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Abreviaturas

Th: tuberculosis

OMS: Organizacion mundial de la salud

BCG: bacilo Caimette-Guérin

PPD: Derivado proteico purificado

TBC: tuberculosis cutanea

APC: célula presentadora de antigenos

DC: células dendriticas

MHC-li: moléculas del complejo principal de histocompatibilidad clase il
LcT: Linfocito T

NK: células citocidas naturales (del ingles: natural killer)

LC: células de Langerhans

CD: Grupos de diferenciacién (del inglés: “Clusters of Differentiation™)
Ag: anligeno

AEC: Amino etil carbazol

ZN: Ziehl-Neelsen

TNF- a: Factor de necrosis tumoral alfa

IL: Interleucina

INF-y: Interferon gama

TGF-B: Factor transformante de crecimiento beta

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de monocitos granuiociticos
RANTES: regulated on activation, normal, T cell expressed
MCP 1: proteina quimiotactica monocitica

MMP: metaloproteinasa de matriz extracelular

MDC: quimiocina derivada de macrofago

MIP: proteina migratoria de macrofago

1ICAM-1: molécula de adhesion intercelular

LFA-1: molécula de adhesion leucocitaria

BM: médula 6sea (del ingles: bone marrow)

FDCs: células dendriticas foliculares

CDS: células dendriticas dérmicas

IL-3R: receptor de 1a IL-3

FcR: receptores para Fc

SIS: sistema inmune cutaneo (del ingtes: skin immune system)
BCG: Bacilo Calmette Gueérin

MIiL: Mycobacterium lepraemurium

SLC: quimiocina de tejido linfoide secundario (del ingles: seéondary lymphoid tissue

chemokine)
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RESUMEN

introduccidn. La tuberculosis es un problema de salud publica mundial. En México.
entre el 1 y 3% de los padecimientos de piel son tuberculosis. Existen variedades
clinicas de tuberculosis cutanea, e histoldgicamente hay tres tipos de granulomas: el
tuberculoso, tuberculoide y el cronico inespecifico. El primero se caracteriza por una
zona central de necrosis caseosa, rodeada de histiocitos, y estos a su vez rodeados por
iinfocitos; el granuloma tuberculoide a diferencia del anterior, carece de necrosis; el
granuloma cronico contiene las mismas células pero en forma no organizada, ademas
de carecer también de necrosis. Si bien se conocen 1o0s tipos celulares por microscopia
de fuz, no se sabe exactamente qué tipo de linfocitos son, ni tampoco como se
encuentran las células presentadoras de antigenos en piel en este padecimiento.
Objetivos. Determinar cuales son las celulas presentadoras de antigenos y los
linfocitos T presentes en la tuberculosis cutanea con diferentes tipos de granulomas
(tuberculosos caseificados, solidos inespecificos), especificamente evaluar por
inmunohistoquimica: 1. Las ceélulas dendriticas; mediante la determinacién de MHC-II,
CD1a y Langerina; 2. Macriofagos mediante MHC-I1, CD14, CD11b y CD68; vy 3. Lc T
CD4+, CD8+.

Material y métodos. Se incluyeron biopsias cutaneas embebidas en parafina, de
pacientes con diagnostico clinico e histologico de tuberculosis cutanea, todos con PCR
anidada positiva para Mycobacterium tuberculosis, ademas de un grupo control de
personas sin dermatosis y controles positivos adecuados para las diversas
inmunohistoquimicas. Los marcajes se realizaron con técnica de peroxidasa, previa
“recuperacion antigénica” con buffer de citratos o EDTA. Se analizaron 10 campos por
corte y por marcador, las células en epidermis se contabiiizaron de forma cegada con
un analizador semiautomatizado (Unicamente cuerpos celulares). Se compararon
medianas con una prueba de ANOVA no paramétrica de una via.

Resultados. Hay un mayor namero de DC en la epidermis de los pacientes (p<0.001).
Existen algunas células de Langerhans en 1a dermis papilar de los pacientes. E!l tamano
de los cuerpos celulares es significativamente mayor (p<0.001) en la tuberculosis
cutanea. Los queratinocitos en 1a tuberculosis cutanea tienden a ser de mayor tamano
que los queratinocitos de piel normmal. Algunos queratinocitos de los pacientes expresan
MHC-H, asi como CD68. La mayoria de las células en los granulomas son CD68+, la
mayoria de los linfocitos T presentes en la tuberculosis cutanea son CD8+, algunos de
ins cuales infiltran Ia epidermis, ademas de ubicarse en los granulomas, se disponen de
forma muy importante a nivel perivascular y perianexial.

Conclusiones. Hay una importante participacion de las LC y posiblemente DDCs en la
TBC. pero se desconoce que es lo que permite la gran cantidad de estas células en (as
lesiones. Los queratinocitos presentan cambios que probablemente indiquen activacion
de los mismos y posiblemente funcionen como células reguladoras de !a respuesta

nmune local. El predominio de Lc T CD8+ puede ser debido a la cronicidad de las
lesiones.




SUMMARY

Introduction. Tuberculosis is a world public health problem. In Mexico, between 1 to 3%
of cutaneous affects people are tuberculosis. Clinical varieties of cutaneous tuberculosis
exist, and histological there are three types of granulomas: tuberculous, tuberculoides
and unspecific chronic. The first one is characterized by a central area of caseous
necrosis, surrounded of histiocytes, in turn surrounded by Iymphocytes: the
tuberculoides granuloma lacks necrosis; and the chronic granuloma contains the same
cells but in a non organized manner; it also lacking necrosis. Although the cellular types
are known by light microscopy. it is not known exactly which lymphocytes type are or
what subset of antigen-presenting cells localize in these lesions.

Objectives. To determine which are the antigen-presenting cells and the T lymphocytes
are present in the cutaneous tubercuiosis with different kinds of granulomas (caseous
tuberculous, solid and unespecific), specifically to determine for inmunohistochemestry:
1. Dendritic cells; by means of the determination of MHC-1II, CD1a and Langerina; 2.
Macrophages by means of MHC-II, CD14, CD11b and CD68: and 3. T lymphocytes
CD4+, CD8+.

Material and methods. Cutaneous biopsies were included in paraffin, of patient with
clinical diagnosis and histological of cutaneous tuberculosis, all with positive nested
PCR for Mycobacterium tuberculosis, besides a group control of people without
dermatosis and appropriate positive controls for the diverse immunohistochemestrys.
The markers was carried out with peroxides technique, previous “recovery antigenic”
with citrates buffer or EDTA. 10 fields were analyzed by court and for marker: the cells in
epidermis were counted in way blinded with an analyzing semiautomatizado (only
cellular bodies). They were compared medium with a test of non-parametric ANOVA of
one road.

Results. There is a bigger number of Dendritic cells in the epidermis of the patients (p <
0.001). Some exist Langerhans cells in the dermis papillary of the patients. The size of
the cellular bodies is significantly bigger (p < 0.001). The keratinocytes in the cutaneous
tuberculosis spreads to be of more size that the keratinocytes of normal skin. Some of
the keratinocytes in cutaneous tuberculosis express MHC-II, as well as CD68. Most of
the cells in the granulomas are CD68+, most of the T lymphocytes present in the
cutaneous tuberculosis are CD8+, some of which infiltrate epidermis, and besides being
located in the granulomas, they have very important form to level perivascular and
perianexial.
Conclusions. There is an important participation of the LC and possibly DDCs in the
TBC, but it is ignored that it is what allows the great quantity of these cells in the lesions.
The keratinocytes presents changes that probably indicate activation of the same ones
and possibly work as cells regulatory of the local immune answer. The prevalence of Lc
T CD8+ can be due to the lesions chronic.




Antecedentes

La tuberculosis (Tb) resulta de la infeccion por el bacilo Mycobacterium tuberculosis,
que segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afecta aproximadamente a la
tercera parte de la poblacién mundial. Esta enfermedad crigina entre 8 y 10 millones de
nuevos casos cada afio, y 3 millones de muertes durante el mismo periodo (1). En los
paises desarrollados su prevalencia habia disminuido notablemente (2), sin embargo en
los ultimos anos ha aumentado el namero de casos debido a organismos resistentes a
los farmacos utilizados para el tratamiento, a la migracién de la poblacidon (3). y a la
pandemia producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (4:5); lo que ha
incrementado la incidencia de esta patologia. En 1999, la Secretaria de Salud de
Mexico registré 919 casos extrapulmonares (6), y aunque no se especifica el nimero de
casos cutdneos, se sabe que del total de pacientes que demandan atencion por una
dermatosis (enfermedad de la piel), entre el 1 al 3% son tuberculosis cutanea (7).

L.a tuberculosis cutanea (TBC) se debe a Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium
bovis y bajo ciertas condiciones al bacilo Calmette-Guérin (BCG). cepa atenuada de M.
bovis (5); que dan origen a mulliples cuadros clinicos. Por su mecanismo de infeccion,
la TBC puede ser: a) endogena. cuando jos focos primitivos extracutaneos
preexistentes, invaden la piel por contigiidad o por via hematégena; y b) exdgena, ya
sea por primoinfeccién, que es muy rara, o por reinfeccion o sobreinfeccion mediante
inoculacion directa del bacilo a la piel, a través de productos contaminados del propio
paciente (infeccion autdgena) o ajenos al mismo (infeccidon heterogena) (2). Existen
diversas clasificaciones de 1la TBC, algunas se basan en la forma de infeccion (8)
(Anexo 1), y en otras ademas se toma en cuenta el estado inmunologico del huésped
(3) (Anexo 2).

En la escuela mexicana de dermatologia, la TBC se clasifica de acuerdo al. criterio
inmunologico del! huésped, y se distinguen dos tipos: las tuberculosis verdaderas y las
tuberculides (Figura 1). Las primeras también son llamadas localizadas, fijas, tipicas o
habitadas y resultan de la colonizacion y reproduccion local de la bacteria; en ellas l1a

respuesta al derivado proteico purificado (PPD) es normérgica. Las tuberculides
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también se denominan formas diseminadas, hematdgenas, recidivantes y no habitadas,
se cree que son debidas a la respuesta hiperérgica del individuo ante el bacilo, mas que
por la accién de éste; en ellas de manera general no es posible encontrar a los bacilos y
ta respuesta al PPD es hiperérgica (2).

Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium bovisy BCG

L Tuberculosis cutanea I

Tuberculosis fijas (verdaderas) ] L Tuberculides ]

« Complejo primario « Tb nodular profunda:
(chancro primario de Eritema indurado de
primoinfeccion). Bazin

e Tb colicuativa e Tb nodulonecrética
(escrofulodermia, (papulonecrotica)
gomosa) e Tb liquenoide
Tb verrugosa
Tb luposa

Tb ulcerosa u orificial
Thb miliar cutanea aguda

Figura 1. Clasificacion de la TBC. Basada en el “criterio inmunolégico” (2;9).

Como se muestra en la figura anterior, de los dos grupos de tuberculosis (fijas y
tuberculides) se derivan diversas presentaciones clinicas (Figura 2).
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Figura 2. Aspectos clinicos de la tuberculos cutanea. A: Placas
verrugosas correspondendientes a una tuberculosis verrugosa. B:
Tuberculosis colicuativa o escrofulodermia, con ulcera en base de
cuello. C: Tuberculosis luposa con lesiones en lobulo de la oreja
punta de la nariz (lupomas). D: Placa con pequefos nédulos (flecha)
de una tuberculides de la cara.

Figura 3. limagenes de los granuiomas en la TBC. Se muestran
dos de las variedades de los granulomas mas comunes en la TBC.
A: Granuloma tuberculoso a 4X donde puede observarse una
extensa zona de necrosis caseosa (flecha), rodeada de células
claras que corresponden a histiocitos, a su vez rodeados de
linfocitos (triangulos). B: Granuloma tuberculoide, nétese la
ausencia de necrosis y la zona de linfocitos que rodean a los
histiocitos (célutas mas claras).







