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ABREVIACIONES

-ADN: Acido Desoxirribonucleico

-CMV: Citomegalovirus

-DGS: sindrome de DiGeorge

-D-TGV: D- Transposicion de los Grandes Vasos

-EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

-Linfocitos T NK: Linfocitos T Citoliticos Naturales (Natural Killer)
-LT: Linfocitos T

-MHC: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

-Mlg: Inmunoglobulina de la Membrana Celular

-TCR: Receptor Especifico para Antigenos de los Linfocitos T
-TEC: Células Epiteliales del Timo

-TREC:S: circulos de excision de los receptores de células T
-Treg: Linfocitos T reguladores

-VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana



RESUMEN

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto que se produce a largo plazo en la
respuesta inmune en pacientes con Transposicion de Grandes Vasos que han sido
timectomizados en periodo neonatal durante la cirugia de su cardiopatia.

Se han seleccionado 30 pacientes con D-T.G.V. con un rango de edad de 6-17 afios,
los cuales fueron sometidos a cirugia extracorporea debido a su cardiopatia congénita
en el primer mes de vida. Dichos pacientes se han comparado con un grupo control
(sujetos sanos no timectomizados en el rango de edad de 11-17 afios), asi como con
un grupo seleccionado de 22 pacientes diagnosticados de Sindrome de DiGeorge.
Tanto a los casos objetos del estudio como a los controles se les ha realizado un
hemograma completo junto a un recuento linfocitario, tanto de los linfocitos totales
como de las subpoblaciones linfocitarias, con objeto de medir varios parametros del
sistema inmune.

Los resultados obtenidos muestran que los nifios timectomizados en la edad neonatal
presentan una disminucion de los linfocitos totales (17 sujetos mostraron niveles de
linfocitos totales <500) y de las subpoblaciones linfocitarias, especialmente de los
linfocitos T naive (CD4" y CDS8"), asi como las subpoblaciones de linfocitos T
reguladores y de emigrantes timicos también se encontraron disminuidos. Por contra,
se objetivo un aumento de los linfocitos T memoria (CD4" y CD8").

A pesar del déficit linfocitario objetivado, en este estudio no se ha observado una
mayor incidencia de clinica infecciosa ni enfermedades autoinmunes comparadas con
el grupo control.

Resaltar que la timectomia parcial o completa al suprimir la timopoyesis puede dar
lugar a una inmunosenescencia acelerada del sistema inmune y reducir la diversidad
de células T. En consecuencia, se podria dar un incremento de las enfermedades
autoinmunes, infecciones y neurodegenerativas en la edad adulta, por lo que resulta

crucial un seguimiento a largo plazo.

PALABRAS CLAVE: cardiopatia congénita, timectomia, linfocito T naive.



1.INTRODUCCION

1.1. EL TIMO

El timo es un 6rgano linfoide encapsulado formado por dos 16bulos, que se encuentra

en el mediastino anterior tal y como se encuentra representado en la Figura 1.

Thyroid gland

Right lung— :

Figura 1. Localizacién del timo. Anatomicamente se ubica en el mediastino inferior anterior, delante del corazon

y detras del esternén.

En él maduran y se desarrollan los linfocitos T a partir de precursores linfoides que
han migrado desde la médula 6sea. ! Aunque el espacio perivascular del timo es
progresivamente reemplazado por grasa y la produccion timica de células T
disminuye significativamente con la edad, incluso en los adultos, el timo ha
demostrado ser capaz de producir nuevas linfocitos T. 23

En adultos jovenes, se estima que aproximadamente el 10% de las células T naive
fueron originalmente formadas por el timo, mientras que el 90% restante fue
producido a través de la proliferacion de células T periféricas. A pesar de ello, se
cree que el timo es crucial en la generacion de células T, especialmente en edades

mas tempranas, ya que es la tinica fuente de diversidad de los linfocitos T .2



1.1.1 El timo prenatal

Las células T derivan del higado fetal o de las células madre de la médula osea y
migran en una etapa muy temprana al primordio timico o al timo respectivamente
(Figura 2). Este o6rgano linfoide central proporciona el microambiente especializado
en el cual los precursores T maduran y reordenan los genes de su receptor TCR bajo
la influencia de las Células Epiteliales del Timo (TEC), con su posterior liberacion a
la periferia como linfocitos T virgenes funcionales (sin experiencia antigénica). 3

En humanos, el timo comienza a ser funcional durante el desarrollo embrionario, y
un repertorio diverso de células T ya se establece al final del primer trimestre de
gestacion.

Gracias al riguroso control del proceso de maduracion intratimico (seleccion positiva
y negativa) se asegura que el brazo adaptativo del sistema inmunitario sea capaz de
generar una respuesta eficaz ante patdgenos y tumores, evitando la autoinmunidad y
controlando el desarrollo canceroso. Para conseguirlo, cerca del 99% de los
precursores que colonizan el timo seran catalogados como “no satisfactorios”. Estos
activaran programas de muerte celular y nunca saldran del timo. Durante las primeras

etapas de la vida, el timo tiene una tasa muy elevada de mitosis y muerte celular. 3

Figura 2. Estructura del timo que muestra la entrada de prelinfocitos T procedentes de la médula ésea.



1.1.2 La involucion del timo

La involucién del timo comienza a la edad de 1 afio y disminuye en una proporcion
de aproximadamente 3% por afio hasta la adolescencia, y en una proporcion de 1%
tras ella. En este proceso se da un reemplazamiento progresivo del espacio
perivascular por tejido graso, pero a pesar de ello, la corteza y el tejido medular del
timo adulto persiste siendo histolégicamente normal. 3

Desde un punto de vista evolutivo, la involucion del timo ha sido propuesto como un
método de ahorro para disminuir el alto gasto energético que la tasa de division y
muerte celular suponen y que no puede ser mantenido de forma rentable a lo largo de
la vida. 3

Se sabe que este proceso de atrofia timica supone una reduccidon progresiva en la
produccion de nuevas células T . Dicho de otra forma, a medida que envejecemos, el
timo involuciona y empieza a prevalecer la produccion de linfocitos T por expansion

clonal periférica. ©

1.2 SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Las células T constituyen el 80% de los linfocitos circulantes siendo el linfocito T el
“director de orquesta” de la respuesta adaptativa. Puede actuar directamente
(linfocitos T citotoxicos CD8"), o bien indirectamente, regulando el funcionamiento
(linfocitos T helper CD4") de su propio linaje, asi como el de otros (linfocitos B,

monocitos...) por medio de contactos celulares y/o citoquinas. ’
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Figura 3. Subpoblaciones linfocitarias. Diferenciacion de la célula madre hematopoyética pluripotencial en las

3 vias diferentes de progenitores linfociticos: progenitor de linfocito B, progenitor de linfocito T y progenitor de

célula NK.

Los linfocitos T expresan marcadores de superficie comunes como el CD3* y el

Receptor Especifico para Antigenos (TCR). ! Dentro de ellos podemos observar los

siguientes subgrupos:

-Linfocitos T cooperadores CD4", que constituyen el 66% de los linfocitos T y
presentan restriccion de histocompatibilidad con moléculas de clase II (Figura 4).
Al activarse, liberan citoquinas que favorecen su proliferacion y diferenciacion en

células efectoras y de memoria, ademas de ser capaces de modular la practica
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totalidad de las células del sistema inmune. 7-8
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Figura 4. Linfocitos T cooperadores CD4*. Via de entrega de antigenos exégenos a las moléculas MHC de

clase Il.

-Los linfocitos T reguladores (Treg) son una subpoblacion especializada de linfocitos
T CD4" que se caracterizan por presentar de forma constitutiva en la superficie
celular la molécula CD25 y el factor de transcripcion FOXP3. Cuentan con una serie
de mecanismos supresores que les permite controlar tanto clones autorreactivos
como linfocitos convencionales (inhibiendo la respuesta inmunitaria),
correspondiendo Unicamente al 5-10% de las células CD4". Su ausencia se ha
relacionado con el desarrollo de patologias autoinmunes y condiciones
proinflamatorias. ’

-Linfocitos T citotoxicos CD8" los cuales son el 33% de los linfocitos T y presentan
restriccion de histocompatibilidad con moléculas de clase I (Figura 5). Reconocen
péptidos enddgenos (originarios de citosol) y mediante mecanismos de citotoxicidad
y apoptosis destruyen directamente la célula presentadora del antigeno (células

infectadas por virus o tumorales).’
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Figura 5. Linfocitos T citotoxicos CD8*. Via de entrega de antigenos endégenos a las moléculas MHC de

clase I.

-Los linfocitos T NK y los linfocitos Tyo son dos subgrupos numéricamente
inferiores de linfocitos T que expresan TCR con una diversidad limitada.

Ademas existen diferentes subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" af
dependiendo de su fenotipo o de su estado funcional (seglin su historia de exposicion
al antigeno):

-Las células T naive o virgenes, son linfocitos T maduros que atin no tienen actividad
funcional, y migran desde el timo a 6rganos linfaticos secundarios o perifércios, en la
busqueda de un antigeno. Se caracterizan por la expresion superficial de L-selectina
(CD62L) y el receptor de quimiocina CC tipo 7 (CCR7); la ausencia de los
marcadores de activacion CD25, CD44 o CD69; y la ausencia de memoria (isoforma
CD45R0).73

-Linfocitos T efectores que surgen como consecuencia de la activacion de algunos
linfocitos T virgenes, tienen la capacidad de producir moléculas capaces de eliminar

antigenos extrafios (son los linfocitos T cooperadores y citotoxicos ya mencionados).



