)O3
24
;" ’.’; UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

EFECTO DE LA TALIDOMIDA SOBRE LA
DERMATOSIS POLIMORFA LUMINICA

T E S 1 S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
8 I 0 L 0 6 0

PRESENTA

RUTH ANGELICA LEZAMA PALACIOS

MEXICO, D, F. ' 1991
YESIS CoN
FALLA DE ORigEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Introduccién

Antecedentes

11

Material

25

Métodos

34

Resultados

43

Discusidn

68

Conclusiones

73

74

Bibliografta

76




INTRODUCCION

La inmunidad se encuentra involucrada en el desarrollo y preserva-
cibn de la individualidad de los seres vivos. Para tal efecto se -
vale de mecanismos de defensa que permiten a un organismo proteger
se de los agresores que se encuentran en su medio ambiente, evitar
el desarrollo de células tumorales y eliminar moléculas nocivas -

elaboradas por s{ mismo O como consecuencia del envejecimiento.

Asf, la respuesta inmune tiene a su cargo funciones como: defensa,
homeostasis y vigilancia. La defensa se refiere a la resistencia
a la infeccién por microorganismos; la homeostasis se ocupa de las
funciones normales degenerativas o catabSlicas del cuerpo y de la
eliminacién de elementos celulares lesionades. La vigilancia tie-~
ne a su cargo reconocer los tipos celulares anormales gque constan-

temente se producen en el cuerpo y favorece su eliminacién (6).

Los mecanismos de la respuesta inmunolfgica pueden ser espec{ficos
o inespecfificos. Los mecanismos inespec{ficos entran en accién al
primer encuentro con la partfcula extrafa (o mejor llamada antfge-
no); en cambio los mecanismos especfficos requieren de una exposi-
ci6én inicial al antfgeno, despuéds de elaborada una respuesta inmu-
ne viene el reconocimiento a este mismo, para finalmente reaccio--

nar contra &1,

El sistema inmune esta formado por un acGmulo de elementos celula-
res que se encuentran estratégicamente distribufdos por todos los

tejidos y revisten las vfas vasculares y linf&ticas. As{ tenemos



sus células presentes en la sangre, timo, ganglios linf&ticos, pla
cas de peyer, amfgdalas. Dichas células incluyen fagocitos mononu
cleares, granulocitos, plaquetas y linfocitos. Las antecesoras de
éstas células son células madres hematopoyéticas pluripotenciales

que se localizan dentro dela médula 6sea, hfgado fetal y saco vite

lino (6,52).

Los linfocitos normalmente presentan una morfologfa homogénea aun-
que pueden presentarse algunas diferencias en néclec y tamasio de -
citoplasma. Sobre la membrana de los linfocitos se encuentra una

gran cantidad de moléculas diferentes, algunas de las cuales fun--
cionan como receptores espec{ficos para determinantes de un antfge
no; esta caracterfstica hace a los linfocitos células especializa-
das que respondena un grupo limitado de antfgenos relacionados es-

tructuralmente.

Tomando como base su actividad inmunolégica predominante, es posi-
ble diferenciar dos clases principales de linfocitos. Linfocitos
T (timo-dependientes) que son los principales responsables de las
reacciones inmunitarias mediadas por células; y linfocitos B, que
tienen la capacidad de sintetizar anticuerpos y son los responsa--

bles de la respuesta inmune humoral (45,51).
LINFOCITOS B
Los linfocitos B representan cerca del 5-15% de los linfocitos cip

culantes y su reconocimiento depende de la propiedad que tienen pa

ra sintetizar inmunoglobulinas. Estas se producen s6lo en cantida



des pequefias, incorporindose a la membrana celular en donde actflan
como receptores de antfgenos. Estas células derivan de precurso--
res especfficos; las células pre-B que se desarrollan en los teji-
dos hematopoyéticos. Las células pre-B morfolégicamente parecen -
células linfoides grandes con pequefias cantidades de inmunoglobuli
nas citoplasmiticas, conforme va madurando va tomando el aspecto -
de un linfocito pequefio, pierde las inmunoglobulinas citoplasmfti-

cas y aparecen las inmunoglobulinas de superficie.

Los linfocitos B se activan cuando se unen a su antfgeno especffi-
co en presencia de células accesorias, el resto de los linfocitos

B "vfrgenes® comienzan a multiplicarse y a madurar hacia células -
efectoras o productoras de anticuerpo especifico para dicho antfge

no.

Este proceso provoca una expansién de clonas especfficas las cua--
les se diferencfan a células efectoras, que mientras no entren en
contacto con el antfgeno especffico, funcionan como células de me-
moria. Se ha observado una regulacitén compleja en el crecimiento
y maduracisn de los linfocitos B por moléculas producidas por los
linfocitos T, estas molé&culas son conocidas como interleucinas - -
{IL). No cbstante que la activacidn de linfocitos B puede llevar-
se a cabo en ausencia de linfocitos T gracias a un antfgeno T inde
pendiente, el desarrollo posterior de los linfocitos B se lleva a

cabo en presencia de linfocitos T e IL {8,45,51).
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LINFOCITOS T

Los linfocitos T constituyen una poblacién uniforme de células in-
volucradas en el reconocimiento de antfgeno para reacciones inmu--
nes mediadas por células, incluyendo la hipersensibilidad tardfa.

Los precursores celulares de los linfocitos T provenientes del te-
jido hematopoyético entran al timo donde se lleva a cabo un proce-
so de maduracién. El timo esta formado por dos 16bulos rodeados -
por una delgada cidpsula de tejido conectivo, en el cual podemos -~
distinguir dos compartimientos: la corteza y la mé&dula. Se ha - -~
aceptado que los timocitos inmaduros aparecen primero en la perife
ria de la corteza y avanzan centralmente a la médula para comple--
mentar su diferenciacifn y posteriormente migrar a los tejidos lin
foides periféricos como linfocitos T maduros. Dentro del timo ocu
rren eventos importantes, determinando la especificidad de los lin

focitos T periféricos del individuo.