Desde el punto de vista histoldgico y de acuerdo con los criterios de los
dermatopatdlogos, la tuberculosis cutanea se puede caracterizar por la presencia de
infiltrados de tlipo granuloma tuberculoso, granuloma tuberculoide (9-11) y en algunos
casos infiltrados granulomatosos cronicos inespecificos; todos ellos representan el sitio
de defensa ante la micobacteria, y son resultado de una respuesta inmune (12). El
granuloma tuberculoso esta conslituido por una zona de necrosis central, camulos de
ceélulas epitelioides (macréfago tisular activado) (13), células gigantes multinucleadas
tipo Langhans (células epitelioides unidas) (12), todo ello rodeado por células
mononucleares, (2:3:14) ocasionalmente se observan bacilos acido alcohol resistentes;
el granuloma tuberculoide a diferencia del anterior, carece de necrosis caseosa, asi
como de bacilos; y en el granuloma cronico se encuentran las mismas células pero en
forma de agregados irregulares (Figura 3).

Una vez que el Mycobacterium entra en contacto con el organismo, se genera primero
una respuesta inmune innata (15), después ocurre la captacion de la bacteria por las
ceéiulas presentadoras de antigenos (APCs, de las siglas en ingles: antingen-presenting
cells). Las APCs son células accesorias de la respuesta inmune (Figura 4) procesan los
antigenos en fragmentos peptidicos que se acoplan a las moléeculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC); ademas. las APCs estimulan a las células T.
Las APCs mejor definidas incluyen: 1) Linfocitos B, 2) Macrofagos y 3) Células
Dendriticas (DC): estos tipos de células se llaman APCs Profesionales.

Células prescentadoras de antigenos (APCs)

S o -

I
N

4 ] .
macréfago éV] v Linfocito B
- a
~ - donariie y
Expresan [MHC-li +antigeno|
_____ =

B2

Estimulan :Linfocito T

Figura 4. Interaccidon entre APCs y Linfocito T. Los
Linfocitos T sdélo pueden reconocer al antigeno proteico
cuando ésle es acoplado en forma de péptidos a las
moléculas de histocompatibilidad de clase Il de las APCs.




Los Linfocitos B son importantes sobre todo en la respuesta humoral, aunque en la
tuberculosis su participacién es minima. Una de las APCs mas estudiadas son los
macréofagos, que expresan una serie de moléculas por las cuales pueden ser
reconocidos con inmunomarcajes, tales como CD11b, CD14, CD64, CD68 y CD115
(16). Los macrofagos actaan contra el bacilo mediante tres mecanismos basicos: 1)
producen enzimas proteoliticas y otros metabolitos con efectos micobactericidas, 2)
producen citocinas y quimiocinas, y 3) actian como APCs, ya que procesan y
presentan los antigenos micobacterianos a los linfocitos T (17:18) . mediante moléculas
de superficie codificadas en el MHC de clase Il (19), los cuales interactian con los
receptores a} © vS (18;20) en los linfocitos T (Lc T). Estos a su vez producen citocinas
que activan a los macrofagos. quienes se convierten en células efectoras capaces de
destruir a las bacterias (13), hecho que implica inmunidad especifica de tipo celular
(Figura 5).

piel = Respuesta
innata
Producen enzimas proteoliticas,
Pc%_ / quimiocinas y citocinas

__‘_perocesa Yy presenta los Agj
L c?)

—
(MHC-1)
¥

o \uu ¥3
“ z
Ea—C

CD4a+

Respuesta celular

Macrof: t);o (céluta

a
efectora

Figura 5. Respuesta inmune ante M.tuberculosis. Esquema que representa
principalmente la respuesta celular (rectangulo inferior). Para detallies ver el texto.
M: micobacteria, APCs: células presentadoras de antigenos, Ma: macréfagos,
LcT: Linfocitos T, LcB: Linfocito B,




Por otro lado, existen diferentes vias de presentacion de antigeno, dos de ellas
reconocidas como clasicas; la via MHC clase |, que caracteristicamente presenta
antigenos proteicos de origen citosdlico, y cuya célula respondedora es et linfocito T
CD8+, aunque se sabe que existe la presentacion de antigenos exdgenos por clase |
(“presentacion cruzada”) (21). La otra via clasica es mediante MHC clase i, que
presenta antigenos proteicos de origen extracelular, y cuya célula respondedora es el
linfocito T CD4+. Otra via independiente de MHC, recientemente descrita es la familia
CD1, con cuatro isoformas en los humanos: CD1a, CD1b y CD1c conforman el grupo |,
y CD1d es el ugnico miembro del grupo Ul (22). La familia CD1 presenta
fundamentalmente antigenos de tipo lipidico a distintos tipos de Lc T: CD4, CD8 (23), y
NK (24) (Cuadro 1). Esta ditima via parece ser de gran importancia en las infecciones
por micobacterias, ya que su pared celular es muy rica en antigenos lipidicos
(glicolipidos, micolatos, lipoarabinomananas, arabinogalactanas y peptidoglicanas)
(22;23:25).

Cuadro 1. Vias de presentacion de antigeno.

Vias Tipos de Antigeno Célula Respondedora

MHC-t ———>protei i > cD8

MHC-I1 C—_>proteinas extracelulares C———> CD4

CD1a > lipidicos > LcT €CD4, CD8,
NK

L.as Unicas APCs que cuentan con estas tres vias de presentacion de antigenos son las
DC. En humanos existen diferentes tipos de DC, que pueden ser generadas de una
variedad de progenitores y precursores. Con excepcion de las células dendriticas
foliculares (FDC) que se localizan exclusivamente en los foliculos (no se observan en
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trafico), todos los tipos de DC se derivan de médula dsea (BM) (26), tanto de la serie
linfoide como de la mieloide. De la serie linfoide (con fenotipo CD11c-, CD1a-, receptor
IL-3+) se originan las DC plasmacitoides; e! linaje mieloide consiste en 1)Células de

Langerhans (LC) y 2) células intersticiales o dendriticas dérmicas (DDCs) (27) (Figura
6).

Precursor comun
(meédula dsea)

o Na

Origen mieloide Origen linfoide

monocito — — @
Linfocito

macréfago

4w &

C.dendriticas .
Dérmicas (DDCs) C. de Langerhans CD plasmacitoide

Figura 6. Origen de las Ceélulas Dendriticas. Esquema que
representa el origen de {a mayoria de las DC, asi como otras celulas que
derivan de la serie mieloide y la linfoide.

Las DC que se encuentran en los tejidos periféricos del cuerpo (piel, intestino, epitelio
genital y epitelio de vias respiratorias) se encuentran en estado inmaduro. LaS DC
inmaduras estan especializadas en la captura y procesamiento de antigeﬁds. péro
tienen poca capacidad para activar a los Lc T. Estas celulas inmaduras se caracterizan
por tener grandes cantidades de MHC-II a nivel intracelular, pueden fagocitar, expresah.
grandes cantidades de receptores para Fc (FcR) y tienen baja expresion de molééulas
refacionadas con al activacion de Lc T (28). Una vez que las DC inmaduras se exponen
a cualquier tipo de stress o dano, incluyendo estimulos inflamatorios, se induce su




maduracion. Esencialmente la maduracion de tas DC significa el cambio de captura del
antigeno a presentacion del antigeno a las células T (26), por ello, en éste estado las
DC expresan moléculas de adhesién (ICAM 1, 3) que favorecen launidnconlos lc T, y
ademas, expresan moléculas accesorias que interactuan con los Lc T para ser
activados (CD80, CD86, CD54); en general las DC maduras producen grandes
cantidades de IL-12 (28).

Las LC se encuentran en el estrato espinoso de la pie! a nivel suprabasal y representan
entre el 1 v 4 % de las células de la epidermis (29), es una poblacién de ceélulas que
normalmente (aun en ausencia de dafio) migra hacia los ganglios linfaticos (26:30)
aunque en su mayoria permanecen en la piel por largos periodos (26;31). Estas DC se
caracterizan por la presencia de un organelo citoplasmatico en forma de raqueta de
tenis, llamado Granulo de Birbeck, observable por microscopia electronica, aunque
hasta la fecha se desconoce su funcion precisa. Las LC expresan diversas moléculas
como MHC de clase Il, moléculas CD1a y Langerina (Figura 7 y tabla 1). Esta ultima
es una lectina tipo C expresada exclusivamente en las LC, se sabe que se asocia a la
formacion de granulos de Birbeck, y esta relacionada con la captacion e intermalizacion
de antigenos (32;33).

—4 élulas de Langerhans
-

:'/ granulos de Birbeck
CD1 a ’

MHC-I

Langerifia — - 1

¢ EPIDERMIS

MHC-II, Factor XiHa

Células Dendriticas
Dérmicas
- /

&@Mmoosnms

Figura 7. Esquema de la disposicion de las DC en piel. Tambien se
muestran las principales moléculas expresadas por las DC en las
diferentes capas de la piel. La escala del tamano celular no corresponde
al real.
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En ta siguiente tabla se enlistan las caracteristicas de las LC y se contrastan con otras
DC humanas.

Tabia 1. Subgrupos de DC humanas (27;29)

Linaje tinfoide Linaje mieloide

DC Plasmacitoide DC Intersticiales Células de Langerhans

Fenotipo en DCs maduras

CD11¢c- CD11c+ CD11c+
IL-3R+ 1L.-3R- IL-3R-
MHC-11+ MHC-Ii+ MHC-11+
CD11b- CD11b+ Cdiilb+
CD13- CD13+ CD13+
CD33- CD33+ CD33+
CDAa++ CD4g+ CcD4a+
CD1a- CD1a- CD1a+
Granulos de Birbeck- Granulos de Birbeck- Granulos de Birbeck+
Langerina- Langerina- Langerina+
Factor Xilla- Factor Xilla+ Factor Xilia-
CcDB86+ CcD86+ CcD8a6+
CD4a0+ CD40+ CDao+
DC-LAMP+ DC-LAMP+ DC-LAMP~+
FUNCION
Secrecon de IL-12 +/- Secrecion de IL-12 ++++ Secrecion de 1L-12 ++++

Secrccion de IL-10 - Secrecion de |L-10 ++++ Secrecion de IL-10 +/-

Los estudios que han evaluado la presencia de DC en los infiltrados de la tuberculosis
cutanea humana son pocos y contradictorios. Estos se han valido de la identificacion de
ta proteina S-100 por inmunohistoquimica en cortes en parafina. aunado a la morfologia
dendritica. Entre ellos esta el trabajo de Smolle y Kneifel (34), quienes determinaron
que el 11% de las células de los granulomas eran DC en la vasculitis nodular profunda
(Eritema indurado de Bazin), un tipo de tuberculides; mientras que Crieber, en la misma
entidad nosoldgica solo encuentran escasas células positivas (<1%) (35). En otro tipo

de tuberculides, la papulonecrética, Jordan y cols. encuentran también muy escasas




células S-100 positivas (36).

Con la utilizacion de CD1, un marcador mas confiable para DC en piel (37), existe un
reporte (38) en Lupus vulgar (una variedad de tuberculosis verdadera), en el que los
autores observaron escasas DC CD1a+ en dermis, y un incremento de las mismas en
epidermis.

Existen muchas otras moléculas que aln no se han investigado en la tubercuiosis
cutanea, como la Langerina.

Otras células importantes en el infiltrado granulomatoso de las tuberculosis cutanea son
jos Lc T. Ya se describid parte de la funcién de éstos linfocitos como células que
ayudan a los macrofagos a convertirse en células efectoras mediante la produccidon de
citocinas como el IFNy (citocina Th1) (39). De estas células también se han descrito
linfocitos CD4+ capaces de matar directamente a los macréofagos infectados por M.
tuberculosis, mediante la produccién de proteinas como la granulicina y la perforina
(25).

