x
10 °/L debian ser tratados urgentemente con inmunoglobulina endovenosa y esteroide
(puntaje > 8) y quienes podian ser tratados sélo con esteroide (puntaje < o = 8), inclusive de
forma ambulatoria. Con esta escala se pudo utilizar esteroide como monoterapia en 73% de
los pacientes sin observarse episodios hemorragicos graves en este grupo y pudo evitar el
uso de inmunoglobulina hasta en 50% de los pacientes con plaquetas menores de 20 x 10°/L
(Kellaf y cols., 2005).

Ademas debe administrarse inmunoglobulina endovenosa, en dosis 1g/kg de peso por dia
durante 2 dias, bolos de metilprednisona lg/dia por 3 dias y transfusion de plaquetas (5U
cada 4-6 h o 2 U/h). La transfusion debe reservarse para casos de extrema urgencia o previo
al procedimiento con alto riesgo de hemorragia (Stasi y cols., 2004, Mead y cols., 2003).
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Corticosteroides. Habitualmente, se utiliza prednisona de 1 a 2 mg x kg/dia (60mg/m?/SC)
durante 4 — 6 semanas. Puede utilizarse también dexametasona a dosis de 40 mg al dia
por via oral (Warkentin y cols., 1990). El porcentaje de respuesta varia ampliamente, del 50
al 75% con incremento en la cuenta de plaquetas en las primeras dos a tres semanas de
tratamiento, sin embargo, después de la respuesta inicial las recaidas son comunes cuando

se reduce la dosis del medicamento.

Por otra parte, se ha demostrado que no existe diferencia en el porcentaje de respuesta entre
los siguientes esquemas de tratamiento; prednisona 0.4 g/ kg/dia por 5 dias 6 1 g/ kg en
dosis unica. EI mecanismo de accion involucra varios efectos como bloqueo de receptores
Fc del sistema fagocitico mononuclear, bloqueo en la unién de anticuerpos y disminucién en

la produccién de autoanticuerpos (Cheng 2003).
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Justificacion.

Debido a que en México actualmente no se cuenta con datos acerca de las subpoblaciones
linfocitarias en la sangre periférica de los pacientes con PTI antes de recibir tratamiento, y
dado que éstas se modifican sustancialmente con el manejo, consideramos que es
trascendente obtener este conocimiento para entender e inferir con mayor claridad la

fisiopatologia y los mecanismos de accion de los esquemas terapéuticos actuales.

Hipotesis.

e Las subpoblaciones linfocitarias de estirpe T en pacientes con PTIl de novo difieren

en cantidad con respecto a la poblacién sana.

Objetivo.

e Determinar las subpoblaciones linfocitarias T, B, monocitoide y de células dendriticas

en sangre periférica (SP) de pacientes con PTI de novo.

Objetivos especificos.

e Determinar las subpoblaciones linfocitarias CD3, CD4, CD8, CD19, CD16 + CD56,
Lin1-CD11c+HLADR+, Lin1-CD123+HLADR+, CD3ys, CD3af, T reguladoras en
sangre periférica de pacientes con PTI de novo y donador sano.

e Evaluar las mismas poblaciones celulares en los pacientes con PTI de novo tres
meses posteriores al tratamiento.

e Comparar las subpoblaciones al inicio y después del tratamiento para evaluar la

efectividad del mismo.
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Il. Materiales y métodos

Material bioldgico.

Muestras de sangre periférica (SP) obtenidas de pacientes con diagnostico de PTI de

novo Yy de donadores sanos, proporcionados por el Banco de sangre del Centro

Médico Nacional “La Raza”, IMSS.

Criterios de inclusion

Pacientes

Pacientes con PTI de novo

Mayores de 16 afios de edad

Género masculino y femenino

Sin diabetes, enfermedad hepatica, renal o lupus
Sin infeccién por el VIH, VHC, VHB
Consentimiento informado por escrito.

Testigos sanos

Hombres y mujeres mayores de 18 afios

Donadores de sangre sanos que acudan al Banco de Sangre.

Consentimiento informado por escrito.

Criterios de exclusion

Que el paciente no acepte participar en el estudio.

Que el paciente haya recibido tratamiento.
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Criterios de no inclusién

e Mujeres embarazadas.

e Lactancia.

Diagrama de flujo

Diagnostico de PTI

Por exclusion de otros trastornos con
trombocitopenia.
[

AM.O

Recuento de células nucleadas totales, linfocitos y plaque-

tas en el analizador automatico Sysmex XT 2000. Tincion de Wright: morfologia

Citometria de flujo para determinar de las diferentes subpoblaciones linfocitarias
CD3, CD4, CD8, CD3ad, NK, NKT, NKTi, T reg, DC1, DC2, CD19, antes de trata-

Citometria de flujo para determinacién de las subpoblaciones linfocitarias CD3, CD4, CD8, NK, NKT,
NKTi, T reg, DC1, DC2, CD19, despues de tratamiento.

