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RESUMEN

El linfoma cutaneo de células T representa el 75-80% de todos los linfomas
primarios cutaneos. La micosis fungoide es la forma mas frecuente de linfoma
cutdneo de células T (50% de todos los linfomas primarios cutaneos), su
incidencia aproximada es de 0,3 por cada 100 000 habitantes/afio y afecta adultos
entre los 55 y 60 afios de edad predominantemente varones, con una relacion de
1,6-2:1. Las manifestaciones clinicas son muy variables, desde lesiones Unicas
hasta la eritrodermia.

En la piel, la produccién de citocinas establece el tipo de respuesta inmune
y determina el progreso de una enfermedad o lesién. En los pacientes con linfoma
cutaneo de células T la secrecion de citocinas es muy variable, pero con el tiempo
predominan las de tipo Th2. La disminucién de IFN-y y el predominio de citocinas
Th2 pueden ser responsables de la pérdida de una adecuada vigilancia
inmunolégica con la subsiguiente disminucion de linfocitos T CD8*, NK y un
predominio de citocinas de tipo proinflamatorio, lo que permite la progresion del
linfoma cutédneo de células T.

El objetivo de este estudio fue conocer la asociacion entre la severidad del
linfoma cutaneo de células T y los niveles de las citocinas pro y antiinflamatorias.

Se incluyeron de forma aleatoria 10 pacientes, de los cuales fueron: 6
mujeres y 4 hombres, con una edad promedio de 55 afios de edad, en diferentes
estadios clinicos (7 placa, 2 mancha y 1 tumoral) con un tiempo de evolucién
promedio de 10 afios. Como controles se analizaron 10 individuos con piel sana,
sin ningun signo clinico sugestivo de micosis fungoide o sindrome de Sézary. Se
realizo la determinacion de los niveles séricos de IFNy, IL-6, TNFa y TNFa R1
mediante una ELISA tipo sandwich.

Se encontraron diferencias en la concentracion de IL-6 en pacientes
(0=81.97 pg/mL) y controles (0= 18.86 pg/mL), asi como en los niveles de TNFa
(0= 6.66 vs. 0= 0.00 pg/mL). La concentracion de TNFa R1 fue de 7.5 veces mayor
en los pacientes. Mientras que el IFNy mostré una marcada disminucion (0=70.52
pg/mL) en comparacion con los individuos control (0= 121.51 pg/mL). El 100% de
los pacientes estudiados mostraron un incremento de citocinas proinflamatorias en
relacion con los individuos controles. No hubo diferencias en la produccion de
citocinas de acuerdo a la edad, sexo, topografia, superficie corporal afectada.

A pesar de ser pocos los pacientes y controles analizados, nuestros datos
indican un cambio en la produccion de citocinas, lo que puede afectar la accién
biologica de las células citotéxicas que se encargan del reconocimiento este tipo
de cancer cutaneo.
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ANTECEDENTES

El término linfoma cutaneo de células T describe un grupo heterogéneo de
neoplasias de linfocitos T localizado en la piel, muy variable en su presentacién
clinica, aspecto histologico, patron inmunohistoquimico y prondstico. (1

El linfoma cutaneo de células T representa aproximadamente, el 75-80% de
todos los linfomas primarios cutaneos, mientras que los linfomas cutdneos de
células B representan un 20-25%.

La piel es la segunda localizacién en frecuencia de apariciéon de los linfomas
primarios extranodales, siendo en el 50% de los casos micosis fungoide, un 25%
de casos linfomas T periféricos.

Linfoma cutaneo de células T (LCCT) y micosis fungoide (MF) son términos
gue frecuentemente se utilizan de forma intercambiable. Esto no es realmente
correcto, ya que la MF es en realidad un subtipo de LCCT que se desarrolla a

partir de manchas y placas cutaneas. (2

Micosis fungoide

Representa la forma mas frecuente de linfoma cutdneo de células T y
supone un 50% de todos los linfomas primarios cutdneos.
Inicialmente descrita por Alibert en 1806, recibié su nombre del aspecto fungoide
de las lesiones tumorales cutaneas. (3

La micosis fungoide es poco frecuente y su incidencia aproximada es de 0,3
por cada 100 000 habitantes/afio. Es un proceso tipicamente de adultos mayores

(edad media en el momento del diagndstico: 55-60 afios), aunque pueden afectar

10


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

nifios y adolescentes. Afecta mas a varones con una relacion hombre:mujer de
1,6-2:1. (1, 4
Las manifestaciones clinicas son muy variables, desde lesiones Unicas hasta la

eritrodermia.

Formas clinicas

Estadio macular o eccematoso: Se caracteriza por maculas eritematosas de
tamafo variable, cubiertas de escamas finas y pequefas, generalmente muy
pruriginosas. Existe una forma denominada “digitata” en la cual las lesiones
adoptan la morfologia de la huella digital.

Estadio en placas: se caracteriza por lesiones cutaneas sobreelevadas,
infiltradas, eritemato-descamativas, con frecuencia asociadas a lesiones
maculares o eccematosas en la periferia.