Asi mismo, los linfocitos T CD8+ estan implicados en la respuesta inmune ante M.
tuberculosis (40); estos linfocitos citotoxicos al igual que los CD4+ producen citocinas
tanto de tipo 1 (Tc1) como 2 (Tc2), y probablemente su principal funcion seria destruir a
los macréfagos infectados del granuloma (25:41).

En escasos trabajos. los tipos de Lc T se han evaluado en algunas variedades de TBC
y los resultados no son del todo consistentes. Ramesh y cols. (38) encontraron que los
linfocitos predominantes en los granulomas del 78% de sus pacientes estudiados con
Lupus Vuigar tuvieron un predominio de CD4+ sobre los CD8+, mientras que en el resto
de sus pacientes el predominio celular fue inverso. Por otro lado, Sehgal y cols. (42;43)
en el mismo tipo de tuberculosis (Lupus Vulgar) solo encontraron un predominiode Lc T
CD4+. Ademas. ecllos sugieren, que al igual que en la Lepra, existe un espectro de
respuesta inmunoidgica en la TBC. donde en un polo se ubicaria al Lupus Vulgar con
un predominio de CD4+ y un incremento de la relacion CD4+/CD8+, lo que seria
analogo a la respuesta inmunologica celular en la Lepra Tuberculoide; en el otro polo se
ubicaria a la Escrofulodermia o Tuberculosis Colicuativa, con un predominio de CD8+ y
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disminuciéon de la relaciéon CD4+/CD8+ como sucede en la Lepra Lepromatosa; al
centro del espectro se encontraria a la tuberculosis verrugosa (42).

Existen diferentes métodos para determinar marcadores celulares, en este caso
moléculas englobadas en los grupos de diferenciacién (CD), uno de ellos es la
inmunohistoquimica. Para dicho método, existen anticuerpos especificos (generalmente
disponibles de manera comercial) acoplados a fluorocromos o a enzimas. Ello no sdlo
permite la identificacion fenotipica de la célula a analizar, sino también su morfologia,
su ubicacidn tisular precisa, asi como la cuantificacion de las células positivas para
dicho marcador, en un corte de tejido dado.

Con el uso de la metodologia previa se pretendid determinar cuales son las APCs vy los
Lc T presentes en la TBC con diferentes tipos de granulomas.
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Planteamiento del problema
La tuberculosis es una enfermedad compleja que al igual que la lepra, es producida por
una micobacteria, esta ultima enfermedad representa un modelo inmunologico en la
que cada uno de sus cuadros clinicos concuerda con una imagen histoldégica, que a su
vez son representados por una respuesta inmunoldgica distinta; por un lado se
encuentran los pacientes con Lepra Lepromatosa en quienes las lesiones clinicas
suelen ser diseminadas con una insuficiente respuesta inmune celular e
histolégicamente con infiltrados mal delimitados: en el otro extremo se encuentran los
pacientes con Lepra Tuberculoide, cuyas lesiones cutaneas son menos diseminadas,
cuentan con una respuesta inmune celular mas adecuada que les confiere proteccion, e
histologicamente se caracterizan por infiltrados bien delimitados en forma de
granulomas semejantes a los encontrados en algunos de los pacientes con
tuberculosis. Si bien se conoce que células participan en la formacion de los
granulomas mediante microscopia de luz, algunas de las células importantes para la
respuesta inmune contra M. tuberculosis, no se aprecitan con tinciones habituales; por
ofro lado, auque se conoce la participacion de los Lc T en la conformacion de los
granulomas, no se sabe con claridad que subgrupos de los mismos se encuentran en
fos infiltrados granulomatosos, tampoco se conocen como se encuentran otras células
importantes para la respuesta inmune (células de Langerhans) en la piel (epidermis);

por ello, nosotros nos preguntamos de manera general:

¢ Cual es et microambiente inmunolodgico celular en la tuberculosis cutanea?

Con fa siguiente pregunta especifica:




. Que tipo de APCs (DC y macrofagos) y de Lc T estan presentes en las lesiones de la
tuberculosis cutanea, con diferentes tipos de granulomas (tuberculosos caseificados,

tuberculosos sdlidos o no caseificados, y granulomas inespecificos)?




Justificacion
La tuberculosis cutanea es producto de una interaccion entre el agente microbiano, el
ambiente y el huésped; de ahi la importancia de conocer cada uno de estos aspectos.

Aunque existe un amplio conocimiento del agente causal (cepas resistentes,

mecanismos de evasion de la destruccion por macrofagos, interaccion con el virus de la

inmunodeficiencia humana, etc.) y de las modificaciones de las condiciones del

ambiente (desnutricidon, marginacion, etc.); el microambiente a nivel de!l huésped ha

sido poco explorado in situ, en el ambito cutaneo; ahondar en conocimiento del

microambiente inmunoldgico celular en los granulomas de la tuberculosis cutanea,
aportaria una herramienta mas para el entendimiento de la interaccion entre la
micobacteria y el huésped.

ta
tN




Objetivos del Estudio
Objetivo General ‘
Conocer el microambiente inmunolégico, célular én la' tuberculosis cutanea con
diferentes tipos de granulomas (tuberculososf caéeiﬂdados, tuberculosos sodlidos o no

caseificados y granulomas inespecificos). #:

Objetivos Especificos

1. Determinar el tipo de APCs: células dendriticas. y macrofagos, égi como:

2. Determinar el tipo de linfocitos T presentes en las lesiones de la tubercqlosis cutanea
con diferentes tipos de granulomas (tuberculosos caseificados, tuberdulosos sélidos o

no caseificados y granulomas inespecificos).




Sujetos, Material y Métodos

tugar donde se realizé el estudio.

Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia e Infectologia del Hospital de
infectologia “Dr. Daniel Méndez Hernandez", Centro Meédico “La Raza™ del instituto
Mexicano del Seguro Social; Departamento de Patologia Experimental, laboratorio de
tnmunologia celular del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV), vy Departamento de Dermatopatologia del Centro
Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua” (CDP) de la Secretaria de Salud.

Diseno del estudio: Clinico-basico

Grupos de Estudio

Cortes de biopsias embebidas en parafina de los pacientes con diagndstico de
tuberculosis cutanea del ano 1999 y el primer semestre det 2000. El diagndstico de TBC
se habia establecido previamente en el Centro Dermatologico Pascua, con base en el
protocolo de estudio para este tipo de dermatosis. Este consta de historia clinica
dermatolagica, con énfasis en la topografia y morfologia de las lesiones cutaneas, asi
como con la concordancia de la imagen histoldgica general (al microscopio de luz) de la
biopsia, la respuesta al PPD, y los resultados de otros estudios como baciloscopias,

cultivo y estudios radiograficos; y en ocasiones, a la respuesta al tratamiento antifimico
(7).

Las biopsias se dividieron inicialmente de acuerdo al tipo de infiltrado en:
Granulomas tuberculosos (5 bloques), granulomas tuberculoides (11 bloques) y
granulomas cronicos inespecificos (7 bloques).
Una vez realizada la PCR para M. tuberculosis y corroborar la presencia de la
micobacteria. se reclasificaron los grupos en las siguientes categorias:

A. Granulomas tuberculosos caseificados (2 bloques)

B. Granulomas tuberculosos solidos o no caseificados (3 bloques)

C. Granulomas inespecificos (2 bloques).

X
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Ademas, como grupo control de comparacién, se agregaron biopsias de personas sin
dermatosis (3 bloques).

Criterios de seleccion

- Criterios de inclusion

Biopsias cutaneas con las siguientes caracteristicas:

Provenientes de pacientes con tuberculosis cutanea. (Diagnéstiqo establecido
previamente)

Provenientes de pacientes de sexo femenino o masculino

= Criterios de exclusion

Biopsias con material insuficiente

« Criterios de eliminacion

Un bloque tuvo que ser eliminado por extravio del mismo.

Definiciéon de las variables

- Variable: Granulomas de la tuberculosis cutanea

Definicion _conceptual. Infiltrado celular en el ambito cutaneo, secundario a la infeccion
por M. tuberculosis.

Definicidon operacional. imagen histologica al microscopio de luz, de los cortes de

biopsias de los pacientes con diagnodstico previamente establecido de tuberculosis
cutanea, tenidos con hematoxilina-eosina.

Escala de_medicion. Cualitativa, nominal

Cateqorias de _la variable:
A

Granulomas tuberculosos caseificados. Constituido por una zona de necrosis
central, cumulos de células epitelioides con células gigantes multinucleadas tipo
Langhans, todo eillo rodeado por células mononucleares. Con ausencia de
bacilos.

Granulomas tuberculosos sélidos 0 no caseificados. igualmente, constituido por

cumulos de células epitelioides con células gigantes multinucleadas tipo
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Langhans, todo ello rodeado por células mononucieares. No hay necrosis
caseosa. ni bacilos. ’

C. Granulomas inespecificos. Constituido por cumufos de ceélulas epitelioides,
linfocitos, y en algunos casos con polimomucleares y plasmocitos. Al igual que el
anterior carece de necrosis y bacilos.

= Variable: Microambiente inmunolégico celular 2
Definicion conceptual. Representacion de una respuesta inmunitaria tras Ia mtroduccnon
de una sustancia extrana. .

Definicién operacional. Se determind con base en la medicion de las: Siguientes
subvariables:

1. Células profesionales presentadoras de antigenos (APCs).

Definicidon_conceptual. Células con proteinas de superficie codificadas en el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) de clase 1l, que interactuan con los receptores
de los linfocitos T en el momento de la presentacion del antigeno.

Definicion _operacional. Se determinaron células dendriticas y macrofagos (APCs)
mediante técnicas inmunohistoquimicas. (Ver apartado de técnicas de laboratorio).
Cada una de las células se determind por separado y se contrastd con un anticuerpo

control negativo (control de isotipo) y en su momento. también con un control positivo.

Anticuerpos primarios:

Anticuerpo Dilucion Marca comercial
Langerina 1: 25 SM
CD1a 1: 10 sM
MHC-11 1: 50 DAKO M746
CD 68 1: 50 DAKO M0814

TSM: sin marca, * Donados por los Doctores S. Lebecque y
S. Saeland de Lyon Francia.

Una vez obtenidas las marcas en epidermis, con ia finalidad de no conocer la




identificacion de los cortes, se cubrieron los niameros de biopsias; de esa forma, se
capturaron a 40X 10 campos de cada corte y para cada uno de los marcadores
(barriendo toda la epidermis) se procedid a cuantificar el nUmero de ceélulas positivas
por campo con el auxilio de un anatizador de imagenes semiautomatizado.

Escala de Medicion. Cuantitativa discreta.

Unidad de Medicion: Numero de células positivas por campo.

2. Linfocitos T
Definicion _conceptual. Células mononucleares que especificamente reconocen

antigenos extranos.
Definicion _operacional. Se determinaron mediante inmunohistoquimica mediante el
sistema peroxidasa biotina-avidina (ver apartado de técnicas de laboratorio), utilizando

los siguientes anticuerpos primarios:

Anticuerpo Dilucidon Marca comercial
CD a sSD Ventana 250-2712
CcD 8 1:100 DAKO M7103

SD: sin diluir.