-Las células T de memoria, denominadas de vida larga, cuya funciéon es mediar
respuestas rapidas y potenciales (respuesta secundaria) a exposiciones repetidas de
un antigeno. Pueden identificarse por su expresion de proteinas de superficie que las
distingue de linfocitos efectores (expresan cantidades altas del receptor de la IL-7,
CD127, ademas de la isoforma CD45RO). El fenotipo de la célula T de memoria es
diferente para las células T CD4" y CD8", comprendiendo al menos dos grupos
denominados como “memoria efector” y “memoria central”’. Las células T de
memoria central difieren de las efectoras por su continuada supervivencia después de
una respuesta aguda, tienen una baja tasa de apoptosis y presentan un menor estado
de activacion. ®

Los linfocitos B constituyen del 5 al 10% de los linfocitos de la sangre periférica y
expresan inmunoglobulina de la membrana celular (mlg), donde la mayoria expresan
tanto IgM como IgD. Un pequeiio numero de linfocitos B expresa IgG o IgA en su
superficie. Las moléculas detectadas en la superficie de los linfocitos B son CD19,
CD20, CD23, CD40, CD72, CD79a, moléculas de MHC de la clase II y receptores
para las fracciones del complemento C3b B. Son componentes de la inmunidad
humoral adaptativa mediante la secrecion de anticuerpos. 73

Las células Natural Killer (NK) representan junto con los linfocitos B y T un tercer
tipo de poblacion de linfocitos. A diferencia de las otras poblaciones, estas células
forman parte del sistema inmune innato. Sus principales funciones son la
identificacion y destruccion de células anormales (funcidon citotoxica) y la

produccion de citoquinas (funcidn secretora). 73

1.3. TRANSPOSICION DE LOS GRANDES VASOS Y TIMECTOMIiA

La D-TGV (D- Transposicion de los Grandes Vasos) es la cardiopatia ciandtica mas
frecuente en en recién nacido. Transposicion de los Grandes Vasos significa que el
origen de las grandes arterias se encuentra invertido, es decir la aorta se origina del
ventriculo derecho y la arteria pulmonar del ventriculo izquierdo, mientras que las

conexiones de las auriculas con los ventriculos son normales (Figura 6).



Transposicion completa
de grandes vasos

Normal

Figura 6. lzquierda: imagen anatomica normal del corazon. Derecha: patologia de la transposicion
completa de grandes vasos. A (Aorta); AP (Arteria Pulmonar); Al (Auricula Izquierda); AD (Auricula Derecha);

VI (Ventriculo Izquierdo); VD (Ventriculo Derecho).

Ocurre en 1 de cada 2.000 a 4.000 R.N vivos y corresponden al 7-8% de todas las
cardiopatias congénitas. Sin tratamiento los pacientes fallecerian por hipoxia, por lo
que es necesaria la cirugia en el periodo neonatal. °

La cirugia de la D-TGV se realiza mediante cirugia extracorpoérea en los primeros
dias de vida, procediéndose a la “transeccion” de la aorta ascendente y arteria
pulmonar y posterior anastomosis con las valvulas semilunares de los ventriculos
correctos (operacion de Jatene 6 Switch Arterial). >° En la Figura 7 se muestran los

pasos a seguir de esta técnica quirlrgica.




Figura 7. Operacion de Jatene 6 Switch Arterial. La técnica quirurgica consiste en realizar el
intercambio de las grandes arterias con la translocacion de las arterias coronarias y la anteroposicion

de las ramas pulmonares por delante de la Aorta.

Como puede observarse en la Figura 8, el timo esta situado en el mediastino anterior,
detrés del esterndn, en frente del corazon y los grandes vasos y, por lo tanto, en el
campo quirurgico de la cirugia de la D-T.G.V (operacion de Jatene).

Durante este procedimiento el campo quirtrgico debe ser despejado y el timo se

extrae, total o parcialmente, de forma rutinaria. %3°

Campo quirdrgico
obstruido Timectomia parcial Timectomia total

Corazon

Figura 8. Posicién anatémica del timo. En la figura se representa la necesidad de la timectomia para la

correccion en enfermedades cardiacas congénitas y los diferentes procedimientos utilizados.

Esta técnica se realiza de forma rutinaria y hasta el momento no hay descrita ninguna
consecuencia clinica a corto plazo de la timectomia en neonatos. >°

Especialmente en los neonatos, los cuales presentan un timo relativamente largo, los
procedimientos quirurgicos que involucran a los grandes vasos es necesario extirpar
el timo de forma completa. >3

Varios estudios con ratones han puesto de manifiesto la importancia del timo en las
primeras fases de la vida demostrando que la timectomia da como resultado una
inmunodeficiencia parcial, afectando principalmente a la respuesta inmune mediada
por células. * Durante el primer afio postimectomia humana neonatal se ha observado

una disminuciéon en los niveles de linfocitos T y se han descrito numerosas

alteraciones periféricas en las subpoblaciones de LT CD4 y CDS8. >4 5.6
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1.3.1. Cuantificacion de la actividad del timo

Existe una gran dificultad para cuantificar la actividad del timo, incluso en
individuos normales, resultando muy costoso mostrar el impacto de la timectomia en
las subpoblaciones de células T naive y por tanto, en los consecuentes efectos de la
inmunidad adaptativa.

Los intentos iniciales para cuantificar la contribucion de la timopoyesis en el sistema
inmune celular durante el desarrollo posnatal y ya dentro de la edad adulta, ha estado
focalizado en la medida fenotipica de la poblacion de células T naive de sangre
periférica. Estas células, por definicion, son maduras, células T circulantes que
todavia no han encontrado sus antigenos correspondientes. Las células T naive
fueron identificadas como CD4" y CD8" que también expresan CD45RA en su
superficie.

Se ha visto que los marcadores de la citometria de flujo no permiten diferenciar las
células T naive producidas por una expansion clonal en la periferia. Sin embargo, se
ha desarrollado una PCR que permite la cuantificacién y monitorizacion del nimero
de circulos de escision del receptor de linfocitos T (TRECs), las cuales son
moléculas de ADN circular no replicativo generadas durante el reordenamiento
excisional de las secuencias codificadas para las proteinas receptoras de las células T.
Los TREC permanecen en las células T después de su maduracion y liberacion desde
el timo a la periferia. A pesar de que se encuentren diluidos como células
proliferativas, el nimero de TREC sirve como pardmetro de la timopoyesis. Por otra
parte, la identificacién por citometria de flujo de los emigrantes timicos con el
inmunofenotipo CD4+CD45RA+CD31+ también constituiria una medida directa de
la capacidad del timo para liberar linfocitos T maduros. En nuestro medio, no
tenemos la posibilidad de cuantificar los TRECs, por lo que realizamos una
cuantificacion de los emigrantes timicos T. El uso de estas técnicas ha demostrado
que el timo normalmente permanece activo bien entrada la edad adulta y que su
funcién es requerida para la reconstitucion de la funcidon inmune durante el
tratamiento de la infeccion VIH, y tras ciclos de quimioterapia como tratamiento del

cancer o tras un trasplante de médula dsea. '°
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1.4. INMUNODEFICIENCIA CELULAR

Las inmunodeficiencias de células T, puesto que el linfocito B necesita la
colaboracion del linfocito TCD4+ para ejercer su funcion, comparten las infecciones
por bacterias capsuladas con las inmunodeficiencias de células B. Pero, lo mas
caracteristico son las infecciones oportunistas desde los primeros meses de vida:
Candida albicans (candidiasis oral persistente); neumonia por Pneumocystis carinii,
infecciones graves y persistentes por herpesvirus, adenovirus y virus respiratorio
sincitial; diarrea por Criptosporidium spp. e infecciones diseminadas por bacilo de
Calmette-Guerin (BCG).

Estos pacientes no pueden rechazar los injertos, por lo que padecen enfermedad
mortal de injerto contra huésped si reciben transfusiones de sangre no irradiada o
trasplante de médula 6sea que contiene células T. Por la misma razén, no es
infrecuente ver en estos pacientes exantemas persistentes desde poco después del

nacimiento. !

1.5. SINDROME DE DIGEORGE (DGS)
El sindrome de DiGeorge tiene su origen en una deleccion del cromosoma 22q11.2,
siendo el sindrome de microdeleccion mas comun en los humanos y ocurriendo con

una frecuencia de 1:4000 de los recién nacidos (Figura 9). 2

Cromosoma 22
O ., Fral W BN EEE

regién 22q11.2
A 8 C D F G H
| ERCEETTE | ]im.u_[n:lqn.ul
LCR g5 58
I EEQ§ 1

} ]
¥'90% delecién TOR - ETT RN
T !

Deleciones atipicas distales
Figura 9. Sindrome de DiGeorge. Representacion esquematica de la regidn cromosdmica 22q11.2 involucrada

en el SD22Q11.2.
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Se trata de un conjunto de signos y sintomas precedidos por un desarrollo defectuoso
de la tercera y cuarta bolsa faringea. Los pacientes pueden presentar defectos
cardiacos (49-83%), deformidades palatinas (69-100%), hipocalcemia (50%),
hipoplasia del timo (79-84%), anormalidades renales (36%) y una inmunodeficiencia.
12

La mayoria de pacientes con DGS tiene una inmunodeficiencia leve-moderada con
linfopenias de células T variables (DGS parcial), mientras que menos del 1%
presentan una inmunodeficiencia severa de células T con aplasia del timo (DGS
completo). La linfopenia de células T es observada en el 75-80% de los nifios con
DGS, sin embargo pocos pacientes tendran una disminucioén de linfocitos T en su
rango de edad, debido a que el rango normal es més bajo. Esto es explicado por la
involucion fisioldgica del timo asi como por la proliferacion homeostasica de células
T existente. !> 13

La disminucion de linfocitos T en pacientes con DGS ha sido asociada con el
incremento de riesgo de autoinmunidad, atopia e infecciones. Las enfermedades
autoinmunitarias mas comunes en el DGS son la pirpura trombocitopénica idiopatica,
anemia hemolitica autoinmune, artritis autoinmune y enfermedad autoinmune de la
glandula tiroides. 13

Sin embargo, a pesar de la desregulacion inmune y de la variabilidad en las cifras de
células T en estos individuos, todavia no es bien conocida su relaciéon con el

desarrollo de enfermedades autoinmunes. '
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2. OBJETIVOS

1- Analizar el efecto de la respuesta inmune en pacientes timectomizados tras la
cirugia cardiaca extracorpdrea realizada en el periodo neonatal a los pacientes con
D-T.G.V. Para ello, analizaremos el recuento de las siguientes subpoblaciones
linfocitarias: linfocitos T citotoxicos, linfocitos T reguladores, linfocitos T naive y de
memoria, linfocitos B y NK, y emigrantes timicos.