Estadio tumoral: consiste en la presencia de lesiones cutdneas de mayor
tamafo, eritematosas, azuladas, infiltradas, con frecuencia ulceradas, asociadas a
otras lesiones clinicas (maculares y en placas). Su presencia indica un peor
prondstico. ()

Las lesiones iniciales se describen como maculas rojizas ligeramente
descamativas que se localizan en la mitad inferior del tronco, los gluteos, la parte
proximal de los muslos, la cara interna de los brazos, la region periaxilar y el area
submamaria. Al menos alguna de las lesiones alcanza un tamafio notable y no es
raro que sobrepasen los 10 cm. En ocasiones muestra un curso intermitente, con
lesiones que aparecen y desaparecen, lo que dificulta su diferenciacion de un

eccema.

11


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Una proporcién desconocida de pacientes evolucionara hacia etapas mas
avanzadas de la enfermedad, caracterizadas por el desarrollo de placas induradas
de coloracion variable (desde rosa hasta parduzcas), bien delimitadas y, en ultimo
término, por el desarrollo de lesiones tumorales indiferenciables de otras formas
de linfomas cutaneos, que suelen indicar un estado avanzado de la enfermedad y
se asocian a un mal prondstico.

En ocasiones, la enfermedad comienza con el desarrollo de este ultimo tipo
de lesiones sin pasar por las etapas previas de parche y placa. Es conocida
clasicamente como la forma “d’emblée” de MF, aunque recientemente se ha
planteado que podria corresponder en realidad a un linfoma pleomérfico de células

T y no a una variante de MF. (1, 2)

Sindrome de Sézary

Es una variante especial e infrecuente del linfoma cutdneo de células T, que
se caracteriza por eritrodermia, linfadenopatia periférica e infiltrados constituidos
por linfocitos atipicos (células de Sézary) en la piel y sangre periférica. La
enfermedad puede surgir de novo o con una menor frecuencia, por la extension
de un linfoma cutédneo de células T circunscrito preexistente.

Habitualmente afecta a pacientes mayores de 60 afios de edad y es mas
frecuente en varones que en mujeres.

El tiempo promedio que transcurre entre la aparicion de las lesiones
cutaneas y la consecucion del diagndstico es de 4-6 afios, aunque en ocasiones

oscila desde unos pocos meses a mas de cinco décadas. (s

12
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Los estadios clinicos de la micosis fungoide y el sindrome de Sézary se

muestran en la figura 1.

Figura 1. Lesiones cutaneas de MF.
A. Mancha, B. Placa, C. Tumor, D. Sindrome de Sézary

La extension de la enfermedad (extension o tipo de compromiso cutaneo)
evidente en el examen fisico del paciente, es un pardmetro de LCCT que ha
demostrado tener un valor prondstico significativo. Por esta razén en 1975, el
Grupo de Estudios Cooperativos de Micosis Fungoides adopté un sistema de
clasificacion TNM modificado; éste a su vez fue modificado por la Comision de
Trabajo sobre Linfomas de Células T Cutaneas. La estadificacion de la
enfermedad mediante el uso de esta clasificacion es muy popular pero no
universal. Esta clasificacion ordena las lesiones en parche/placa, tumor o

eritrodermia.

13
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Estadios del linfoma cutaneo de células T: clasificaciobn TNM

Tumor primario (T)

T1: Parches eccematosos, papulas o placas limitadas que cubren menos de 10%
de la superficie de la piel.
T2: Parches eritematosos, papulas o placas generalizadas que cubren 10% o mas
de la superficie de la piel.
T3: Tumores, uno 0 Mas
T4: Eritrodermia generalizada

La patologia de T1-T4 constituye diagnéstico de linfoma cutaneo de células
T (OCT). Cuando existen caracteristicas de mas de una T, se registran todas y la

mas alta se emplea para hacer la clasificacion.

Complicacion ganglionar (N)

NO: No hay ganglio linfatico periférico con anomalia clinica, patologia negativa de
LCCT.
N1: Ganglios linfaticos periféricos con anomalia clinica, patologia negativa de
OCT.
N2: Ningun ganglio linfatico periférico con anomalia clinica, patologia positiva de
OCT.
N3: Ganglios linfaticos periféricos con anomalia clinica, patologia positiva de
LCCT

Se registra el numero de sitios de ganglios anormales. Matthews y Gazdar

han desarrollado una clasificacion patolégica para la complicacion de los ganglios

14
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linfaticos 3. El grado de complicacion ganglionar puede tener relevancia

prondstica cuando se categoriza segun este sistema.

Metastasis a distancia (M)

MO: No hay complicacién de érganos viscerales
M1: Complicacion visceral (confirmacién de patologia; especificar el érgano

afectado)

La clasificacion TNM comprende una subcategoria para los pacientes con

LCCT:

Complicacion de la sangre (B)

BO: <5% de linfocitos atipicos

B1: >/=5% de linfocitos atipicos (7)

15
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El sistema de estadificacién se muestra en la tabla I:

Tabla l.

Sistema de estadificacion clinica

Estadio Clinico Clasificacion de TNM
1A T1 NO MO
IB T2 NO MO
A T1-T2 N1 MO
1B T3 NO-N1 MO
A T4 NO MO
B T4 N1 MO
IVA T1-T4 N2-N3 MO

Fitzpatrick Tomas B. Dermatologia en Medicina General. 52 edicién. 2001.

Prondstico

El prondstico viene condicionado fundamentalmente por el estadio evolutivo
de la enfermedad, de manera que el 90% de los pacientes que muestran
afectacion exclusivamente cutanea del tipo parche en menos del 10% de la
superficie corporal en el momento del diagndéstico sobreviven mas de 15 afios. Sin
gue las causas sean conocidas, un grupo de pacientes permanece en la fase
inicial de la enfermedad durante un largo periodo y el pronéstico en estos casos es

muy bueno.

