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CITOCINAS , CÉLULAS NK Y PÉNFIGO, SU RELACIÓN CON 

LAS MANIFESTACIONES CLÍNICAS. 



ANTECEDENTES: 

Los pénfigos son un grupo de enfermedades raras, de origen 

autoinmune, que se caracterizan por la producción de ampollas intraepiteliales 

que pueden involucrar la piel y las mucosas (1) . Se clasifican en pénfigo 

vulgar y pénfigo foliáceo. En el primero, las ampollas se forman en la porción 

más 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 histológicamente por la formación 

de ampollas intraepidérmicas secundarias a acantolisis (separación de células 

epidérmicas entre si) e inmunológicamente 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 desmoglelnas, que son 

las protelnas que forman parte del desmosoma e intervienen en la cohesión 

interc~lular. El ~ntigeno del pénfigo vulgar es una glicoprotelna de 130 kDa 

(desin0glelna 3) y el del pénfigo foliáceo es una glicoprotelna de 160 kDa 

(d~~moglel~a 1) (2,3). Los autoanticuerpos del pénfigo pertenecen a las lgG, y 

~I OisotipC;> fi9G4; ~ los cuales pueden provocar acantolisis aún sin fijación del 

·Complemento (4). Según el sustrato empleado para la inmunofluorescencia 

indirecta, más del 75% de los pacientes con pénfigo presentan anticuerpos lgG 

circulantes contra la superficie de las células epiteliales (2). El depósito de C3 

también se ha observado en la piel dañada 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 O. 1 a 0.5 casos por 100,000 habitantes por año 

(6, 7 ,9, 1 O). En México, se ha reportado que un número importante de casos se 

desarrolla antes de los 40 años (6), pero en la mayorla de estudios de otros 

lugares del mundo la enfermedad generalmente se diagnostica después de los 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



50 ar'\os de edad (7,8:9,10, 11) .. En cuanto a la. distribución por sexo, en 

general se considera qU°e afecta más a mujeres que a ho.:;,bres en una relación 

de 2:1 (1,6,12): .·. . . 

· .. Los siÍio~ de,~pa~iciÓn inicialrnás frecuentes son la mucosa de boca, 

seguido de piel ~~b~Uuda, ca;a, c~~llo , axilas y genitales (13). 

Las lesiones cutáneas del pénfigo vulgar consisten en ampollas flácidas 

que pueden aparecer en cualquier parte de la supelficie cutánea; por lo 

general en piel de aspecto normal o eritematosa y se tornan flácidas 

rápidamente. Estas ampollas son frágiles, asl que lo que se observa con mayor 

frecuencia son erosiones, a menudo dolorosas, secundarias a la ruptura de las 

ampollas. Estas últimas pueden inducirse aplicando presión 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 hasta en un 

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 lesión tlpica de la mucosa bucal es una 

ampolla que se rompe rápidamente y se vuelve dolorosa con difícil 

cicatrización. También pueden involucrarse la conjuntiva, genitales y el tracto 

respiratorio superior, asl corno esófago (14). 

Entre los factores predisponentes se ha considerado de manera 

irnpo.rtante a la susceptibilidad genética y dentro de ésta se estima una posible 

participación entre los HLA-A10, HLA DR4 y DRW6 en Caucásicos.(8,11), 

mientras que en pacientes mexicanos se ha encontrado que el HLA-DR14 es 

más·· común , sobre todo en pénfigo vulgar y HLA DR1 para desarrollo de 

pénfigo foliáceo(12). 

La fisiopatologla del pénfigo es poco conocida; pero se postula que la 

pérdida de la cohesión o contacto entre las células inicia con la separación de 

los tonofilarnentos de los desmosomas y se ha sugerido que es la lgG la que 
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ind.uce .los ~ambi~~)pues s'e ha logradoreproducir.acarÍtoHsis en piel;umvad_a 

. "s'61d-'céin -a~tié~erpos' ~iñ presen'ciá del é6mplenient6 . {4; 13;15);- pcir. ello, se 

·- piensa qüe{el 'primerpaso para la formación de ampollas es la presencia de 

á'uíoan.tiéJ~ril?~. e~ individuos portadores de los haplotipos antes mencionados 

(B);t diri ·e¡n_bargo, aún no se comprende la forma en que interactúan diversos 

-- -'-,. :factores-en la expresión de esta enfermedad. Además de los autoanticuerpos, 

.. -. '• : -/~J'"ºt\a' Í~v61'uérado a otros sistemas inflamatorios como el factor de necrosis 

" '· 

!~;A'oral alfa y citocinas inflamatorias como la lnterleucina 6, que se han 

en8ontrado en piel afectada. También se ha encontrado interleucina 1, 

'tr6mboxano 82 y leucotrieno 84 en los fluidos de las ampollas. 