Dos de las principales subclases de linfocitos T (linfocitos T cop
peradores y linfocitos T "supresores™ citotfxicos muestran un tipo
complejo de especificidad antigénica y una protefna autfloga de -
membrana codificada por el complejo de histocompatibilidad (MHC).

Parece que los linfocitos T con esta capacidad pueden ser seleccio

nados dentro del timo (26, 31, 45, 51, 60, 66)

LINFOCITOS T COOPERADORES

El linfocito T cooperador no reconoce directamente al antifgeno 1li-

bre; reconoce peptidos asociados al Complejo Mayor de Histocompati



bilidad tipo II (MHC II) de las células presentadoras de antfgeno
(APC). Los fragmentos de péptidos son el resultado de la accién -
de las proteasas de las cé&lulas APC sobre antfgenos de tipo viral,
bacteriano, pardsito, etc. Estos fragmentos son enlazados por el
MHC-II y presentado en la superficie celular de la cé&lula APC. (9b,
29b).

La actividad de las c&lulas presentadoras de antfgeno es expresada
principalmente por macr6fagos, células epiteliales de Langerhans,
queratinocitos, células de Kuupfer, células dendrfticas o interdi-

gitales (29b, 51).

El receptor del linfocito T cooperador tiene especificidad para la
molécula MHC II y al péptido antigénico presentado; asf{ el linfoci
to T cooperador por medio de su receptor reconoce el complejo pre-
sentado, capta la sefial, es estimulado para cooperar con un linfo-
cito B que laborarf una respuesta inmune humoral, mediante una ex-
pansifén clonal que provocard la formacién de células productoras -
de anticuerpo y células Bde memoria, y también por otro lado coope
ra con un linfocito T que elaborard la respuesta inmune celular --

por medio de linfocitos T sensibilizados. (9b, 29b).

Los linfocitos T cooperadores humanos pueden ser identificados por
métodos basados en el reconomimiento de antigenos marcadores de su
perficie, receptores para la porcién Fc del anticuerpo Ig M monomé
rico y por glicoprotefnas estables de membrana conocidas como antf
62 KT

geno T 62 KD, identificados por los anticuerpos monoclo-

4’ 4’
nales OKT‘, CD‘ Yy Leu 3 (64).



Mosman y Coffman (1987) describen en un modelo murino, la presen--
cia de dos tipos de linfocitos T cooperadores, Tﬂl Yy THZ. El pri-
mer tipo de linfocito T cooperador THl sintetiza IL-2 e interferfn

gamma (IF 8), mientras que el segundo tipo T,2 sintetiza IL-4 e --

H
IL~5. Ambos tipos de linfocitos producen IL-3, factor estimulante
de granulocitos, macr6fagos (GMESF) y cientas protefnas en respues
ta a la induccién. Los linfocitos THI al producir IF8 estimulan -
la expresién de antfgenos Ia en macr&fagos, mientras que la IL-4 -
producida por linfocitos Ty estimula la expresién de Ia en células
B y macr6fagos, as{ ambos linfocitos tienen la capacidad de regu--
lar la expresién de la y pueden aumentar la sensibilidad de la res

puesta inmune con bajas cantidades de antfgeno. (33b).
LINFOCITOS T SUPRESORES

Los linfocitos T supresores fueron reconocidos como una estirpe ce
lular aparte por mucho tiempo, atribuyéndole la capacidad de supri
mir respuestas inmunes y cuya activacién requerfa la presencia de

otras células, inclusive, en ratones se habfan descrito dos vfas ~
de supresifn, en las cuales intervenfan diferentes tipos de célu--
las supresoras asf, como factores supresores especf{ficos que inter
actuaban entre ellos para finalmente actuar sobre linfocitos T coo
peradores o bien sobre linfocitos que participaban en respuestas -

inmunes celulares como la de hipersensibilidad tardfa. (45, 61).

MBller en 1988 questiona la existencia de los linfocitos T supresp
res en base a los trabajos publicados por diversos investigadores

y los propios, y comenta gue hay por lo menos tres buenas razones



para preguntarse la existencia de los linfocitos T supresores. La
primera consiste en gue no hay un marcador que diferencie a los --
linfocitos T supresores de los linfocitos T citotéxicos, por lo -
tanto, nunca se ha visto una suspensién pura de linfocitos T supre
sores; la segunda es que el gene supresor I-J no se ha encontrado
.en el sitio donde este fue mapeado y la tercera, en las clonas o -
hibridonas de linfocitos T supresoras antfgeno especfficos no se ~
ha encontrado genes funcionales para el receptor de linfocitos T,
en contraste con las clonas cooperadoras y citot8xicas que tienen

genes funcionales para el receptor de linfocitos T (31 b).

En contra parte otro grupc de investigadores siguen apoyando la -
existencia de linfocitos T supresores que actfian regulando la res-
puesta inmune. As{ tenemos a Sercaz y Krzych (56b) guienes descri
ben a linfocitos supresores como un tipo celular y con especifici-
dad distinta a los linfocitos T cooperadores y sostienen la idea =~
que los linfocitos T supresores CD 8+ son linfocitos Gnicos y con

una funcién definida.

LINFOCITOS T CITOTOXICOS

Las cflulas T actfan como efectores importantes de respuestas inmu
nes y uno de los medios m&s importantes que permiten dicha activa--
cibn es la lisis de c#lulas portadoras de antfgenos para los cua--
les son especfficos, De esta forma, reconocen células acarreado--
ras de antfgenos extraios de superficie, a6n para ellas mismas co-
mo antfgenos de histocompatibilidad, antfgenos tumorales y antfge-

nos especfficos de virus expresados sobre células infectadas.