16
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Diversos factores se han asociado a mal prondstico, tales como la ausencia
del marcado de membrana CD7 en las células neoplésicas, incremento de LDH,
gran tamafo de las células neoplasicas y elevado niamero de células circulantes.

Sin embargo, su utilidad es muy relativa ya que todos ellos suelen
presentarse en fases avanzadas de la enfermedad. El prondstico para los
pacientes con lesiones extracutaneas es malo, con una persistencia de 5 afios del
40% para pacientes con afectacion ganglionar y limitAndose a 24-36 meses en el

caso de que exista extension visceral. ()

Patogenia
La patogenia y los mecanismos implicados en la evolucién y progresion en
pasos sucesivos de la micosis fungoide se ignoran en gran medida, aunque se
han planteado posibles factores genéticos, inmunoldgicos y ambientales. (1
Estudios recientes sugieren que los pacientes con micosis fungoide y
sindrome de Sézary (MF/SS), presentan ademas de una expansion clonal de
células T malignas, una importante alteracion del repertorio de marcadores

fenotipicos de diferenciacion de estas células tal como se muestra en la figura 2 ()

17
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Figura 2. Microambiente cutaneo en la progresion de MF.

A. Piel normal que muestra células de Langerhans en la epidermis y células T en la
dermis y la circulacion. B. MF en parche o placa en donde las células T CD4" residen en
la epidermis y se acumulan alrededor de las células de Langerhans. En estos estadios,
infiltrado dérmico y epidérmico frecuentemente tiene abundantes células T CD8" como
parte de la respuesta inmune del hospedero. C. MF en estadio tumoral, en donde el
tumor ocupa la dermis y el tejido celular subcutaneo, y estd constituido por células T
malignas primarias y algunas células T CD8".

D. MF en fase eritrodérmica y SS con células T malignas detectables circulantes que
secretan citocinas tipo Th2 que inhiben la accion de las células T CD8*, células NK y en
consecuencia sobre la respuesta inmune celular citotxica.

Fuente: J Clin Invest 2005; 115(4): 798-812.
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Las entidades clinicas abarcadas por el término linfoma cutaneo de células
T, comparten tres caracteristicas: La primera es que representan trastornos
malignos de las células T localizadas en la piel. El segundo aspecto es la
presentacion clinica de superposicidn e interconversion. El tercer rasgo comun es
gue todos presentan una proliferacion clonal de células T que puede ser
demostrada a través de una variedad de técnicas. (2

En la piel, las citocinas tienen un papel importante en el mantenimiento del
medio y en el tipo de respuesta inmune. Esta bien establecido, que los pacientes
con linfoma cutaneo de células T tienen una produccion y respuesta variables a
citocinas Thl y Th2. Estudios recientes que midieron los niveles de RNAm para
las citocinas Thl y Th2, se mostré que en cualquier etapa de la enfermedad, el
RNAm de IL-5 e IL-4 (citocinas tipo Th2), pueden ser encontradas en la piel mas
frecuentemente en la etapa tumoral. La disminucion del IFN-y y el predominio de
citocinas Th2 puede ser responsable de la pérdida de la vigilancia inmunolégica,
mediada principalmente por linfocitos T CD8* y NK, permitiendo de esta manera la
progresion del linfoma cutdneo de células T y un sesgo hacia citocinas
proinflamatorias del tipo Th2 (s, g

Estudios con citometria de flujo realizados en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con MF/SS, han encontrado que en la cadena beta
de la region variable 3 del MHC clase Il, hay disminucién en el reconocimiento
hacia el receptor de linfocito T CD4*, evocando patrones de poblacion celular

similares a los observados en los pacientes con infecciones avanzadas por VIH,
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en donde existe una tendencia a la disminucion de linfocitos T tipo cooperador y el
predominio de citocinas tipo Th2, principalmente IL-4 e IL-10 (g).

Esta disminucién se observé en practicamente en todas las etapas
avanzadas asi como en el 50% de los pacientes con fases tempranas de micosis
fungoide. El verdadero significado de este hallazgo en los estadios iniciales
permanece poco claro, sin embargo provee una posible explicacion de la
inmunosupresion mediada por la presencia e incremento de citocinas pro
inflamatorias del tipo Th2, asi como el aumento en la susceptibilidad a agentes
infecciosos en casos avanzados de micosis fungoide y sindrome de Sézary.

Estos resultados sugieren la importancia que tienen las citocinas pro
inflamatorias en el desarrollo de la patologia, sin embargo se postula la
participacion de algun un factor soluble producido por las células T malignas que
favorece y estimula el crecimiento de las células T anormales. Dentro de los
potenciales candidatos se incluye un tipo de citocina inmunosupresora para
linfocitos Th1; el factor de crecimiento y transformacién beta (TGF-B), esta citocina
es producida por endotelios y recientemente descrita como la principal citocina
secretada por linfocitos Th3 ), sin embargo otros estudios atribuyen la
inmunosupresion y la linfoproliferacion de células T malignas a la infeccion de un
retrovirus. (10

Este tipo de células T CD4* “malignas” observadas en la mayoria de los

casos de MF/SS parecen exhibir un patrén de citocinas de tipo Th2. (1) (Figura 3)
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Figura 3. Efectos de la produccion de citocinas por las células T malignas.