Escala de medicidon. Cualitativa ordinal.
Cateqorias de las variables:

= ausente

-~ escasas

= cantidad moderada

«abundantes

Descripcion general del estudio

De la libreta de registro de biopsias del Departamento de Dermatopatologia del Centro
Dermatologico “Dr. Ladislao de la Pascua” def afno 1999 y el primer semestre del 2000,
se buscaron y seleccionaron 23 biopsias de pacientes con diagnéstico de tuberculosis
cutanea. Las biopsias ya habian sido tomadas como motivo de la dermatosis de los
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pacientes, asi mismo, el diagnostico de tuberculosis cutanea ya habia sido establecido
con base en el protocolo de estudio de dichos pacientes (7). Posteriormente se
buscaron los bloques correspondientes asi como los cortes tenidos con HE para
clasificar a los grupos dependiendo de la imagen en los infiltrados inflamatorios,
establecidos por el dermatopatélogo (el referido en el registro escrito de Ia biopsia). Los
grupos iniciales fueron: 1) granulomas tuberculosos, 2) granulomas tuberculoides y 3)
granulomas cronicos inespecificos.

Los casos no contaban con estandar de oro (cultivo para M. Tuberculosis), por lo que
se realizd PCR miultiple en tubo para Mycobacterium, en un corte de cada uno de los
bloques en parafina (previa desparafinacion), seguida de PCR anidada para M.
tuberculosis (44) (Ver apartado de técnicas de laboratorio). Sélo se incluyeron para
inmunchistoquimica aquellos bloques con PCR anidada positiva. Con los resultados de
PCR, se reclasificaron los grupos en: 1) granuloma tuberculoso caseificado, 2)
granuloma tuberculoso solido o no caseificado y 3) granuloma inespecifico. Se
conformo un grupo de piel de personas sin dermatosis (grupo control) con la finalidad
de establecer parametros basales o iniciales de las células a medir.

Se realizaron inmunohistoquimicas mediante el sistema peroxidasa biotina-avidina)
(previa “recuperacion antigénica”) para CD1a. MHC-II, Langerina, CD4, CD8 y CD68.
Con auxilio de un analizador de imagenes semiautomatizado se obtuvo el numero de
celulas positivas por campo.

Finalmente se realizé el analisis de hallazgos.

Analisis de datos

a) Estadistica descriptiva:

- Medidas de resumen: frecuencias, porcentajes: para las variable clinicas (edad, sexo,
tipo de TBC).

- Medidas de tendencia centrai: media para variables con distribucion normal: CD1a y
mediana para variables sin distribucién normal: Langerina y MH'C—clasé?ll. s

+Medidas de dispersion: desviacion estandar para variables con distﬁbucién normal:

CD1a y rango intercuartilico para variables sin distribuciéon normal: Langerina y MHC-
clase i,

-




b) Estadistica analitica: Fue utilizada para comparar el nimero de DCs cb[‘l marcas

positivas en la epidermis. . . = '

- ANOVA de una via para tres grupos independientes, en aquellas variabIeS con
distribucion normal (CD1a). . W

- Prueba de Kruscal-Wallis, para comparar aquellas variables sin dlstnbuc n normal (el
resto de los marcadores: Langerina y MHC-clase tI).
« Como comparacion a posteriori se utilizé el procedimiento de Scheffe.

Los resultados se consideraron significativos si el valor de p < 0.05;
Para establecer la concordancia intraobservador en las mediciones de las células
positivas, se recontaron 30 campos al azar para células CD1a+. Se practicd.la prueba
de Spearman, clasificandose de la siguiente forma: 1) <0 pobre, 2) 0 a 0.20 leve, 3)
0.21 a 40 mediana, 4) 0.41 a 0.60 moderada §) 0.61 a 0.80 sustancial y 6) 0.81 a 1.00
casi perfecta.

Se calculd la correlacion entre el niumero de células positivas con el area de la
epidermis mediante correlacion de parameétrica de Pearson.

Los datos fueron analizados con el paquete para computadora SPSS, de Iés siglas en
ingles Statistics Profesional Social Sciences version 10 para Windows.
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Factibilidad y Aspectos Eticos
El estudio fue factible ya que se contaba con las biopsias de los pacientes y sus
expedientes clinicos, igualmente, se contaba con la infraestructura y material
necesarios para la realizacion de las diversas técnicas de laboratorio (PCR,
inmunohistoquimicas, etc.). Se recibio financiamiento del FOFOI, con No FP 0038/1273.

Desde el punto de vista ético, se apegd a las normas establecidas por el Instituto
Mexicano del Seguro Social, que incluye el reglamento de la Ley General de Salud, en

materia de investigacion en salud, asi como con la Declaracion de Helsinki.

No se requirid carta de consentimiento informado, ya que el material histolégico se tomo
como parte del estudio de la dermatosis del paciente, que fue el motivo de consulta.

El proyecto fue enviado y aceptado por el Comité Loca! de la Unidad participante
(Hospita! de Infectologia del CMR del IMSS).




Recursos
Humanos

Investigadores, dermatopati.':logos. quimicos, histotecnélogos, biopsia de pacientes con
tuberculosis cutanea.

El investigador principal se dio a la tarea de buscar en los registros de histopatologia las
biopsias que corresponden al diagndstico de tuberculosis cutanea. a la busqueda de los
expedientes clinicos, registré de éste ultimo, los datos correspondientes a la
investigacion; auxilid en la busqueda de los bloques histologicos y en la obtencion de
los cortes correspondientes (conjuntamente con los histotecnélogos). Aprendio y realizo
las técnicas de laboratorio necesarias para el proyecto. Realizd el analisis histologico y
morfologico de las imagenes obtenidas, asi como su analisis estadistico.

Los dermatopatdlogos evaluaron los cortes histologicos. conjuntamente con el
investigador principal.

Los tutores condujeron la investigacion y discutieron los hallazgos junto con el alumno.

Fisicos

Unidad de Investigacion Meédica en Inmunologia e Infectologia, Laboratorio de
Inmunologia celular del Departamento de Patologia Experimental det CINVESTAV, y e!
Departamento de Dermatopatologia de! CDP: donde se cuenta con microscopios,
microtomo, laminillas, tinciones, material para PCR, anticuerpos especificos para las

técnicas inmunohistoquimica, computadora para captacion y analisis de la informacion,
etc.

Financieros

El proyecto recibid financiamiento por parte del FOFOI, ademas se utilizaron los
recursos propios de las Instituciones participantes, y de los investigadores principales.




Resuiltados
Seleccion de casos. De los 23 bloques de biopsias elegibles para el estudio, el 65%
de los casos correspondieron a tuberculides, un caso (4%) no fue posible clasificar por
ausencia del dato en la librela de registro, el resto correspondieron a tuberculosis fijas.

Las caracteristicas mas relevantes de los 23 pacientes iniciales se encuentran en el
siguiente cuadro.

Cuadro 2. Casos de TBC sometidos a PCR.

Caso Variedad clinica de TBC Tipo de TBC Edad Sexo granuloma® PCR-a
T Nodulonecrética T 40 ¥ tuberculoso
Colicuativa F 19 e tuberculoso -
3 ? ? 32 F tuberculoso
4 Nodutar profunda T 62 F tuberculoso
5 Eritema nudoso T 27 ¥ tuberculoso +
o Tuberculiges (cara) T 26 M tuberculoide
7 Verrugosa F 12 M tuberculoide +
a8 Tuberculides micronodular T 36 E tuberculoida
9 Luposa F 14 M tuberculoide -+
10 Tuberculides {(cara) T 30 F tuberculoide
1 Nodular profunda T 39 F tuberculoide
12 Micronodular T 27 F tuberculoide
13 Tuberculides T 44 F tuberculoide
14 Nodular profunda T 66 F tuberculoida +
15 Micronodular T 31 F tuberculoide
16 Nodutar protunda T 29 F tuberculoide
17 Colicuativa F 30 [ Cronico +
18 Tuberculides T 19 F Cronico
19 Tubercuhdes T 30 F Crénico
20 Ganghonar [ 12 M Cranico
21 Ulcerosa F 73 M Cronico
22 Verrugosa F 86 M Cronico +
23 Nodular profunda ulcerada (Tipo
Hutchinson) T 70 F Cronico -+

TBC: Tuberculosis cutanea., T: tuberculides, F: tuberculosis fija o verdadera, S: sexo. PCR-a: PCR
amdada. ?: seignora. "El tipo de granuloma se obtuvo de los reportes de dermatopatologia (clasificacion
utihzada por dermatopatélogos). + Resultado positivo. Se realizé PCR muitiple para Mycobacterium, en la
muestra elegible, por carecer de estandar de oro (cultivo) todos fueron negativos en esa primera fase.
Soélo hubo 8 casos positwos a la PCR-a (35%) para Mycobacterium tuberculosis., el 71% de las

tuberculosis fijas fue positivo, mientras que solo ei 20% de ias clasificadas clinicamente como
tubercubides.




De los ocho casos positivos a la PCR-a (Ver figura 8 para la imagen de los productos
de la PCR), un caso de tuberculides nodular profunda fue eliminado del estudio por
extravio. Finalmente se incluyeron 10 bloques, 2 de granuloma tuberculoso caseificado,
3 de granuloma tuberculoso soélido o no caseificado, 2 de granuloma inespecifico, y 3 de

piel sin dermatosis (piel normal). En la figura 9 se muestran algunos ejemplos clinicos
de los pacientes estudiados.

Aspectos clinicos. Las caracteristicas clinicas mas importantes de los 7 pacientes
estudiados con TBC se encuentran en el cuadro 3. El 57% de los pacientes fue del sexo
masculino, el rango de edad fluctud entre 12 y 86 afios, y el tiempo de evolucion de la
tuberculosis fue de 6 a 24 meses.

El 63% de las tuberculosis incluidas fueron de tipo verdadero (2 Colicuativas, 2

Verrugosas y una Luposa); el resto de los casos correspondieron a tuberculosis Nodular
Profunda.

Cuadro 3. C it i o

de los p: esty con TBC,
Tipo de Tiempo de Tiempo
tuberculosis Edad  Sexo evolucian Topogratia [2X:)

Colicuativa 19 F 13 meses Cuello en cara lateral m
izquierda

Nodular protunda 27 F I meses Prarnas 3

Vertugosa 12 ™M 11 afos Antebrazo y mano ?
izquierdos

Luposa 14 M 6 meses Cara antenor de piernas Bm

Nodular profunda 66 I3 30 anos Submandibutar y giuteo ?
derecnho. ragion lumbar
1Zqurerua

Colicuativa 30 v 4 meses Brazo y antebrazo am
izquierdo

Verrugosa B6 M 2 anos Pierna wquierda 2a

ELB: evolucion de |a lesion biopsiada, m: meses, a: ados. ?: se ignora.

ey .
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Tincién acido-aicohol resistente. Se realizé tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) en todos
los bloques analizados, y en ninguno de jos casos fue francamente positivo, aunque en

algunos casos se observaron marcas de color rojo que recuerdan estructuras bacilares
(Figura 10).
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Figura 10. Microfotografia a gran aumento (100 X), de
la zona de un granuloma teflido con Ziehl-Neelsen, las
flechas seflala una estructura probablemente bacilar,
acido alcohol resistente (color rojo).

Histologia. Por hematoxilina y eosina se observé afectacion de todas las capas de ia
piel (cuando la profundidad de la biopsia lo permitid), el grado de dafo dependid de la
variedad clinica. Por ejemplo, hubo cambios mas notorios en la epidermis de los
pacientes con Tuberculosis Verrugosa, mientras que en los casos de Tuberculosis
Nodular Profunda las alteraciones mas relevantes se observaron en dermis profunda e
hipodermis. El 70% de los casos estudiados mostro hiperqueratosis, cuya mayoria fue
de tipo paraqueratdosico (con células o restos de las mismas). La hiperqueratosis se
acompafio de hipergranulosis en dos casos. La gran mayoria de los cortes evaluados
mostraron grados variables de acantosis, excepto en uno de T. Nodular Profunda. En
tos casos de T. Verrugosa, la acantosis fue mas marcada y se acompafid de
papilomatosis, originando una franca distorsion morfolégica, llegando a la hiperplasia
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pseudoepiteliomatosa. En el siguiente cuadro se describen los aspectos histolagicos de
los aspectos histolégicos de las biopsias de los pacientes estudiados.

