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CITOCINAS , CELULAS NK Y PENFIGO, SU RELACION CON

LAS MANIFESTACIONES CLINICAS.



ANTECEDENTES:

Los pénfigos son un grupo de enfermedades raras, de origen
autoinmune, que se caracterizan por la producciéon de ampollas intfaepiteliales
que pueden involucrar la piel y las mucosas (1) . Se clasifican en pénfigo
vulgar y pénfigo foliaceo. En el primero, las ampollas se forman en la porcion
mas profunda de la epidermis, inmediatamente por arriba de la capa basal,
mientras que en el segundo las ampollas se forman en la capa granular (1,2).

Estas enfermedades se caracterizan histolégicamente por la formacién
de ampollas intraepidérmicas secundarias a acantolisis (separacién de células
epidérmicas entre si) e inmunolégicamente por la presencia in vivo de
inmunoglobulinas G (lgG) fijadas y circulantes contra la superficie de los
queratinocitos. El blanco de dichos anticuerpos son las desmogleinas, que son
las protelnas que forman parte del desmosoma e intervienen en la cohesién
intercéflular.»El anﬂgeno del pénfigo vulgar es una glicoproteina de 130 kDa
(desmoglélné 3) ‘y el del pénfigo foliaceo es una glicoproteina de 160 kDa
(des‘moglgln_a 1) (2,3). Los autoanticuerpos del! pénfigo pertenecen a las IgG, y
a|"i'so¥tipbfwl_<';‘G4.:los cuales pueden provocar acantolisis aun sin fijacién del
‘COmplérﬁento (4). Segun el sustrato empleado para la inmunofluorescencia
indirecta, mas del 75% de los pacientes con pénfigo presentan anticuerpos IgG
circulantes contra la superficie de las células epiteliales (2). El depdsito de C3
también se ha observado en la piel daifada de los pacientes con pénfigo,
aunque se desconoce su papel exacto (5). La inmunofluorescencia directa
demuestra la presencia de C3 y otros componentes del complemento .

El pénfigo vulgar represente entre el 70 y 80% de los casos de pénfigo;
se estima que ocurren 0.1 a 0.5 casos por 100,000 habitantes por ano
(6.7,9,10). En México, se ha reportado que un nimero importante de casos se
desarrolla antes de los 40 afos (6), pero en la mayoria de estudios de otros
lugares del mundo la enfermedad generalmente se diagnostica después de los
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res en una relacion

Los sitios icial. mas frecuentes son la mucosa de baca,

: Ségumb aé‘piel cabelluda, cara, cuellc5' . axilas y genitales (13).

) Las lesiones cutaneas del pénfigo vulgar consisten en ampollas flacidas
que pueden aparecer en cualquier parte de la superficie cutanea; por lo
general en piel de aspecto normal o eritematosa y se tornan flacidas
rapidamente. Estas ampollas son fragiles, asi que lo que se observa con mayor
frecuencia son erosiones, a menudo dolorosas, secundarias a la ruptura de las
ampollas. Estas ultimas pueden inducirse aplicando presién lateral a la piel
adyacente, lo que resulta en desprendimiento de la misma (signo de Nikolsky),
signo que aunque no es especifico de este padecimiento, es altamente

sugestivo (2). Las lesiones orales pueden preceder a las de la piel hastaenun . .~

70 % de los casos y se encuentran de manera concomitante en el 90% de los
pacientes. La mayor prevalencia se observa en el paladar blando, aunque
pueden ocurrir en cualquier lugar de la boca, principalmente en zonas
‘expuestas a traumatismo constante. La lesidn tipica de la mucosa bucal es una
ampolla que se rompe rapidamente y se vuelve dolorosa con dificil
" cicatrizacién. También pueden involucrarse la conjuntiva, genitales y el tracto

respiratorio superior, asl como eséfago (14).

Entre los factores predisponentes se ha considerado de manera
) impoxrtante a la susceptibilidad genética y dentro de ésta se estima una posible
participécién entre los HLA-A10, HLA DR4 y DRW6 en Caucdsicos.(8,11),
~*”mientras que en pacientes mexicanos se ha encontrado que el HLA-DR14 es
“ - ,'mé ‘comun , sobre todo en pénfigo vuigar y HLA DR1 para desarrollo de
' pénfigo foliceo(12).