En MF/SS las células T producen citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 que resulta en un sesgo de
linfocitos Th2 y subsecuentemente mudltiples anormalidades en la inmunidad celular y
humoral.

Fuente: J Clin Invest 2005; 115(4): 798-812.

El cultivo in vitro de las células de sangre periférica derivadas de los
pacientes con sindrome de Sézary, muestran concentraciones elevadas de IL-4.
Por otro lado, Vowels et al, demostraron un incremento en la expresion de RNAm
de citocinas IL-4 e IL-5 en piel clinicamente afectada e incluso en pacientes en
estadio de mancha y placa, mientras que la piel no afectada y en pacientes sanos,
no se encontro la expresion de RNAm ni se detectaron estas citocinas tipo Th2 (12

Assadullah et al, también demostraron concentraciones séricas elevadas de
IL-10, paralelamente con un aumento en el infiltrado de las células T malignas
durante la progresién de mancha, placa y/o tumor.

En el sindrome de Sézary, se han detectado factores de transcripcion

especificos que se asocian a linfocitos Th2, tales como GATA-3 y Jun B. Esta
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sobre expresion de dichas moléculas, se ha demostrado mediante la obtencion del
DNA complementario en estudios con PCR y RT-PCR de células T malignas
provenientes de pacientes con micosis fungoide.

Por el contrario tanto, durante las primeras etapas de formacion de las
lesiones cutaneas se caracteriza por un predominio de células T CD8*/TIA*y un
aumento en la produccion de IFNy. Pero si la lesion se hace cronica el patron de
citocinas IL-4, IL-5 e IL-10 se incrementa, asi como la poblaciéon de células T
malignas. Este tipo de comportamiento representa un posible mecanismo
mediante el cual las células tumorales evaden la respuesta inmune celular
antitumoral mediado principalmente por CD8* y NK (12

Este mecanismo de evasion inmune esta asociado con la disminucién en
CD’s tales como son CD40, FAS y MHC clase |, también se ha descrito un
decremento en la produccion de IL-12 al igual que su ligando. Mientras que
citocinas como IL-15 e IL-18 que resultan ser inductores proliferativos de NK e
inductores de IFNy se encuentran en un franco decremento, lo cual a la larga
resulta influir en la apoptosis y la una nula respuesta celular de tipo Thl. Este
proceso de modulacién inmune se ha descrito en células de sangre periférica
proveniente de pacientes con linfoma cutdaneo de células T leucémico, quienes
presentan descensos marcados de la produccién de IFN-y en respuesta a
multiplicidad de antigenos linfoproliferativos. (13,14

Como consecuencia a la disminucion de citocinas Thl, la expresion y
sintesis de novo de moléculas coestimulatorias y células del sistema inmune que

inducen apoptosis no son suficientes para eliminar las linfocitos T malignos
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causantes de la patologia. La desenfrenada produccion de citocinas tipo Th2, en
especial de IL-6 y TNFa, conducen a una reduccién en la produccién y expresion
de los receptores para la inmunomodulacion celular, tales como IL-12/IFN-y.

Se han descrito otros mecanismos que actian directamente sobre
moléculas coestimulatorias presentes en la membranas de macréfagos y linfocitos
T CD8*, tales como el CD40 ligando (CD40L) que no se expresa en células T en
reposo, sin embargo se sabe que es regulada sobre la superficie celular durante
las diversas fases del ciclo celular en especial durante la mitosis (fase M). El
CDA40L duplica su expresion al tener contacto con el CD3 del receptor del linfocito
T (TCR) al ser reconocida por linfocitos T CD8* 6 NK. En contraste, se ha
encontrado que las células T CD4* malignas no expresan CD40L a pesar de que
hace un reconocimiento adecuado con el TCR, lo que resulta en una decremento
marcado en las citocinas que estimulan la vigilancia inmune.

Esta inhibiciébn han sido recientemente analizada por French et al, los
cuales demuestran que en células T malignas derivadas de pacientes con
sindrome de Sézary existe un defecto en la expresion de CD40L, lo cual no llega a
estimular eficientemente al linfocito T CD8* y logra evitar de esta manera un
ataque citotdxico al linfoma e induce su apoptosis por “abandono”, por otro lado se
encuentran resultados similares al utilizar anticuerpos anti-CD3 en células
provenientes de pacientes con el sindrome Sézary (g

La ausencia de la interaccién del CD40-CD40L, asi como la nula produccion
de IL-12 en las células presentadoras de antigeno durante la vigilancia inmune

anti-tumoral produce una disminucion importante en la expresiéon de moléculas de
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adhesién, moléculas coestimuladoras y citocinas que se propician el desarrollo de
los diferentes estadios en la micosis fungoide.