Los linfocitos T citot6xicos provienen de células T precursoras y
en su replicacién y diferenciacién intervienen unas cé&lulas T coo-
peradoras o amplificadoras. La funcién de dichas células se produ
ce con la presencia de factores solubles. El factor mis estudiado

de este tipo es la IL-2.

Los linfocitos T citotSxicos lisan las c&lulas mediante un proceso
complejo. En un estado de unidn inicial, probablemente represen--
tando reconocimiento de células T y moléculas clase I sobre la cé-
lula blanco, es seguido por una etapa de programacién para la li--
sis, en la cual la célula T causa una lesién en la cé&lula extrafa

y finalmente ocurre la lisis de la cé&lula (45).

Los linfocitos T citot6xicos poseen receptores para el fragmento -
Fc de la inmunoglobulina Ig G y la mayorfa de ellos presentan mar-

cador de superficie CD_+ y reconocen al antfgeno en asociacién con

8
el complejo mayor de histocompatibilidad tipo I {51}.

Por conservar la forma de distinguir las subpoblaciones de linfoci
tos T seguiremos llamando en este trabajo a los linfocitos T cito-

téxicos camo linfocitos T supresores/citotéxicos.

OTRAS RESPUESTAS INMUNES DEPENDIENTES DE LINFOCITOS T

Los linfocitos T también se ven involucrados en mecanismos de hi--
persensibilidad de tipo tardfo y sensibilidad por contacto, en re-
chazo de injertos, reaccién de injerto contra huésped. Un mecanis

mo anflogo al de hipersensibilidad es la activacién de macr&fagos,



la cual ocurre bajo la influencia de productos de linfocitos T (45}

HIPERSENSIBILIDAD

El término de hipersensibilidad se aplica cuando la respuesta inmu
ne de un individuo act@a de una forma exagerada o inapropiada cau-
sando dafio tisular. La hipersensibilidad es caracterfstica de ca-
da individuo y se presenta cuando se tiene contacto por segunda -

vez con el antfgeno provocador de la hipersensibilidad, (51).

Coombs y Gell han descrito cuatro tipeos de reacciones de hipersen-
siblidad (tipo I, II, III y IV). En la préctica dichas reacciones
no ocurren separadas una de otra. Los tres primeros tipos de reac
ciones son mediadas por anticuerpos y son llamadas cam@nmente como
“hipersensibilidad inmediata®™. La reaccién de hipersensibilidad -
tipo IV esta mediada primariamente por linfocitos T y macréfagos y

es llamada comfinmente como "hipersensibilidad tardfa"™ {9¢, S1}.

TIPO I. Ocurre cuando el anticuerpo de tipo Ig E actfian contra un
antfgeno inocuo tal como el polen. Los anticuerpos IgE fijados a
las membranas de las células cebadas o de bas6filos, reaccionan con
tra el antfgeno, desencadenando la liberacién de mediadores como -
histamina, sustancia de raccifn lenta de la anafilaxia (SRS-A) aho
ra leucotrienos y el factor quimiotacticodeosinofflico de la anafj
laxia (ECF-A). Este es el mecanismo responsable en la atopia y -

anafilaxia.

TIPO II. Incluye dos tipos de reacciones, citotfxica y estimulato



ria, ambas dependientes de anticuerpos y ocurren cuando el anti- -

cuerpo unido al antfgeno sobre las cé&lulas blanco conduce a la fa-
gocitosis o a la activacién del complemento provocando la lisis de

las células.

TIPO III. Esta reaccién se desarrolla por la formacién de comple-
jos constituidos por antfgeno unido al anticuerpo, los cuales pue-
den conducir a la activacifn del complemento, con lo cual los poli
morfos son atrafdos y ocurre la degranulacifn provocando dafio tisu
lar. La reaccifn de Arthus y la enfermedad del suero son ejemplos

de este tipo de reaccién.

TIPO IV. Los linfocitos T quedan sensibilizados con el primer en-
cuentro con el antfgeno. Durante el segundo encuentro con el antf
geno los linfocitos T producen linfocinas, 1las cuales activan ma-
cré8fagos e inducen reacciones finflamatorias, La dermatitis por --

contacto se incluye en este tipe de hipersensibilidad (51).

10.



ANTECEDENTES

En la Dermatosis Polimorfa Lumfnica se ven implicados mecanismos de
hipersensibilidad Tipo IV o mediada por cé&lulas, segfn la clasifica
cidn de Coombs y Gell (9c). Se acepta actualmente que los des6rde-
nes de este padecimiento se encuentran mediados inmunolSgicamente y
que pueden ser el resultado de un desbalance en la poblacidén de 1lin

focitos T (13, 14, 16, 40, 46).

Dicho padecimiento también es conocido como Sfndrome Cutdneo Guate-
malense (10), Dermatitis Solar, Dermatitis Actfnica, Prurfgo Actfnji
co (28, 29, 32), Erupcién Polimorfo Luminica (1, 12, 18, 24, 44, -~
65) término descrito por el Reino Unido (29) y en nuestro pafs se -
ha descrito como Dermatosis Polimorfa Lumfnica (DPL) (57). Todos -
estos términos describen una enfermedad cuyo signo clfnico mis im--
portante es la presencia de lesiones exematosas, vesfculas eritema-
tosas, erupcifn prurftica en la piel, localizadas en &reas expues--
tas al sol. Estas lesiones son el resultado de una fotosensibiliza
. ¢ién de la piel a la luz solar, especfficamente a los rayos de la -
regién UVB (240-320 nm) y raramente a los rayos de la regién UVA -

(320-400 nm} (15, 20, 23, 25, 62).