Convertir porcentajes de células en a valores absolutos para el
analisis estadistico
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Métodos.
Determinacion de los diferentes subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo en el
citometro FACSCalibur (Becton Dickinson,San José,CA.USA)

a.1. Preparacion de las muestras para el andlisis cuantificacién de células nucleadas (10%/pL)

b.1.Tincién:

Para determinar los marcadores de membrana se colocaron en un tubo Falcon
1X 10%células en 100 puL de amortiguador de fosfatos y se adicionaron 20 pL del anticuerpo
especifico marcado con diferentes fluorocromos a sabér isotiocianato de fluoresceina (FITC),
ficoeritrina (PE), proteina peridin clorofil A (PerCP) o aloficocianina (APC). Se mezcl6 e
incubd durante 20 minutos C, transcurrido el tiempo se adicion6 1 mL de solucion de lisis
(BD 1: 10) y se mezclo e incubd durante 10 minutos a 4°C en la oscuridad y para la
determinacién de las células T reguladora FoxP3 que son intracelulares se colocan 100 uL
de solucion permeabilizadora y se deja incubar 10 minutos, transcurrido este tiempo se
coloca 10 uL del marcador de Fox P3 y se incuba por 20 min a 4°C en la oscuridad. Al final
de la icubacidn,las células se centrifugarén a 300 X g (equivalente a 1500r.p.m) durante 5
minutos, se decanto y se realizd un lavado adicionando 2 mL de amortiguador de fosfato, se
resuspendid, se volvié a centrifugar a 300 X g durante otros 5 minutos, después se elimino
sobrenadante, se adicionaron 0.8 mL de amortiguador de fosfatos mas 0.2 mL de
paraformaldehido al 1% en solucion salina isotonica para fijar las células. Se mezclé en
vortex a baja velocidad y finalmente, con el tubo en esas condiciones, se adquirieron los

datos.

b2. Adquisicidon de datos.
Se adquirieron 50,000 eventos en el programa de “Cell Quest Pro” versién 3.2.1 “Apple
System” 7.6.1, y se seleccion0 una region, esto se hizo con el tubo marcado como control de

isotipo (autofluorescencia).
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Se adquirié toda la poblacion celular y para el analisis se seleccioné la regidbn mononuclear
ajustando primero la autofluorescencia de las células, colocando los marcadores de los
cuadrantes en una grafica de puntos “dot plot” en la escala logaritmica entre 10° y 10, tanto
para el eje de las abscisas (FL1 isotiocianato de fluoresceina) como para el eje de las
ordenadas (FL2 ficoeritrina), colocando dicha autofluorescencia en el cuadrante inferior
izquierdo en un porcentaje minimo de 99.4%. Una vez fijados los marcadores de
autofluorescencia, se procedio a adquirir las suspensiones celulares de los demas con las
tinciones de membrana (FTIC, PE, PercP, APC), respetandose tanto la regibn como la
localizacion de los cuadrantes. Los resultados para los diferentes marcadores de células se

expresan en porcentaje.

Anélisis estadistico.

e Es un estudio prospectivo observacional en donde se determinaron las medias, las
desviacién estandar y el intervalo de confianza de los valores obtenidos de las
diferentes subpoblacioanes de linfocitos entre el grupo de pacientes con PTI de novo.
y el grupo control de donadores sanos.

e Para la comparaciéon de donador sano y PTI n se realizo la prueba de U Mann
Whitney, para PTIn y PTI Tx se utilizo T pareada, para DS, PTI ny PTI Tx se utilizo

Anova con correccion de Bon — Ferroni.
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[l1l. Resultados

Se estudiaron 15 pacientes con diagnostico de PTI de novo cuya media de edad fue de 43
afios, con un intervalo de 35 — 51 afios. Diez de los pacientes (66.6%) fueron mujeres y 5
(33.3%) hombres. Se utilizaron como testigos 20 donadores sanos del banco de sangre
cuya media de edad fue de 34 afios, Quince (75%) fueron mujeres y 5 (25%) hombres. La

distribucion de los pacientes y controles se muestra en la figura No 7.

70 4

w| P=0.036 T

S

40 -

=

20 4

Edad en ainos

10 T
DS PTIn

n=20 n=15

Fig.5. Comparacién de las medianas de edad para donador sano (DS)y paciente con PTI de novo (PTIn).
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A todos los individuos del estudio se les tomaron muestras de sangre periférica para realizar

el analisis de poblaciones celulares por citometria de flujo. En la figura No.6, se muestran

imagenes representativas de como se seleccion6 la regién R1 para las células linfoides, a

partir de la cual se estudiaron las diferentes subpoblaciones linfocitarias.
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Figura No.6. Determinacion de células CD4, CD8, NK y NKT por citometria de flujo en una muestra de
sangre periférica de un paciente con PTI de novo. (A) Gréfico de puntos de tamafio vs granularidad que

muestra la region linfoide (R1 B). Gréafico de puntos correspondiente al analisis de células

CcD3'/CD4"

correspondiente a los linfocitos Th (flechas). (C) Muestra a las CD3*/CD8" correspondientes a los linfocitos Tc
(flechas) y en (D) a las células “natural killer” y las NKT, todas ellas provenientes de la region R1.
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Para la determinacion de las células NKT invariantes (NKTi) se parti6 de la ventana de
células CD3" (R2 figura 7A) y se abrié una gréfica de puntos de VB11-FITC vs Va24 — PE

(figura 7 B) para denotar las células dobles positivas.