Se han hecho reportes en donde se sugiere el involucro de factores 

:ambientales en la fisiopatologla de esta enfermedad y se discute sobre la 

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

,. -':.: _.reporte al respecto fue publicado en 1969 por Degos. Actualmente se ha 

· -- involucrado a fármacos como el captopril, piroxicam , tiopironas, penicilina, 

rifampicinas, fenobarbital , piritinoi, heroína y penicilamina; pensando que esto 

promueva la producción de neoantrgenos. (11).lncluso 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 

exposición 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 introducción de la 

terapia esteroide la mortalidad disminuyó 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 más recientemente 

mofetil micofenolato, dapsona, antimaláricos y diversos antibióticos sistémicos 

(16). Algunos autores han llegado a manejar incluso fotoféresis extracorpórea, 

plasmaféresis, corticosteroides intravenosos en pulsos con o sin ciclofosfamida 

3 



·. - - - .-:, _- - - -

sin•. remis.iól1 cUn.ica iTportal1t~ (16).En la. actualidad, con la terapiacombinada 

se 'consicieiaqueia\nortalid;d selÍél ;¡;;¡¡d;; aniv;ieirei~·g él 1 s•'010. (5) . . 

MARCO DE .REFERENCIA 

L¡;is enferrnedades mediadas por anticuerpos son producidas por un 

exceso deiinmunoglobulinas circulantes, cuando éstas no son aclaradas de 

mánera efi6iE!Ílt~ o ~uando se depositan en los tejidos.(1 l) · 
La cµ;c>du~ción de autoanticuerpos presumiblemente requiere de la 

partici~a~iÓ~de células autorreactlvas T-cooperadoras que regulan el isotipo 

.de Já.inmunoglobulina que reconocen los epitop~s d~ la porción extracelular de 

la desmoglelna 3 y secretan citocinas ccirrio fnte;.fe~cm gamma, TNF, 

interleuclna 4, interleucina 6 e interfeucina' 10, pues se han encontrado 

expresadas alrededor de las lesiones en pacientes eón pénfigo y no asl en la 

piel sana (3). 

Considerando que .el pénfigo es una enfermedad autoinmune , debemos 

tener en cueílt~ que; las ·propiedades fisicoqulmicas de los antrgenos y 

anticu~rpos C:~r;e> la C:~rga, la valencia y el isotipo de inmunoglobulina, pueden 

influlrel1!1¡;i.:¡'f'~~T~ci~n de.1 complejo inmunológico y su depósito. En forma 

adicional a.iií'f~-~riiél~Jó~ de anticuerpos, los linfocitos T juegan un doble papel; 
,- .- .-. . 1 ·,~ : ;c:,·-::':; --'---··<>~ -< .. _, , . ' 

regu.lan~?~L~¡f°'[~ªció~'~e anticuerpos y el isotipo de éstos y actuando como 

C:~'~.l~s. e.f7c:t?fa~·;N. ERA~~tos. casos los linfocitos T pueden causar daño por 

r~acéionE;¡~~cikH1iJ~~~l1s'lbilidad retardada o por lesión directa a las células 
1:>1ánC:6. ·· · .. ·· •· ·;i\O;: .:'.' 

; Asl ~is")Ó,¡~~·i~t;:} una población de linfocitos T, llamadas células natural 

~ille.r(NK),/¡asci.iale~inici¡;ilmente fueron caracterizadas por su habilidad de 

Jisar .. cil~l~~~~-~bi~·l~s~ri~fectadas por virus; en la actualidad se les reconoce 

como ·céiul~sí/líl.~olu'ci~~ifas en un amplio espectro de funciones inmunes; 

~16ge'llétJ€~rilci~t~·i(e~ ' pC>slble que las células NK aparecieran antes que los 

linfocito'si··c1 'i:í'i19). < · .•. · · 

't.:65 . rTi~C:él111sri!os ,de activación de las células NK empiezan a ser 

caract~ri~~db~. C:Ór111larten mecanismos similares de lisis a los de los linfocitos 
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T citotóxicos (20). Las células NK producen grandes cantidades de iriteñeron 

gamma; factor de necrosis tumoral (TNF) , factores estimuladores de colonias 

e IL-3, IL 10 e IL-5 . Expresan receptores para IL-2, IL-12 , IL-5 y TNF; los 

cuales al igual que los receptores específicos para estas células; pudieran 

influenciar su función (21 ). 

La expresión 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 adhesión 

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 subpoblación llamada células 

NKT, este subtipo celular Inicialmente fue caracterizado en ratones como 

células NK 1. 1 ; que produce grandes títulos de citocinas y expresan un 

repertorio restringido del receptor para antlgeno de la célula T. Un subgrupo 

celular expresa : CD4+CD8- y produce IL-4 y otro subtipo de células expresa 

TCR+ CD4-CD8- ( 23). Se postula que una de las funciones que estas células 

poseen es la regulación, posiblemente negativa de la respuesta inmune. (23). 

Las células NKT , coexpresan en la supeñicie alguna moléculas 

presentes tanto en linfocitos como en células NK clásicas, tienen la capacidad 

de reconocer antlgenos glicolipldicos en el contexto de moléculas parecidas a 

clase 1 {Clase l "like"), CD1d, a través de su cadena invariante V.2J.Q. Al unir 

el antígeno a través de su receptor, las células NKT producen grandes 

cantidades de citocinas proinflamatorias TH1 ( IFN Y TNF) y Th2 { IL-4 e IL-10), 

lo que hace dificil entender cuáles 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, 

antlgenos con alta afinidad para el receptor de células T ( RCD , pudieran 

inducir principalmente respuestas TH1, estimulando a células CD4 

convencionales a secretar citocinas TH2 (25) Este mecanismo tendría un 

efecto anti-autoinmunidad, posiblemente mediado por IL-13.Este efecto 

protector en autoinmunidad pudiera , en individuos con tumor, evitar la 

destrucción del tumor (25). 