La DPL es inclufda en el grupo de fotodermatosis idiop&ticas (3,33}
y se considera que en México ocupa el noveno lugar de frecuencia -
dentro de las dermatosis en personas de condici6n socioeconémica ba
ja, con una incidencia de 1.5 a 1.8% del total de pacientes en dife
rentes instituciones (57). La duracién media de la enfermedad pue-

de ser de 10.5 afios (22), o _por un periodo de tiempo de 7-14 afios o

1l.



m8s (57). La piel clara parece ser mis susceptible a los rayos so-
lares {4), aunque este padecimiento aparece en todas las razas, a -
cualquier edad, pero con predominancia en la primera y segunda déca
da de la vida (14, 21, 635, y con mayor frecuencia en mujeres que -

en hombres con una variacibn 2:1 (55, 56, 63).
CUADRO CLINICO Y FISIOPATOLOGIA

Los pacientes con DPL pueden presentar como sfntomas iniciales pica
26n, eritema, ardor, pdpulas, ronchas e inflamacién sobre las Sreas
de piel expuestas a los rayos UVB; el tiempo de exposicifn para la
aparicifn de dichos sfntomas es variable pueden ser de 30 min. a 8
hrs. (22), pero en general se presentan dos dfas después de la expo

sicifén a rayos UVB (41).

De acuerdo a la morfologfa de las lesiones se puede observar un cua
dro c¢lfnico Gnico o una combinacifén de diferentes lesiones y en las

cuales predominan: (10, 17).
I. Forma eritematosa con lesifn macular rosada o rojo vivo.

II. Forma papular consiste de numerosas p&pulas pequefas, planas
de color rosado a rojo oscuro, con proceso infiltrativo en -

su base. Es la lesifn mis caracter{stica de la DPL.

111, Forma en placas su morfologfa es muy semejante a la anterior,
diferencifndose solamente en el tamafio de las lesiones y se

encuentran frecuentemente asociadas entre.sf{, siendo esta la

12.



segunda lesién caracterfstica de la DPL.

Iv. Forma eczematosa con lesiones eritemato-exgdativas, edema lo
cal y reaccién inflamatoria en su periferia, parcialmente re
cubiertas por descamacién blancogrisdceas hfimedas y costro--

sas.

v, Forma vesiculosa con vesfculas tensas asociadas o no con pe-

quefias ampollas,

Estas lesiones cutdneas aparecen con peculiar simetrfa y su dustri-
bucibn topogr&fica varfa de acuerdo con las regiones expuestas del
cuerpo, pero es comin observarlas en la cara, nuca, ambos lados del
cuello, pecho, regiones descubiertas de los miembros superiores e =~
inferiores. Sin embargo los sitios m&s frecuentes de reactividad -~
son la cara y el cuello (22}, en los cuales adem&s de la morfologfa

ya descrita se suman otros signos caracter{sticos como: (10}.

I. Lesién miculo-eritematosa o pigmentada que recubre toda la -

cara y en la regifn frontal, s6lo la mitad inferior.

II1. Edema simétrico y bilateral sobre ambos pdrpados inferiores

el cual es mis prominente en las formas agudas.

III. Ausencia de lesiones en ambos p&rpados superiores , signo -

apreciable cuando el paciente cierra los ojos.

Iv. Presencia de piel sana en la regién submentoniana, la cual -

13.



se rodea de piel enferma hacia los lados y hacia abajo, has-

ta el nivel de la "V" del pecho.

v. Eritema o pigmentacifn con edema y deformaciones de ambos 18

bulos de los pabellones auriculares.

vI. Ausencia parcial de la mitad externa de las cejas, con cabe-
llos rotos en su base o ausentes, causada por depilacién ma-

nual como reaccién al prurito.

Por otra parte, en algunos pacientes se puede cbservar uan varia- -
cién de sensibilidad de la piel a la exposicidn de rayos UVE, una -
causa posible puede ser el engrosamiento del estrato cérneo o hi--
perpiémentacidn, el cual funciona como protector o bloqueador de -
los rayos UVB (14); otra causa posible son factores hormonales que
pueden influir en dicha variacién (25). Como ya se ha mencionado -
las lesiones de este padecimiento tienen la peculiaridad de seguir
los limites y contornos de las Sreas protegidas por las prendas de
vestir (10), no obstante en algunos casos las lesiones se extienden

a Sreas de la piel no expuestas a los rayos UVB: (22, 57, 63).
INMUNOLOGIA DE LA DPL

Influencia de los rayos UVB sobre el sistema inmunitario.

Los rayos UV alteran el sistema inmune y ocasionan una disminucién

de las reacciones inmunitarias (53, 59). Esta inmunosupresién se -

puede manifestar como fenfmeno localizado, generalizado o sistémico.

14.



Como fenfmeno localizado juegan un papel esencial las células de -
Langerhans, las cuales portan antfgenos de histocompatibilidad HLA
Y son presentadoras de antfgenc a linfocitos T (51, 56, 57}. Cuan-
do dichas células son irradiadas con rayos UVB su nGmero decrece en
un 20-50% (59), pierden la capacidad de ser presentadoras de antfge
no y con esto la capacidad de inducir una estimulacidsn y una proli-

o

feracién de linfocitos T.

La inmunosupresifin generalizada o sistémica ha sido estudiada prin-
cipalmente en ratones, en los cuales dicho fenfmeno se debe a la 1i
beracién de mediadores solubles. Un candidato de mediador soluble
es el Scido urocdnico, que juega el papel de fotoreceptor en el t&-
lamo cérneo, el cual después de la irradiacién con UVB puede inhi-~
bir la liberacifn de interleucinas y 1a expresién de Ag - la, en -
ratones. Otros candidatos de mediadores sclubles son las prostagla
dinas cuya liberacifn se ve aumentada con la irradiacién de rayos -
UVB. Las prostaglandinas disminuyen la>s£ntesis de interleucina 2
y la proliferacién de linfocitos T. Sin embargo, se ignora hasta -
. el momento si en el hombre la inmunosupresién generalizada se debe,

como en los ratones, a la liberacién de mediadores solubles (36}.