2
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< ] T T T O'D_ 0 " & 'i 2 '3 4
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: o " UL 50  0.13  0.01
Region Events % Gated % Total UR 144 0.37 0.02 €¢—
R2 55552 9.27 9.27 LL 38236 99.40 6.38
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Fig No 7. Determinacion de células NKT invariantes por citometria de flujo en una muestra de sangre
periférica de un paciente con PTI de novo. En donde se muestra el grafico de puntos correspondiente al
andlisis de células NKT invariantes con los marcadores de vB11 con FITC y va24 con PE (B), provenientes de
la R2 en la que se selecciond a las células CD3" (A). Las células NKTi (11" Va24") se localiza en el cuadrante
superior derecho (flecha).

28



En relacion con la caracterizacién de las células T reguladoras, en la fig N0.8 se muestran

imagenes representativas obtenidas de un paciente con PTI de novo en donde se seleccion6

la R1 CD4" de baja granularidas (A) y a partir de ésta se obtuvo el grafico de puntos de las

células T CD25'FoxP3" (B).
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Fig No 8. Determinacion de células T reguladoras por citometria de flujo en una muestra de sangre periférica de un
paciente con PTI de novo. En donde se muestra el grafico de puntos correspondiente al andlisis de las células T
CD4CD25"FoxP3", provenientes de la R1CD4" (A) donde se seleccionaron a las células CD4" brillantes), que se localizan

en el cuadrante superior derecho (B) flecha.
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A todos los pacientes se les cuantificaron las células dendriticas tipos 1y 2 la cual se realiza
a partir de la R4 que son Lin 1- HLA-DR+. En la figura N0.9.Se muestran imagenes

representativas de la forma como se realiz6 dicho analisis
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Figura No.9. Determinaciéon de células dendriticas tipos 1 y 2 por citometria de flujo en una muestra de sangre
periférica de un paciente con PTI de novo. Se muestra el grafico de puntos correspondiente al andlisis de células
dendriticas provenientes de la region R4 en la que se seleccionaron las células HLA-DR +, lin - 1 negativas (A). Las células
dendriticas tipo 1 son dobles positivas para HLA-DR" y CD11", que se localizan en el cuadrante superior derecho (B) flecha.
A partir de la misma ventana R4 se determinaron las células dendriticas tipo 2, siendo dobles positivas para HLA-DR" y
CD123", situandose en el cuadrante superior derecho (C) flecha.

Dado que los resultados obtenidos por citometria de flujo se expresan en porcentaje, es
conveniente convertirlos a valores absolutos y a partir de estos obtener la mediana, el
percentil 25% y 75%. Los resultados asi obtenidos se muestran en la tabla No 4. La prueba
de analisis fue U Mann Whitney para comparar los valores absolutos de las diferentes
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poblaciones analizadas entre pacientes basal y donadores sanos, cuyos resultados también
se muestran en la misma tabla, obteniendo diferencia significativa para las cantidades de

plaguetas, células NK, NKTi (VB11Va24), linfocitos Ty, Treg, DC1, DC2 y células CD19.

Tabla No.4. Valores de la Medianay el percentil 25% Yy 75% obtenido para las diferentes poblaciones
linfoides analizadas de pacientes y donadores.

Mediana Percentil P
25% - 75%
CNT/uL DS 7072.5 6413.9 - 7731.0 NS
PTIn 7761.5 5790.8 — 9732.2
LfT/uL DS 2454.6 2170.3 - 2738.8 NS
PTIn 2609.0 1764.4 — 3453.5
PQS/uL DS 268.4 228.9-307.9 P=0.000000000002
PTIn 28.5 19.0-38.0
CD3/uL DS 1531.6 1284.6 — 1778.6 NS
PTIn 1522.7 827.0 - 2218.3
CD4/uL DS 865.4 697.6 — 1033.2 NS
PTIn 692.4 379.3-1005.4
CD8/uL DS 541.4 431.0-651.7 NS
PTIn 772.4 358.0 - 1186.9
NK/uL DS 304.4 232.2-376.5 P=0.003
PTIn 158.6 107.2 -210.0
NKT/uL DS 169.2 92.9-2454 P=0.03
PTIn 336.9 245.4 - 482.7
3yd/uL DS 78.6 56.7 - 100.4 P=0.018
PTIn 127.3 88.8 - 165.7
NKTi/uL DS 3.1 21-40 P=0.000002
PTIn 14.4 9.6-19.1
Treg/uL DS 9.9 82-117 P=0.02
PTIn 38.5 9.2-67.7
DC1/uL DS 23.5 159-31.2 P=0.04
PTIn 14.3 11.2-17.4
DC2/uL DS 6.9 5.0-85 P=0.00002
PTIn 1.7 09-26
CD19/uL DS 272.7 203.0-342.4 P=0.01
PTIn 157.2 101.8 - 212.7