2- Investigar la posible repercusion clinica (episodios de infecciones severas en los
primeros afos tras la timectomia, infecciones recidivantes crdnicas, infecciones
bacterianas, enfermedades autoinmunes, atopias, cancer...) relacionada con la
respuesta inmune tras la timectomia.

3-Otro objetivo sera relacionar nuestros pacientes objeto de estudio (pacientes con
D-TGV intervenidos en periodo neonatal, “Timectomizados”) con pacientes seguidos
en nuestro centro diagnosticados de Sindrome de DiGeorge (DGS). Para ello,

realizaremos una busqueda de similitudes/diferencias tanto analiticas como clinicas.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio de casos y controles retrospectivo.

3.1. PACIENTES

Fueron seleccionados dentro del estudio 30 pacientes con una edad comprendida
entre 6 y 17 afos, los cuales habian sido sometidos a una cirugia cardiaca
extracorpoérea con motivo de su cardiopatia congénita (D- T.G.V.) durante el periodo
neonatal (< 30 dias de vida).

Todas las intervenciones quirurgicas fueron realizadas en el Hospital Universitario
de Cruces. Todos los sujetos fueron sometidos a la cirugia de su cardiopatia
congénita (D- T.G.V.) mediante la técnica Switch arterial u operacion de Jatene. °

La informacion sobre la eliminacién completa o parcial del timo no esta incluida en
los informes quirtirgicos, pero es sabido que los cirujanos cardiacos tratan de disecar
el timo entero en un intento de evitar un sangrado.

Dentro de este grupo de casos fueron excluidos los pacientes que padecian sindrome
de DiGeorge, es decir aquellos nifios que presentaban una deleccion del cromosoma
22ql1.2.

Por otro lado, 16 sujetos (en el rango de edad de 9-17 afios) fueron seleccionados
como grupo control (cada control fue usado como un Unico punto en los analisis
longitudinales).

Dicho grupo control fue formado a partir de pacientes que acuden a las consultas
externas del Servicio de Cardiologia del Hospital de Cruces como seguimiento de
una patologia cardiaca, sin presentar ninguno de ellos el antecedente
médico-quirurgico de haber sufrido una cirugia cardiaca con timectomia. Todos ellos
fueron emparejados con el grupo de los casos por edad y género.

Como criterios de exclusion en el grupo de los controles, destacan los siguientes:
-Pacientes pediatricos oncoldgicos

-Pacientes inmunodeprimidos, ya sea por defectos genéticos, desnutricion,
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enfermedades de la médula osea, enfermedades renales, medicamentos e infecciones
como VIH.

-Pacientes mayores de 18 afios.

Ademas, también ha sido incluido en el estudio un grupo seleccionado de 22
pacientes diagnosticados de enfermedad de DiGeorge, todos ellos recuperados de la
base de datos del Servicio de Pediatria del Hospital de Cruces. Este grupo serd
crucial para la relacion de ambas patologias y las similitudes o diferencias ante una
inmunodeficiencia celular de ambos casos.

La historia clinica de cada paciente, incluyendo el diagndstico original, el
procedimiento quirurgico y los siguientes episodios clinicos de cada sujeto fueron
recuperados de los registros del Hospital de Cruces mediante el programa

informatico Osabide Global.

3.2. PROCEDIMIENTOS

Tras la aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica, en los grupos de los
casos y controles del estudio, se realizd una analitica sanguinea con motivo de
analizar las diferentes subpoblaciones linfocitarias previamente descritas. Fue
imprescindible proporcionar informacion sobre el objetivo del estudio y la posterior
entrega de un consentimiento informado al paciente y familiares en una de las
consultas de seguimiento de la cardiopatia congénita del paciente.

En la totalidad de los casos y controles se extrajo una pequefia cantidad de sangre
venosa periférica para llevar a cabo una hematimetria y un andlisis de las mismas
poblaciones linfocitarias.

Remarcar que la filiacion de los pacientes con sindrome DiGeorge (DGS) fue
totalmente andnima, no precisando de nuevas extracciones de muestras de sangre
dado que se les realiza en su seguimiento clinico habitual.

Los consentimientos informados fueron obtenidos de acuerdo a la Declaracion de
Helsinki.

Posteriormente, se realizd una blisqueda en las historias clinicas de los sujetos con

motivo de conocer si se produjeron episodios de infecciones bacterianas de gravedad
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(otitis, bronquitis, neumonia, meningitis, candidiasis y otras), infecciones cronicas de
repeticion  (asma), patologia cutinea (eccema, psoriasis...), enfermedades
neuroldgicas, alergia, céncer o enfermedades autoinmunes (pUrpura
trombocitopénica idiopatica, anemia hemolitica autoinmune, artritis reumatoide,
tiroiditis autoinmune, etc) que pudieran ser relacionadas con la alteracion de la
inmunidad. °

Toda la informaciéon de los pacientes, tanto las analiticas sanguineas como la
investigacion en las historias clinicas ha sido manejada y almacenada de forma

andnima, encriptada y confidencial.

3.3. TEST DE LABORATORIO

A todos los pacientes objetos del estudio (“timectomizados™) asi como al grupo
control se les realizd un hemograma completo junto a un recuento tanto de las
poblaciones leucocitarias como de los linfocitos totales (porcentaje y valores
absolutos).

Para realizar dicho andlisis (hemograma, linfocitos totales, poblaciones linfocitarias)
se recoge una muestra de sangre total anticoagulada con etilendiaminotetraacetato
(EDTA). La muestra se envia al servicio de Inmunologia del H.U. de Cruces donde
se lleva a cabo el estudio de las siguientes poblaciones linfocitarias: Linfocitos T
CD3* (linfocitos T totales), CD4" (linfocitos T helper), CD8* (linfocitos T
citotoxicos), y ratio CD4/CDS, las cuales se realizan de forma automatizada en un
citometro de flujo AQUIOS CL (Beckman Coulter).

Otras poblaciones como linfocitos B (CD19+), linfocitos NK (CD16+/CD56+), y de
subpoblaciones linfocitarias: linfocitos T reguladores (CD4+/CD25+/CD127 low),
linfocitos T naive (CD27+/CD45RO-), linfocitos T memoria central
(CD27+/CD45R0O+), linfocitos T memoria efectora (CD27-/CD45RO+), linfocitos T
efectores  (CD27-/CD45RO-) y  linfocitos T  emigrantes  timicos
(CD4+/CD31+/CD45RA+) fueron determinadas mediante el marcaje de dichas
muestras celulares con anticuerpos monoclonales unidos a fluorocromos para su

posterior determinacion fenotipica en un citdmetro de flujo (Facs Canto II) y cuyo
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analisis y cuantificacion se lleva a cabo en un software denominado Infinicyt 1.7.

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado el estudio con el programa estadistico SPSS.

La estadistica descriptiva es un conjunto de técnicas numéricas y graficas, que en
nuestro estudio la hemos utilizado para describir y analizar los grupos de datos sin
extraer conclusiones (inferencias). Para ello, hemos utilizado la media, la moda, la
varianza, el maximo y el minimo.

La técnica de andlisis de varianza (ANOVA) es la herramienta basica para el estudio
del efecto de uno o mas factores sobre la media de una variable continua. Es por lo
tanto, el test estadistico necesario a emplear en nuestro estudio, ya que deseamos
comparar las medias de los valores de los linfocitos totales y subpoblaciones
linfocitarias de los grupos de los timectomizados, los controles y los pacientes que
sufren sindrome de DiGeorge. ANOVA permite comparar multiples medias, pero lo
hace mediante el estudio de las varianzas.

A su vez, también hemos utilizado la prueba chi-cuadrado como test estadistico, ya
que nos permite determinar la existencia de relacion entre dos variables categoéricas.
Asi si el valor es igual a cero, podemos decir que si existe concordancia perfecta
entre las frecuencias observadas y las esperadas. En cambio, si el valor estadistico
fuera > 0, diriamos que existe una discrepancia entre estas frecuencias, y
consecuentemente se debera rechazar la hipotesis nula.

En todos los casos un p-valor inferior a 0,05 (p<0,05) fue considerado como

estadisticamente significativo rechazandose la hipotesis nula.
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3.5. VALORES DE REFERENCIA

Los resultados de los pacientes de los tres grupos (timectomizados, controles y
sindrome de DiGeorge) incluidos en el estudio serdn comparados con “los valores de
referencia de la normalidad” extraidos de la literatura médica.