Por otra parte eximenes inmunohistolégicos de secciones de piel hu-
mana normal {no expuestas a rayos UV) han demostrado la presencia -
de linfocitos T, el 90% de ellos, localizados alrededor de vé&nulas
postcapilares, vasos superficiales y junto a capas basales de la -
epidermis y de folfculos pilosos. Estas c€lulas pertenecen a la -
subpoblacién de linfocitos T cooperadoras/inductoras CDA' El 10% -

restante de estos linfocitos T pertenecen a la subpoblacién supresg

15.



ra/citot6xica CDB localizados en las zonas intraepidémmica y subepi

dérmica. La presencia de linfocitos B no ha sido detectada (14,50).

También se ha descrito la presencia de citocinas como interleucina

1 (IL-1) y factor de necrosis tumoral (TNF) en membranas epidérmi--
cas del estrato granuloso y espinoso de piel humana normales. Des-
pués de exponer la piel a una radiacidn UVB la intensidad de tin- -
c¢ibn para la Il1-1 y TNF se incrementa moderadamente e incluye la ca
pa de células basales; este hecho sugiere fuertemente gue el TNF -~
puede ser producido per los queratinocitos y también probablemente

por células de Langerhans {43).

Otro fenémeno que ocurre poco después de ser irradiada la piel con
rayos UVB es la inflamacién cut&nea. En el infiltrado inflamatorio
{tomado de biopsias) se ha reportado la presencia de neutr6filos, -
monocitos, una mayorfa de linfocitos T cooperadores/inductores CD4
y pequenas cantidades de linfocitos T supresoras/citotfxicas CD, -

8
{9, 19, 30, 50). Segdn Markey (30) un posible mecanismo gue lleve
a los linfocitos cooperadores a la piel, puede ser un antfgenc solu
ble que activa a los linfocitos y lo lleva de la circulacién sanguf
nea a la piel. La migracifn inicial de linfocitos T a los tejidos
cutfneos incluye la adhesi6n de estos al endotelio y alternativamen

te se da una proliferacién selectiva in situ de linfocitos T coope

radores en el sitio del estimulo antigeno.

En contra parte Taylor (62) sefiala gue en humanos la exposicién a -
la luz solar incrementa a las células OKTB ("supresoras®) y decrece

la poblacién de cé&lulas OKT, (cooperadoras) y que ademds se da una

4
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depresifn de células naturales asesinas (NK}.

Por lo expuesto hasta el momento es claro que los rayos UVB son ca-
paces de afectar la respuesta inmune en el hombre, en el caso de 1la

DPL dicha respuesta es considerada como hipersensibilidad tipo 1V,

debido a los signos clfnicos de enfermedad, el tiempo entre el estf{
mulo y la respuesta, la estrecha relacién con los padecimientos - -
alérgicos y autoimmunes y por su apariencia histolégica dominada -
por un denso Yy agregado infiltrado de linfocitos (24, 33, 34, 40, -

41, 57).

Las causas de la DPL son hasta el momento desconocidas, aunque algu
nos autores indican que el mecanismo que desata este padecimiento -
es un disturbio en el metabolismo del triptofano que provoca una =
acumulacién de &cido quinurénico que act@ia como fotosensibilizador

en la piel (20, 38). En sus estudios Baranda y col. (5), sugieren

que la luz UVB modifica antfgenos cutdneos autflogos los cuales -
provocan una respuesta inmune de tipo celular. Otros autores sugie
ren que los rayos UVB agregados a los factores genéticos y estado ~
nutricional deficiente en protefnas, probablemente promuevan cam- -
bios quimicos en los componentes de la piel que se vuelven antigéni
cos y provocan una sensibilizacién de los linfocitos T y una activa
cién de la respuesta inmune hacia los sitios donde se producen las

lesiones (42, 57}.

Se han realizado caracterizaciones de tipo histoldgico-inmunolégico
{por medio de biopsias) de las lesiones producidas por la DPL, en -

1a cual se ha encontrado un denso infiltrado de linfocitos T con -~
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una disposicifn perivascular en la dermis superior y con una predo-

minancia de linfocitos T cooperadores CD, sobre linfocitos T citot§

4
xicos CD, (33, 41).

)

Muhlbauer (34) examing biopsias de pdpulas de & pacientes con DPL,

en las cuales encontr$ un infiltrado de linfocitos T y en la mayo--
rfa de los casos dicho infiltrado estuvo caracterizado por subpobla
ciones de linfocitos T citotéxicos/supresores. Estos datos hacen -
suponer al autor que el dafio en la dermis superior de vénulas es me
diado por linfocitos T y c&lulas de Langerhans, que adem&s juegan ~
el papel de presentadoras de antfgeno a los linfocitos T; también -
supone que las células T estan acumuladas en respuesta a un antfge-
no formado en la zona vascular o perivascular a causa de radiacio--

nes de rayos UVB.

En otra publicacifn este mismo autor (35) informa de otro estudio -
de biopsias de pacientes con DPL, en el cual identificé dep@sitos -
de fibrina intravascular y perivascular y pequefias cantidades de -
IgM y complemento. Argumenta que posiblemente el dafio a la micro--
vasculatura puede estar relacionado a la liberacién de linfocitos o

a un efecto citot6xico de linfocitos T.

En estudios de valoracién de linfocitos T en sangre periférica de -
pacientes con DPL se ha encontrado un ligero incremento de linfoci-
tos T supresores y la relacién cooperacién/supresién se observan -

sin cambios con respecto a los controles (33).

Finalmente dentro de las (ltimas publicaciones tenemos un estudio -
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de pacientes con DPL, tambié&n en sangre periférica, en el cual se -
encontr8 una disminucién de los porcentajes de linfocitos T supresg
res ORTB, una ligera disminucién de linfocitos T cooperadores OKT

57).