Nota: DS= Donador Sano y PTIn = purpura tombocitopénica inmune de novo. NS= no significativo.
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A continuacion se presentan los graficos obtenidos de la comparacion por cada tipo celular
de donadores sanos y paciente con PTlI de novo. En la figura No.10, se representa la
comparacion entre las células NK/ uL de donadores sanos vs PTI de novo, donde se obtuvo

una mediana de 304.4 cels/uL para donadores sanos y de 158 cels/uL para pacientes con
PTI de novo con una diferencia significativa (P<0.05).
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Fig.No.10. Comparacién de las medianas para NK entre donadores sanos vs PTl de novo

En la fig No.11, se muestra la comparacion de las células NKT/ uL entre donadores sanos
vs PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 169.2 cels/uL para donadores sanos y de

336.9 cels/uL para pacientes con PTI de novo es decir, una cantidad mas elevada de células

NKT en los pacientes con una P<0.05
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Fig.No.11. Comparacién de las medianas para NKT entre donadores sanos vs PTI de novo.
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En la fig No.12, se muestra la comparacion entre las células CD3 yd de donadores sanos vs
PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 78.6 cels/uL para donadores sanos y de
127.3 cels/uL para pacientes con PTI de novo, una cantidad significativamente mayor en
pacientes (P<0.05).
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Fig.No 12. Comparacién de las medianas para células CD3 v entre donadores sanos vs PTI de novo

En la fig No.13, se presenta la comparacion de las células NKTi (Va24 VB11) de donadores
sanos vs PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 3.1 cels/uL para donadores sanos y
de 14.4 cels/uL para pacientes con PTI de novo con un incremento significativo en

pacientes (P<0.05).
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Fig.No.13. Comparacién de las medianas para células NKTi entre donadores sanos vs PTIl de novo.
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En la fig No.14, se muestra la comparacion entre las células T reguladoras/ pL de
donadores sanos vs PTI de novo, en donde se obtuvo una mediana de 9.9 cels/uL para

donadores sanos y de 38.5 cels/uL para pacientes con PTI de novo y un incremento

significativo en los pacientes (P<0.05).
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Fig.No.14. Comparacién de las medianas para células T reguladoras entre donadores sanos vs PTl de novo.

En la fig No.15, se muestra la comparacion para las células Dendriticas tipo 1 / uL entre
donadores sanos vs PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 23.5 cels/uL para
donadores sanos y de 14.3 cels/uL para pacientes con PTI de novo con disminucion de estas

células en los paciente (P<0.05).
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Fig.No.15. Comparacion de las medianas para células Dendriticas Tipo 1 entre Donadores sanos vs PTl de novo
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En la fig No.16.se muestra la comparacion para las células Dendriticas tipo 2/ uL de
donadores sanos vs PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 6.9 cels/uL para
donadores sanos y de 1.7 cels/uL para pacientes con PTI de novo con una disminucion

significativa de estas células con los pacientes (P<0.05).
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Fig.No.16. Comparacion de las medianas para Células Dendritica Tipo 2 entre donadores sanos vs PTI de novo.

En la fig No.17. Se muestra la comparacion para las células CD19/ uL de donadores sanos
vs PTI de novo, donde se obtuvo una mediana de 272.7 cels/uL para donadores sanos y de
157.2 cels/uL para pacientes con PTI de novo con una disminucion significativa para los

pacientes (P<0.05)
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Fig.No.17. Comparacién de las medianas para CD19 entre donadores sanos vs PTl de novo
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Adicionalmente se realiz6 la cuantificacion de las mismas poblaciones de linfocitos totales,
células CD3, CD4, CD8, NK, NKT, NKTi, 3y3, T reg, DC1, DC2, CD19 a los tres meses
posteriores al tratamiento, por lo que en la tabla No 5, se presentan los resultados obtenidos
de la comparacion de las diferentes poblaciones analizadas, utilizando la prueba de Anova
con correccion de Bon - Ferroni. En dicha tabla se presentan los resultados obtenidos
solamente para las poblaciones celulares con diferencia significativa, entre donador sano
(DS), contra PTI de novo (PTI n)y PTI pos tratamiento (PTI Tx).

Tabla.No.5. Resultados de la comparacién de medianas de los diferentes marcadores estudiados por el
analisis de Bon — Ferroni.