. -·.'-·': >/<:~-: /:º- :-:-- _. --_ --::· -~ : ,_ :~:-- :_,: __ '._\_: ··.:-:_\ '::·.: ._.:.:-_:'-_.=, __ :,·, -:.::; _- -: -_::>-:,:-/-' :,"})._•.:_ 

Las•· células NKf· pueden ser• CD3+cD4+6oa~ o· bi~n CD3+CD4-CD8-

.. La distribu~ió~ de' esta~'~cé11Ji¡;~ E!~ ~imi1ai ; ~;¡a: · C1~n~~ cé1u1a5''t04>+······ 
convellcioÍi~les, sinell1b~rgo,•' al SElr.estirflLJlad~s·l~~··dé,¿1~s···~R'r.éb4~ •••. E!stJs 

produ8en gr~ndEls ' ~riiici~dE!~iciE! · IL~ . e 1e13 c25).E~tudios•··en l11ócie1Ós 

·· allimale~ 5J~ieren••qLÍe 1~ 1~:.1 'iii~~~ üll papel importante en la supresión·•· de 

r.esp~estasci,tot~xicas}colltratufl1ores: La IL-13 no se une en forma directa a 

cél.uias •• T·• por·'º ·. qÚei· la· inhibición debe estar mediada por células con 

receptores para.IL~.13/IL-4, como macrófagos o células dendrlticas (25). 

Las células NKT pudieran ser consideradas el brazo regulatorio de las 

respuestas T, de manera especifica (25). 

Además de los anticuerpos, la participación de otros sistemas 

inflamatorios en la patogénesis del pénfigo vulgar es aún desconocido, y es por 

esa razón que en el presente estudio examinaremos el papel de las citocinas 

como la IL-4, IL-6 e IL-10, así como del TNF. 

En base al papel que la disfunción inmune juega en la génesis del 

pénfigo se justifica er uso de inmunosupresores; el papel de éstos en la 

modulación ,del sistema inmune no esta perfectamente caracterizado. Se sabe 

que existe una disminución en el número de linfocitos en mayor o menor grado 

dependiendo del tipo de agente utilizado, sin embargo, la correlación clínica no 

siempre es igual .El mecanismo de acción de estos medicamentos no es muy 

claro; pero se sabe que los asteroides regulan la transcripción génica, lisan y 

probablemente redistribuyen linfocitos; también disminuyen los niveles de IL 1 

e IL6, activan los linfocitos T citotóxicos y se ha observado una pobre 

quimlotaxis de neutrófilos y monocitos; así como una disminución en la lisis 

enzimática. En cuanto a la azatioprina ; es un derivado de la 6-

mercaptopurina y se incorpora al DNA de la célula e inhibe la síntesis de novo 

de purinas , no se sabe exactamente que efecto tiene sobre los linfocitos. La 

ciclofosfamlda es un agente alquilante que interrumpe la síntesis del DNA y fa 

división celfular, tampoco se sabe el efecto sobre los linfocitos (26). Otros 

medicamentos, como ya se comentaba en párrafos anteriores, se han utilizado 

en el tratamiento de esta entidad , pero de la mayoría el efecto es pobremente 

conocido. 
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En· base a I~ ~~teriClf,~lplantek~iento del problem~ fue: lExiste r~lación 
· cli·r~~ta c; c¡í{i/eí~aº'il-n,Írfr~tlfi~~C~~§@'cfiías· 'cif~u1a!iie~yae cé1u1as· NK can· 'ª ·· 

mejorfaclfnlca en 'paciE!llte~:~.~~ péÓ~go? 
,.,-:;_ .. ,. 
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La justificación del es1udio entonces fue : si esto es afirmativo, se 

entenderá mejor .la fisiopatologfa del pénfigo vulgar y se podrfa orientar la 

terapeliUca a bloql.lear los. mecanismos directamente responsables de este 

padecimiento. 

8 



El objetivo fÜe conocer los niveles de citocinas y células NK y analizar 

sú re.lació~ ~on . los cambiosdlnicos y terapeúticos de pacientes con pénfigo. 

9 



La hipótesis que se planteó · fue: al estudiar distintas poblaciones 

celulares T , NK y los niveles séricos de IL4 e IL 8 en pacientes con pénfigo y 

correlacionarlos con sus manifestaciones cHnicas , será posible identificar 

niveles sangulneos de actividad y su probable correlación con los distintos 

tratamientos utilizados. 

El diseno . del estudio fue de · un estudio descriptivo, abierto, 

. observacional, prosp_ectivo y longitudinal; doble ciego. 