4

¥ un aumentoc en la relacifn cooperacién/supresidn oK'r4/OKT8

TRATAMIENTO DE LA DPL

La DPL en algunos casos puede ser tratada exitosamente reduciendo -
la exposicifn al sol combinada con la aplicacién tépica de prepara-
ciones fotoprotectoras adecuadas, (l1). Actualmente estas prepara--
ciones fotoprotectoras contienen dos o tres absorbentes de rayos -~
UVB que bloquean un alto porcentaje de estas radiaciones. Dichos -
absorbentes incluyen: difxido de titanio, talco, 6xido de zinc, kao
lin, cloruro férrico, ictiol, &cido para-aminobenzoico (PABA), ben-
zofenonas tales como oxybenzonas y dioxybenzona, cinamatos como -~ -
etilhexil-para-metoxicinamato (2-EHMC) usado comGnmente en Europa,

Yy un nuevo compuesto butilmetoxidibenzoil metano, el cual absorbe -

la radiacién ultravioleta a un m&ximo de 358 nm (55, 59, 62).

Existen otros tratamientos alternativos, a los cuales se acude cuan
do las preparaciones fotoprotectoras no dan los resultados espera--
dos; ejemplo de ellos son: la fotoquimioterapia de psoralen oral (8
metoxipsoralen) m&s radiaciones UVA, mejor conocido como PUVA; ra--
diaciones de UVB, los cuales suelen tener éxito cuando son aplica--
dos en la etapa temprana de la primavera. Los pacientes de la DPL
tratados con esta terapia presentan una tolerancia al sol. Este me
canismos de tolerancia no es muy conocido, pero se cree gque la expo-

sicién con PUVA y UVB forman un engrosamiento y curtido del estrato



c6rneo junto con alteraciocnes en la inmunidad celular y disminucién
de las células de Langerhans {1, 3, 12, 44). Estos tratamientos de
fototerapia y quimioterapia son com@nmente efectivos, pero ocasio--

nalmente pueden disparar a la DPL (40}.

La nicotinamida oral también es usada como tratamiento en la DPL, -
cuya dosis consiste en 3g diarios durante dos semanas. Este trata-
miento apoya la hip6tesis de que la DPL puede ser causada por un -
error en el metabolismo del tript6fano resultando en una acumula- -
cién de Scido quiruneice, cuyos niveles son abatidos por la nicoti-

namida (20, 38).

Otros tratamientos no muy efectivos en la DPL consisten en la apli-
cacién de B carotenos, dichos pigmentos provocan una fotoproteccién
sistémica. Los B carotenos combinados con un protector solar como
la sulsibenzona han provocadc mejoramiento en algunos pacientes con
DPL (39, 65). Algunos otros tratamientos consisten en la aplica- -
cifn t6pica de indometacina (inhibidor de prostaglandinas) la cual

reduce la respuesta inflamatoria a radiaciones de UVB.

Para exacerbaciones agudas se usan generalmente azathioprina (40),
corticoesteroides tépicos, antimalariales, aungue estos dltimos no
son muy usados debido a sus efectos tfxicos (14, 15, 40, 59), y re-
cientemente se ha aplicado la talidomida con buenos resultados (29,

mn.

La talidomida es un derivado del &£cido glutdmico, la N-ftalil-gluta

ramida, medicamento sintetizado por Kuntz y col en 1953 en Alemania
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y usada preferentemente por su notable accién hipn6tica, sedante y
antiemética. Desafortunadamente la droga, probS ser teratogénica y
por esta razén fue desechado su useo general. Otros efectos colate-
rales mayores de la droga incluyen neuropatfa periférica y mixoede-

ma (29, 37, 47, 59, 67).

La talidomida ha probado su valor en diferentes padecimientos como
artritis reumatoide y recientemente para evitar el rechazo injerto
contra huésped (graft-versus host disgase GVHD) que es la causa co-
mn de muerte después del éransplante de m&dula Gsea. (47, 48). -~
Dermatolégicamente se ha aplicado en la reaccién leprosa en la cual
es fitil solamente'en la sinologfa y sintomatologfa de la reaccifn -
leprosa, sin accidn en la lepra misma. En Lupus Eritematosa Discoi
de se ha observado una r&pida remisién del cuadro clfnico, {37, 54,

59).

Varios investigadores han tratado a la DPL con talidomida; Londofio

en 1973 tratd 34 pacientes que padecfan DPL con una dosis de talide
mida de 300 mg para adultos y una dosis proporcional para los nifos.
En 32 de los 54 pacientes se obtuvieron buenes resultados, en los -
dos pacientes restantes, uno de ellos presentf un mejoramiento acep
table y en el otro no hubo mejorfa. Se notS que el tiempo de mejo-
rfa fue m&s largo que en lepra, y que en todos los casos las lesio-

nes reaparecieron cuando la droga fue descontinuada (28).

Saul, Flores y Novales (1976) trataron 25 pacientes con DPL con ta-
lidomida con una dosis de 100-200 mg/dfa. Se observe un mejoramiecn

to del 88% de los pacientes después de un promedio de 15 dfas. La
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droga fue descontinuada en 20 pacientes (80t} y 12 pacientes (50%)
permanecieron asintom&ticos un afio después de que la terapia fue ~-

descontinuada. {55).

Lovell [1983) traté 14 pacientes con DPL, la dosis inicial diaria

de talidomida fue de 50-100 mg para los nifios y 100~200 mg para 1os
adultos; 13 de 14 pacientes resultaron beneficiados con el trata- -
miento, el paciente restante fue incapaz de tolerar una dosis sufi-
ciente debido a desvanecimientos. Tres pacientes guedaron libres -
de sintomas despufs de descontinuar la droga, ocho pacientes requi-
riercn mantener la terapia entre 50~100 mg semanalmente y 100 mg -
diarios. Dos pacientes recayeron en terapia; no se observaron efec
tos colaterales mayores. El mismo auvtor recomienda evitar el embara
20 en mujeres de edad fértil que se someten al tratamiento con tali

domida. (29).