La fisiopatologia del pénfigo es poco conocida; pero se postula que la
pérdida de la cohesién o contacto entre las células inicia con la separacién de
" los tonofilamentos de los desmosomas y se ha sugerido que es la IgG la que
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mduce Ios camblos pues se ha Iogrado reproducw acantohsls en plel cumvada
élo” sin presencia del complemento (4, 13, 15)' por. ello, se
J p:ensa que _el primer paso para la formacién de ampolias es la presencua de

autoantlcuerpos en individuos portadores de los haplotipos antes mencionados
e embargo aun no se comprende la forma en que interactian diversos
- .factores enla expresion de esta enfermedad. Ademas de los autoanticuerpos,
-8 ha mvolucrado a otros sistemas inflamatorios como el factor de necrosis

tumoral alfa y citocinas inflamatorias como la interleucina 6, que se han
encontrado en piel afectada. También se ha encontrado interleucina 1,
= tromboxano B2 y ieucotrieno B4 en los fluidos de las ampollas.

! . - Se han hecho reportes en donde se sugiere el involucro de factores
ambientales en la fisiopatologia de esta enfermedad y se discute sobre la

: “existencia de pénfigo iatrogénico, ambiental o asociado a drogas. El primer

; rebbrte al respecto fue publicado en 1969 por Degos. Actualmente se ha
im{olucrado a farmacos como el captopril, piroxicam , tiopironas, penicilina,
rifampicinas, fenobarbital , piritinol, heroina y penicilamina; pensando que esto
promueva la produccién de neoantigenos. (11).Incluso se ha propuesto que el
riesgo de pénfigo vulgar es menor en exfumadores y fumadores que en
pacientes que nunca han fumado; también se ha asociado con mayor riesgo la
exposicion a pesticidas y vapores de metales (15).

La terapia del pénfigo en sus inicios fue insatisfactoria y la enfermedad
alcanzaba una mortalidad del 90% hasta 1950, pero con la intreduccién de la
terapia esteroide la mortalidad disminuyé a niveles entre 15-45% (5,11). El
tratamiento es necesariamente prolongado, por lo que los pacientes
frecuentemente tienen que enfrentar serias complicaciones (osteoporosis,
sepsis, fenotipo Cushinoide, etc); por lo que se han propuesto numerosas
terapias alternativas y adyuvantes que incluyen azatioprina, ciclofosfamida,
sales de oro, metotrexate, clorambucil, cliclosporina y mas recientemente
mofetil micofenolato, dapsona, antimalaricos y diversos antibiéticos sistémicos
(16). Algunos autores han llegado a manejar incluso fotoféresis extracorpérea,
plasmaféresis, corticosteroides intravenosos en pulsos con o sin ciclofosfamida




sm remnsnén cllnlca mportante (16) En la aqtuahdad con Ia teraplacombmada ]
se consndera que Ia mortal ad se ha abatldo a nlveles de 5 a 15 %. (5)

MARCO DE;_REFER'E&Q;A*

Las enfermedades mediadas por anticuerpos son producidas por un
’ exceso de: |nmunoglobulmas circulantes, cuando éstas no son aclaradas de

manera eflcuente o cuando se depositan en los tej|dos (1 7)
duccion de autoanticuerpos presumlblememe requiere de la

partlcnpacnﬁn'de células autorreactivas T-cooperadoras que regulan el isotipo
e la porclén extracelular de

= f‘de Ia lnmunoglobulma que reconacen los epitope
jla desmoglelna 3y secretan citocinas ¢ v
interleucina 4, interleucina 6 e mterleucma 10, pues se _han encontrado
expresadas alrededor de las lesiones - en pacnentes con pént”go y no asi en a

ynterferon gamma, TNF,

plel sana (3). g

) Con5|derando que el pénfgo es una enfermedad autoinmune , debemos
tener - en clenta: que las> propledades fisicoquimicas de los antigenos y
‘ mo la qarga, Ia»vaylenCIa y el isotipo de inmunoglobulina, pueden
orma‘cié‘ryi:‘ del complejo inmunolégico y su depésito. En forma
formacidn dé antiéuerpos, los linfocitos T juegan un doble papel;
e anticuerpos y el isotipo de éstos y actuando como
s casos los linfocitos T pueden causar dafo por
ibilidad retardada o por lesion directa a las células

antlcuerpo

influir_en:

caractenzados. comparten mecanismos similares de lisis a los de los linfocitos




T citotéxicos (20). Las células NK producen grandes cantidades de interferdn :
gamma, factor de necrosis tumoral (TNF) , factores estimuladores de colonias
e IL-3, IL10 e IL-5 . Expresan receptores para IL-2, IL-12 , IL-56 y TNF; los
cuales al igual que los receptores especificos para estas células; pudieran
influenciar su funcién (21).