Por un lado, los valores absolutos y porcentajes de los linfocitos totales, los linfocitos
T CD3", linfocitos T CD4", linfocitos T CDS8", linfocitos B y linfocitos NK, son
comparados segin Garcia-Prat et al. 1°

Por otro lado, los valores de los emigrantes timicos, las células T reguladoras, las
células T naive y las células T de memoria (tanto de memoria central como las

efectoras) son comparadas por los valores de referencia de Van Gent et al. '¢



19

4. RESULTADOS

4.1. SEXO

El grupo de los casos, es decir, los pacientes que sufrieron una cirugia cardiaca en el
periodo neonatal con timectomia incluida a causa de una cardiopatia D- T.G.V, son
en total 30 sujetos, de los cuales 17 son mujeres (56,7%) y 13 son varones (44,3%).
En el grupo de los controles contamos con un total de 16 sujetos, de los cuales 9 son
mujeres (56,3%) y 7 son varones (43,8%).

El grupo de los pacientes que poseen sindrome de DiGeorge estd compuesto por 22

sujetos, de los cuales 14 son mujeres (63,6%) y 8 son varones (36,4%) (Figura 10).

Timectomizados Controles DiGeorge

B mujeres M varones B mujeres Mvarones B mujeres Mvarones

Figura 10. Comparacion de la variable “sexo” entre el grupo a estudio (timectomizados), el grupo control

y el grupo de los pacientes DiGeorge.

4.2. EDAD ACTUAL

Del grupo de los casos, la media de la edad actual es de 141 meses (11 afios), con
una edad minima de 6 afos y una edad maxima de 17 afios.

La edad actual del grupo de los controles, presenta una media de 168,75 meses (14
afios aproximadamente), donde el sujeto con menor edad actual tiene 11 afos, y el de

mayor edad tiene 17 afios.
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Con respecto a la edad actual de los pacientes que presentan sindrome de DiGeorge,

la media se encuentra en 134,73 meses (11 afos), con una edad minima de 9 afios y

una edad méaxima de 16 afios respectivamente (Figura 11).

16
14
12
10

o N B~ O 0

Edad actual

14
11 I 11

Timectomizados Controles

DiGeorge

Figura 11. Comparacién de la variable “edad actual” en afios entre el grupo a estudio, el grupo control y los

pacientes DiGeorge.

4.3. LINFOCITOS TOTALES Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Tabla 1. Namero total de linfocitos por inmunofenotipo del grupo a estudio (timectomizados) y grupo
control. Todos los datos se encuentran descritos por la media.

Linfocitos Grupo estudio Grupo control P-valor
Linfocitos totales 1719,00 2242.50 0,033
CD3 931,03 1528,20 0,001
CD4 557,97 828,40 0,017
CD8 307,30 585,47 0,001
CDI19 346,45 274,69 0,283 ns
NK 390,67 322,67 0,460 ns
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Inicialmente se comparan los resultados encontrados en los pacientes objetos del
estudio (“Timectomizados”) con los sujetos controles Tabla 1 y Tabla 2; asi como
con el grupo diagnosticado de Sindrome de DiGeorge Tabla 3 y Tabla 4.
Posteriormente se establece una relacion entre los resultados encontrados en los
pacientes objetos del estudio (“Timectomizados”), el grupo control y los valores de
referencia (utilizados en la practica clinica) Figuras 14-15-16.

Finalmente se comparan los resultados encontrados en los pacientes objetos del
estudio (“Timectomizados™) con el grupo diagnosticado de Sindrome de DiGeorge y
los valores de referencia (utilizados en la practica clinica) Figura 18.

Si analizamos los linfocitos totales del grupo de pacientes timectomizados (n=30), 17
pacientes han presentado valores de linfocitos totales por debajo de 1500, de los
cuales 2 , han presentado valores inferiores a 1000.

Al valorar los linfocitos T CD4" de estos 17 pacientes, todos presentan valores
absolutos por debajo de 500 (valor de referencia de normalidad): 4 de ellos por
debajo de 300 (valor de inmunodeficiencia), y s6lo uno inferior a 200.

Al analizar los linfocitos totales del grupo de los controles (n=16), solamente 2
sujetos han presentado valores de linfocitos totales por debajo de 1500 y sélo 1
presenta valores absolutos de linfocitos CD4" por debajo de 500. Los 15 restantes
tienen cifras de CD4" consideradas en el rango de los valores de normalidad (Figura

12).

Linfocitos Totales
® Timectomizados ® Grupo control Linfocitos T CD4+
17 17
4
2 2
1
= =] -
<1500 <1000 <500 <300
B Timectomizados ® Grupo control
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Figura 12. lzquierda: comparacion de la variable “Linfocitos Totales” en timectomizados y el grupo

control. Derecha: comparacion de la variable “Linfocitos T CD4*” en timectomizados y grupo control.

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos por inmunofenotipo del grupo a estudio (timectomizados) y grupo
control. Todos los datos se encuentran descritos por la media.

Linfocitos (%) Grupo estudio Grupo control P-valor
Linfocitos totales 23,65 36,20 0,000
CD3+ 53,38 68,22 0,000
CD4+ 31,69 37,40 0,033
CD8+ 17,65 25,46 0,000
CD19+ (LB) 21,69 13,79 0,006
CD16+/CD56+ 24,37 19,59 0,268 ns
(LNK)

ET CD4+ 17,96 45,43 0,000
ET CD8+ 31,95 51,12 0,002
CD4 naive 33,87 56,53 0,004
CD4 memoria | 49,76 28,70 0,001
central

CD4+ memoria | 14,82 8,01 0,027
efectora

CD4+ efectores 1,55 0,80 0,204 ns
CD8+ naive 37,86 57,04 0,007
CD8+ memoria | 37,31 22,52 0,004
central

CD8&+ memoria | 14,40 8,98 0,068
efectora

CD8&+ efectores 10,12 11,46 0,644 ns
LT reguladores 4,09 6,37 0,004

Tabla 2. Porcentaje de linfocitos por inmunofenotipo del grupo a estudio (timectomizados) y grupo
control. Todos los datos se encuentran descritos por la media.

Al analizar los linfocitos totales del grupo de los pacientes con sindrome de
DiGeorge (n=22), 3 presentan valores de linfocitos totales por debajo de 1500, de
los cuales 1 ha resultado poseer valores por debajo de 1000. En cuanto al recuento
absoluto de linfocitos T-CD4" cabe destacar que solamente 2 pacientes tienen valores
por debajo de 500, donde uno de ellos presenta un valor ain mas bajo de 300

(Figura 13).
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Linfocitos Totales Linfocitos T CD4+

17 17

4
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1
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<1500 <1000 <500 <300
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rasasmiaies i Dicstge B Timectomizados ® DiGeorge

Figura 13. Izquierda: comparacion de la variable “Linfocitos Totales” en timectomizados y pacientes con
Sindrome DiGeorge. Derecha: comparaciéon de la variable “Linfocitos T CD4*” en timectomizados y

pacientes con Sindrome DiGeorge.

Tabla 3. Numero total de linfocitos por inmunofenotipo del grupo a estudio (timectomizados) y grupo
DiGeorge. Todos los datos se encuentran descritos por la media.

Linfocitos Grupo estudio Grupo DiGeorge P-valor
(absolutos)

Linfocitos totales 1719,00 2328,18 0,008
CD3+ 931,03 1411,73 0,002
CD4+ 557,97 739,05 0,047
CD8+ 307,30 538,36 0,001
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Tabla 4. Porcentaje de linfocitos por inmunofenotipo del grupo a estudio (timectomizados) y grupo
DiGeorge. Todos los datos se encuentran descritos por la media.

Linfocitos (%) Grupo estudio Grupo DiGeorge P-valor
Linfocitos totales 23,65 36,12 0,000
CD3+ 53,38 60,70 0,021
CD4+ 31,69 32,48 0,761 ns
CD8+ 17,65 22,73 0,013

4.3.1. Comparacion de linfocitos totales y subpoblaciones linfocitarias entre el
grupo de los timectomizados, el grupo de los controles y los valores de

referencia.

Tal y como podemos observar en la Figura 14, en el grupo de casos, es decir,
pacientes con cardiopatia D- T.G.V que sufrieron una cirugia cardiaca con
timectomia en el periodo neonatal, se muestra una tendencia a la disminucion de
linfocitos totales.

Si realizamos una comparacion de este grupo de casos con el grupo de controles
(pacientes sin cirugia cardiaca) podemos comprobar que se cumple nuestra hipdtesis
de que el primer grupo presenta una disminucidén de los linfocitos totales, siendo

estadisticamente significativo (p=0,033) donde p<0,05.
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Analisis de linfocitos y subpoblaciones
linfocitarias
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Figura 14. Comparacion del numero de linfocitos totales y subpoblaciones linfocitarias entre los valores

de referencia, el grupo a estudio y el grupo control.

A su vez si observamos la Figura 14, los pacientes timectomizados sufren un mayor
descenso de las siguientes subpoblaciones linfocitarias en comparacion al grupo
control: linfocitos CD3* (p=0,01); linfocitos CD4" (p=0,017); linfocitos CD8"
(p=0,001); el porcentaje de emigrantes timicos de CD4" y CD8" (p=0,000 y p=0,002
respectivamente); linfocitos T CD4" naive o virgenes (p=0,004); linfocitos T CD8"
naive (p=0,007) (Figura 15). También es caracteristico la disminucion de linfocitos
T reguladores, siendo mayor en el grupo de los timectomizados que en el de los
controles, siendo p<0,05 (p=0,004) (Figura 16).

En cuanto a los valores absolutos de los linfocitos B y linfocitos NK no se observan
diferencias significativas entre los datos de los timectomizados y los valores de

referencia y los del grupo control (Figura 14).
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Analisis CD4+ naive y CD4+
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CD4 naive% CD4...
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Figura 15. Andlisis de Linfocitos T CD4+ y CD8+, tanto naive como de memoria. La comparacién ha sido

realizada entre los pacientes timectomizados, el grupo control y los valores de referencia.
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Figura 16. Comparacion de los porcentajes de emigrantes timicos y linfocitos T reguladores entre los

valores de referencia, el grupo a estudio y el grupo control.
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En la Figura 15 se ve un aumento de los linfocitos T CD4" de memoria en los
pacientes timectomizados con respecto al grupo control, siendo estadisticamente
significativo ya que p<0,05 (p=0,001).