En otro tipo de investigaciones se ha tratado de observar el cfecto
que tiene la talidomida directamente sobre células del sistema inmp
. ne, por ejemplo, Roath en 1963 demostré gue la incorporacién de la

talidomida comercial a cultivos de leucocitos humanos provocaba la

inhibicifn en el desarrollo de éstos y que a una mayor concentra- -
cibn de talidomida se daba una mayor inhibicifn blLstica (50). Mis
recientemente Shanon en 1989 investigs el efecto in vivo de la ta
lidomida en linfocitos T humanos. Despuds de administrar la talido
mida a una dosis de 100 mg diarios por 4 dfas, analizé con anticuer
pos monoclonales anti leu 3a y encontr® una reduccidn en la subpo--
blacifn de linfocitos T cooperadores/inductores, esta reduccidn fue

en nfimeros absolutos y en percentaje, en cambio al utilizar el anti
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cuerpo monoclonal Leu 1 anti pan T no encontré ningdn cambio en los

linfocitos T. Estos hechos lo llevan a investigar si la talidomida
tiene un efecto de impedimento estérico sobre el epitopo Leu 3a de

la subpoblacién de linfocitos T cooperadores/inductores. En estu--
dios in vitro utilizando células mononucleares 1 x 10% células/soo

yl y adicionando talidomida a una concentracién de lpg/l0pl, no en-
contr6 diferencia entre el grupo de cé&lulas con talidomida y el gru
po de células testigo; ademds not8 que la intensidad de la fluores-
cencia de las células T, de las subpoblaciones T supresoras y T coo-
peradoras parecfa similar; por lo tanto concluye que la talidomida

en condiciones in vitro no afecta la superficie antigénica de las -

células {(58).

Actualmente se acepta que la talidomida es un potente agente inmuno
supresor que carece-de los- efectos tOxicos de los esteroides, y de
aquf, su uso en pacientes con desfSrdenes autoinmunes que no toleran

1a administracifn de estos dltimos (28, 37, 47, 48, 49).

Como ya se ha mencionado, varios investigadores, han tratado ante--
riormente la DPL con talidomida, (28, 29, 55) reportando resultados
alentadores en el mejoramiento clfnico de los enfermos tratados. -
Por este motivo, resulta interesante valorar inmunolégicamente a -
los pacientes que se someten a dicho tratamiento, para observar el

efecto de la droga, en los parfmetros inmunolégicos.

Por lo tanto y tomando en cuenta el papel inmunosupresor que se le
atribuye a la talidomida (28, 37, 47, 48, 49}, esperamos encontrar

diferencias en las valoraciones de la inmunidad celular de pacien--
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tes con DPL a nivel de sangre periférica por medio de las pruebas -

de factor de inhibicién de la migracién de linfocitos humanos (LIF), -

pruebas intradérmicas con antfgenos involucrados en la respuesta ce
lular (PPD, candidina y varidasa), valoracién de linfocitos Ty B -
mediante la técnica de rosetas, valoracién de subpoblaciones de lin
foctios T por medio de anticuerpos monoclonales y cuenta diferen- -
cialkde leucocitos totales, antes y despdes de iniciar el tratamien

to con talidomida.

También se observarf el efecto de la droga en cultivos in_vitro de
células linfoides, valorando las subpoblaciones de linfocitos T y -
ia activacién de 1os mismos por la adicién de un mitSgeno y la dro-

ga.

De esta forma con la presente investigacifn se pretende contribuir
al esclarecimiento del mecanismo de accidén de la talidomida en los

parimetros inmunol6gicos en la DPL.
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MATERIAL Y METODOS
EQUIPO

amplificadora fotogrdfica (Mod. 120 Solar, Chicago ILL.USA)
Balanza analftica (Mettler H20. Greifense, Zurich, Suiza).

Bafio de 37°C (Thelco, Mocdel 83. Precisifn Scientific, CO. Chicago
USA) .

Centrifuga clfnica (Solbat. Aparatos Cientfficos, México).
Centrifuga clfnica refrigerada (Model PR-2, International Equipment
CO. Usa).

Congelador de -20°C (American, México).

Contador de células (Clay Admas, Division of Becton, Dickinson and
Company. N.J., USA).

Contador de centelleo (Beckman, S§ 380, Beckman, Irvine, CA. USA}.
Cosechador de células (Watertown Mod 290. Cambridge Technology, -
Inc. USA).

Estufa 10-100°C (Thelco Mod. 4. GCA, Precision Scientific. USA).
Hemocit&metro (Bright-Line, American Optical, Scientific Instrument
Division, Buffalo, N.Y., USA).

Incubadora de CO2 (Napco Mod. 302. Scientific Company. Tualatin - -
Oregon USA).

Micropipetas automiticas de 5-50 pl, 50-250 pl, 250-1000 pl y 1 nl
{Labsystems Finnpipette, Finland,).

Microscopio compuesto {Industrias Carl 2eiss de México, §.A. de C.V.
México).

Microscopio de fluorescencia {Carl Zeiss, West Germany, Industrias
Carl 2eliss de México, S.A. de C.V.,México).

Olla de presifn {Presto, Industrias Steele de Mé&xico, S.A. México).
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Potencidmetro (Conductronic.ph 20. México).
Refrigerador (American, México).

Termémetro de -20 a 110°C (Brannam. México).
MATERIAL

Bulbos de hule para pipetas

Cémaras de LIF

Cdmara para guardar preparaciones

Cajas de Petri

Capilares

Cera

Cubreobjetos

Filtros milipore swinnex GS5-25

Gradillas

Iman

Jeringas desechables de 1,5,10 y 20 ml. {(estériles)
Ligaduras

Matraces Erlenmeyer de 250, 500 ml.
Matraces volumétricos de 500, 1000 y 2000 ml,
Membranas de fibra de vidrio

Membranas milipore tipo GS 0.22 um

Perlas de vidrio (estériles)

Pipetas mezcladoras para glébulos blancos
Pipetas Pasteur de tallo largo (estériles)
Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas de 1,2,5 y 10 ml.