Mediana P
Marcador | Poblacion de estudio (céls/pL)
DS 169.2 DS vs PTIn P=0.04
NKT PTIn 336.9 DSvs PTITx P=0.642
PTI Tx 77 PTIn vs PTI Tx P=0.005
DS 78.6 DS vs PTIn P=0.03
CD3y8 PTIn 127.3 DSvs PTITx P=0.206
PTI Tx 59.3 PTInvs PTI Tx P=0.001
DS 31 DS vs PTIn P=0.000001
NKTi PTIn 14.4 DSvs PTITx P=1.0
PTI Tx 3.8 PTInvs PTI Tx P=0.0000003
DS 9.9 DS vs PTIn P=0.03
Treg PTIn 38.5 DSvs PTITx P=1.0
PTI Tx 10.3 PTInvs PTI Tx P=0.039
DS 6.9 DS vs PTIn P=0.002
DC2 PTIn 1.7 DSvs PTITx P=1.0
PTI Tx 7.9 PTInvs PTI Tx P=0.004
DS 272.7 DS vs PTIn P=0.054
CD19 PTIn 157.2 DSvs PTITx P=0.700
PTI Tx 337.0 PTInvs PTI Tx P=0.008

Nota: Donador (DS), Purpura Tombocitopénica Inmune de novo (PTIn), Purpura Tombocitopénica Inmune con tratamiento (PTITx).

A continuacion se presentan las graficas obtenidas de la comparacion por cada tipo celular

entre donador sano paciente de novo y posterior a tratamiento.
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En la fig N0.18 se presenta la comparacion de las células NKT/ uL entre donadores sanos
vs PTI de novo vs PTI Tx, obteniendo una mediana de 169.2 cels/uL para donadores sanos
de 336.9 cels/uL para pacientes con PTI de novo y para el paciente tratado 77.0 cels/uL

obteniendo diferencia significativa entre paciente de novo respecto al tratado (P<0.05).
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Fig.No 18. Comparacion de las medianas para las células NKT entre donadores sanos vs PTl de novo vs PTI Tx

En la fig No.19, se muestra la comparacién para las células CD3 y4 de donadores sanos vs
PTI de novo vs PTI Tx, obteniendo una mediana de 78.6 cels/uL para donadores sanos y de
127.3 cels/uL para pacientes con PTI de novo y para el paciente tratado 59.3 cels/uL estan
disminuidas obteniendo una diferencia significativa (P<0.05) entre paciente de novo respecto

al tratado
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Fig.No 19. Comparacion de las medianas para CD3 y8 entre donadores sanos vs PTI de novo vs PTI TX.
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En la fig No.20.se presenta la comparacion para las células NKTi/uL entre donadores
sanos vs PTI de novo vs PTI Tx una mediana de 3.1 cels/uL para donadores sanos y de
14.4 cels/uL para pacientes con PTI de novo y para paciente tratado 3.8 cels/uL con un

aumento significativa entre paciente de novo con respecto al tratado (P<0.05)

Células NKTi de DS vs PTl vs PTI Tx
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Fig.No 20.Comparacion de las medianas para la células NKTi entre donadores sanos vs PTI de novo vs PTI TX.

En la fig No.21 se presenta la comparacion de las células T reg/ uL entre donadores sanos
vs PTI de novo vs PTI Tx obteniendo una mediana de 9.9 cels/uL para donadores sanos y
de 38.5 cels/uL para pacientes con PTI de novo y para el paciente tratado 10.3 cels/uL con

una diferencia sinificativa (P<0.05) entre paciente de novo y tratado.
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Fig.No 21. Comparacion de las medianas para las células Treg entre donadores sanos vs PTI de novo vs PTI Tx.
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En la fig N0.22 se muestra la comparacion células Dendriticas Tipo 2/ uL entre donadores
sanos vs PTI de novo vs PTI Tx,obteniendo una mediana de 6.9 cels/uL para donadores

sanos y de 1.7 cels/uL para pacientes con PTI de novo ,y para el paciente tratado 7.9 cels/uL
con (P<0.05)entre paciente de novo y tratado.
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Fig. No 22. Comparacién entre las medianas para Células Dendriticas Tipo 2 de Donadores sanos vs PTI de novo vs PTI Tx.