También se da un aumento de linfocitos T CD4" memoria central y efectora (p=0,001)
y (p=0,027) respectivamente y de linfocitos T CD8" de memoria central (p=0,004),
sin embargo no se observan diferencias estadisticamente significativas en los
linfocitos T CD4" y CD8" efectores (p=0,204) y (p=0,644). Por lo tanto, el aumento

de linfocitos T efectores no se puede relacionar con nuestra hipdtesis (Figura 17).

Analisis CD4+ efector memoria

central y CD4+ efector Andlisis CD8+ efector de memoria central y
i CD8+ efector
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2
2
. nll= 0
CD4 efector...  CD4 efector% 0

CD8 efector de... CDB8 efector%
B Valores de referencia B Timectomizados ® Controles
M Valores de referencia B Timectomizados M Controles

Figura 17. Analisis de Linfocitos T CD4+ y CD8+ efectores de memoria. La comparacién ha sido realizada

entre los pacientes timectomizados, el grupo control y los valores de referencia.
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4.3.2. Comparacion de linfocitos totales y subpoblaciones linfocitarias entre el
grupo de los timectomizados, el grupo de los pacientes con sindrome de

DiGeorge y los valores de referencia.

A su vez, también se ha comparado el grupo de casos (pacientes timectomizados en
la infancia temprana) con el grupo de pacientes con sindrome de DiGeorge, grupo en
el que también cabe esperar una tendencia a la disminucion de linfocitos totales y
subpoblaciones linfocitarias. Al analizar esta asociacion de ambos grupos (Figura
18), tenemos como resultado principal que el grupo de pacientes timectomizados
posee una mayor disminucion de linfocitos totales siendo estadisticamente
significativo con p<0.05 (p=0,008); una disminucion de los linfocitos T CD3*
(p=0,002), asi como de linfocitos T CD4" totales (p=0,047) y linfocitos T CD8"*
(p=0,001).

De esta forma podemos concluir con que tanto los pacientes timectomizados como
los DiGeorge presentan una disminucion de linfocitos CD4", viendo que el descenso

de los valores totales es menor en el grupo de los timectomizados.

Andlisis de linfocitos y subpoblaciones
linfocitarias

2500
2000
1500
1000

I Ll &

0 1
Linfocitos totales LT CD3 LT CD4 LT CD8
M Valores de referencia B Timectomizados M DiGeorge

Figura 18. Comparacion del numero de linfocitos totales entre los valores de referencia, el grupo a

estudio y el grupo de los pacientes DiGeorge.
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4.4. INFECCIONES

De los 68 sujetos estudiados, 52 de ellos han sido diagnosticados de enfermedades
infecciosas a lo largo de su vida, mientras que 16 de ellos no han presentado
episodios de infeccion. De los 52 que han sufrido alguna historia de infeccion, 21
representan al grupo de los timectomizados (grupo de los casos), 11 al grupo de los
controles y 20 al grupo de los pacientes con sindrome de DiGeorge (Figura 19).

Sin embargo, al realizar los andlisis estadisticos oportunos con las pruebas de
chi-cuadrado se observa que p=0,151, donde la asociacion no es estadisticamente
significativa. Con lo cual, la tendencia a la disminucion de linfocitos y
subpoblaciones linfocitarias en los grupos a estudio no explica las historias de
infecciones en comparacion con los sujetos sanos. Asi, los pacientes timectomizados
y DiGeorge analizados en nuestro estudio, no presentan mayor clinica infecciosa con

respecto al grupo control.

Infecciones
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Figura 19. Analisis de la prevalencia de infecciones en el grupo de los timectomizados, el grupo control y

los pacientes DiGeorge. NS: no significativo.
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4.5. ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Del total de sujetos de nuestro estudio (n=68), solamente 2 presentan enfermedades
autoinumnes hasta la fecha actual. Del grupo de los timectomizados y de los
controles, ningiin sujeto posee enfermedades autoinmunitarias. Por lo que los 2
citados anteriormente pertenecen al grupo de pacientes con enfermedad de DiGeorge.
No obstante, al realizar los analisis estadisticos con las pruebas de chi-cuadrado,
p=0,116, por lo que la asociacion no es estadisticamente significativa. Asi, la
disminucion de linfocitos en el grupo de los DiGeorge no parece estar relacionado

con la presencia de enfermedades autoinmunes.
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5. DISCUSION

Nuestros resultados proporcionan evidencia de que la cirugia cardiaca que incluye la
timectomia durante los primeros dias de vida produce cambios en el nimero de
linfocitos T en sangre periférica de manera significativa y duradera. Dichos cambios
se ocasionan por una pérdida del desarrollo de la timopoyesis. Aunque la ausencia
del timo durante la edad fetal esta asociada a una privacion completa del desarrollo
de linfocitos T y una profunda inmunodeficiencia (tal y como se ha visto en el
sindrome de DiGeorge completo), la contribucidén posnatal del timo en el desarrollo
de la inmunidad no es del todo conocida. Sin embargo, recientes estudios han
confirmado que en los individuos normales hay cierta contribucion timica en el
mantenimiento de los linfocitos totales y subpoblaciones linfocitarias durante la edad
adulta. 117

Numerosos estudios de pacientes timectomizados a causa de la cirugia de
cardiopatias congénitas indican cambios en la produccion de linfocitos T a largo
plazo. Varios investigadores han demostrado, de modo similar a nuestro estudio,
reducciones en el nimero total de linfocitos T CD4*y CD8". 1819

A su vez, otros resultados sugirieron que a pesar de la caida del nimero de células

CD4+, el nimero de linfocitos citotoxicos (CD8+) permanecio6 invariable. 2°

5.1. ANALISIS DE LINFOCITOS Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
El estudio de Mancebo et al.* revel6 una progresiva linfopenia, especialmente en la
poblacion de linfocitos CD8" y CD4" naive , a la vez que no se encontraron cambios
en los linfocitos B o linfocitos NK. Esta reduccion en los linfocitos T CD4" y CD8*
fue debido principalmente a la produccion alterada de las células T naive. Es
interesante mencionar que los valores de referencia de normalidad de los linfocitos T

CD4" se encuentran en el rango de 640-1290 en la edad de 9-13 afios y en el rango de

560-1450 en la edad de 14-18 afios. 1°
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Nuestros resultados muestran que 17 pacientes del estudio (57%) timectomizados en
la edad temprana, a los 6-17 afos presentan valores menores a 500 linfocitos T CD4".
4 tienen valores menores de 300 linfocitos T CD4" y 1 sujeto presenta linfocitos T
CD4" por debajo de 200 células/mm?>. Estos datos muestran unos niveles de
inmunodeficiencia en los pacientes citados, tal y como lo definen las guias de
citometria clinica (2019). '3 La disminucion de los linfocitos T CD8" también se ha
dado en nuestro estudio, donde los pacientes timectomizados presentan cifras mas
bajas en comparacion al grupo control (p<0,001). Los linfocitos B y los linfocitos
NK tampoco han sufrido grandes variaciones en nuestro estudio, al comparar el
grupo de los timectomizados con el grupo control.

El seguimiento a los 18 afios de edad de los pacientes timectomizados de
Gudmundsdottir et al.’ reflejo niveles mas disminuidos de los linfocitos T helper
naive (CD45RA") en el grupo de los timectomizados con respecto al grupo control,
mientras que los linfocitos T helper de memoria (CD45RO™) no se vieron afectados
en ninguno de los grupos. Por el contrario, en nuestro estudio, los linfocitos T helper
de memoria se vieron aumentados en comparacion al grupo control y a los valores de
referencia.

Segun Deya-Martinez et al. !° se observa una disminucion progresiva de los niveles
de linfocitos T y TRECs, asi como un incremento en la proporcion de linfocitos T
periféricos de memoria que demuestran el fenotipo inmunosenescente. En este
estudio, a diferencia del nuestro, también se ha estudiado la expresion y frecuencia
de Ki67. La frecuencia de Ki67 expresa un incremento en la proliferacion de los
linfocitos T naive en los pacientes timectomizados en comparacion con los sujetos
sanos controles de igual rango de edad, reflejando un aumento de la replicacion
periférica de estos linfocitos T para mantener la homeostasis periférica en respuesta a

la hipofuncién timica. '
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5.2. LA TIMECTOMIA

El efecto final de la timectomia realizada en la infancia temprana es todavia
desconocido aunque las alteraciones inmunoldgicas ya han sido anteriormente
citadas. ?

Recientes estudios han mostrado que dicha timectomia da lugar a la produccion de
anticuerpos con disminucion de la afinidad por los antigenos.!” '¥ Los resultados de
estos estudios indican que el timo controla de forma indirecta el proceso de
maduracion y seleccion de las células B, aumentando la afinidad de sus anticuerpos.
18 Ademas, la timectomia también conlleva una pérdida progresiva de los emigrantes
timicos, una ausencia de hormonas timicas, un incremento selectivo de la
proliferacion homeostasica y una alteracion del ambiente de las citoquinas. %20

A medio plazo (de uno a cinco afios postcirugia) los niveles de linfocitos T
periféricos siguen siendo bajos, sugiriendo que la homeostasis periférica no es
suficiente para mantener unos niveles normales de linfocitos T en ausencia de
funcion timica. También se ha descrito la disminucion de los niveles de TRECs y la
pérdida de diversidad del TCR.