La expresion de CD56 por células NK no es compartida con otras
células hematopoyéticas; ésta es una molécula de 140 kDa, producto del
procesamiento alternativo del gen que codifica para la molécula de adhesion
neuronal ( NCAM) que esta involucrada en el desarrollo del sistema nervioso
central y de interacciones célula-célula (22) . CD 57 es expresado también
por algunos subtipos de células NK y por células neuronales.

Entre las células NK, también existe una subpoblacién llamada células
NKT, este subtipo celular inicialmente fue caracterizado en ratones como
células NK 1.1 ; que produce grandes titulos de citocinas y expresan un
repertorio restringido del receptor para antigeno de la célula T. Un subgrupo
celular expresa : CD4+CD8- y produce [L-4 y otro subtipo de células expresa
TCR+ CD4-CD8- ( 23). Se postula que una de las funciones que estas células
poseen es la regulacién, posiblemente negativa de la respuesta inmune. (23).

Las células NKT , coexpresan en la superficie alguna moléculas
~ presentes tanto en linfocitos como en células NK clasicas, tienen la capacidad
de reconocer antigenos glicolipidicos en el contexto de moléculas parecidas a
clase | ( Clase | "like"), CD1d, a través de su cadena invariante V.2J.Q. Al unir
el antigeno a través de su receptor, las células NKT producen grandes
cantidades de citocinas proinflamatorias TH1 ( IFNY TNF)y Th2 ( IL-4 e IL-10),
lo que hace dificil entender cudles son las repercusiones en el individuo; es
posible que estas células sean importantes en funciones inmunes
antitumorales (24) . No se conoce como sucede esta dicotomia, sin embargo,
antigenos con alta afinidad para el receptor de células T ( RCT) , pudieran
inducir principalmente respuestas TH1, estimulando a células CD4
convencionales a secretar citocinas TH2 (25) Este mecanismo tendria un
efecto anti-autoinmunidad, posiblemente mediado por IL-13.Este efecto
protector en autoinmunidad pudiera , en individuos con tumor, evitar la
destruccién del tumor (25).



producen grande 'cantidades de: IL~ Y IL-13 (25) Estudios en modelos’ L

SE anlmales sugieren que Ia 1
3 respuestas cntotéx:cas contra tumores La IL-13 no se une en forma directa a'~

células o por lo que Ia ‘inhibicién debe estar mediada por células con -

. 'receptores para IL-1 3/iL-4°, como macroéfagos o células dendriticas (25).

) Las- células NKT pudieran ser consideradas el brazo regulatorio de las
;respuestas T, de manera especifica (25).
: Ademas de los anticuerpos, la participacion de otros sistemas
inflamatorios en la patogénesis del pénfigo vulgar es alin desconocido, y es por
esa razén que en el presente estudio examinaremos el papel de las citocinas
como la IL-4, IL-6 e IL-10, asi como del TNF.

En base al papel que la disfuncién inmune juega en ia génesis del
pénfigo se .justifica el uso de inmunosupresores; el papel de éstos en la
modulacion del sistema inmune no esta perfectamente caracterizado. Se sabe
que existe una disminucién en el ntmero de linfocitos en mayor o menor grado

= dependiendo del tipo de agente utilizado, sin embargo, la correlacién clinica no

‘siempre es igual .El mecanismo de accion de estos medicamentos no es muy
,claro’; pero se sabe que los esteroides regulan la transcripcion génica, lisan y
probablemente redistribuyen linfocitos; también disminuyen los niveles de IL 1
e IL6, activan los linfocitos T citotdxicos y se ha observado una pobre
quimiotaxis de neutréfilos y monocitos; asi como una disminucion en la lisis
enzimatica. En cuanto a la azatioprina ; es un derivado de la 6-
mercaptopurina y se incorpora al DNA de la célula e inhibe la sintesis de novo
de purinas , no se sabe exactamente que efecto tiene sobre los linfocitos. La
ciclofosfarnida es un agente alquilante que interrumpe la sintesis del DNA y la
divisién cellular, tampoco se sabe el efecto sobre los linfocitos (26). Otros
. medicamentos, como ya se comentaba en parrafos anteriores, se han utilizado
en el tratamiento de esta entidad , pero de la mayoria el efecto es pobremente

conocido.