10 



MATERIAL v Méroóo> 

. se inclllyeron él 31 ·pacientes con diagnóstico confirmado por biopsia, de 

pénflgo ; cide ~6üdier6n al Servicio de Dermatología del Hospital "Dr. Manuel 

.. Gea Gonzá1~z", 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 exámenes de laboratorio que se les solicitaron o la 

muestra fue insuficiente para su procesamiento. 

11 



DESCRIPCIÓN DE PROCEDIMIENTOS 

. , .. :· .>·>:·.-·>·-_._:·-_·:,>_.--·,._::··_:_-:··,-_ ·_;···- -_ ".-..·_.>:-_·--::.-_ -_- ' 

Se recol~ctaron mediante 'leno-punción , 20 mi. de sangre; utilizando 

.vaclo en tubos de vidirio .estériles cubiertos con heparina ( Vaccutainer 

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

a temperatura ambiente . Se recibieron y procesaron el mismo dla de su toma y 

en el laboratorio de inmunologla del Instituto Nacional de Cancerologla ( 

INCAN) 

Obtención de las células mononucleares: 

La sangre se diluyó en 2 volúmenes de PBS, previos a realizarse el 

gradiente. En tubos estériles cóicos de 50 o 15 mi. Se colocaron 15 o 5 mi de 

Ficoll/ Hypaque ( Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala Sweden). La sangre 

diluida ( 35 mi) se dispensaron sobre el Ficoll/ Hypaque, hasta completar 35 mi 

de la suspensión celular, evitando romper el gradiente. 

Colección de células mononucleares: 

Se obtuvo la capa intermedia ("buffy coa!") , utilizando una pipeta estéril. 

Esta se transfirió a un tubo cónico. Las células mononucleares se 

resuspendieron con un volumen de 25 mi de PBS y se centrifugaron 10 

minutos a 300 g, sin utilizar freno; el sobrenadante se decantó y el botón 

celular se resuspendió. El procesmiento se repitió 3 veces, al final de lo cuál se 

procedió a contar las células utilizando azul trypan , ajustando el número de 

células requerido. 

lnmunotipificación: 

Se realizó obteniendo las células mononucleares mediante gradiente de 

Ficoll/Hypaque o bien, lisando los eritrocitos y marcando directamente los 

leucocitos . Se ajustó la concentración celular a 5x10 5 en 100 -1 de RPMI, 

colocándose en tubos de 12x 75 mm ( Beckton Dickinson ) rotulados con el 

número de muestra y el anticuerpo a emplearse .A cada tubo se añadió 1 -g/ml 
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del anticuerpo corre~pondiente Y. se centrifugó a .1?ºº. rpm por5 ~I~\ éstos .. se. 

-- •· ~: 1~cj I~f}:t~e~ls~:ni::~~:;a:~~r:~]:~n7t~:~f~t::~~lrJl~~"c~~ªl-- - -·-
de pssi2%form~l-dehido. Las muestras se mant~vieron a 4 - ¡c : iia~i~ .el 

rnorné~fo d~ analizarse .en . el citómetro. Para cada análisis se tüJo.el confrol 

' négaÍiJÓ(~é1u1a's · s'in anticuerpo y/o fluorescencia) y control de -isot¡'po(céiulas . 

mas el flu6rócro,rrici correspondiente para los anticuerpos utilizado~ ) t:i01rnes K 
1991. 

Incluye un sistema de flujo que expone a las células de la muestra a un 

haz de luz excitador en una sola fila. Se recolectó a luz y cualquier 

fluorescencia emitida por esta interacción es detectada, asl como el uso de 

colorantes para tel'\ir moléculas intracelulares especificas; convirtiéndose estas 

en sel'\ales eléctricas , para su posterior análisis brindando información 

cuantitativa sobre las caracterlsiticas especificas de la célula en estudio. 

Mediante la citometrla se pudieron realizar medidas flsicas y qulmicas 

.a) las medidas flsicas son: !amano, volumen, Indicie de refracción, viscocidad, 

granularidas; y b) las medidas qulmicas son: contenido de ADN, ARN, 

protelnas, enzimas, etc. A partir de una suspensión celular, en el citómetro de 

flujo se pudieron analizar diversas medidas de manera simultánea a velocidad 

de más de 5000 cél I seg. 

La combinación de fluorocromos acoplados a un anticuerpo , permite la 

fluorescencia y que haya una identificación y difiere en una célula. El uso de 

fluorocromos de 2 o más colores distintos, acoplado a cada anticuerpo 

particular, '· permite la fluorescencia simultánea de dos colores en células 

individuales: 

El análisis de las muestras se realizó en un FACSort equipado con un 

laser de 15 mW de argon, enfriado con aire. de 488 nm.EI equipo se calibró 

utilizando semillas CALBRITE TM y ajuste , utilizando el programa Auto COMP 

™ (Todo Becton-Dickinson, San Jose California). El tamaño y la granularidad 
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fueron los . parámetros inicialmente utilizados •para la • localizaciÓp de · .. las 

J)ail1acionescie linfÓcitós. en iós C:asos en 1os ~cuales ~e identificó más cie una 

pobl~ciÓn celular, el análisis de cada una de ellas s~ l"e~liza~á po'~ sep~rado. 
Los distintos fluorocromos fueron leidos utilizando los siguientes filtros, 518 nm 