En estudios quiméricos in vitro en donde se adiciona CD40L recombinante
de forma hexamérica en membranas de liposomas, se ha demostraron una
reconstitucion en la produccién y secrecién de IL-12 en células de pacientes con
sindrome de Sézary. Estos hallazgos proveen nuevas estrategias que resultan ser
potenciales para revertir la deficiencia inmune que se asocia a la micosis
fungoides y sindrome de Sézary avanzados. (1,14
Recientemente, Berger et al., demostré in vitro que bajo ciertas condiciones, las
células T CD4* malignas derivadas de los pacientes con linfoma cutdneo de
células T pueden ser inducidas para expresar un fenotipo CD25 Treg y evitar la
evasion del sistema inmune. (15,16

En cultivos de células malignas para evaluar citotoxicidad mediante la
liberacién de cromo radioactivo, se ha encontrado que al adicionar moléculas
coestimulatorias en forma soluble (CD40L y FaslL) se incrementa de forma
significativa el nUmero de células T malignas apoptéticas y el perfil de citocinas de
tipo Thl tiende a incrementarse.17).

En base a todos estos estudios en donde se analizan la respuesta inmune
celular durante la eliminacién de células malignas de la micosis fungoide y/o
sindrome de Sézary, la produccion de citocinas resulta ser crucial para el progreso
de la patologia cutanea, sin embargo, es necesario estudiar sobre existencia de
alguna relacién entre la severidad de la LCCT vy la presencia de citocinas pro y

antiinflamatorias en pacientes con diferentes estadios.
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Il. JUSTIFICACION.

El linfoma cutdneo de células T es una entidad linfoproliferativa
caracterizada por la infiltracibn cutanea de clones derivados de linfocitos T
neoplasicos con semejanza fenotipica a las células T cooperadoras maduras. Se
ha considerado que las citocinas juegan un papel relevante en el desarrollo de la
patogénesis de este linfoma.

Estudios recientes sugieren que los linfocitos T neoplasicos del sindrome de
Sézary y de la micosis fungoide estadio tumoral derivan de los linfocitos T CD4*,
estimulando su proliferacion debido a la produccion de citocinas tipo Th2.

Por otro lado, se ha demostrado una reduccién significativa de linfocitos T
CD8" y NK en relacion con el incremento en la concentracion de citocinas del tipo
proinflamatorio, tales como IL-6, TNFa y en algunos casos la presencia de ciertos
receptores solubles de citocinas aumentan la quimiotaxis de otras células y
moléculas, agravando el proceso patoldgico.

De acuerdo a esta serie de eventos, se ha sugerido que el tipo de citocina
gue predomine en la lesion puede determinar para el desarrollo de la patologia.

Hasta el momento no hay datos que indiguen alguna asociacion entre la
concentracion de las citocinas pro y antiinflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-a, y su
receptor TNF-a R1) presentes en los diferentes estadios activos o0 no del linfoma

cutaneo de células T.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢ Existe asociacién entre los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias y la

severidad de el linfoma cutaneo de células T y sindrome de Sézary?

V. OBJETIVO.

Determinar el perfil de citocinas pro y antiinflamatorias en los pacientes con
diferentes estadios de linfoma cutdneo de células T y sindrome de Sézary.
Establecer la posible asociacion entre la concentracion de citocinas y la

severidad presentes en placas y otros estadios del linfoma cutaneo de células T
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V. MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

Disefio del estudio:

Observacional, descriptivo, reporte de casos

Universo de trabajo:
Pacientes con linfoma cutaneo de células T atendidos o enviados al servicio
de Dermatologia de Hospital de Especialidades, CMN Siglo XXI, Delegacion llI

Suroeste.

Descripcion de las variables:

Edad

Sexo

Antecedentes heredofamiliares y personales patolégicos

Linfoma cutaneo de células T: Topografia, superficie corporal total afectada

(SCTA), estadio clinico, tiempo de evolucién, tratamientos previos y actuales.

Variable independiente:

Linfoma cutaneo de células T

Variable dependiente:
Niveles séricos de citocinas pro y antiinflamatorias (IL-6, IFN-y, TNF-a, y

TNF-o R1)
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Seleccion de la muestra
Tamafo de la muestra: Por tratarse de un reporte de casos, se aceptaran a todos
los pacientes portadores de linfoma cutaneo de células T.
Criterios de seleccion
) Criterios de inclusién
Pacientes con diagnéstico clinico e histolégico de algun tipo de linfoma
cutaneo de células T.
1) Criterios de no inclusion
Otros linfomas no linfomas cutaneos de células T
Pacientes con terapia sistémica inmunosupresora sistémica 3 semanas previas al
estudio.

Inmunosupresion primaria o secundaria

ll)  Criterios de exclusion

No acepten participar en el estudio

Métodos

Todos los pacientes portadores de linfoma cutaneo de células T, de cualquier

edad, sexo, estadio clinico, topografia y tiempo de evolucion.

De acuerdo al numero total de pacientes, se obtuvo el mismo numero de

individuos controles.
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Edad, sexo, ocupacion

Antecedentes heredofamiliares y personales patoldgicos (enfermedades crénico
degenerativas)

Linfoma cutaneo de células T: Topografia, superficie corporal total afectada

(SCTA), tiempo de evolucion, estadio clinico, tratamientos previos y actuales.
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Deteccidn de citocinas pro y antiinflamatorias en suero

mediante ELISA tipo sandwich.

A partir del plasma se cuantifico las concentraciones séricas de las citocinas
IL-6, IFNy, TNFa, TNFa R1. Se utilizaron kits comerciales (Pharmagen® vy
Peprotech®) de ELISA tipo sandwich tal como se esquematiza en la figura 3, y el

procedimiento fue el siguiente:

1. Agregar 100ul/pozo del anticuerpo de captura a una concentraciéon de 5
pg/mL diluido en buffer de carbonatos (0.1M pH 9.6) e incubar a 4° C toda
la noche.