6

un papel ‘importante en la supresuSn de =



En base a lo anterior.el p teamiento del problema fue: s Existe relacion
. directa o inversa e
" mejorfa clinica en

as circulantes y de células NK con la™



} La justifiqé'cién del esltudidb entonces fue : si esto es afirmativo, se
entendera mej‘or‘la' ﬁéiopatolégla del pénfigo'vulgar y se podria orientar la
térabemida ‘a bloquear los mecanismos directamente responsables de este
padecimiento. - : '




El objetivo fue éonb’é@ar’ los niveles de citocinas y células NK y analizar
su relacion con los cambios clinicos y terapetticos de pacientes con pénfigo .




La hipétesis que se planted fue: :al estudiar distintas poblaciones
celulares T, NK y los niveles séricos de IL4 e IL 8 en pacientes con pénfigo y
fcqrrelacionaﬂos con sus manifestaciones'.Icllnicas , serd posible identificar
niveles sanguineos de actividéd y su pyrobable correlacion con los distintos

tratamientos utilizados.

_ El ,d"is'e.n.o,del estudio fue de" un' estudio descriptivo, abierto,
observacional, prospectivo y. longitudinal; . doble ciegé. )
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; Se mcluyeron a 31 pamentes con diagndstico confirmado por biopsia, de
i pénf‘go que acudleron al Servicio de Dermatologia de! Hospital “Dr. Manuel
.Gea Gonzélez ‘del 1° de julio del 2001 al 1° de julio del 2002.

..~ Se eliminaron del estudio 4 pacientes que no acudieron a las citas o se
+..rehusaron a tomar los examenes de laboratorio que se les solicitaron o la

“ muestra fue insuficiente para su procesamiento.



 DESCRIPCION DE FROCEDIM’IENTOSA.:' ?

Se recolectaron medlante veno puncuﬁn 20 ml. de sangre; utilizando

" _,vacio en tubos de vndmo esténles cubiertos ‘con” heparina ( Vaccutainer

’ 'Systems Beckton Dickinson, Franklin Lakes NJ) Las muestras se mantuvieron

a temperatura ambiente . Se recibieron y procesaron el mismo dia de sutomay

en el laboratorio de inmunologia del Instituto Nacional de Cancerologia (
INCAN})

Obtencidén de las células mononucleares:

La sangre se diluyé en 2 volimenes de PBS, previos a realizarse el
gradiente. En tubos estériles coicos de 50 o 15 ml. Se colocaron 15 0 5 mi de
Ficoll/. Hypaque ( Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala Sweden). La sangre
diluida ( 35 ml) se dispensaron sobre el Ficoll/ Hypaque, hasta completar 35 mi
de la suspension celular, evitando romper el gradiente.

Coleccién de células mononucleares:

Se obtuvo la capa intermedia (“buffy coat”) , utilizando una pipeta estéril.
Esta se transfirio a un tubo cbnico. Las células mononucleares se
resuspendieron con un volumen de 25 ml de PBS y se centrifugaron 10
minutos a 300 g, sin utilizar freno; el sobrenadante se decant6é y el boton
celular se resuspendid. El procesmiento se repitié 3 veces, al final de lo cual se
procedié a contar las células utilizando azul trypan , ajustando el nimero de

células requerido.