( fluorescencia verde), 560 nm ( fluorescencia narnja ) y 650 nm ( fluorescencia 

roja). Se utilizó una compensación electrónica para eliminar la fluorescencia 

superpuesta. Los resultados de 10 000 eventos fluorescentes detectados se 

mostraron en escala logarítmica de 4 decenas, utiliza.ndo el citómetro Beckton 

Dickinson FACSort conectado a una computadora Hewlett-Paackard 340 . El 

análisis se realizó utilizando el programa L YSYS 11 software ( Becton Dickinson 

lmmunocytometry systems). El resultado en el caso de ganglios linfáticos, se 

expresó como la media del porciento +/- desviación estándar (SO) . Los 

resultados obtenidos de células mononucleares se reportaron como números 

absolutos de células I mm3. 

PROCEDIMIENTO 

La suspensión celular se pasó a través de una boquilla en un flujo , 

rodeado de solución salina o agua. La vibración de la punta de la boquila 

originó que el flujo se rompiera en una serie de gotas, cuyo tamaño permitió el 

paso de una sola célula. Las células marcadas con distintos fluorocromos se 

excitaron por un haz de luz laser, la cual emitió señales fluorescentes que 

fueron cargadas eléctricamente en un campo de alto voltaje entre placas de 

reflexión, separándose asl en tubos colectores· 

CALIBRACIÓN 

En un tubo se añadió 1 gota de microesfera sin marcar ( blanco) + 1 mi 

de PBS, al siguiente tubo 1 gota de cada una de las microesferas con Jos 

distintos fluorocromos empleados + 1 mi de PBS, se agitaron suavemente con 

un vortex por unos segundos y se ingresaron al programa AutoCOMPMediante 

este procedimiento se ajustó el voltaje de Jos tubos multiplicadores ( tubo' del 

blanco) se compensaron las fluorescencias y se probó la sensibilidad utilizando 

el tubo 2. Una vez que se realizó esto, se procedió a leer las muestras. 
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.. · §e'·~tÍlii~'~¡j~'· i~~' síg~ieniesanlic.uérpos • monoclonales para caracterizar 

las subpobla~i'on~~;d~ ·infoc.it6~;i-Cc92.co3, CD4 y coa, marcados con FITC, 

.... ; ~~=pt::1~~~~r1/s~;~;i~~i~lj~tit~º~~~n:t:~~r:~t~g:: dª~;:c;::t~0: 
··•.•··· .. · •. ·.·.···· ·• ··i~I+i1~1;· •.• • ·~~~~~~~~. · ·c~~u·~e~]:u?t~·. ~~:- . ~er::~-;P,~. ~r:::;:':~ 
·· ;";;_. 

. cél~las naive y de memori~ : L~ pi~~e·~cia · ; ~e) células NK se demostró con 

anticuerpos anti-CD16 (DAKÓ FITC-Ó Rpe) }. 'co57-FITC (serotec. Kidlington, 

Oxford, England) se utilizó para ' eval~ar célÜlas NKTs. Los linfocitos B se 

detectaron utilizando anti- CD19-RPE (DAKO)) Se utilizaron controles 

negativos que incluyen lgG1-FITC, TgG1-RPE/CY5 (DAKO), lgG2b 

El análisis estadístico se realizó en el programa lnStatGraph n•. 

Aplicando la prueba apropopiada en cada caso. 

PARÁMETROS DE MEDICIÓN 

Se consideró recaída si el paciente presentaba lesiones nuevas con 

respecto a su visita anterior y se consideró 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 según la severidad de la enfermedad; además de azatioprina 

50-100 mg al día. Posteriormente se disminuía la dosis del esteroide si el 

paciente no presentaba recaída, hasta la suspensión del mismo; y 

posteriormente se disminuía la dosis de azatioprina; hasta su suspensión. 

Finalmente se mantenía en observación al paciente; algunos enfermos a ros 

que no se podía disminuir el esteroide por presentar recaída se les agregó 

dapsona a 100 mg por día o talidomida a 100 mg por día. 

Los criterios clínicos de inmunosupresión fueron control del pénfigo y 

presencia de enfermedádes oportunistas. 
:. · ·. ---- . 
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• e·. · .... . . ·. . . . . 

La evaluación cllriicacje)a e_rifermedadse~hizode la siguiente manera: 

a) el .% de sÚperficie corporal, considerando como 100% la 

superfl~ié ~te~t~da én f~rma inicial 

b) el ~.ú~ero de.re~ídas y recidivas enun periodo de 

tiempo (1 ano) 

c) extensión de acuerdÓ a control fotográfico 

La medición de citocinas se hizo: 

a) por unidades por mi• en el caso de las citocinas 

b) por número o porcentaje de células por mi. 
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R°eSULTAD()S ,' ' 

S~ est~~iar~ka. 27 pacientés; 19 (.70) mujeres y 7 (.30) hombres (Fig1 ). 