2. Aspirar los pozos y lavar 3 veces con 300ul/pozo de PBS (150 mM pH7.2),
adicionado con Tween 20 (Sigma, Chemical) al 0.05.

3. Bloquear la placa con 300pl/pozo con PBS adicionado con suero fetal

bovino al 10% (GibcoBRL) e incubar a temperatura ambiente durante una

hora
4. Aspirar y lavar como en el paso 2.
5. Preparar previamente el estandar para cada citocina y mantenerlo en hielo.
6. Adicionar 100 pul/pozo del estandar, controles y plasmas problema. Sellar la

placa e incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

7. Aspirar y lavar como en el paso 2.
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10.

11.

Adicionar 100 pl/pozo de anticuerpo de deteccién (1ug/mL) adicionado con
el reactivo de avidita-peroxidasa e incubar a temperatura ambiente durante
1 hora.

Aspirar y lavar 5 veces con PBS-T.

Adicionar 100 pl/pozo de tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, Chemical) e
incubar a temperatura ambiente en oscuridad durante 30 minutos.

Adicionar 25 pl/pozo de acido sulfarico 2N y leer a 450 nm. Obtener la
concentracion (pg/mL) de cada citocina, control y problema, mediante el

empleo de una regresion lineal.
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Figura 3.ELISA tipo sandwich para la deteccion de citocinas

Pegado de anticuerpo monoclonal murino anti-
interleucina en incubado 4°C toda la noche.

Decantar y lavar, para afiadir de estandares y
sueros problema e incubado 2 horas 20-25°C.

Decantar, lavar y adicionar anticuerpo policlonal
de conejo biotinilado e incubar 60 min. 20-25°C.

Decantar, lavar y agregar estreptoavidina-
peroxidasa. Incubar 30 min. Decantar y lavar.

Adicionar el revelador TMB y leer a una longitud

FATNT N ¢
' de onda de 450 nm

Interleucina (IL)

Streptoavidina

¥
con peroxidasa

*,7 Ab Policlonal con
& Biotina anti-IL

Ab monoclonal
anti-IL
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VI. CONSIDERACIONES ETICAS

A cada control y paciente que se incluy6 en el estudio se le informé clara y
detalladamente en que consistio el estudio y se solicitd su firma en una carta de
consentimiento. Es importante mencionar que se siguieron las normas vigentes de
la declaracion de Helsinki y convencion de Ginebra para este tipo de estudios,

ademas el proyecto fue evaluado por el comité local del IMSS.

VIl. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Recoleccion de expedientes

Revisiéon de pacientes

Toma de muestra de pacientes y

controles

Determinacién de citocinas
(Técnica ELISA)

Analisis de resultados

Redaccion de trabajo
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IX. RESULTADOS
Del 1 de junio al 31 de agosto 2005, se estudiaron 10 pacientes con linfoma
cutaneo de células T tipo micosis fungoide en el servicio de Dermatologia de HE

CMN SXXI. (Tabla Il)

Tabla ll

Pacientes con linfoma cutaneo de células T, de acuerdo a edad, sexo,
estadio clinico, tiempo de evolucidn, actividad, superficie corporal afectada,

tratamientos y niveles de citocinas.

IFNy
Tratamiento | (pg/ml)

Tiempo de
Sexo | Estadio evolucion | Actividad
(afos)

Edad
(afos)

SCA
(%)

IL-6 TNF-a TNFa R1

Paciente (pg/ml) | (pg/ml) (pg/ml)

Previo: INF
1 48 F Mancha | 12 No <10 | Actual: 53.26 54.08 6.656 217.71
Emolientes

Previo:
2 53 F Placa 4 No <10 223;3,0' 86.76 | 6428 | 8.459 | 130.832

Emolientes

Previo: MTX
3 37 F Placa 5 Si 10 Actual: 100.51 69.39 3.05 308.567
PUVA

Previo:
Esteroide
tépico
Actual:
Esteroide
tépico

4 75 F Placa 20 Si <10 61.14 84.70 6.656 256.64

Previo:
5 79 F Placa 30 Si 30 Ninguno 66.38 101.71 6.656 178.771
Actual: INF

Previo:
6 46 M Tumor 9 meses Si <10 | Ninguno 90.01 123.82 3.05 165.791
Actual: QT

Previo:
PUVA
Actual:
Emolientes

Previo: INF
8 34 F Mancha | 5 No 10 Actual: 58.51 64.28 8.459 152.811
Emolientes

Previo: QT,
9 53 M Placa | 5 si 30- | INF 9526 | 69.39 | 8459 | 139.832
50 | Actual: INF, | % : : :

tretinoina

7 72 M Mancha | 8 Si 10 37.51 69.39 8.459 152.811

Previo:

MTX, PDN
Actual: MTX,
PDN

10 60 M Placa 20 Si <10 55.88 118.72 6.656 118.872
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Se incluyeron un total de 10 pacientes con promedio de edad de 55.7 afos:
4 hombres con edad promedio de 57. 75 afios y 6 mujeres con edad promedio de

54.33 afios. (Gréficas 1y 2)

GRAFICA 1

Distribucion por sexo

O Femenino
B Masculino

GRAFICA 2

Distribucion por edad

801 q

60-

ANRos 401 - —

201 —

0

1 2 3 45 6 7 8 910

Pacientes
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El tiempo de evolucion varié desde los 9 meses hasta los 30 afios, con un
promedio de 10 afos. Se presentaron los 3 estadios evolutivos, placa en un 60%
de los pacientes, mancha en el 30% y tumor en el 10% de los casos. (Graficas 3y

4).