En la fig N0.23. Se muestra la comparacion de las células CD19/ uL entre donadores sanos
vs PTI de novo vs PTI Tx, obteniendo una mediana de 272 cels/uL para donadores sanos y
de 157.2 cels/uL para pacientes con PTI de novo,y para el paciente tratado 337.0 cels/uL con

una disminucién significativa de estas células en paciente de novo (P<0.05).
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Fig.No 23. Comparacion de las medianas paralas células CD19 entre donadores sanos vs PTl de novo vs PTITX
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IV. DISCUSION

La Parpura tombocitopénica autoinmune (PTI) es una enfermedad en la cual el diagnostico
se sigue realizando por exclusion de otras patologias. Esta se caracteriza por la produccion
de anticuerpos habitualmente de la clase 1gG, contra las glicoproteinas lIb/llla de la superficie
de las plaquetas, provocando su eliminacién prematura y selectiva por las células del sistema
fagocitico (SF), siendo el bazo el principal sitio de eliminacion. Hasta donde sabemos no se
han realizado trabajos a nivel nacional e internacional acerca de la determinacion de las
poblaciones linfocitarias T: CD3, CD4, CD8, células NK, NKT, CD3ys, NKTi, células
dendriticas tipo 1 y 2, células T reguladoras FoxPs" y células B CD19", en pacientes con
diagnostico de PTI de novo y post-tratamiento con prednisona. En el presente trabajo se
estudiaron dichas subpoblaciones en 10 mujeres y 5 hombres con diagnostico con PTI de
novo sin tratamiento, y en 20 donadores clinicamente sanos, de los cuales 15 fueron
mujeres y 5 hombres. Es decir, se incluyé mayor cantidad de donadores femeninos que
masculinos tratando de guardar la proporcion entre ambos grupos de estudio. Por otro lado
dicha enfermedad es mas frecuente en mujeres que en hombres (Henrik-F1999) lo cual es
congruente con la proporcion obtenida en este trabajo. Debido a que este padecimiento es
de etiologia autoinmune, es importante conocer mas acerca de la fisiopatologia de dicha
enfermedad en donde se encuentra involucrada la respuesta autoinmune, motivo por el cual
se cuantificaron las poblaciones linfoides T y B en pacientes sin tratamiento y posterior a él.
Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron diferencias significativas cuando se
compararon la cuenta plaquetaria de los donadores sanos (DS) vs PTI de novo (PTIn)
(P<0.05), lo que se debe a la fisiopatologia de la enfermedad donde las plaquetas estan
siendo destruidas. Respecto a las subpoblaciones linfocitarias CD3, CD4, CD8 para ambos
grupos no se encontro diferencia (P>0.05). Al comparar los mismos grupos de estudio para la
cantidad de células NK estas se encontraron significativamente disminuida (P<0.05) en los
pacientes, lo que indica que por su cantidad son insuficientes para realizar adecuadamente
su funcion ya que estas ejercen un efecto contra las células alteradas (opsonizadas)
mediante la liberacién de enzimas proteoliticas (granzima A, B y granulisinas) las cuales
pueden penetrar a la célula utilizando perforinas. La granzima B es liberada hacia el

citoplasma de la célula blanco y puede activar directamente a las caspasas 8 y 3 induciendo
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apoptosis (Lieberman J. 2003), mientras que la granzima A ocasiona la muerte celular de
manera independiente de caspasas por rompimiento del DNA (Barry M, 2002). Respecto a
las células NKT se encontré un incremento significativo de estas células en los pacientes
(P<0.05), probablemente debido a que dichas células estan involucradas en el control de
varios tipos de respuesta inmune, lo que permite suponer que dicho incremento sea debido a
un intento por mantener la homeostasis en los pacientes con PTl. Una variedad de esta
células son las células NKT invariantes que estan formadas por un TCR inv Va24 y cadena
VB11 en humanos, las cuales reconocen glicolipidos presentados por CD1d y no responden
a los péptidos (Terabe 2008); estas células estan significativamente incrementadas (P< 0.05)
al comparar DS vs PTIn, esto posiblemente se debe a que estas células tienen la capacidad
de regular las alteraciones autoimunes como es el caso de esta patologia. Por lo que se
incrementan tratando de controlar el proceso, se considera que son un puente entre la
inmunidad innata y adaptativa ya que protegen mediante la produccion de INFy el cual a su
vez, activa a las células CD8 vy a las células dendriticas para que produzca IL-12 (Terabe
2008). La importancia de estas células radica en su potente accion imunoreguladora debida
a la liberacion rapida y masiva de citocinas tipo Thl y Th2, especialmente el INFy e IL-4 o IL-
10, ejerciendo asi su papel regulador. Aun no esta claro qué tipo de estimulo se requiere
para que se diferencien al tipo regulador o efector. En relacibn con las células
CD3 5 se obtuvo un aumento significativo (P<0.05) en los pacientes. Sin embargo la funcion
de este tipo celular no se conoce, aunque se cree que juegan un papel importante en las
enfermedades autoinmunes (Call M 2005., Rangachari 2004). Respecto a las células T reg
también se obtuvo un incremento significativo (P<0.05) en los pacientes respecto al control,
estas células son T CD4+CD25+, conforman el 5% de la poblacion total de células TCD4+.
Para funcionar adecuadamente, el sistema inmune debe discriminar entre lo propio y
lo no propio, cuando esta capacidad se pierde este sistema comienza a destruir
células y tejidos del cuerpo que como resultado, producen las enfermedades
autoinmunes. Los Linfocitos T reguladores suprimen efectivamente la activacion del
sistema inmune protegiendo asi contra la autoreactividad. El papel critico que
cumplen los Linfocitos T reguladores en el sistema inmune se ve evidenciado por el