En cuanto a los efectos a largo plazo (mas de cinco afios postcirugia) siguen
persistiendo bajos los niveles de linfocitos T (como se refleja en nuestro estudio) y
de TRECs. Algunos estudios apuntan hacia una normalizacion tras 20-30 afios,
mientras otros describen que las alteraciones se mantienen a lo largo de la vida. 43 2°
Ademas de las alteraciones en los linfocitos T, también se han descrito alteraciones
generales del sistema inmunitario a nivel periférico como la disminucion de los
niveles de linfocitos T virgenes (hallazgos similares a los nuestros: Linfocitos T
naive CD4" y CD8" disminuidos de modo significativo (Figura 15), aumento en la
biodisponibilidad de IL-7, respuestas Th2 alteradas, aumento en el numero de
neutro6filos y bajo numero de plaquetas a pesar de los niveles normales de linfocitos
By células NK. 2!

Por ello, los individuos que han sido timectomizados tras el nacimiento muestran
alteraciones inmunoldgicas definitorias de fragilidad inmune en el anciano: mayor

tasa de proliferacion de linfocitos T virgenes, fuertes respuestas oligoclonales frente
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a citomegalovirus (CMV), linfocitos T que expresan el marcador de agotamiento
CD57, biomarcadores de inflamaciéon y menor capacidad de respuesta a vacunas

(nuevos antigenos) pese a una respuesta de memoria conservada. > 2122

5.2.1 La timectomia parcial

El fenotipo inmunosenescente previamente descrito (disminucion de linfocitos T
naive, disminucion de TRECs, incremento de linfocitos T periféricos de memoria) es
reversible si ocurre la regeneracion del timo, dando ejemplo de la importancia de
mantener parte del tejido timico en la timectomia neonatal. '

Cabe remarcar la importancia de que el timo no se regenere en los nifios que
previamente han sufrido una timectomia parcial. Esto podria ser atribuido a la edad
en la cual este 6rgano es extraido, observandose una mejor regeneracion timica en
los nifios que se sometieron al procedimiento quirurgico durante el primer mes de
vida. Otros factores que pueden influir en la regeneracion del timo incluyen el
tamafio, la forma o la localizacion del fragmento preservado del timo. Asi mismo
debe sefialarse que varios estudios excluyen la regeneracion timica en humanos. 2°
Por lo tanto, parece evidente que la preservacion de fragmentos timicos durante la
cirugia cardiaca es el hecho mas importante para aumentar las posibilidades de

regeneracion tisular. '8

5.2.2 Consecuencias clinicas de la timectomia en la infancia

Aunque no se ha demostrado una mayor probabilidad de que los nifos
timectomizados contraigan mas infecciones que los nifios sanos, si que se ha visto
que la duracion del tratamiento y el tiempo de hospitalizacion debido a patologias
infecciosas tipicas como bronquitis es significativamente mas largo, asi como el
tiempo requerido por el sistema inmune de estos pacientes para recuperarse de estas
infecciones. # ¥ De la misma forma, los pacientes timectomizados de nuestro grupo
han presentado un nimero de infecciones a lo largo de su vida similar (no

significativo) con respecto al grupo control.
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Por tanto, segin los hallazgos referidos en la literatura asi como los de nuestro
estudio, podemos aceptar que los nifios timectomizados no son mas propensos a
contraer infecciones o enfermedades autoinmunes que la poblacion general.

Esta ausencia significativa de infecciones graves tras una timectomia neonatal podria
ser explicada por la diversidad de reservas de linfocitos T naive presentes al
nacimiento, debido a un desarrollo timico normal en la etapa fetal, que se produce
antes de efectuarse la ablacion timica y comenzar la involucion fisioldgica del timo.
Este hecho podria ser protector frente a infecciones severas en un corto a medio
plazo. Por el contrario, en una aplasia congénita del timo, como puede ser el
sindrome de DiGeorge completo, la ausencia o restriccion oligoclonal de las
poblaciones de linfocitos T naive al nacimiento, predispone a estos pacientes a
presentar una inmunidad adaptativa significativamente dafiada. Este hecho hace que
en la infancia puedan presentar infecciones severas, persistentes y oportunistas. !°

Al valorar los efectos producidos por la timectomia en la inmunidad adaptativa,
podemos destacar que los pacientes timectomizados de nuestro estudio no sufren mas
infecciones que los nifios del grupo control sanos, pero la timectomia en neonatos si
da lugar a una disminucion significativa de los niveles de linfocitos T y TRECS, asi
como al cese de la timopoyesis. Esto podria producir un compromiso de la funcion
inmune en la vida adulta, especialmente si los pacientes sufren una deplecion de las

células T y necesitan una reconstitucion de la funcién inmune. 4222

5.2.3. Consecuencias clinicas de la timectomia a largo plazo

Varios estudios muestran que los pacientes que sufrieron una timectomia en la edad
neonatal se encuentran mas predispuestos a sufrir enfermedades relacionadas con la
edad, tales como enfermedades autoinmunes, cancer, ateroesclerosis o enfermedades
neurodegenerativas. > % ¥ Del mismo modo, otros autores han concluido que los
individuos sin timo poseen mas tendencia a desarrollar rash cutaneo, eccemas o

alergias de contacto. 2
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A pesar de la presencia de autoanticuerpos en los pacientes timectomizados, la
enfermedad clinica autoinmune no es frecuente, posiblemente por una proliferacion
de las células Treg propias y un aumento de su proporcion tras la timectomia, la cual
suprime la autorreactividad los primeros afios. Sin embargo, dado que los
autoanticuerpos pueden aparecer antes del comienzo de los sintomas, una
monitorizacion de estos pacientes es necesaria para determinar si la clinica
autoinmune se desarrolla en una edad mas adulta. '° A pesar de que pueda darse una
proliferacion propia de las células Treg, cabe destacar que en nuestro estudio, los
pacientes timectomizados han presentado valores de linfocitos T reguladores
menores que los correspondientes a los valores de referencia y a los del grupo control.
Este hecho conlleva menores niveles de linfocitos que actiien suprimiendo la
activacion del sistema inmunitario y mantenimiento de la homeostasis, por lo que
como consecuencia, se podria dar una falta de tolerancia hacia los autoantiegenos y
favorecer asi el debut de enfermedades autoinmunes en un futuro. ' 19

El seguimiento a largo plazo de quienes han sufrido una timectomia cardiaca
demuestra una inmunosenescencia temprana que predispone a complicaciones tardias,
incluyendo el desarrollo de la enfermedad linfoproliferativa postrasplante asociada al
virus Eibstein-Barr (PTLD). !

Ferrando-Martinez et al.? investigd sobre la involucion del timo y concluyd que se
acepta como un desencadenante inicial de la fragilidad inmunoldgica asociada a la
edad, o inmunosenescencia que se observa en el anciano. Pese a la relevancia clinica
de la inmunosenescencia (falta de respuesta a las vacunas, aumento en enfermedades
infecciosas e incluso aumento de la afeccién oncologica), durante mucho tiempo se
ha asumido que la funcionalidad del timo adulto era insignificante y que, en
consecuencia, el repertorio de linfocitos T se fijaba durante el primer afio de vida.
Pese a ello, estudios centrados en diferentes escenarios de linfopenia clinica han
mostrado que el timo adulto no solo es funcional sino que es capaz de incrementar su
funcién para acelerar la reconstitucion inmunoldgica de los sujetos cuyo sistema

inmunitario se ve afectado por la quimioterapia o por el VIH.
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Posteriores estudios mostraron que los timocitos preservados en los islotes
linfoepiteliales de timos ancianos mantienen la misma capacidad para generar
linfocitos T maduros que los timocitos obtenidos de tejido joven. Esto sugiere que es
la desestructuracion del epitelio timico la que impide la maduraciéon de la parte
linfopoyética preservada, por lo que aquellos islotes linfoepiteliales que mantienen la
arquitectura timica son capaces de generar linfocitos T maduros y funcionales,
independientemente de la edad del sujeto. *2*

Segun lo referido podemos considerar a los pacientes con D- T.G.V. timectomizados
como posibles efectores de inmunosenescencia temprana. Esto quiere decir, que el
timo sufre un proceso de atrofia y puede ser una diana capaz de enlentecer o incluso
revertir la pérdida de aporte timico asociada a la edad.

La mejora en la respuesta a vacunas y en el prondstico de las enfermedades
infecciosas, el retraso en la aparicion de patologias oncoldgicas y autoinumnes o
incluso la prevencion de enfermedades cardiovasculares (controlando la inflamacion
sistémica mediante la normalizacion del sistema inmunitario), son algunos de los
importantes beneficios que podrian derivarse de aquellas estrategias futuras que
permitan mantener y/o incrementar la funcionalidad del timo tanto en los pacientes

timectomizados en periodo neonatal como en los ancianos. 3

5.3. RELACION CON EL SINDROME DE DIGEORGE
La cuantificacion de los linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK y monocitos en
sangre periférica mediante citometria de flujo constituye un analisis fundamental

para caracterizar la linfopenia en los pacientes con SD22Ql11 26

, ya que algunos
pacientes presentan disminucion de linfocitos B particularmente en la infancia, pero
éstos se normalizan con el tiempo. % 27 Por otra parte, al igual que los linfocitos T
CD3", los linfocitos NK disminuyen significativamente con la edad en los pacientes
con DGS, aunque en algunos casos, pueden mantenerse estables y la relevancia

clinica de este hallazgo es incierta. 2’
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El DGS completo con inmunodeficiencia grave, se define por recuentos absolutos de
linfocitos T CD3" < 500 células/ml con respuestas linfoproliferativas muy
disminuidas o ausentes. El DGS parcial con inmunodeficiencia leve a moderada, se
define por valores de linfocitos T CD3" en sangre periférica entre 500 y 1.500
células/ml  con  respuestas linfoproliferativas  levemente  disminuidas.'?
Ocasionalmente pueden dar lugar a infecciones, pero suele tener un buen prondstico
a largo plazo, lo que indica, en la mayoria de los casos, un manejo expectante ya que
la funcion y nimero de linfocitos T tiende a normalizarse con el tiempo. %2627