GRAFICA 3

Tiempo de evolucion

30
25+
20+
Anos 15
101
5_,
FEEEEEND
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pacientes
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GRAFICA 4

Estadio

10%

B Mancha
B Placa
O Tumor

60%

La dermatosis se encontr0 activa hasta en el 70% con una afeccion
diseminada predominantemente a extremidades y tronco. La superficie corporal

afectada varié desde menos del 10% hasta el 50%. (Gréfica 5)

GRAFICA 5

Actividad

O Activo
B Inactivo
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El 50% de los pacientes mostré6 una afeccion menor del 10% de la
superficie corporal, tres pacientes (30%) del 10% y el resto una afeccion del 30 y

50% respectivamente. (Gréfica 7)

GRAFICA 7

Superficie corporal afectada

10%

O<10%
H10%
O30%
50% 0O50%
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Los promedios de las concentraciones de citocinas tanto en los pacientes

como en los controles se muestran en la gréafica 8.

GRAFICA 8

Concentracion de citocinas pro y antiinflamatorias.

200 T+
150 T
= e
£
=1
o 1
: 1 [f
3 .
c
‘s 100 T
] |

50 +

0 | | | | | I I | | |
Controles Pacientes Controles Pacientes Controles ‘ Pacientes Controles ‘ Pacientes
IFN-g IL-6 TNF-a TNFa R1
p <0.001 p=0.00 p>0.999 p=0.00

* Nota: Las barras corresponden al promedio de las muestras hechas por duplicado; los extremos de las
lineas verticales representan los percentiles 25 y 75, mientras que las lineas horizontales indican la
mediana. Las diferencias entre las citocinas fueron evaluadas mediante un andlisis de varianza de ANOVA
con el programa SPSS v.12.0®.

Todos los pacientes mostraron una menor concentracion de IFNy en

comparaciéon con el grupo control (0= 121.51 y 0= 72.52 respectivamente). Esta
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reduccion es consecuencia muy probablemente al tiempo de evolucion de las
lesiones, asi como al estadio en forma de placa (60%). Los niveles detectados de
IL-6 en los pacientes resultaron ser significativamente mas altos en contraste a los
controles (0= 81.97 vs 0= 18.86), estos datos sugieren un proceso cronico
inflamatorio activo y muestra una asociacion con el 100% de los pacientes con
dermatosis activa.

Por otro lado TNFa fueron muy bajos en los pacientes y negativos en los
controles, pero al determinar las concentraciones del receptor detectamos 7.5
veces mas concentracion en relacion con el TNFo solo. Esta diferencia
significativa (p= 0.00) se debe que a pesar del tratamiento y seguimiento clinico
realizado en los pacientes, las lesiones permanecen activas, lo cual se ve reflejado

en el estadio, asi como en el porcentaje de superficie corporal afectada.
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X. DISCUSION

La micosis fungoide (MF) representa el tipo mas frecuente de linfoma
cutaneo de células T y supone un 50% de todos los linfomas primarios cutaneos.
Se considera que la génesis de los linfomas es un proceso multifactorial, en el que
la acumulacion escalonada de alteraciones genéticas puede culminar en la
proliferacién clonal, con transformacién maligna, y en la aparicion final de una
enfermedad progresiva y diseminada. (1

La edad promedio de los pacientes incluidos en este estudio fue de 55.7
afios que coincide con lo reportado en la literatura (1) donde se refiere que es
proceso tipicamente de adultos mayores.

A diferencia de los descrito en el que la afeccidon es mayor en varones con
una relacion hombre:mujer de 2:1, la distribucién por sexo fue predominantemente
en mujeres (60%), con una relacion mujer:hombre de 1.5:1. )

Los pacientes con una MF clasica evolucionan tipicamente desde un
estadio de mancha a uno de placa, hasta llegar a un estadio tumoral, y este curso
evolutivo se prolonga a lo largo de afios o, incluso décadas.

El estadio evolutivo mas frecuente fue el de placa, presentandose en el
60% de los pacientes con una evolucion promedio de 14 afos. El 30% de los
casos presenté manchas, con evolucion promedio de 8 afios. S6lo uno de los
pacientes (10%) presentdé MF en estadio tumoral con una evolucién de 9 meses, lo
cual difiere de lo reportado en la literatura, en la que se considera que esta etapa
evolutiva se presenta en el transcurso de décadas (1. Se describe que si solo

aparecen tumores cutdneos sin manchas o placas previas o simultaneas, el
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diagndstico de la micosis fungoide serd muy poco probable y se deberan descartar
otros tipos de linfocitos T citotoxicos.

Las células neoplasicas de la MF tienen un fenotipo maduro CD3*, CD4",
CD45*RO y CD8, como las células T de memoria. En algunos casos raros de
micosis fungoide el aspecto tipico se reconoce un fenotipo CD3*, CD4", CD8*
maduro, pero de acuerdo a nuestros resultados que sefalan las altas
concentraciones séricas de IL-6, podemos afirmar que se tratan de linfocitos T
CD4* malignos.