Inmunotipificacion:

Se realizé obteniendo las células mononucleares mediante gradiente de
Ficoll/Hypaque o bien, lisando los eritrocitos y marcando directamente los
leucocitos . Se ajusté la concentracién celular a 5x10 en 100 -] de RPM|,
colocandose en tubos de 12x 75 mm ( Beckton Dickinson ) rotulados con el
namero de muestra y el anticuerpo a emplearse .A cada tubo se anadioé 1 —g/ml

12



,del antlcuerpo correspondlente y se centrlfugé a 1000 rpm por. 5 mi

colocaron en hielo y se lncubaron durante 30 min. Posteriormente, las célulasf E

se Iavaron en 2 ocasiones con PBS y finalmente se resuspendleron en 500 -
‘de PBS/Z% formaldehido. Las muestras se - mantuvieron. a 4 |C:! hasta el‘:‘
momento de: anallzarse en el citbmetro. Para cada anélisns se tuvo el control
'negattvo ( células sin anticuerpo y/o fluorescencia) y control de !sotlpo 1 células

- ‘'masel fluorocromo correspondiente para los anticuerpos utilizados ) Homes K 1991.

CITOMETRIA DE FLUJO

“Incluye un sistema de flujo que expone a las células de la muestra a un
haz de luz excitador en una sola fila. Se recolecté a luz y cualquier
fluorescencia emitida por esta interaccién es detectada, asi como el uso de
colorantes para tefiir moléculas intracelulares especificas; convirtiéndose estas
en sefiales eléctricas , para su posterior analisis brindando informacion
cuantitativa sobre las caracterisiticas especificas de la célula en estudio.

Mediante la citometria se pudieron realizar medidas flsicas y quimicas
.a) las medidas fisicas son: tamafo, volumen, indicie de refraccidn, viscocidad,
granularidas; y b) las medidas quimicas son: contenido de ADN, ARN,
proteinas, enzimas, etc. A partir de una suspensién celular, en el citbmetro de
flujo se pudieron analizar diversas medidas de manera simultanea a velocidad
de mas de 5000 cél / seg. '

La combinacién de fluorocromos acoplados a un anticuerpo , permite la
fluorescencia y que haya una identificacion y difiere en una célula. El uso de
fluorocromos .de 2 o mas colores distintos, acoplado a cada anticuerpo
particular, - permite la fluorescencia simultanea de dos colores en ceélulas
individuales.

El analisis de las muestras se realizé en un FACSort equipado con un
laser de 15 mW de argon, enfriado con aire, de 488 nm.El equipo se calibré
utilizando semillas CALBRITE ™ vy ajuste , utilizando el programa Auto COMP
™ (Todo Becton-Dickinson, San Jose California). El tamario y la granularidad

13



.fueron los parémetros mlcnalmente utlllzados para la‘locallzactén de Ias'

v poblacmnes de linfocitos. En ‘los casos en los cuales se entmcé mas de una

) poblacuén celular el analisis de cada una de ellas se reallzaré por separado
Los dlstlmos fluorocromos fueron leldos utilizando los snguientes fi Itros 518 nm
( fluorescencia verde), 560 nm ( fluorescencia narnja ) y 650 nm ( fluorescencia:
reja).-Se utilizé una compensacion electrénica para eliminar la fluorescencia
suberpuesta. Los resultados de 10 000 eventos fluorescentes detectados se

. mostraron en escala logaritmica de 4 decenas, utilizando el citdémetro Beckton
Dickinson FACSort conectado a una computadora Hewlett-Paackard 340 . El

. analisis se realizd utilizando el programa LYSYS Il software ( Becton Dickinson
Imrﬁunocytometry systems). El resultado en el caso de ganglios linfaticos, se
expresd como la media del porciento +/- desviacién estandar (SD) . Los
resultados obtenidos de células mononucleares se reportaron como nameros

absolutos de células / mma3.
PROCEDIMIENTO

La suspension celular se pasé a través de una boquilla en un flujo ,
rodeado de solucidén salina o agua. La vibracién de la punta de la boquila
originé que el flujo se rompiera en una serie de gotas, cuyo tamano permitio el
paso de una sola célula. Las células marcadas con distintos fluorocromos se
excitaron por un haz de luz laser, la cual emiti6 sefales fluorescentes que
fueron cargadas eléctricamente en un campo de alto voltaje entre placas de
reflexion, separandose asi en tubos colectores-

CALIBRACION

En un tubo se afadié 1 gota de microesfera sin marcar ( blanco) + 1 ml
de PBS, al siguiente tubo 1 gota de cada una de las microesferas con los
distintos fluorocromos empleados + 1 ml de PBS, se agitaron suavemente con
un vortex por unos segundos y se ingresaron al programa AutoCOMPMediante
este procedimiento se ajustd el voltaje de los tubos multiplicadores ( tube! del
blanco) se compensaron las fluorescencias y se probé la sensibilidad utilizando
el tubo 2. Una vez que se realiz6 esto, se procedio a leer las muestras.