Debe tenerse en cuenta que la inmunodeficiencia de linfocitos T en DGS estd
relacionada con la edad, siendo méas marcada en el periodo neonatal y en el primer
afio de vida. Ademas, los nimeros absolutos de estas células disminuyen de manera
fisiologica a partir de los 2 afios de edad aproximadamente, pero este fenomeno
sucede a un ritmo mas lento que el normal en los pacientes con DGS con
compromiso inmune. Por estas razones, la evaluacion de los linfocitos totales y las
subpoblaciones linfocitarias debe realizarse al menos cada 6 meses hasta que los
linfocitos alcancen los rangos de normalidad de acuerdo con la edad. %26

Las anormalidades en el nimero o funcion de linfocitos T en DGS puede afectar la
produccion de ciertos isotipos de inmunoglobulinas (Ig) e incluso los titulos
protectores de anticuerpos especificos en respuesta a la vacunacion, contribuyendo a
aumentar la susceptibilidad de infecciones recurrentes. Se debe realizar dosificacion
inicial de IgM, IgG, IgA e IgE en el suero y comparar los valores de acuerdo con la
edad y sexo del paciente. > 28 Por lo tanto, es necesario evaluar en edad preescolar
también la produccion de IgG en respuesta a antigenos T dependientes, tales como
tétanos, difteria, virus de hepatitis B o rubéola. Adicionalmente, para antigenos
T-independientes se evaluan anticuerpos IgG contra varios de los serotipos
contenidos en las vacunas disponibles para neumococo.!? Si relacionamos el DGS
con la probable inmunodeficiencia de los pacientes timectomizados a causa de una
cirugia cardiaca en la infancia temprana, también tendriamos que considerar en éstos

ultimos, la evaluacion de la produccion de IgG en el contexto de la vacunacion.!? '3
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En el estudio de Deshpande et al.'* en el que identificaron a 419 individuos
diagnosticados de DGS, encontraron que una alta proporciéon de nifios pequeios
presentaban una disminucion de los valores de CD3" en comparacion con los
individuos mas mayores. Ademas, también vieron que DGS estd asociado con un
incremento del riesgo de autoinmunidad y atopia, presentando porcentajes de
3,7-22% y 24-66% de los pacientes respectivamente. '* Esto podria sugerir que
niveles altos proliferativos homeostasicos con niveles mas bajos de la categoria de
CD3 podria potencialmente contribuir al desarrollo de autoinmunidad y que defectos

de linfocitos B (niveles bajos de Ig(G) podria ser adicionalmente un potencial afiadido.

14
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6. CONCLUSIONES

1-La timectomia parcial o completa practicada en el tratamiento quirirgico de
neonatos con cardiopatia congénita tipo D- T.G.V, tiene un impacto significativo en
la formacion de las células del sistema inmune y en el mantenimiento del fenotipo y
funcionamiento de las células T naive en la edad adulta de estos pacientes.

2-En nuestro estudio se observa una disminucion significativa de las cifras de
linfocitos totales y de las subpoblaciones linfocitarias en dichos pacientes.

3-A pesar de la afectacion linfocitaria significativa registrada, en este estudio
realizado en nuestro medio y con un grupo de edad de 6 a 17 afos, no se ha
encontrado una mayor incidencia de clinica infecciosa ni enfermedades autoinmunes,
hasta esta edad, comparada con el grupo control.

4- Diversos estudios indican que la timectomia parcial o completa da lugar a una
inmunosenescencia acelerada del sistema inmune y reduce la diversidad de células T,
lo cual podria llevar en consecuencia a un incremento de las enfermedades
autoinmunes o neurodegenerativas en la edad adulta.

De acuerdo con dichos estudios y dada la afectacion linfocitaria significativa
encontrada en el nuestro, se considera imprescindible realizar un seguimiento
(analitico-clinico) periodico a largo plazo de los pacientes timectomizados en el
periodo neonatal.

5- A pesar de que la Inmunologia y la Gerontologia han infravalorado la relevancia
de la funcién timica en el adulto, estudios recientes han mostrado la importancia de
mantener el timo funcionando en las ultimas épocas de la vida. El timo adulto y
anciano es funcional e impacta tanto en el sistema inmunitario periférico (retardando
las alteraciones asociadas a la edad en las subpoblaciones de linfocitos T) como en la
supervivencia del anciano, por lo que seria conveniente la valoraciéon de una
timectomia parcial en lugar de la extirpacion total del timo en la cirugia que tiene
lugar en el periodo neonatal con motivo de la correccion de la cardiopatia congénita

D- T.G.V. (Técnica de Jatene).
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6-Asi como en los pacientes con DGS con fenotipo parcial y compromiso
inmunoloégico leve, es necesario realizar un seguimiento de la funciéon inmune para
prevenir complicaciones y en los pacientes con DGS y fenotipo con compromiso
severo de la funcién inmune, en quienes la no vacunacién con vacunas contra
microorganismos oportunistas, el uso de productos sanguineos irradiados y
desleucocitados y la reconstitucion inmunologica temprana que restablece la funcién
inmune de forma definitiva, radicalmente cambia el desenlace de la enfermedad y
mejora el pronostico a largo plazo, la caracterizacion inmunologica es fundamental.
Se considera necesario llevar acabo un seguimiento a largo plazo y caracterizacion
inmunologica tras la vacunacidon contra microorganismos oportunistas, de los
pacientes timectomizados con inmunodeficiencia analitica.

7- Se consideran necesarios trabajos adicionales que hagan énfasis en otros aspectos
clinicos que puedan estar afectados tanto en los pacientes timectomizados en la
infancia temprana como en los pacientes con sindrome de DiGeorge. Con objeto de
ofrecer las mejores alternativas, tanto diagndsticas como terapéuticas, en busca de
mejorar la calidad de vida y prevenir o tratar las posibles complicaciones infecciosas