Cuadro 4. Caracteristicas histolégicas de las biopsias estudiadas (TBC)

Tipo de TBC

Granuloma

Cambios en:
Dermis

Hipodermis

Denso infittrado a nivel medio
y profundo, alfededor de
vas0s y anexos

a nivel superticial y
medio. airededor de vasos y

Denso inhltrado a nivel
superficial y medio

Infiltrado en todas las arcas,

s dilatados y
conguastionados

Infiltrada en touds los niveles,
penvascular y penancexsal,

en todas las arcas,
vias0s ddatados vy
congestonados

Epidermis
[ Tub
Nodular Tuberculoso Hiperay or
profunda deleve a
anexos
Tubes Hipera
hipergranulosss, hiperplasia
pseudoepitelomatosa
Luposa Tuberculode Zonas de hiperQueraloss
paraqueratosica y de acantosss leve v
Nodular Tuberculoide Ligero aplanamients de procesos
Profunda nterpapitares.
vasculos
Colicuativa Cronico Hiperg or
hipergranuiosis. acantosis
Verug Cr Hipera,

Denso infitrado ¢ nivel
supertiaal y medio, vasos
dilatados y congestionados

No se cbserve

Infiltrado lobulidlar
Vasculits

No se observo

Con intittrado

Denso infiltrado

lobulillar

No se observo

No se observo

Los infiltrados caracteristicos de la TBC se distribuyeron en dermis e hipodermis
(Figura 11). Tanto las tuberculosis cutaneas verdaderas como las tuberculides (segun la

clasificacion clinica),

Los

granulomas

presentaron en la Tuberculosis Verdaderas (Figura 12).

tuvieron granulomas tuberculosos caseificados y granulomas

tuberculosos sdlidos no caseificados. inespecificos solo se
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Figura 8. Productos de PCR. En la imagen de la izquierda se muestra
un gel de agarosa al 2% con los productos de PCR multiple, las bandas
corfespondén a controles positivos (DNA de M. fuberculosis) en el
momento de la estandarizacion, utilizando diferentes concentraciones de
cloruro_de maqnes:o. se trabajaron con las condiciones del carril 4 (1.5
mM). En el gel de la derecha se muestran las bandas obtenidas en la
PCR-anidada. Carril 1 control de pesos moleculares (100 pb), carril 8
control negativo, el resto son productos obtenidos de las biopsias de los
pacientes con TBC.

Tuberculosis Verrugosa Tuberculosis Nodular Profunda

Figura 9. Tuberculosis cutanea, ejemplos clinicos. La
Tuberculosis Verrugosa corresponde a un tipo de tuberculosis
verdadera o fija segun la clasificacion clinica, mientras que la
Nodular profunda a un tipo de tuberculides, en este caso tipo
Hutchinson.
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Inmunohistoquimica para DC en epidermis. Se observé un incremento significativo
(p<0.001) en el numero de DC en la epidermis de los pacientes con TBC en
comparacion con los cortes de piel sin dermatosis (Cuadro 5).

Cuadro 5. Media de LCs en epidermis

Piel norma! Tuberculosis cutianea

Molécula Media 1C 95 Media 1IC 95
CD1a 8.30 6.74-9.86 20.20 18.08-22.32
MHC-H 9.15 7.69-10.61 13.36 12.16-14.56
Langerina 8.30 5.78-10.82 12.37 11.02-13.72

IC 95: Intervalo de confiianza del 85%. Las medias para las distintas moléculas
son muy similares en la piel normal. Las medias de la piel normal, difieren con
mucho de ia piel con tuberculasis cutanea. L.os imervalos de confianza entre la
picl normal y la piel con TBC nunca se sobreponen

La diferencia entre la piel normal y los pacientes con TBC en las células que expresan
CD1a y MHC-Il es muy aparente. En cambio, respecto a la expresion de la molécula

Langerina, dicha diferencia no es tan evidente, y no existe con el granuloma

inespecifico. En las Figuras 13-15 pueden observarse las DCs de epidermis
identificadas con las marcas de las diferentes moléculas (CD1a, MHC-ll y Langerina).
En la Grafica 1 se muestra que CD1a se expresa en mayor cantidad en los pacientes
con TBC que tienen granuloma tuberculoso caseificado.

La correlacion entre el nimero de células positivas y el area de la epidermis fue de
0.45.
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Grafica 1. Marcadores positivos para DC en epidermis. De forma cegada se capturaron a 40X
10 campos de cada corte y para cada uno de los marcadores (barriendo toda la epidermis). Con
un analizador de imagenes semiautomatizado se obtuvo el nimero de celulas positivas (somas).
cada barra representa !a mediana (Md) de 20 o 30 campos (10 campos por biopsia). *p < 0.01.
Existe diferencia estadisticamente significativa (p <0.01) en la expresion de CD1a entre los
granuiomas, dada por el grupo de granuloma tuberculoso caseificado. Se recontaron al azar 30
campos para el calculo de la concordancia Intraobservador r=0 83 (Spearman).

Ademas de observarse un incremento de las células que expresaron CD1t1a, MHC-l y
Langerina en la epidermis de los pacientes con TBC, dichas células se encontraron muy
por arriba de 1a capa basal de queratinocitos, incluso en la capa comea de la epidermis,
en contraste con lo que sucede en la piel normal, donde solo se ubican a nivel basal o
ligeramente por arriba de dicha capa. £l hallazgo anterior fue mas aparente con células

positivas a CD1a, seguidas de las células que expresaron MHC-II, y en menor cuantia
para las células positivas a Langerina (Figuras 16-18).

El tamafno de los somas celulares con marcaje positivo a CD1a en la epidermis de los

pacientes con tuberculosis cutanea fue significativamente mayor (p<0.01). en -

comparacion con los encontrados en piel normal (Grafica 2 y Figura 19); ain cuando el
tamafio de los cuerpos celulares fue mayor en los granulomas inespecificos, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa.
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Figura 11. Imagen de los granulomas. Microfotografias a 10
X de biopsias, de pacientes con TBC, tefiidos con
hematoxilina-eosina. A: se muestra un granuloma tuberculoso
caseificado la flecha senala la zona de necrosis caseosa, B:
granuloma tuberculoide sélido o no caseificado en dermis
profunda e hipodermis.

Figura 12. Granuloma inespecifico. Corte tefido con
HE que corresponde a una biopsia de un paciente con
tuberculosis verrugosa. Los histiocitos se entremezclan
con los linfocitos (nlcleos mas pequefos vy
pigmentados). Hay ausencia de necrosis caseosa.
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Figura 13. CD1a en Epidermis. Imagenes a 40X, obsérvese el
notable engrosamiento de la epidemis (acantosis), asi como el
mayor numero de ceélulas positivas en el corte de piel con
tuberculosis cutanea.

Piel nomal Tuberculosis cutanea

Figura 14. MHC 1 en Epidermis. Imagenes a 20X. En piel
normal existen escasas células positivas (marcas oscuras)
en la epidermis (e), a diferencia de la piel de pacientes con
tuberculosis cutanea, el mismo fendmeno se puede
observar en dermis papilar (d).
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Figura 15. Langerina en Epidermis. Imagenes a 10X. Se
observa un ligero incremento en las células positivas (marcas
oscuras) en la epidermis (e) de los pacientes con tuberculosis
cutanea. Las células positivas se delimitan a la epidermis.

R 5.

Figura 16. LC en capa cornea de la epidermis. Secuencia de
microfotografias a 20, 40 y 100X de izquierda a derecha
respectivamente. La parte superior corresponde a piel normatl y
fa de abajo a piel con TBC, donde se observan células positivas
para CD1a muy cercanas a la capa cormnea de la epidermis
(flecha). A inmersién, destaca un cuerpo celular dentro de la
capa cornea que no se desprendid del resto de la epidermis en
el proceso del marcaje (triangulo).




Figura 17. LC en proximidad a capa cornea. Microfotografias a
inmersion (100X), la iz%;ierda corresponde a piel normal y la
derecha a piel con TBC. En este ultimo caso se observa un cuerpo
celular que expresa CD1a muy proximo a ila capa cérnea (fiecha).

Figura 18. DC CD1a+ en capa cornea de piel con TBC. A:
microfotografia a bajo aumento (10X), donde se observan las
diferentes capas de [a piel (epidermis_con capa cérnea -flecha-
dermis (esquina inferior izquierda), B: ma%nlﬁcacnon a 20X, .
mismo campo en la zona de la cornea a 100X, D: 100X de otro
campo del mismo corte en donde se aprecian otras ceélulas
postivas al marcador ubicadas en la comea.
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Figura 19. Tamarfio de DC en epidermis. Microfotografias a
1OOX se observan células gosmvas a CD1a. A la izquierda corte

iel normal, a la derecha un corte de piel con tuberculosis
cut nea. Los cuerpos celulares (flechas) son mayores en los
pacientes que en los controles (piel normal).

Figura 20. AQueratinocitos en Tuberculosis cutanea.
Microfotografias a 40X que muestran la expresién de MHC-IH
(izquierda) y la positividad intracitoplasmatica de CD68 por los
queratinocitos (derecha). Ambos marcadores son negativos en
piel normal.
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En Jla TBC, los queratinocitos tienden a ser de mayor tamafo en relacién a los
queratinocitos de la piel normal, ademas, algunos de dichos queratinocitos en los
pacientes con TBC, expresan MHC-Il asi como CD68 (Figura 20).
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Grafica 2. Tamafnos de los somas de las DC CD1a+ en epidermis. El
area del cuerpo celutar se midio de forma cegada con un analizador de
imagenes en 67 campos al azar (25, 19, 11 y 12 en los distintos grupos
respectivamente). Existe un aumento en el tamafio de las DCs en la
TBC (*p<0.01 con ANOVA de 1 via ) .

inmunohistoquimica para APCs en dermis. A nivel de dermis en las biopsias de piel
normal, las ceélulas positivas para MHC-II fueron escasas y solo se ubicaron en dermis
superficial, en cambio, en los pacientes con TBC, se encontraron numerosas células
localizadas cn todas las capas de la dermis (superficial, media y profunda) y en la
hipodermis de algunos casos. Adicionalmente, algunas de estas células positivas en
dermis de los pacientes tuvieron una morfologia francamente dendritica.

£n algunos de los pacientes con TBC se observaron escasas células positivas para
Langerina en la dermis papilar (Figura 21), en contraste con las biopsias de piel normal
donde la expresion se restringe exclusivamente a la epidermis. Un fenémeno similar se
presentd con la expresion de CD1a; ésta molécula se encontrd positiva en el 57% de
las biopsias de los pacientes con TBC a nivel de dermis superficial y media, las células
positivas fueron escasas en la mitad de los pacientes. y en la otra mitad hubo un mayor
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numero de células positivas (Figura 22).

Por otro lado, en la zona de los granulomas, la mayoria de las células son CD6G68
positivas como se observa en la Figura 23.

Inmunohistoquimica para Lc T. Practicamente no se detectaron CD4+, y los Lc T
predominantes fueron CD8+ en todos los casos (Figura 24). Algunos de los Lc T son
infiltrantes (Figura 25) ya que se encuentran en la epidermis; ademas de encontrarse
localizados en la zona de los granulomas se ubicaron de manera muy imporante a
nivel peri vascular (Figura 25) y perianexial (Figura 26).