26 de eUos c~n pé~figo vulgar. y uno con diagnóstico de pénfigo foliáceo, todos 

confirrna~os coi/~~iüdiohistolÓgico . Con un rango de edades de 22 a 59 anos, 

corÍ IJnp;oih~di~ .d~'js.96~Ílos (desviación standard 11 .9).( Fig.2) 

. ..· . ó~\J~ir;~f;,~:~:U. muestra; cuatro, se encontraban bajo seguimiento, sin 

lesÍorÍ~s ~'c't'i·l'~~'h1 tratamiento sistémico Doce se encontraban en tratamiento 

d~;.; i::&AiC:biiJ~~';'~i~tél111cos y azatioprina. Cinco sólo tomaban azatioprina. Tres 
,, .... : .~_-:,;.;:;--:~.; ..... ~, . .., .. _ 

. ·tom'abaíi,Cortiéóides, azatioprina y talidomida. Un paciente ingirió únicamente 

, · ~6rti66id~··;1~té~i°6ó; uno más corticoide, azatioprina y dapsona,Otro paciente 

· sÓ1~ti!~lá';~~j~\~at~miento con ciclofosfamida .(Fig.3) 
''' ' "'' ' . " .. ; :·; ·~:, , ,:;-; :f: :·· ' . . 

. \ g(,~1_ú~8'13Z'·621f'J;cA 
=·· .. : •• ~. -~ ., - -;;;;_::,·e! -- · ' 

• ·- ~· -;_,,,-. -_,,_~: · 02~.-~L'(;?-~ . 
. . :'~, :i: i'oC!ó_s'i los pacientes evolucionaron hacia la mejorfa en diferentes 

• .··.· ... · po[centaj~~.'_f'omo es esperado mejoraron inicialmente las lesiones en piel y 

. :·, . · ~~rs'i~tlerÓn en mucosa bucal que es el último sitio donde desaparecen, en 

·· . :. 

.. . -_.: _,·~· .:: 

. estos ~asos se tuvieron que corregir los factores que lo sostienen como serian 

}~;_~1~ · ~clusión, traumatismos, bordes cortantes. El esquema de tratamiento 

:: : . ,. ,<,Inicial fue de asteroides sistémicos y azatioprina y en general se conservó a lo 

•/ largo _del estudio excepto en un paciente que presentó anemia y 

trombocitopenia y se atribuyó a mielosupresión por azatioprina; por lo que se 

sustituyó este fármaco con ciclofosfamida y una paciente presentaba cuadros 

intermitentes discretos de lesiones orales que se controlaban con dosis bajas 

de esteroide. 

En este estudio se observó la presencia de candidosis oral como única 

manifestación de enfermedades oportunistas; tres pacientes (3/27) presentaron 
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····: .. ·.·······,·.: 
·--.;:_.;=, ,. 

- . .::":·_:. 

· ·~7¡~~i¡~~Jj,/¡~f i~~;t~- t~ii~!a~~~~~:raY~:~i1~~rí~-:ªcción leucemoide, falla 

. : ·~ ·;~' ', 

/,"' :/> /: ;:··;,"'.;"° , . 

EVALÜA~t~·~-t~~Q~~9hpC31CA : . 
.• -_,. ~a~. !_TI~E!stra,;o ')~[ciales de los pacientes mostraron valores normales de 

leucociíos/1i.~i~diío~ .: .a.si como de los porcentajes de células T CD3, CD4, y 

coa (70~3+i-~2f·1:1~05+/~334.0; , 56.45%+/-7.097; 31.96%+/-3.826; y 21.21% 

. . .. · .. ' +14.25a in:ied!~~k+t-~rror standard)) (Fig 4) 
·,_.- '.,/~·<; : <~ .. ~· ..... : ·. 

· Afanalizar los valores de estos tipos celulares durante la evolución de la 

· · · .. • .. enfermedad/~:~ relación con el porcentaje de superficie corporal afectada y de 

acu.~rdo a!trat~~le~to recibido, no se encontraron diferencias estadlsticamente 

· signlficativas(p>0.05 por análisis de varianza). (Fig.5) 
. . . . . . - . ' 

E~ Í~s :pacientes con afección de mucosas se observó un incremento ·-· - -. - . 

· rE!lativó de linfocitos T que expresaban el receptor para antlgeno y/B (3.1 v.s 9.7 

". P~Cl.05 por análisis de varianza), este porcentaje celular disminuyó .erí ' este 

g'rupo de pacientes en forma importante respuesta al tratamiento Flg.S) sin 
-.e::··,- • •. , . "'!'C-:"· 

embargo, la disminución no tuvo significancia estadlstica.Tamblén se estudió el 

_,, ;: ,; ·.: ~esto de las subpoblaciones y no se encontró relación (Fig 6.A) 

Con objeto de correlacionar la evolución de la enfermedad , el tipo de 

··: tratamiento y los parámetros inmunológicos habitualmente estudiados, se 

analizaron leucocitos, linfocitos, porcentajes de células CD3, CD4 y CDS en los 

> .·siguientes grupos de pacientes: paciente con pénfigo activo sin tratamiento 

(~~~nto del diagnóstico); pacientes ~on pénfigo inactivo, sin tratamiento, 

.···.· pacientes recibiendo asteroides; ciclofosfamida; diferentes dosis de azatioprina 

(en combinación con asteroides, talidomida , dapsona o sola) y los resultados 

se ilustran en la figura 7. Como se puede observar no existieron diferencias 

significativas en la evaluación de estos parámetros(p>0.05 por análisis de 

varianzas), en relación a la actividad del pénfigo o tratamiento utilizado. 