En el 100% de los pacientes, se encontr6 disminuciéon de IFN-y en
comparacién con los pacientes controles. La disminucion de la concentracion de
esta citocina explica la pérdida de la capacidad de la regulacion y/o destruccién de
las células tumorales, lo que permitiria la presentacion y progresion de la
enfermedad. Sin embargo, a pesar del decremento de IFN-y, no se encontr
diferencia entre los niveles de entre los pacientes con o sin actividad.

El resto de las citocinas proinflamatorias medidas (IL-6, TNF-a. y TNFa R1)
presentaron niveles mayores en todos los pacientes en comparacion con los
controles (p= 0.000, p= 0.999, p= 0.000 respectivamente), con diferencia
significativa tanto en los grupos de IL-6 y TNFa R1, no asi en el grupo de TNFa,
probablemente a la disociacion conformacional e inestabilidad de esta molécula,
no haciendo posible su deteccibn adecuada. Sin embargo, las elevadas
concentraciones del receptor (TNFa R1) reflejan su produccion aln en estas

condiciones.
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Los pacientes con enfermedad inactiva y los controles mostraron
diferencias entre los niveles de citocinas proinflamatorias, siendo mayores en los
pacientes inactivos, lo cual refleja un estado de inflamacion crénica en estos
pacientes (IL-6 0= 60.88 inactivos, 18.26 controles; TNFa 0= 7.86 inactivos, O
controles; TNFa R1 0= 170.11 inactivos, 24.31 controles)

Del total de los pacientes, 5 de ellos (4 en estadio placa y 1 tumoral), todos
con enfermedad activa, recibian tratamiento inmunosupresor al momento del
estudio. El paciente en estadio tumoral, presenté una afeccién menor del 10%, el
menor tiempo de evolucién (9 meses) y al momento de la evaluacién estaba
recibiendo tratamiento con quimioterapia (metotrexate), lo cual explicaria los
niveles no tan altos de citocinas en comparacion con los pacientes con otros
estadios clinicos con o sin tratamiento.

Estudios recientes sugieren que los linfocitos T CD8" participan de un modo
esencial en la respuesta antitumoral en la MF. Se ha demostrado una relacion
entre los elevados porcentajes de linfocitos citotdxicos CD8* en el infiltrado
dérmico y una mejor sobrevida. Estos linfocitos CD8" ejercen su efecto antitumoral
tanto mediante un efecto directo mediante la produccién de citocinas, sobre todo
en la secrecion de IFNy. Ademas pueden mediar la lisis de células tumorales
mediante la exocitosis de perforinas, graznicinas contenidos en sus granulos,
también al incrementar la liberacion de citocinas tales como TNF-o incrementan
los efectos citotoxicos de otras células, tales como los macréfagos.

También inducen la expresion de novo del ligando Fas y FasL, que

interacciona con Fas sobre las células T neoplasicas. En ambos caos se culmina
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con la muerte de las células tumorales. Pero en el caso particular de la micosis
fungoide, la pérdida de la expresion de Fas 6 de su accion en las células T
neoplasicas es uno de los diversos mecanismos mediante los cuales las células

neoplasicas se escapan de una respuesta antitumoral eficaz ().
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XL CONCLUSIONES

* Los niveles de citocinas antiinflamatorias fueron menores en los individuos con

linfoma cutaneo de células T en comparacion con los individuos controles.

* Los niveles de citocinas proinflamatorias fueron mayores en los individuos con

linfoma cutaneo de células T en comparacion con los individuos controles.

* Estos resultados sugieren la importancia que tienen las citocinas proinflamatorias

en el desarrollo y progresién del linfoma cutaneo de células T.

* Dada la baja frecuencia del linfoma cutaneo de células T, es conveniente la

realizacion de un estudio multicéntrico, que permita recluir un mayor niamero de

casos.
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ANEXO A

Consentimiento informado

El suscrito (paciente)

con numero de filiacion en pleno uso de mis facultades

mentales y en ejercicio de mi capacidad legal declaro lo siguiente:
Expreso mi libre voluntad para ingresar al protocolo de estudio

El (la) médico con matricula cédula

profesional , me ha proporcionado la informacién completa

sobre el estudio al cual seré sometido, la cual fue realizada en forma amplia,
precisa y suficiente, en lenguaje claro y sencillo, ademas de las intervenciones que
son necesarias para la realizacion del estudio.

Se me ha permitido externar todas las dudas que me han surgido derivados de la

informacion recibida por lo que manifiesto estar plenamente satisfecho.

Ante la informacién proporcionada en forma completa sobre el protocolo de
estudio, mediante el presente expreso MI CONSENTIMIENTO LIBRE,
ESPONTANEO Y SIN PRESION alguna para que se realicen las intervenciones
requeridas para la realizacién del estudio.

México D.F., a de de 2005

Nombre del paciente Firma
Nombre del médico Firma
Testigos
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre:

ANEXO B

Apellido paterno Apellido materno

NuUmero de filiacién

Nombre (s)

Edad: aflos Sexo: M/[F  Ocupacién

Antecedentes heredofamiliares

Antecedentes personales patolégicos

Linfoma cutaneo células T
Topografia

SCTA % Estadio clinico

Tiempo de evolucién
Tratamientos

Previos

Actuales

Citocinas
IL-6
TNFo
IL-4
IFNy
Receptor tipo 1 TNFou
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