Piel normal Tuberculosis cutanea
Figura 21. Langerina en dermis de piel con TBC. Imagenes a
40X. Pueden observarse algunas ceélulas positivas en la dermis
superficial (flechas rosas) en los pacientes con tuberculosis
cutanea, mientras que en piel normal se confinan a la epidermis
(marcas obscuras en triangulos).

Tuberculosis

Piel normat

Figura 22. Molécula CD1a en dermis de piel con TBC.
Microfotografias a 10X que muestran la disposicion de LC (marcas
oscuras). En el corte de la derecha se observan cumulos de
células positivas a CD1a en |la dermmis (d), mientras que en la piel
normal hay ausencia de dicha expresidon a ese nivel. La linea
punteada marca la union dermoepidérmica.e: epidermis.




Figura 23. Células CD 68+. Microfotografia a
10X en zona de los granulomas, en este caso se
afecta la dermis_profunda (d)e hipodermis (h) y
P:aDy6 un predominio de ceélulas positivas para

Figura 24. Linfocitos T en TBC. En las microfotografias superiores
se observa de manera panoramica la disposicion de los linfocitos.
Hay una escasa cantidad y débil positividad de ceélulas CD4+, a
diferencia de CD8+ cuya positividad es muy aparente.




Figura 25. Linfocitos T CD8+ en TBC. En la microfotografria
de la izquierda se muestran linfocitos a nivel perivascular

(flechas). En la imagen derecha, las célula se observan en la
epidermis (linfocitos infiltrantes).
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Figura 26. Linfocitos CD8+ con distribucion perianexial.
Microfotografia a 10X, en ia que se observan linfocitos que

rodean a un foliculo y glandulas sebaceas de un corte de piel de
un paciente con TBC.
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Discusion .
En general, la TBC es mas frecuente en el sexo femenino. En. nuestro grupo de
pacientes finalmente estudiados, hubo un ligero predominio del sexo masculino, 1o cual
se puede deber al niumero pequerio de biopsias estudiadas, como ha ocurrido en otras
series (11:;38).

En la TBC, el porcentaje de biopsias positivas a la tincion de Z-N suele ser bajo, debido
a que el numero de bacilos presentes es las lesiones cutaneas son escasos y se
necesitan al menos 1000 bacilos/ml (38) para poder ser detectados por Z-N. Sin
embargo, Farina y colaboradores (11) reportan resultados positivos por arriba del 50%,
seguramente debido a que estudiaron sdlo casos severos de TBC. Algunos de los
casos estudiados en nuestra serie presentaron estructuras rojas que pudieran
corresponder a bacilos no integros., degradados o a restos de los mismos; por lo que se
consideraron negativos.

Las caracteristicas histoldgicas generales encontradas en nuestros casos, no difieren
de lo reportado en la literatura (8,.14).

Existen diversos trabajos que han demostrado la utilidad de la PCR en el diagndstico de
la TBC. utilizando tejido embebido en parafina; sin embargo, los resultados son
variables. desde aquellos que niegan su utilidad en casos “"paucibacilares” (sin bacilos
acido-alcoho! resistentes por Z-N) (45). pasando por trabajos con resultados
intermedios (60%) (46) y hasta aquellos con 100% de resultados positivos en
tuberculosis orificial, tuberculosis diseminada y tuberculosis de inoculacion primaria
(47). Las diferencias pueden estar dadas principalmente por las diversas formas
clinicas estudiadas, que a su vez influyen en la cantidad de bacilos presentes en las
lesiones. Otros factores que modifican los resultados son: el tipo de tejido, necrosis o
autdlisis del tejido, la densidad del estroma, un tiempo de fijacion prolongado (mayor de
24 horas). el tipo de iniciadores utilizados, la sensibilidad del sistema y el contenido de
Nnucleasas (47).
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Nosotros utilizamos un sistema madltiple, que permite la identificacion en una sola
prueba de cualquier micobacteria perteneciente al llamado “Complejo” de micobacterias
patogenas para el ser humano, seguida de una segunda amplificacion especifica de la
especie tuberculosis. La proporcion general de resultados positivos fue menor que la
encontrada por otros autores en nuestro medio (44), quienes reportaron un 80% de
pruebas positivas en general (practicamente el doble que nosotros). ademas, para las
tuberculides su resultado fue cercano al 90%. mientras que para las tuberculosis
verdaderas fue del 67%. Nosotros encontramos una proporcion similar en éstos ultimos
casos (tuberculosis fijas o verdaderas). 1o que es de esperarse, debido a que en estos
casos suelen encontrarse bacterias en el material de analisis. Sin embargo,
encontramos un baja proporcién en las tuberculides (37%). Dicha diferencia pudo
haberse dado por la cantidad de tejido utilizado, pues ellos usaron 4 veces mayor
cantidad por prueba. y en las tuberculides la cantidad de bacterias suele ser muy bajo,
asi, al aumentar la cantidad de tejido las posibilidades de encontrar DNA bacteriano se
incrementa.

Respecto al aumento en el numero de DC en epidermis se ha descrito que en ratones
NIH que tienen susceptibilidad intermedia a la infeccidon por Mycobacterium
lepraemurium (MIL) al ser inoculados con BCG o con MIL se observa un incremento de
LC en su epidermis. sin embargo en ratones BALB/c que son susceptibles a la infeccion
con MIL y en ratones CS57BL7/6 que son resistentes a la infeccidn por MiL, al ser
infectados con MIL presentan una disminuciéon de LC en su epidermis, lo cual
correlaciona con un aumento de dichas células en los ganglios linfaticos (48). Nosotros
al igual que en la cepa NIH encontramos un aumento de las LC en la epidermis de los
pacientes con TBC. Dicho aumento si bien se vio relacionado con un mayor tamano de
la epidermis (acantosis), muy probablemente no sdélo se debe a una relacion
directamente proporcional al notorio engrosamiento de la epidermis, dado que la
correlacion entre el numero de células positivas y el area de la epidermis fue de
modera-baja (0.45), lo que indica que otros factores intervienen en dicho incremento.

Para que ias DC se localicen en la epidermis se deben cubrir cuatro aspectos: 1) una
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producciéon por parte de la meédula dsea, que garantice un numero de ceélulas que
puedan salir y arribar a la piel, 2) una serie de mecanismos probablemente locales, que
permitan la llegada de las células, 3) otros mecanismos que favorezcan su permanencia
en la epidermis y 4) factores (“constantes”) de salida de las LC de la epidermis. Con
estas consideraciones podria intentar explicarse el aumento en el niumero de las DC en
los pacientes con TBC. Si el primer punto fuera responsable del incremento celular,
implicaria una mayor produccion de células por parte de la médula osea, creemos que
ello es poco probable, ya que se ha demostrado en estudios de tuberculosis pulmonar
que existe una compartamentalizacion del antigeno a nivel regional (49), lo que evita
que los cambios locales se generalicen a sangre periférica y posiblemente tampoco a
otros tejidos como seria la médula dsea. Wagh y cols.(50) encontraron en la mayoria de
sus pacientes estudiados con diversas formas de TBC los niveles periféricos de
linfocitos no se alteran, hecho que sugiere que ia produccion de las células no se
incrementa en este proceso patologico. Sin embargo no se ha estudiado para DCs o
SUS precursores.

Por otro lado, no se sabe con exactitud que es lo que permite la colonizacion y
residencia de las DCs en los tejidos perifericos, posiblemente estén implicadas
quimiocinas. Los queratinocitos producen una serie de quimiocinas (MiP-3a, MCP-1,
RANTES) y citocinas (TGFJ3, IL-10) bajo situaciones de dafio, que son importantes para
el reciutamiento de las LC hacia la epidermis. La quimiocina MIP-3a (proteina
migratoria de macrofago). guia a las LC (con su apropiado receptor, CCR6) desde la
corriente sanguinea hacia la epidermis (30). Existen ratones que sobreexpresan MCP-1
(proteina quimotactica monocitica) y en ellos se observa un reclutamiento de LCs y
otras DCs en su piel. In vitro se ha demostrado que las DCs tienen respuesta
quimioatrayente a otra C-C quimiocina llamada RANTES (regulated on activation,
normal, T-cell expressed) (29).

Los queratinocitos producen de forma constitutiva pequenas cantidades de TGFB (37) y
también su produccion se incrementa al perturbarse la homeostasis epidérmica, dicha
citocina juega un papel critico en el arribo de las LC a la epidermis como se demuestra

en los ratones knockout para esta citocina, quienes carecen de LC en su epidermis
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(30). Un mecanismo que puede explicar la permanencia de las ceélulas de Langerhas en
la epidermis, es la expresion en su superficie de altos niveles de Cadherina-E, molécula
de adhesion dependiente de calcio, que también se expresa en los queratinocilos
basales, y que juega un importante papel en la morfogénesis e integridad tisular. Las
DC que se encuentran en los nodulos linfaticos de drenaje cutaneo, tienen bajos niveles
de Cadherina-E (51). Si los niveles de dicha molécula de adhesion permanecen
ctevados, posiblemente las LC se quedarian en la epidermis. Se sabe que ciertas
citocinas como la IL-1{3 y el Factor de Necrosis Tumoral w« (TNF-u ) inducen las
migracion de las LC, y parece ser que estas citocinas pro inflamatorias disminuyen la
expresion de la Cadherina-E por parte de las células de Langerhans (52). Asi en
ausencia de estas citocinas, la presencia de las DC aumentaria en la epidermis.

La produccion de IL-10 podria por si misma, perturbar la migracidon de las L.C, debido a
su efecto inhibitorio sobre la migracion de las mismas (53).

Ademas de la disminucion de la Cadherina E y la presencia de citocinas, para que las
LC salgan de la epidermis, requieren identificar y atravesar la membrana basal de la
epidermis (puerta de salida hacia la dermis). Ello parece ocurrir mediante el
reconocimiento por parte de LL.C de los componentes de dicha membrana, a traves los
receptores para integrina-ug, del que es ligando la Laminina (principal componente de la
membrana basal). Esta interaccion, a su vez, induce la produccion de moléculas con
actividad proteolitica (MMP: metaloproteinasa de matriz) (30). permitiendo asi la
digestion de la membrana basal y la salida de las DC hacia el sistema linfatico (29). Si

alguno de estos mecanismos se altera. las LC verian alterada su salida de la epidermis.

Una vez que las LC han logrado salir de 1a epidermis, son guiadas hacia los linfaticos
por quimiocinas tales como MIP-33/CCL19 (producida por células endoteliales) y
quimiocina de tejido linfoide secundario (SLCYCCL21 (30): ademas de las quimiocinas,
es necesaria la presencia del receptor (CCR7), el cual sbélo es expresado por LCs
maduras (30).

Finalmente no sabemos si alguno (s) de los procesos Que permiten la salida de las LC
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de la epidermis éste alterado, tampoco sabemos si la poblacion local de LC se renueva
desde una poblacion locat en la epidermis como sucede en ratones radiados (31) y que
sumado a las células que van arribando desde la dermis pueda explicar el incremento
de la DC en la epidermis de los pacientes con TBC.

Aunque las DC que en epidermis expresan CDta, MHC-Il y Langerina, de manera
general se encontraron incrementadas en los pacientes con TBC, dicho incremento no
es igual en todas las moléculas. Por ejemplo, la expresidon de CD1a fue mayor en
comparacion con la expresion de MHC-Il y Langerina, y ademas, fue mucho mayor en
el grupo con granuloma tuberculoso caseificado. Lo anterior podria deberse a las
funciones de cada una de las moleculas y al estado de maduracion de las DCs. La
Langerina es una molécula asociada con la captacion e internalizacion de los antigenos
(32:33), por lo que se hace necesaria en dicha fase (captura de antigeno), por elio
probablemente su expresion es menor a las otras moléculas analizadas, incluso en el
granuloma inespecifico (posiblemente un granuloma mas antiguo) la expresion de
Langerina es practicamente igual que en la piel normal.