EVALUACIÓN DE CELULAS NKT 
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c..;~·.: ~- .. _. 

:-;:;7,: ··.·'-,'.; . 
.. ¡- .. 

·:·-· 
· .. :- :,.··.<. : , 

normales, sin patologla aparente ya qlJe no sé é:'aiúatia con Un parámetro de 

referencia. El porcentaje de estas células fue de Ó.42+/-0.19). Al evaluar los 

porcentajes de estas células en los grupos de pacientes antes mencionados, 

· ·:~~ encontró ' una correlación en el incremento de estas células y la 

, administración de inmunosupresores (p=<0.01 por análisis de varianzas) 

· · (Fig .8J.A·inue~tro juicio fue más importante la observación de que el 

• .. lncre111ento en el porcentaje de estas células se correlacionaba con la inducción 

i rde. c~ntrol del pénfigo (P= <0.02 unpaired t test)(Fig.9.). 

En . i~~ paciente tratados con talidomida se pudo observar un ~umento 
' progre~iJo en·~ el "porcentaje de estas células y el control de la. enfermedad. 

(P<o,6ópsti~~-~.~red t test)(Fig.10¡. 
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Distribución de pacientes con pénfigo según el sexo 

pacientes 

f•ho~bres 
[•muieres 

'-----------------------' f<'lg.I 

Estn fi¡tura corresponde ni .7 de afección al sexo femenino y ni 

.J de afección 11 hombres 

Edades 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Tratamientos empleados en cada paciente durante el estudio 

tratamientos 

tali+aza+cort 

cort+aza+daps 

aza+cort 

ciclo 

azatioprina 

corticoides 

sin tratamiento 

o 5 10 15 

pacientes 
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Fig.4 

Porcentaje celulares en pacientes con pénfigo activo 
Relación con superficie corporal afectada 
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Fig. 5 
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Fig.6.A 

Evolución inmune de pacientes con afección a mucosas 
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Relación de subpoblaciones de linfocitos y 
Fig.

7 Tratamientos inmunosupresores 
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. INDUCCION DE CELULAS CD4+/CD57+ POR TALIDOMIDA 

~ Unpalred t test C'i:LULAS C04 + /t:rj57 + -

:i :ro • • • P <D.0005 
:¡¡ 
u 
~ I!. 

-;!! 

Flg.10 

Mue IL8 Pgf Actividad del 

sira mi pénfigo 

1 134.17 Inactivo 

2 118.30 Inactivo 

3 352.97 
lnaciivo _____ ___ 

4 433.33 Activo 

6 210.26 Activo 
-=;- 89.2!f ___ 1riaCtTvo .. 

---- - . -

8 o Activo 
·-

9 o Inactivo 

10 o Inactivo 

11 o Inactivo 

12 o Inactivo 

13 o Inactivo 
14-- 0-- - - ··-· 

1r1áciiv6 
- ---- ----. 

15 o Activo 

16 82.58 inactivo 

Flg 11 
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Paciente Factor de crecimiento Actividad del 

epidérmico pénfigo 

261 .81 Inactivo 

2 311 .75 Activo 
3-- -- - 1·5:-¡-j3 · -·- ----- --- - --- - Tñactivó··--- --- -

Flg. 12 

Flg 13 Afección a mucosa oral 

· - · ' .... .. !" ... 

\ . .:.:. :~ . 1 

TESIS CON 
l FALLA DE ORIGEN 

1 
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···En este éstüdio se observó que ·. ros pacientes con pénfigo pres~ntarcm 
una mayor incid~~ci~. E!n '~ "t~;dera y cuarta década de la vida, de acu~rdo -~on 
lo ob'servad? ,-~n·{~~-tJ~i?~ -dE( p~cientes mexicanos (7); Y. ª . dife~encia de' Ío 

repo~.~do · .~ri :'1~}1iiE!-~~tur~ · mundial (7,8,9,10,11), en la que se c~rnenÍa - ~na 
mayorincid~~¿jkJ~s~Úé; d~ los 50 años. En cuanto a la distribución por.sexo' 

.• : ~f!::~a:'[~ppfa~)f~.:~g~-~l : ~~decimiento afecta más a mujeres . q'ue' ú~~br~s 
una re1abi.é~ '.>cj~'"2:1 ' (1:s.12) y nosotros encontramos • igualmente, u.na m~yor 
. af~ccÍón ·d~ ~t¡E!~es que de hombres; pero con una relación de 3: 1. . . . 

'y:r.:;.~· · .:)~'--'~~/.'.':.',f~?· :; .. 
. :.· ·;·'..:::/ ., .·:, 

· '\•<;-:;; En el pénfigo vulgar la afección inicial en mucosas o acompaf\ando las 

1E!~íóriJ~ cutáneas se ha reportado en diversas cifras que van desde el 5 al 75% 

(8,El) ~'r~osotros encontramos en en este estudio afección a mucosa bucal en un 
. - . : ~ ,.~. . . ' - - - . 