o autoinmunes en dichos grupos de pacientes.
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Table 1  Percentages of total Tcells and T-cell subsets.
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No. Cord blood 0-6 months  6-12 months 1-2 years 2-3 years 3-4 years 4-6 years 6-9 years 9-12 years 12-15 years  15-18 years
Lymphocytes 98 nd 63.1 58.2 63.4 47.7 52.0 39.9 46.3 42.0 40.8 34.3
(of leukocytes) (50.1-70.1) (48.4-76.5) (43.0-65.2) (33.4-62.8) (36.3-60.5) (30.2-59.2) (26.0-49.6) (34.5-48.2) (24.2-51.3) (27.0-44.1)
Total CD4" T cells 109 46.7 43.2 43.5 42.4 345 3741 38.2 31.5 36.2 35.0 38.2
(40.2-61.9) (37.6-46.4) (29.8-63.4) (33.0-55.0) (28.1-43.2) (18.3-42.7) (26.8-42.3) (26.5-41.4) (28.4-44.4) (30.4-52.9) (29.3-52.9)
% Ki67" 83 1.8 1.4 0.6 0.5 1.1 0.9 1.0 0.8 0.6 1.0 0.9
(0.8-2.5) (0.8-2.1) (0.2-1.5) (0.1-1.9) (0.5-1.7) (0.4-1.3) (0.6-1.6) (0.4-1.5) (0.4-1.1) (0.5-1.8) (0.6-1.4)
% CD25* CD127" CD27* 80 4.6 507 4.5 3.7 3.0 36 239 3 2.4 2.2 107
CD45R0™ 3.1-6.3) (4.1-8.8) (3.2-7.5) (2.9-5.7) (1.9-5.5) (2.04.1) (1.5-3.8) (1.3-4.8) (1.0-3.4) (1.2-4.6) (0.8-2.6)
% CD25" CD12E7°CD45RO" 80 0.8 0.9 1.0 1.0 1.7 1:3) 20 1.6 2.3 13
(0.3-1.2) 0.7-1.2) (0.4-1.5) (0.3-1.3) (1.0-2.1) (0.8-3.0) (1.0-2.7) (1.0-3.3) (1.3-2.6) (1.4-3.6) (0.9-2.2)
% CD31" 81 76.2 67.1 66.5 60.3 55.9 64.7 61.3 54.7 53.0 40.9 46.8
(69.7-79.1)  (55.7-76.7) (54.1-75.3) (47.2-71.2) (53.2-67.5) (53.9-75.3) (59.3-74.8) (44.3-68.4) (41.4-56.7) (35.7-59.4) (33.4-61.8)
% CD31°CD27°CD45R0™ 81 731 67.4 65.8 60.4 54.4 62.9 Lziis) 51.9 49.7 38.8 42.8
(68.1-75.9) (56.3-76.4) (54.8-73.5) (45.5-70.7) (52.3-66.6) (52.7-73.9) (56.8-72.8) (43.9-66.4) (40.1-54.8) (33.5-58.2) (32.7-60.9)
% CD38" 85 98.2 95.4 95.3 911 87.4 84.0 82.7 77.3 69.1 70.0 65.2
(97.2-98.7) (91.1-96.5) (93.2-96.6) (84.5-94.9) (82.4-91.9) (80.8-90.0) (78.5-89.6) (72.8-85.4) (66.3-80.2) (51.3-80.4) (50.9-71.8)
% HLA"DR" 8 03 0.8 0.7 0.8 1.4 1.9 1.6 1.7 2.0 1.4 1.4
(0.2-0.5) (0.6-1.0) (0.5-1.1) (0.4-2.0) (0.9-2.0) (0.6-2.6) (0.6-4.1) (0.5-2.9) (0.6-3.4) (1.1-5.0) (0.8-2.2)
% CD38'HLA™DR" 85 03 0.7 0.6 0.6 0.7 1) 0.8 1.0 0.9 0.8 0.6
0.2-0.4) (0.5-0.8) (0.4-1.0) (0.3-1.3) (0.6-1.2) (0.4-1.5) (0.3-2.5) (0.3-1.8) (0.3-2.0) (0.5-1.6) (0.3-1.0)
% CD127° 82 897 78.0 743 78.0 80.0 70.6 80.0 76.3 81.7 811 791
(88 3-94.6) (68 7-86.1)  (65.8-86.6) l70 7-84.5) (71.4-91.6) (63.9-61.9) 161 9-84.6) (59.2-84.6) l71 5-89.5) (65 8-89.6) (70 3-87.3)
CD25°CD127°CD4" T cells 81 5.5 5.0 4.9 5.4
(regulatory) (3.5710) (43—9‘8) (3.6-9.0) (34775.7) (2.9-7.4)  (3.3-6.8) (341—6.1) (2.3-7.7) (246—641) (2A3~7.2) (217441)
% CD27" CD45R0™ 80 85.1 87.2 84.2 80.7 65.7 70.5 59.3 59.1 53.6 52.5 54.0
(naive) (77.0-94.3) (82.6-89.7) (80.7-90.0) (71.6-92.7) (59.5-75.0) (51.8-82.3) (44.0-75.2) (49.5-71.0) (37.8-69.6) (36.8-66.4) (34.8-70.3)
% CD45R0"™ 80 149 12.6 15.8 19.0 34.2 29.4 40.6 40.8 44.2 46.9 459
(memary or effector) (5.7-23.0) (10.3-16.9)  (9.8-19.3) (7.1-28.3) (24.8-40.1) (17.7-46.8) (24.2-55.5) (28.9-50.3) (30.2-62.2) (33.4-62.9) (29.6-62.8)
CD27°CD45R0™CD4" T cells 109 94.5 92.6 89.7 87.4 78.8 74.8 72,7 65.1 62.7 60.2 62.0
(naive) (91 9-98.1) (89.679446) (83.5-94.7) (82.3—95.1) (71 5-84.2) (64.5-83.8) (57 8-81.0) (55 6—75.8) (53.4-74.7) (49 3-72.0) (49 4-71.9)
% Kie7* 82 0.2 0.2 0.1
(0 7 2} (O 3 1.2) (0.1-0.5) l(l 1 -0.4) (l] CH) 3) (0.1-0.3) lD 1-0.1) (0 1 -0.3) (0.1-0.1) (O 14) 2) (U 1 0.4)
% CD25" 81 4.1 1.8 1.2
(4.077.4] lZ 6 7.6) (1.4-6.3) l1 3 3.8) (1 0 3.7) (0.5-4.2) 10.873.0) (0.774.5) (0.6-3.0) (0.872.9) (0.573.2)
% CD31" 81 781 71.3 715 66.0 69.3 791 79.3 76.0 67.1 69.8 63.9
(71.7-81.3)  (60.5-81.8) (58.8-83.0) (48.4-76.3) (65.0-79.5) (65.2-83.4) (71.6-85.3) (61.0-84.2) (57.9-80.5) (50.7-78.9) (51.4-79.1)
% CD127° 82 913 821 79.6 79:5 83.9 72.5 81.1 81.0 85.2 85.5 84.1
(90.1-95.7) (71.7-88.6) (73.3-85.5) (74.3-90.3) (78.3-95.2) (66.1-85.8) (69.4-89.2) (64.6-88.8) (75.1-91.3) (80.8-93.3) (77.6-91.9)
CD27°CD45R0°CD4” Tcells 109 5.1 6.9 9.5 121 19.3 23.4 23.7 30.2 30.7 35.2 33.8
(memory) (1.9-8.0)  (5.1-9.3)  (4.8-13.3) (4.1-16.5) (14.9-25.5) (14.3-33.0) (17.9-39.0) (22.5-37.0) (21.4-40.3) (24.5-44.4) (24.3-42.7)
% Ki67" 76 nd 14.5 5.8 5.5 319 219 3.8 2.8 ik 2.4 2.4
(8.3-21.9) (3.9-9.3) (1.3-11.9) (3.3-5.8) (1.4-5.8) (2.5-7.9) (1.3-4.3) (1.2-2.3) (1.6-3.4) (1.7-3.8)
% CD25" 64 nd nd 9.6 72 6.5 5.9 6.8 5.2 4.7 5.5 57
(6.3-13.1) (3.1-10.8) (4.1-10.1) (2.4-10.1) (3.6-8.4) (3.3713.4) (3.3713.1) (3.0-9.1) (3.2-9.0)
% CD31" 74 nd 13.4 15.2 8.0 10.6 10.1 11.0 8.1 5.1
(11 1 17.0)  (10.0-22.0) (6.0-11.6) (6.1-15.1) (7.3-11.3) (6.6-20.5) (5 1-14.0) lS 4 22.2) (2.0-11.4) (2.2-11.2)
% CD127° 75 nd 49.9 57.8 65.8 59.2 63.5 69.5 74.0 T 82.4
(41 a 69.4) (44.6-61.5) (46.7-62.8) (44.4-84.4) (55.0-69.8) (56.3-84.3) (62.3-79.5) (66.7-82.8) (67.0-84.3) (74.8-91.7)

Anexo 2. Valores de referencia de los porcentajes
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(effector)
CD45R0"CD4" Tcells

% Ki67"
total CD8' T cells

% Ki67"

% CD31"

% CD38"

% HLA"DR"

% CD38" HLADR®

% CD127*
CD27'CD45R0™CD8" T cells

(naive)

% Ki67"

% CD25"

% CD31"

% CD127*
CD27°CD45RO’CD8" T cells

(memory)

% Ki67"

% CD31"

% CD127"
CD27°CD45RO"CD8" T cells

(memory effector)
D27 CD45R0O™CD8" Tcells

(effectar)

CD45R0"CD8" Tcells

% Ki67"

109

109

109

76

109

82

81

85

83

83

82

109

82

80

81

82

109

52

73

109

109

109

41

0.0
(0.0-0.1)
0.0
(0.0-0.9)
5.1
(1.9-8.1)
nd

16.3
(14.3-21.3)
39
(1.9-5.0)
99.3
(97.4-99.7)
97.6

(93 5-98.6)
(0.14].3)
0.2
(0.1-0.3)
935
(86.7-97.7)
95.4
(90.4-98.1)
3.6
(1.8-4.6)
14.3
(3.1-16.4)
99.7

(98 7-99.9)
(91 E 98.9)
4.2
(1.7-8.8)
nd

nd

nd

0.1
(0.0-0.1)
0.7
(0.0-1.1)
43
(1.7-8.8)
nd

0.3
(0.14‘5;

(uo 0.5)

(53 10.1)
6.3

(91 -21.5)

14.9

(77 22.0)
2.0

(0.9-4.0)
93.5
(79.7-97.6)
90.9

184 9-96.6)
lU 54 5)

lD 54 1)

79.0

(68.3-92.5)

94.9

(78 .5-97.1)
1.4

107 3.4)

lD 3 6.6)
96.4
(80.4-98.7)
86.6
(78.6-94.4)
3.7
(2.6-14.6)
nd

76.7
(62.1-89.3)
nd

(2.7-15.6)
nd

411 0-17.8)

co.sfz.z)
93.6
(81.7-96.9)

(35.2795.1)
:o G 1)

(o 6 2.0)

84.9

(61.3-88.2)

94.4

(ea 7-96.6)
0.7

(0.3-1.5)
0.6

(0.3-1.5)
94.4
(926 97.4)

(BZ B 94.2)

(31 11.6)
nd

70.6
(53.2-89.7)
nd

0.1
(0171)
0.3
(oz 12.7)

431 18.7)
nd

0.4
(02 0.8)

(01 0.5)
12.3

(4 6-17.3)
(1 7 12.3)
15.5

(14 0-26.0)
(02 2.7)
85.4

(73 9-95.3)
(ss s 86.1)
(04 5.8)
(o 44 4)
78.9
(59.6-85.5)
95.7

(77 5-98.5)
03

(01 1.5)
1.0
0.3-1.7)
89.8

(31 2-95.2)
(71 7 92.4)
(1 o 8.3)

65.8
(56.9-73.3)
nd

0.1
(oo-zs)
(01 11.6)

(10 11.1)

totales de linfocitos T y subpoblaciones linfocitarias.
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(76.8-93.8)
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4.3

(0.6-28.9)
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(10.6—-40.6)
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(15 9.7)
0.4

(0.1-1.3)
343
(24.0-43.4)
2.8

(1.4-4.2)
20.4
(13 8-28.8)

(us 2.2)
75.5
154 4-88.3)

[49 1 -65.3)
l1 54 2)

(1 1 3.2)
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(41.7-87.3)

75.8

(570—53.7)
0.3

(0.1-0.8)
0.4
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2.8

(1.8-6.9)
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(o 7—14 0)

(o 9 17.9)
9.6

(1: 4-29.9)
2.7

(1.9-7.7)
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(0 1 2.9)
33.9
(24.5-46.4)
1.6

(1.4-2.5)
22.4
(16.4-36.2)
0.7

(0.6-1.5)
71.4
(60.1-82.2)

(39 1-61.6)
(1.4—5.5}
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Values are presented as medians (value range). Total CD4* and CD8* Tcells (percentage of lymphocytes) and subsets (percentage of total CD4* or CD8* T cells) in bold face. Expression of specific
markers within these cell populations in italics. No. =number of individuals; nd=not determined.

Anexo 3. Valores de referencia de los porcentajes totales de linfocitos T y subpoblaciones linfocitarias.