grave sindrome autoinmune que resulta cuando hay una deficiencia genética en las
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células T reguladoras. EI mecanismo molecular por el cual los Linfocitos T
reguladores cumplen su funcién reguladora/supresora no ha sido bien caracterizado.
Las citocinas inmunosupresoras como TGF-beta e Interleucina 10 (IL-10) también
estan implicadas en la funcion del Linfocito T regulador (Sakaguchi S 1995). Lo que
significa que son importantes controladores de la tolerancia inmunoldgica. Las células DC2
se encontraron significativamente disminuidas en los pacientes respecto al control (P<0.05),
estas células liberan citocinas Thl y Th2, esto debido a que cumplen una funcion
reguladora y /o tolerogénica que estimula a los linfocitos T, dicha regulacién se puede
presentar por medio de la IL-10 o por la eliminacion de las células T por apoptosis via Fas /
Fas L (Steinman 1999). Se ha sugerido que las células T al ser estimuladas por las DC2
entran en un estado de anergia 0 muren en respuesta a un estimulo constante y alto de
antigeno; estas células son dendriticas de origen plamocitoide, su progenie tiene el potencial
de dar origen a los linfocitos T y a células NK, estos progenitores se encuentran distribuidos
en el timo. Son las principales productoras de Interferones de tipo 1 (IFN o/p) de ahi el
nombre de célula productora natural de IFN alfa con aproximadamente 1-2 |U/células
(Banchereau J2000., Pulendran B 2001). La DC2 su funcién es supresora y como se
muestra en la tabla No 4 y fig No 18 en los pacientes estan muy disminuidas lo que implica
gue por consiguiente, no estan realizando su funcién . Por ultimo al realizar la comparacion
para las células CD 19 se obtuvo una disminucion significativa en los pacientes P<0.05, esto
se debe en parte a que son células presentadoras de antigeno, productora de anticuerpos,
secretora de citocinas proinflamatorias y de coestimulacién de la célula T (Zhang 2001). La
célula B se ha constituido en una diana terapéutica importante en la Artritis reumatoide y
otras enfermedades autoinmunitarias, las células B inducen lisis por citotoxicidad
dependiente de anticuerpos mediada por células, fijacion de complemento y apoptosis
(Silverman G 2005).En la determinacion de las mismas subpoblaciones linfoides a los tres
meses después de que estos pacientes recibieron tratamiento con prednisona, (Tabla No.5)
el cual actda suprimiendo la respuesta humoral, disminuye la inflamacién por la supresion de
la migracion de leucocitos polimorfonucleares y reversion del incremento de la
permeabilidad, suprime el sistema inmune reduciendo la actividad y volumen linfatico,
aumenta la sobrevida de las plaguetas disminuye la produccién de anticuerpos antiplaquetas
que provocan la destruccion plaquetaria.
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Después de tres meses de tratamiento supresor se analizaron las determinaciones de las
mismas poblaciones linfoides, obteniendo valores muy semejantes a los donadores sanos y
sin diferencia significativa para las células NK , NKT ,CD3 y3, CD3 af3 , T reg , DC2 y por
altimo para células CD19 (P>0.05), entre donador sano y paciente tratado y obteniendo dife-
rencias significativas para las células NK , NKT ,CD3 y6, CD3 a8 , T reg ya que se en con-
taron elevadas en pacientes con PTIn (P<0.05) y para DC2 y CD19 hubo una disminucién en

los mismos (P<0.05) entre pacientes de novo y tratados.
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V. CONCLUSIONES

Los pacientes con PTI de novo presentaron una cantidad significativamente
disminuida de plaquetas, células NK, células dendriticas tipol y 2, células CD19
(linfocitos B).

Los mismos pacientes presentaron un incremento significativo en linfocitos NKT, NKTi,
CD3 yd y T reguladoras.

Con el tratamiento inmunosupresor, los pacientes normalizaron los valores de las
diferentes poblaciones celulares analizadas NK, NKT, NKTi, CD3 y3 y T reguladoras,
DC2, CD109.
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EXPECTATIVAS PARA TRABAJOS FUTUROS

Con base en los resultados obtenidos es conveniente determinar si estas poblaciones

celulares son funcionales o tienen actividad citotdxica.

Por otro lado, se propone identificar si en esta enfermedad participa el proceso de

inflamacion esto mediante la determinacion de las subpoblaciones de linfocitos Th17.