La diferente expresién de MHC-Il en las DCs esta relacionada a su estado de
maduracion. Se sabe que la sintesis de MHC-Il se ve incrementada en células maduras
(21) porque estas molécuilas se hacen necesarias para la presentacion de antigenos,
por ello se incrementa la expresion de MHC-1l en la TBC. La diferente expresion entre
MHC-Il vy CD1a en TBC posiblemente se debe a que la poblacion de LCs en ia
epidermis de los pacientes-no es homogénea, mientras algunas células se encuentran
maduras, otras posiblemente no, debido a que no todas las LCs MHC-II+ expesan
CD1a. molécula que en experimentos in vitro donde las DCs son infectadas con M.
tuberculosis, se expresan predominantemente en la superficie celular y en estado
endosomal temprano de fagosomas micobacterianos (22), posiblemente la persistencia
del antigenos lipidicos de origen micobacteriano sean un estimulo para la continua
expresion de CD1a.

En este trabajo se observaron algunas L C en las capas mas superficiales de 1a piel, o

cual no sucede en condiciones normales, ya que el movimiento de las LC residentes de




la piel normat es a la inversa; migran de la epidermis hacia los linfaticos dérmicos para
finalmente arribar a los ganglios linfaticos. En cambio, la cinética migratoria de los
queratinocitos en |a piel normal va de la capa basal hacia la capa cérnea, proceso que
dura aproximadamente 3 semanas y que se conoce con el nombre de queratinopoyesis
(54). En aigunos de los casos estudiados, las LC parecian llevar una direccion inversa a
su trayectoria normal, como normalmente sucede con los queratinocitos, esto es, de la
capa basal de la epidermis hacia el exterior. Este hallazgo puede ser debido a que la
queratinopoyesis se encuentra probablemente alterada. En genera! el grosor de la
epidermis tiene una correlacidon inversa con el rango de movimiento (55), lo que
significa que a mayor grosor de ia epidermis, menor tiempo para llegar a la cornea. La
cinética alterada de los queratinocitos podria probablemente “arrastrar” consigo algunas
LC hacia la cornea. Esto, aunado a las alteraciones locales que permiten la
permanencia de las LC en la epidermis, podria favorecer el arribo de las mismas a las
capas mas superficiales de la piel. La alteracion en la direccion del movimiento de las
L C podria comprometer su funcion como APCs, aunque el niumero de LC observadas
en la capa comea fue pequeno.

Fue evidente que algunas de las DC que se encontraron en la epidermis de los
pacientes con TBC estaban hipertroficas, fenémeno que ya ha sido observado en
ratones infectados con BCG o con MIL, (48) es posible que |a hipertrofia de las células
refleje la activacion temprana de las mismas, (48) como sucede en las ceélulas
epitelioides (macrofagos tisulares activados). Seria utii conocer cuales son los
organelos, implicados en el aumento del soma.

A diferencia de otros autores (34;35), nosotros no pudimos determinar el porcentaje de
DC en la zona de los granulomas, debido a la incapacidad de obtener un marcaje
especifico para distinguir macréofagos, asi como a la imposibilidad técnica de realizar
dobles marcajes que nos permitieran distinguir a las DC de los macréfagos que
expresaron MHC-Il. Sin embargo la morfologia dendritica y la positividad de dicho
marcador, nos hace pensar que efectivamente hay DCs en la dermis superficial, media
y profunda de los pacientes con TBC y posiblemente correspondan en su mayoria a




DDCs, pero deben hacerse otros marcajes para corroborario, asi como evaluar el
estado de maduracion de dichas células mediante la expresion de moléculas
coestimulatorias (CD40, CD80, CD86).

Ramesh y su grupo de colaboradores, con el uso de (38) CD1a como marcador para
evaluar las DCs en 9 pacientes con Lupus Vulgar, encontraron algunas células positivas
en dermis. Nosotros encontramos ceélulas positivas a CD1a en casi el 60% de las
biopsias analizadas, tanto a nivel superficial de dermis, como en la dermis media: al
igual que el trabajo reportado (38) estas células positivas fueron escasas, salvo en dos
de nuestros pacientes. Se ha sugerido que la presencia de moléculas CD1 (a, b y ¢)
estan relacionadas con una adecuada respuesta inmune debido a que se localizan en
los granulomas de la Lepra Tuberculoide y su expresion esta disminuida o ausente en
fas lesiones de Lepra Lepromatosa (25). En este tipo de trabajos (incluyendo el
nuestro). se tiene la desventaja de ser estaticos, por lo que al encontrar en la dermis
DCs CD1a+ no sabemos si dichas células estan arribando o saliendo de la epidermis.

En relacion a la expresion de MHC-!I! por parte de los queratinocitos, se sabe que en
condiciones normales no se expresa. pero puede ser inducida tanto en vitro como en
vivo por INF-y; dicha citocina puede ser de origen linfocitario debido a que la produccion
de MHC-Hl por parte de los queratinocitos esta asociada a infiltracion linfocitaria (37). En
nuestros casos efectivamente hubo infiltracion linfocitaria en la epidermis. No se sabe si
los queratinocitos al expresar MHC-IlI puedan fungir como células presentadoras de
antigenos a nivel iocatl (56). La expresion de MHC-il en células que normalmente no lo
expresa se considera aberrante e indica que los Lc T se han activado en el entorno
inmediato (57).

Previamente se ha descrito que los queratinocitos normales no expresan CD68, pero se
puede manifestar en lo queratinocitos de algunas dermatosis y que dicha expresion
refleja el estado de activacion o diferenciacién de los queratinocitos (58).
Adicionalmente se ha observado mediante analisis ultraestructural, que la expresion de
CD68 se encuentra asociada a grandes cantidades de fagolisosomas, asi mismo se
sabe que los queratinocitos basales contienen estas estructuras (59), por lo que la

expresion de CD68, aunado al aumento del tamafo de estas células en los pacientes




con TBC podria estar reflejando la cualidad de fagocitar. Habria que hacer otro tipo de
estudios para corroborar dicha hipotesis.

Con respecto a los Lc T en TBC, hay controversias en relacion a la cantidad y a los
diferentes tipos de Linfocitos T encontrados en los granulomas. En una serie estudiada
de pacientes con Lupus vulgar (38) la mayoria de los casos tuvo un predominiode Lc T
CD4+, aunque en dos pacientes el predominio fue de CD8+. Otros autores (42;43)
coinciden en encontrar un predominio de Lc T CD4+ en los granulomas de los pacientes
con la misma forma de TBC (Lupus vulgar), sin embargo. los Lc T CD8 predominaron
en los pacientes con tuberculosis colicuativa. Nosotros encontramos un predominio de
Lc T CD8+ independientemente de la variedad clinica y del tipo de granuloma. Estas
inconsistencias pueden deberse al pequefioc numero de pacientes estudiados, lo que
hace dificil generalizar los resultados directamente a la clinica.

Se sabe que en modelos murinos de tuberculosis pulmonar existen claramente dos
fases. Una fase aguda que va del primer dia de infeccidon al 28, en ella un predominio
de Lc T CD4 en las células del lavado bronquia!, mientras que en la siguiente fase
cronica que inicia despues-de 1 mes de infeccidon y en la que hay progresion de la
enfermedad, se caracteriza por un predominio Lec T CD8: por lo que se sugiere los
subgrupos de Lc T cambian a lo largo del tiempo (60). Todos los casos estudiados en
esta serie fueron cronicos con un Minimo de 4 meses a un maximo de 30 anos de
evolucion de la infeccion, lo que probablemente permitiria un predominio de CD8. En
humanos infectados con Mpycobacterium leprae, se ha observado que aquellos
pacientes con resistencia inmunolégica a la micobacteria tienen predominio de mRNA
para citocinas Th1 en los sitios de lesidon y una adecuada formacion de granulomas,
mientras que aquellos con enfermedad extensa, predomina el mRNA de citocinas Th2,
en eslos mismos pacientes hay un mayor numero de LcT CD8+ (61). Sin embargo,
también existe evidencia de que los LcT CD8+ son necesarios para la respuesta
inmune protectora ante M. tuberculosis (40). Se ha observado que en pacientes con
lepra tuberculoide, la forma inmunoresistente de la enfermedad, tienen linfocitos CD8+
en la periferia de los granulomas y se ha sugerido que estas células podrian contribuir
al confinamiento de los bacilos en los granulomas debido a su actividad citotdoxica (25).
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Ademas, ratones deficientes en MHC-I, asi como en CD8+, son mas susceptibles a la
infeccion por M. tuberculosis (62). También se ha demostrado que clonas de LcT
citotoxicos CD8+ murines, generados para la proteina de choque hsp65 de M.
tuberculosis pueden conferir inmunidad parcial para la infeccion de dicha micobacteria.
En humanos, los Lc T citotoxicos CD8+ restringidos para CD1b son capaces de inhibir
el crecimiento de M. tuberculosis in vitro (62) y matar directamente a la bacteria (23;63).
Los Lc T citotdxicos pueden jugar un papel importante en la induccidon de apoptosis de
las células infectadas con M. tuberculosis. Adicionalmente, los linfocitos CD8+ pueden
funcionar como “células cooperadoras” debido a su patron de citocinas que secretan
(Tc1) (25), por ello se debe investigar el patron de citocinas in situ en las lesiones de la
TBC.

Los queratinocitos son fuente de lL-1, citocina que induce un aumento en la expresion
de la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1). Otras citocinas que aumentan la
expresion de ICAM-1 son el INF-y y el TNF-a. ta IL-1 activa a las células endoteliales
de los vasos conliguos de la dermis papilar, que expresan ICAM-1, lo que permite
interactuar con los LcT, mediante su ligando, la molécula de adhesién linfocitaria 1
(LFA-1) asi, los linfocitos son "atrapados™ en los capilares, para posteriormente ser
atraidos a los sitios danados por un gradiente quimiotactico (64). Lo anterior explicaria
la presencia de infiltrados linfocitarios en zonas peri vasculares, en los sitios de!
granuloma, asi como la infiltracidn intra epidérmica, ya que en dicho sitio los
queratinocitos son fuente de MIP, MCP y RANTES. quimiocinas que favorecen el arribo
de los linfocitos hacia la epidermis (64). A nivel intraepitelial, los LC T predominantes en
condiciones normales son CD8 (56), también se sabe que las DC persuaden alos Lc T
citotoxicos a expresar CD8 y aumentar la interaccidn con MHC-t para que proliferen
vigorosamente, o cual es inusual en los Lc T CD8 (28), lo que podria explicar
parcialmente el predominio de CD8 en la epidermis de los pacientes con TBC.




Conclusiones

Aunque desconocemos que es lo que permite el incremento de las DC en la
TBC consideramos que por este hecho existe una importante participacion de
dichas ceélulas en la respuesta inmune ante M. tuberculosis.
independientemente del granuloma que conforman las lesiones de las

biopsias de los pacientes, asi como de la variedad clinica de TBC.

En la epidermis de los pacientes con TBC hay un predominio de LC CD1a+
probablemente debido a la persistencia de antigenos lipidicos provenientes de
M. tuberculosis.

En la dermis de los pacientes con TBC existen en general escasas LC, pero
en algunos casos parecen ser parte de los granulomas

Seguramente las DDCs forman parte del infiltrado inflamatorio en las lesiones
de los pacientes con TBC.

Los queratinocitos posiblemente funcionen también como células reguladoras
de la respuesta inmune ante M. tuberculosis en la piel, debido a los.cambios
que presentan. ; :

de tipo CD&+,
probablemente debido a la cronicidad de las Iesu)nes. Aunque ‘deésconocemos
el tipo funcional al que pertenecen. :

LLos linfocitos que-predominan en las lesiones de la TBC: st

60

I




Perspectivas .
¢ Hay DC que contengan bacnlos o matenal Z—N posmvo dentro de ellas’?