" ANTICUERPOS MONOCLONALES

£ s i aron lo sIguuentes anncuerpos monoclonales para caracterizar

- las subpoblacnone de infocitos T; A D2, CD3, CD4 y CD8, marcados con FITC,
’RPE o RP -Cy5 .(DAKO Carpenterla' CA).- Anticuerpos que detectan los
i receptores d célula T para eI reconocumlento del antigeno alfa /beta y
- i‘g rha/delta (CATALOG Burllngame CA) Antl- CD45rO-RPE, CD45RA-FITC
' ‘(CATALOG Burhngame CA). Se utlllzan para determinar la proporcién de
células naive y de memoria. La preseﬁcia de: células NK se demostré con
anticuerpos anti-CD16 (DAKO FITC o RPE) y. CDS?—FITC (serotec, Kidlington,
Oxford, England) se utilizé para evaluar células NKTs. Los linfocitos B se
detectaron utilizando anti- CD19-RPE (DAKO)] Se utilizaron controles
negativos que incluyen IgG1-FITC, TgG1-RPE/CY5 (DAKO), IgG2b

El andlisis estadistico se realiz6 en el programa InStatGraph™.

Aplicando la prueba apropopiada en cada caso.

PARAMETROS DE MEDICION

Se considerd recalda si el paciente presentaba lesiones nuevas con
respecto a su visita anterior y se consideré enfermedad activa si el paciente no
mejoraba y presentaba lesiones nuevas. El tratamiento inmunosupresor se
seleccionaba de la siguiente manera: se iniciaba con esteroide de 0.5 a 1 mg
por kg de peso segun la severidad de la enfermedad; ademas de azatioprina
50-100 mg al dla. Posteriormente se disminuia la dosis del esteroide si el
paciente no presentaba recaida, hasta la suspensién del mismo; y
posteriormente se disminula la dosis de azatioprina; hasta su suspension.
Finalmente se mantenia en observacién al paciente; algunos enfermos a los
que no se podia disminuir el esteroide por presentar recaida se les agregé
dapsona a 100 mg por dia o talidomida a 100 mg por dia.

Los cnterlos clinicos de inmunosupresion fueron control del pénfigo y
k presencna de enfermedades oportunistas.




- La evaluat:lén cllmca de la enfermedad se hlZO de Ia 5|gu1ente manera

c) extensnén de acuerdo a control fotogréf co
La medncnbn de citocinas se hIZO

a) por umdades porml_en el caso de las cntocmas
b) “por numero o porcentaje de células por ml, -



- RESULTADQS

Se estudlaron a 27 pacnentes 19 (.70) mujeres y 7 (.30) hombres (Fig1).

26 de ellos con : flgo vulgar y uno con diagnéstico de pénfigo folidceo, todos

confrmados con dio hlstoléglco Con un rango de edades de 22 a 59 afos,
on un promedlo de 36 96 afios (desviacién standard 11.9).( Fig.2)

siéiéMicos y azatioprina. Cinco sélo tomaban azatioprina.Tres
oldes. azatloprlna y talidomida. Un pacuente ingirid Unicamente

= -los pacientes evolucionaron hacia la mejoria en diferentes
: pqrcehtaj ,.como es esperado mejoraron inicialmente las lesiones en piel y

persistleron en mucosa bucal que es el Gitimo sitio donde desaparecen, en

estos casos se tuvieron que corregir los factores que lo sostienen como serian
,mala oclusién traumatismos, bordes cortantes. El esquema de tratamiento
‘:inlcfal fue de esteroides sistémicos y azatioprinay en general se conservoé a lo
.7largo " del estudio excepto en un paciente que presentdé anemia vy
v trombocitopenia y se atribuyd a mielosupresion por azatioprina; por lo que se
sustituyd este farmaco con ciclofosfamida y una paciente presentaba cuadros
intermitentes discretos de lesiones orales que se controlaban con dosis bajas

de esteroide.