Determinar marcadores de superficie plaguetaria y observar si las plaquetas en los

pacientes con PTI de novo se encuentran activadas.
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ANEXO |

México, D.F. a de 20009.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio del presente y en pleno uso de mis facultades, yo

doy mi CONSENTIMIENTO para participar en el protocolo de investigacion “Caracterizacion
de las subpoblaciones linfocitarias T en pacientes adultos con Purpura Trombocitopénica
Inmune de novo”el cual esta en registro en el Instituto Politécnico Nacional en la secretaria
de investigacion y posgrado de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas, y se realizara en
la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas en el Departamento de Morfologia bajo la
direcciéon de la Dra Elba Reyes Maldonado y en el Laboratorio de Hematologia Especial del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza”, bajo la direccidén de la
Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes. Con el objetivo de determinar las subpoblaciones
linfocitarias T, B y células dendriticas en sangre periférica pacientes con Pdrpura
Trombocitopénica Inmune de novo y compararla con sujetos sanos que asistan al Banco de
sangre del Centro Médico Nacional “La Raza”, ya que esta es una enfermedad que se
caracteriza por la produccion de anticuerpos habitualmente de la clase IgG contra las
glicoproteinas llb/llla de la superficie de las plaquetas, provocando eliminacion prematura
por las células del sistema fagocitico (SF), siendo el bazo el principal lugar de eliminacion.

La informacién que se obtenga de mi participacion serda manejada de manera confidencial, el
estudio no tiene costo alguno para mi o para mis familiares, y no interferira con mi
tratamiento.

Consiste en la toma de muestra de sangre periférica en un tubo heparinizado (3cc), por
personal capacitado y cuyos riesgos se me explicaron (moreton, inflamacion, dolor en la
puncion etc.). Ademas de contestar unas preguntas referentes a mi padecimiento.

Mi participacién en el estudio es enteramente voluntaria, se respetara mi decisiéon, sin que
por ello se me niegue el servicio 0 me condicione.

Nombre y firma del paciente Nombre y firma del Medico.
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Caracterizacion de las subpoblacioneslinfoides T en pacientes con Papura
Trombocitopénica Inmune de novo.

Fecha No.

Nombre del paciente

Edad Sexo

1. Tiempo transcurrido desde el diagndstico de PTI de novo hasta el momento de la
entrevista.

2. Tiempo de evolucion

3. ¢ Se encuentra bajo algun tratamiento para PTI u otro padecimiento?

Si NO ¢Cual?

4. ¢ Padece alguna complicacion de la Purpura Trombocitopénica Inmune.
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ANEXO Il

México, D.F. a de 20009.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio del presente y en pleno uso de mis facultades, yo

doy mi CONSENTIMIENTO para participar en el protocolo de investigacion “Caracterizacion
de las subpoblaciones linfocitarias T en pacientes adultos con Purpura Trombocitopénica
Inmune de novo”el cual esta en registro en el Instituto Politécnico Nacional en la secretaria
de investigacion y posgrado de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, y se realizara en
la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas en el Departamento de Morfologia bajo la
direcciéon de la Dra Elba Reyes Maldonado y en el Laboratorio de Hematologia Especial del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “La Raza”, bajo la direccion de la
Dra. Laura Arcelia Montiel Cervantes. Con el objetivo de determinar las subpoblaciones
linfocitarias T, B y células dendriticas en sangre periférica pacientes con Pdrpura
Trombocitopénica Inmune de novo y compararla con sujetos sanos que asistan al Banco de
sangre del Centro Médico Nacional “La Raza”, ya que esta es una enfermedad que se
caracteriza por la produccion de anticuerpos habitualmente de la clase IgG contra las
glicoproteinas lIb/llla de la superficie de las plaquetas, provocando eliminacion prematura
por las células del sistema fagocitico (SF), siendo el bazo el principal lugar de eliminacién.

La informacién que se obtenga de mi participacion serd manejada de manera confidencial, el
estudio no tiene costo alguno para mi o para mis familiares.

Consiste en la toma de muestra de sangre periférica en un tubo heparinizado (3cc), por
personal capacitado y cuyos riesgos se me explicaron (moretén, inflamacion, dolor en la
puncion etc.). Ademas de contestar unas preguntas que contribuiran al estudio.

Mi participacion en el estudio es enteramente voluntaria.

Nombre y firma del Donador Nombre y firma Testigo
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Caracterizacion de las subpoblacioneslinfoides T en pacientes con Papura
Trombocitopénica Inmune de novo.

Fecha No.

Nombre del Donador

Edad Sexo

1. confirmar que no padezca alguna enfermedad que afecte los resultados que se obtengan
en el estudio.
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ANEXO Il

1. Para determinar los valores absoluto de los marcadores
obtenidos en porciento de las poblaciones linfoides se realizo [o
siguiente:

Lf Totallul = (CN/u)(1Lf1)
Cde CD/ ul = (Lf Totaliul ) (1CD 1)

2. Para determinar valores absolutos de células dendritica se
realizé lo siguiente:

DC/ul = (CN/ul ) (IRDCI) (1IDC 1)
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