¢ Hay DC (u otras celulas) apoptétlcas en eplderrms Idermls Igranulomas'>

¢ Hay algun receptor TLR alterado o sobre expresado” X }'

¢ Como se encuentra la IL-12 (y el |L12-R io el IF' : en la TBC"

Se podrla (g,valdrla ta pena?) estudlar Ia clonahdad ( o no) de los LcT CD&+ en
la TBC? :
¢, Como se encuentran func:onalmente Ias DCin sntu en 1a TBC’?

¢ Qué aorganelos estan implicados en fa hnpertrof'a de las DCs y de fos

queratinocitos?
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Anexo 1

Tabla 1. Clasificacion de ta TBC de Beyt (B)

TBC por inoculacion exogena
Chancro tuberculoso (primoinfeccién tuberculosa)
Tuberculosis verrugosa
Lupus vulgar (algunos casos)
TBC de origen endogeno
Por contigluidad: Escrofulodermia
Por autoinoculacion: Tuberculosis orificial
TBC de origen hematogeno
Tuberculosis miliar
Tuberculosis gomosa
Lupus vulgar
Tuberculosis eruptivas (tuberculides)
Micropapulares: liquen escrofutosorum
Papulares: tuberculides papulonecroticas

Nodulares: eritema indurado




Anexo 2

Tabla 2. Clasificacion de TBC (segun el modo de infeccion y estado inmunolégico

£3)

Infeccién exdgena

Infeccion endogena

Tuberculosis debida a la vacuna
BCG

Tuberculides

Tuberculosis por inocutacion primaria (infeccion de
huésped no inmune)

Tuberculosis verrugosa cutis (infeccidon de huésped
inmune)

L.upus vulgar

Escrofulodermia

Abscesos tuberculosos metastasicos
Tuberculosis mitiar aguda
Tuberculosis orificial

Tuberculides
Liquen escrofulosorum
Tuberculides papulonecroticas -
Tuberculides facultativas
Vasculitis nodular
Eriterma nudoso
No tuberculides
Condiciones que no estan relacionadas a la
tuberculosis.




Anexo 3
TECNICAS DE LABORATORIO

OBTENCION DE LOS CORTES DE BIPOSIAS EN PARAFINA,
En tubos eppendorf estériles se colocd un corte de 4 n de espesor. Cada uno de los
bloques fue cortado con una cuchilla individual para evitar contaminacion cruzada.

EXTRACCION DE MUESTRA DE TEJIDO EMBEBIDO EN PARAFINA,

Se agrego 1 ml de xileno a cada tubo eppendorf que contenian las biopsias (un corte de
411). se agitd suavemente en vortex durante 10 segundos e incubd 10 minutos a
temperatura ambiente sobre una placa oscilante. Se centrifugo a 14,000 revoluciones
por minuto (r.p.m.) durante 5 minutos a 4°C. Se removid cuidadosamente el
sobrenadante y decanté. Se repitid en dos ocasiones el procedimiento anterior.
Posteriormente se lavo el boton con 1.0 ml de etanol absoluto, e invirtid el tubo varias
veces y se centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 5 minutos a 4°© C. Eliminamos
cuidadosamente el sobrenadante. Repetimos el lavado anterior. Se lavo el boton con 1
ml de etanol al 75% invirtiendo varias veces y se centrifugdé nuevamente a 14,000 r.p.m.
durante 5 minutos a 42 C. Se eliminé el sobrenadante y se secaron las muestras a)
vacilo.

RECONSTITUCION DE LAS MUESTRAS DEL TEJIDO DESPARAFINADO Y
EXTACCION DEL DNA.

Se reconstruyo el tejido en 250 ul de agua inyectable y se sometidé a 70° C durante 30
minutos en bafo Maria, seguido de centrifugacion a 14 000 r.p.m. durante 15 minutos y
eliminacion cuidadosa del sobrenadante.

El boton fue digerido mediante la aplicacion de 500 nl del reactivo TRIzol® y se
homogenizé durante 2 minutos en vortex (se observo que la muestra de tejido siempre
fuera menor o igual al 10% del volumen del TRIzol®). Posteriormente se incubaron las
muestras 5 minutos a temperatura ambiente, al término, se les agregd 100 ul! de
cloroformo y se taparon los tubos hermeéticamente, fueron agitados vigorosamente en
vortex durante 1 minuto y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos. Acto
seguido. se centrifugaron los tubos a 14 000 r.p.m. durante 15 minutos a 4° C y se
transfirid cuidadosamente la fase acuosa a un tubo limpio, para aislar el RNA.

Para precipitar el DNA de la fase organica se agregaron 150 ul de etanol absoluto, se
mezcld por inversion y se mantuvo a temperatura ambiente durante 3 minutos, después
se centrifugd a 7 500 r.p.m. durante 10 minutos a 4° C y se removio cuidadosamente la
fase acuosa (fenol-etanol).

Se lavo dos veces el boton de DNA con 500 ul de soluciéon de Citrato de Sodio 0.1 M en
ctanol al 10%. y se colocaron los tubos en un rotor a 0.3 r.p.m. durante 30 minutos a 4°
C. posteriormente se centrifugd a 7 500 r.p.m. durante 4° C y se removid el
sobrenadante en cada lavado.

Se lavo el botén de DNA con 750 ul de alcohol al 75%, y se mantuvo en rotor a 4° C
durante 20 minutos, seguido de centrifugacion a 7 500 r.p.m. durante 5 minutos a 4° C y
decantacion del sobrenadante. .




Se seco el boton de DNA durante 10 minutos mediante centrifugacion al vacio.

Se disolvio en 50 pul de NaOH 8 mM, y se removio el material insoluble mediante
centrifugacion a 7 500 r.p.m. durante 10 minutos a 4° C. Transferimos a un tubo nuevo
el sobrenadante que contenia el DNA, el cual se calenté a bano Maria a 55° C durante
20 minutos.

Se tomo una alicuota para hacer una dilucion 1:100 y leer a 260/280 nm en un
espectrofotometro, con la finalidad de determinar la pureza y concentracién del DNA de
las muestras obtenidas.

E! DNA se canservo a-70° C.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

En la tabla siguiente se muestran los genes amplificados, la localizacion de dichos
genes, los iniciadores correspondientes (denominacién) y la longitud del producto
amplificado.

Longitud
Gen Iniciador Secuencia dela Ubicacion
amplificado banda en
pb
MT1 5'-TCC CTG ACC AGC GAG CTG Presente en
Antigeno alfa todas las
MT2 5" CCC CAG TAC TCC CAG CTG 506 micobacterias
TGC-3
Secuencia de 185 5°- CGG AGA CGG TGC GTA AGT Presente en
insercion GG-3 micobacterias
156110 1S6 5-GAT GGACCG CCA GGG CTT Q48 del compiejo M.
GC 3’ tuberculosis
Especie
mip-40 PT1 5 -CAA CGC GCC GTC GGT GG- 206 especifico para:
PT2 5 -CCC CCC ACG GCA CCG C-3° Mycobacterium
mtp-a0 tuberculosis
Fra PT3 5-CAC CAC GTT CGG GAT GCA
gmento CTG C-3
interno PT4 5-CTG ATG GTC TCC GAC ACG 223
TCG-3" .

pb: pares de bases
* Este fragmento se amplificd en una segunda PCR (PCR anidada).

Se trabajo con las siguientes temperaturas:
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1. Para la PCR multiple:

ETAPA TEMPERATURA oc . | “TIEMPO No. de
i 2ene o clcLos
: minutos RIS 2
Desnaturalizacion - I o [ DR
inicial 94 BT R R 5 § - 1.
Desnaturalizacion Q4 2 - 1 el
Alineaciéon 71 . 2 - .. .35
Extension 72 3 Lo
Extension finat 72 10 1
2. Para la PCR anidada:
ETAPA TEMPERATURA ©C TIEMPO No. de
.&en CICLOS -
minutos . :
Desnaturalizacion
inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1
Alineacion 75 2 30
Extension 72 2
Extension final 72 10 1

El volumen final de cada amplificacion fue de 50 nl. Se utilizé Buffer para PCR 1X (sin
magnesio), MgCl; a 1.5 mM, dNTP 0.2mM (cada uno), mezcla de iniciadores; MPT1-
MPT2 10 pmo!l (cada uno), IS5-1S6 15 pmol (cada uno), PT1-PT2 y PT3-PT4 20 pmo!
(cada uno); Taqg polimerasa 2U (2ul), H20 estéril cbp 50 ul, se utilizaron 100 ng de DNA
en cada reaccion. Tanto ia extraccion de DNA, asi como la ejecucion de la PCR fue por
grupos de estudio, con la finalidad de evitar contaminacion. En cada una de las corridas
se utilizaba un control negativo (sin DNA) y un control positivo (DNA de M. tuberculosis
hominis obtenido de un cultivo, utilizando la misma técnica de extraccion de DNA
senalada anteriormente).

l.os tubos se colocaron en el termociclador (Amplitron (1) con el programa
correspondiente para cada producto a amplificar. Después de terminar la PCR los tubos
se mantuvieron a 4°C hasta la realizacion de la siguiente PCR.
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INMUNOHISTOQUIMICA (Tejido en parafina)

Las laminillas que contenian los tejidos estaban previamente cubiertas con silano y se
utilizaron cortes entre 3 y 4 p de diametro.

Se desparafind a 60°C toda la noche. Para desparafinar e hidratar se utilizaron 2 banos
de xilol durante 7 minutos, un bafo de alcohol-xilol por 5 minutos, dos bafios de alcohol
absoluto de 1 minuto, y un bano de agua destilada.

Se utilizd recuperador antigénico Citraplus 1X (Biogenics®) 1:10 en agua desionizada,
las laminillas se sometieron a bano Maria con dicho recuperador durante 30 minutos y
20 minutos fuera del bano. se lavd con agua destilada. En el caso de anticuerpos para
linfocitos se utilizdé como recuperador EDTA a pH 9 en olla de presidon para horno de
microondas a 120°C, aproximadamente a 10 - 12 atmodsferas durante 6 minutos.

Para bloquear la peroxidasa endogena se utilizé agua oxigenada 30% 1:5 durante 7
minutos. lavado con Buffer (PBS con Tween ) para bloquear uniones inespecificas se
utilizo un suero bloqueador (Biogenicsw) durante 5 a 10 minutos, se retiraba el exceso y
se aplicaba el primer anticuerpo con 1a dilucidn correspondiente (ver tabla) entre 10 y 20
minutos a 37°C, seguido de lavado con buffer., se colocaba et segundo anticuerpo
(conjugado a biotina para unirse a streptavidina-peroxidasa ~-HPR-) por 10 minutos a
37°C. Lavado con Buffer. colocacion de conjugado estreptavidina-peroxidasa por 10
minutos a 37°C, lavado con Buffer. colocacion de sustrato + cromogeno (azul-gris para
peroxidasa, o amino etil carbazol -AEC-) durante 1 a 20 minutos (segun el anticuerpo
primario). La reaccidon se detuvo con agua destilada. La contratincion se realizdé con
verde brillante al 30% dilucion 1:25 para las marcas azules, y con hematoxilina de
Meyer para marcas rojas.

Precipitado colondo
{(marron, rojo o azul)

2do anticuerpo T~ Enzima

---—— 1ler anticuerpo
tejido

Figura 27. Inmunochistoquimica. Esquema que
representa la reaccion inmunochistoquimica. El circulo
en la laminilla corresponde al antigeno en el tejido, al
que se le une un anticuerpo especifico, y a este un
segundo anticuerpo, cl resto representa la reaccion
enzimatica que produce el precipitado coloreado e
insoluble.
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