En este estudio se observé la presencia de candidosis oral como Unica
manifestacion de enfermedades oportunistas; tres pacientes (3/27) presentaron



lente presenté reacctén leucemoude, falla

olra mstltucu‘m

! +I—4 268 [medlana +l-error standard]) (Flg 4)

, :AI ‘_’aﬁa_lizér los vélores de estos tipos celulares durante la evolucién de la
: enfer'medbakd ‘en relééién con el porcentaje de superficie corporal afectada y de ‘
: acuerdo aI tratamlento recibido, no se encontraron diferencias estadisticamente
: sngnlf‘catlvas(p>0 05 por andlisis de varianza). (Fig.5)

: ,E_n f‘os"pacientes con afeccién de mucosas se observé un incremento'
relativo de linfocitos T que expresaban el receptor para antigeno /8 (3.1 vs 9.7
P>0.05 por andlisis de varianza), este porcentaje celular disminuyd en"”este' <
grupo de pacientes en forma importante respuesta al tratamiento Fig 6) sm :
embargo la disminucién no tuvo significancia estadistica. También se estud:é el )
resto de las subpoblaciones y no se encontrd relacién (Fig 6.A)

. _ Con objeto de correlacionar la evolucién de la enfermedad , el tipo de
,traiamiento y los pardmetros inmunolégicos habitualmente estudiados, se
variab!izaron leucacitos, linfocitos, porcentajes de células CD3, CD4 y CD8 en los
“- siguientes grupos de pacientes: paciente con pénfigo activo sin tratamiento
(momento del diagndstico); pacientes con pénfigo inactivo, sin tratamiento,
pacientes recibiendo esteroides; ciclofosfamida; diferentes dosis de azatioprina
(en combinacién con esteroides, talidomida , dapsona o sola) y los resultados
se ilustran en la figura 7. Como se puede observar no existieron diferencias
significativas en la evaluacién de estos pardmetros(p>0.05 por analisis de
varianzas), en relacién a la actividad del pénfigo o tratamiento utilizado.

EVALUACION DE CELULAS NKT



El porcenlaje de este subtipo ‘celul;
" “analizaron los diferentes subtipos de ‘e ulas N
algunas modificaciones en células NKT CD4+CD57+ !
En forma inicial se evaludé el porcenla;e de estas_ élu!as en mdwuduos
normales sin patologia aparente ya que no se. contaba con un parametro de
“referencia. El porcentaje de estas células fue de 0.42+/-0.19). Al evaluar los
& port:ehtajes de estas células en los grupos de pacientes antes mencionados,

- “se: encontréd ‘una - correlacion en el incremento de estas células y la

,)_radmmistraclén de inmunosupresores (p=<0.01 por analisis de varianzas)
(thB)A nuestro juicio fue mas importante la observaciéon de que el
_!ncremento en el porcentaje de estas células se correlacionaba con la mducclén '

; '.'_“qf yde control del pénfgo (P= <0.02 unpaired t test)(Fig.9.).

; : En Ios paciente tratados con talidomida se pudo observar un aumento
: progresuvp en _el porcentaje de estas células y el control de'la enfermedad.
(P<0.0005 unpaired t test)(Fig.10).

una corre!actén entre la erfie orboral afectada y su presencua (F:g 12) no
se obtuv:eron datos e ‘ cos debido a que la muestra era muy pequeﬂa B
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Distribucion de pacientes con pénfigo segtn el sexo

pacientes

m hombres
@ mujeres

Fig.1

Esta figura corresponde at .7 de afeccién al sexo femenino y al

.3 de afecciéon a hombres

Edades
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s}

pacientes
o

2130 3140 - . 41-50 51-60
 edades ..

Fig.2

En esta grafica Vsla‘ observa 'uvi'a curva bimodal de afeccidn en cada década de {a vida
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Tratamientos empleados en cada paciente durante el estudio

tratamiento

tali+aza+cort

cort+aza+daps

aza+cort

ciclo

azatioprina

corticoides

sin tratamiento

tratamientos

¢ 5 10

pacientes
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% de células

Fig.4

Porcentaje celulares en pacientes con pénfigo activo
Relacién con superficie corporal afectada

0 <55%SC

»>55%SC

1CRGD coucos?

uif“ (i

. , "?”(' 18 7
‘LJ \ff‘JJﬁ}\

;-W—\.,__&_

i
[

23




Fig. §
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Fig. 6
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Fig.6.A
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Relacion de subpoblaciones de linfocitos y