. 38% ,(Fig. 13) 

·····}....;' 
. . , . La evaluación de la repercusión de las terapias in'munosupresoras en 

.· .. -~··> .. : . es'it!°'grupo de pacientes es compleja; como se pudo observar, los parámetros 

·' habitualmente utilizados para documentar inmunosupresión, no se modificaron 

.. _ ~~.· ~stos pacientes. Es posible que el tamaño de la muestra y las dosis 

·· .· Útilizadas justifiquen la falta de correlación, sin embargo en la practica clínica 

.es indispensable conocer si el tratamiento empleado es útil en todos los casos. 

... 
. ',·, 

" ._'. .· .. . ·., 
."!·,>>: 

Como nos muestra este estudio, la evaluación clínica representa la 

_ · mejor manera de dar seguimiento a estos pacientes, sin embargo, se pudo 

·. obseniar una mejor correlación al evaluar las células NKT, este subtipo celular 

f!~t~- ~'Gn pobremente caracterizado fenotípica y funcionalmente, sin embargo 

como se muestra en el estudio represento u mejor parámentro para evaluar el 

éxito del tratamiento; por lo que en un futuro, probablemente ayude a dilucidar 

mejor la fisiopatologla 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 mejorla cllnica. 
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;.',';. ·. ·:, 

,'.)_ _-_:;/ i ~\: 
:-·;-': .. _~: : .. . 

-~ .. ::· ·.· - . ··. ;~{:::- · .. -. ~--· . . _·:~,/'. .. /"' ·.,.-,- -:':~ .--:: · -~- -

Est~ . m.edicame~tose .ha· utilizad~ . cof11o ahor.radÓr .de ~st~roides', y •en· alg~nos 

.. .. -~:~u~=s ~r~~:;~t~:d.6¡~;; ¡;· ::~~.1i~~~~.-~~cirr;~~.i -~Y~:~;r1?·¡;ºt~X~:~~fr~p¡~ -~~ · 1a~- .... 

.• ~.;~~~i¡~~[i~lf li!~,~~~:c~~~ ~;:~:, ~~:: 
·· >:-.·· una distribución ·: restringida·:·en tpiel :y; mucosas y un porcentaje muy bajo se 

· : ·:·:.·.· _ ·:;· ·. · :·- _- · .' " , _-.- ' ··. ·_·,·~·.:;.•··\(i.:;:);..'~i~:-:--:?{: •\' ;~.'.:~ ~;. 1r·,;·.:.:/i\: ~;::,.~:~'.:.(::'.:_ :~·: !;'i/;.·'.J/f'¡:~·;_'. ~:1):; ·;· ,·- ._ · . . .'. · 
· ·• ·. encuentra•én circulación\ Como se· muestra en párrafos anteriores la presencia 

. ': -: ·, •• ~ - -· _:' -.-· :.; :,::•" .' :,:·. ·; :: '.'~e;¡,:'."::,·; :~~~y/:.:~\;,t{?:>::·<:f~·;,~~ ··: :r~:-~ I,) ~;:. _,;: .. ·:: cr: : "; ;;\ ''" 
:de estas células :circulantes:.se correlacionó con enfermedad particularmente en 

•. _~u~~.~~~!'s~~~~:·~,tt~~5;~\tiri~J~ti1Íia~Íás como marcadores de pénfigo oral. 

La évali.Jación',de citocinas circulantes resultó compleja y sumamente 

costosÍi y @;~~··~;,6ontr6 'gg·~ ~IÍira correlación. Las causas de esto pudieran 

.· s~~ lo~ múy /~ajos niveles :d~ e~tas en circulación y la modificación por los 
. -· ' ; -" ' ' . ' . . . ;' -· ' .. " . ' ' ' ' ' ' .. ; ... ~ ~ ' ... 

·· tratamientosUtmzados .. ' <, 
·' ~-= - -

--~ ' . 

···. Nosotro~ coiisiderariiós · que aunque la muestra es pequeila y los 

.. ·: pacientes : ~n~lizaclos se ... encontraban recibiendo diferentes terapias 

. . inmun,osupresoras; es necesario ampliar en el conocimiento de los 

· rii~<:<lni~rn'i)_s : ci~ inmunosupresión de diferentes fármacos; sin embargo, es 

,: posible qué el análisis de células NKT pudiera ser un parámetro para evaluar la 

inducción de inmunomodulación de este grupo de pacientes. 

Un estudio prospectivo con un número mayor de pacientes debe ser 

considerado. 
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CONCLUSIONES 
,- : - : - -_ : -- __ - .-: -_-:: '--~-- ' ' - :>' < 

Al estudiar. las células NKT e IL 8 ·~n suero de. pacientes con pénfigo; si 

existe correlación é:on sus· ma~ite·~!~c1ón~s't:11nic~s: Y. 1as diferentes tipos de 

tratamienío utilizados; y no ~ucé'de .;~tci ' co~ Íos niveles de, IL4. 

J:? 
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