Tratamientos inmunosupresores

Fig.7
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Fig.8
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INDUCCION DE CELULAS CD4+/CD57+ POR TALIDOMIDA

,'G » Unpaired t test CELULAS CD4 +/CDS7 4+ **
§ 20 =4+ P <0.0005
K
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®
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Fig.10
Mue (ILB Pg/|Actividad del
stra ml pénfigo
1 134.17 Inactivo
2 118.30 Inactivo
3 352.97 Inactivo
4 433.33 Activo
6 210.26 Activo
7 89.28  |[imactvo
8 0 Activo
9 0 inactivo
10 |0 Inactivo
11 0 Inactivo
12 0 Inactivo
13 {0 Inactivo
14 [0 {inactvo
15 0 Activo
16 [82.58 inactivo
7
Fig 11 5
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Paciente | Factor de crecimiento |Actividad del
epidérmico pénfigo

1 261.81 Inactivo

2 311.75 Activo

I R T “linactivo -

Fig. 12

Fig 13 Afecciéon a mucosa oral
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"DISCUSION

“En éste éStudib"ée‘dbééNé que los pacientes con pénfigo p‘resén't'aron' :
én Ia tercera y cuarta década de la vida, de acuerdo con
os de pacnentes mexicanos (7); y a dxferencua de lo:
“mundlal (7,8,9,10,11), en la que se comenta una“
i mayor inc de los 50 afos. En cuanto a la dlstribuclén por sexo

fse ha eportado_que el padecimiento afecta mas a mujeres que a hombres en )
una relacnén de:2:1 (1>6 12) y nosotros encontramos , |gualmente, una mayor
: 'af "cmn de mu;efes que de hombres; pero con una relacién de 3:1;

una mayor. uncudencn
,Io observado en es
; reportado ‘

o n el pénf’go vulgar la afeccion inicial en mucosas o acompadando las
lesiones cuténeas se ha reportado en diversas cifras que vandesde el 5 al 75%

' ‘,2(8 9) nosotros encontramos en en este estudio afeccién a mucosa bucal en un
'v38% (F|g 13)

La evaluacién de la repercusién de las terapias inmunosupresoras en
o este grupo de pacientes es compleja; como se pudo observar, los parametros
0 * habitualmente utilizados para documentar inmunosupresioén, no se modificaron

;.'en estos pacientes. Es posible que el tamafio de la muestra y las dosis
: utilizadas justifiquen la falta de correlacion, sin embargo en la practica clinica
es indispensable conocer si el tratamiento empleado es Gtil en todos los casos.

Como nos muestra este estudio, la evaluacién clinica representa la

J mejor manera de dar seguimiento a estos pacientes, sin embargo, se pudo
‘observar una mejor correlacién al evaluar las células NKT, este subtipo celular
esta aun pobremente caracterizado fenotipica y funcionalmente, sin embargo
como se muestra en el estudio represento u mejor paramentro para evaluar el
éxito del tratamiento; por lo que en un futuro, probablemente ayude a dilucidar

mejor la fisiopatologia y el comportamiento de esta enfermedad.
Los pacientes que recibieron talidomida presentaron aumento progresivo
en el porcentaje de células NKT, que estuvo relacionado con la mejoria clinica.
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costosa y no se ‘nconlré una clara correlacion. Las causas de esto pudieran
ser. los muy. bajos mveles de estas en circulacién y la modificacion por los

’tratamlentos utlhzados

) Nosotros consnderamos que aunque la muestra es pequeia y los
; pacnentes anallzados f se .encontraban  recibiendo diferentes terapias
|nmunosupresoras. es necesario ampliar en el conocimiento de los
,mecamsmos de mmunosupresuén de diferentes farmacos; sin embargo, es
posxble que el anadlisis de células NKT pudiera ser un parametro para evaluar la
induccién de inmunomodulacién de este grupo de pacientes.

Un estudio prospectivo con un numero mayor de pacientes debe ser

considerado.
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Al estud|ar Ias células NKT e\‘ L 8 en suero de pactentes con pénﬁgo si

existe’ correlaclén con sus -y los dlferentes tlpos de - -

tratamlento utilizados y no sucede‘ esto con'lo mveles de IL4
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