Placas para cultivo con 96 pozos



Puntas para micropipetas

Probetas de 100, 250 y 500 ml.

Torundas de algoddn con alcohol

Tubos de ensayo de vidrio de 12 x 75, 13 x 100 y 15 x 100
Tubos con tapSn de baguelita de 16 x 150, 25 x 200 ({estériles)
Vasos de precipitados de 150, 250, 500 y 1000 ml.

viales de pldstico para material radioactivo

viales de 1 y 0.5 ml.

MATERIAL BIOLOGICO, REACTIVOS Y SOLUCIONES

Azida de Sodio

CD, Anticuerpo monoclonal de ratén anticélulas T humanas, T. (Dako-

3
T3, Dakopatts, Denmark).

3

€D, Anticuerpo monoclonal de ratén anticélulas T cooperadoras/indug
'

toras humanas, T‘ (Dako—T‘, Dako patts, Denmark}.

CDB Anticuerpoc monoclonal de ratén anticélulas T suprescras/citot6-

xicas humanas, Ta (Dako—Ts, Dako patts, Denmark).

Anticuerpo de inmunoglobulina de ratén fluoroseinado (anti AB FIIC,

Dako patts, Denmark}).

Candidina dil 1:400, producto del sonicado de cultivo de Candida al-

bincans.
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Concanavalina A de Canavalia ensiforms tipo V (Sigma Chemical Compa

ny. ST. Louis Mo. 631, USA).

Eritrocitos de carnero (Granja del Departamento de Inmunologfa, - -

ENCB, IPN, Mé&xico, D. F.).

Hemolisina de conejo anti-glébulos rojos de carnero (Granja del De-

partamento de Inmunologfa, ENCB, IPN, México, D. F.).

Heparina de 1000 UI/mil (Arbott Laboratories de México, S.A., Méxi-

co).

L-glutamina 200 mM (100x) (Invitro, S.A., Mé&xico).

Limadura de Pierro.

Lfquido de Centelleo.

Medio de Dulbecco, Iscove Modificado con L-glutamina, con buffer He
res 25 mM, sin bicarbonato de Sodio {(Sigma Chemical Company. ST. -~

Louis Mo. 63178, USA).

Medio mfnimo esencial de Eagle (MEM) con sales de Earle con L-gluta

mina sin bicarbonato de Sodio (in vitro, S.A., México).

P.P.D. Tuberculina, purificado proteico dializado obtenido de M. tu

berculosis 2 UT/0.1 ml. (S.5.A., México, D. F.).
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Poly-L-Lysina. Hidrobromida (CGHIZNZO_H-Biln) (Sigma Chemical Com-

pany ST. Louis. Mo. 63178 USA}.

Solucién de Alsever.

Solucifn de cristal violeta en Scido acé&tico 2%.
Solucidn de cristal violeta al 1.

Solucién de Ficoll-Hypaque densidad 1.077+0.001 {20°C) (Limphoprep.

Nycomed Pharma As, Oslo, Noruega).

Solucién de Formaldehido al 1% en S.S.A.
Solucién de Montaje {glicerol 50% - S5.S.A. 50%).
Solucién Salina Amortiguada Ph 7.4 (S.S.A.).

Suero Fetal de Bovino para uso en cultivos de tejidos (In Vitro, -

S.A., México).

Talidomida. Sintetizada por el Dr. Alfredo Everth Mufioz (Qufmica -

Orgfnica ENCB, IPN, México, D. F.).

Timidina (Methyl-3h radioactiva), {ICN Biomedicals, Inc. Irvine, -

1
CA, 92715, USA).

Varidasa, enzimas de Streptococus py , Estrepto cinasa 25U y
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Estrepto dornasa 62U.

Wright. Colorante. No. W.300 (Sigma Chemical Company ST. Louis. Mo.
67178, USA).

PREPARACION DE SOLUCIONES

1. Soluci6n para reconstruir cada vial de anticuerpo monoclonal -~

Agua destilada estéril 1.0 ml.
Glicerol 0.25 ml.
Azida de sodio 0.00125 g.

2. Medio de cultivo Iscove
Medio Iscove 0.425 g.
L-glutamina 200 mM 0.25 ml.
Penicilina-Estreptomicina
10,000 UI/mcg/ml 0.25 ml.
Agua bidestilada 25 ml,
Bicarbonato de sodio al 7.5%
Medir aproximadamente 23 ml. de agua, agitar suavemente y agre-
gar el medio Iscove hasta disolverlo, adicionar la L-glutamina
y la penicilina~estreptomicina; adicionar el bicarbonato de so-
dio al 7.5% hasta alcanzar un pH de 7.2, Lavar al volumen fi--

nal, esterilizar por filtracifn y almacenar a-20°C en oscuridad:

3. Medio minimo esencial de Eagle (MEM) (10x)
Con sales Earle con L-glutamina sin bicarbonato de sodio

Al medio se le agrega inmediatamente antes de su uso:



a) Lo que se indique en las instrucciones del producto.

'b) Estreptomicina, a una concentracifn final de 100 pg/ml.

c) Penicilina, a una concentracién final de 100 UI/ml.
d) Bicarbonato de sodio al 7.5% hasta alcanzar un pH de 7.2.
e) Suero generalmente fetal de ternera al 10%.

Lfquido de Centelleo

2-5 Difeniloxazol (PPO) 4 9.

1,4-bis *2-{5 feniloxazol) benceno)2 g.

Etilenglicol 20 ml.

Tolueno 1000 ml.

Disolver el tolueno con sumo cuidado para evitar dermatitis de

contacto.
Poly-L-Lysina
Pesar 50 mg. de Poly-L-Lysina y disolver en 1 ml. de agua desti

lada, distribuir en alicuotas de 20 pl y congelar a -20°C.

Solucién de Alsever

Glucosa 20.50 g.
Citrato de Sodio Dihidratado 8.00 g.
Acido Cftrico monchidratado 0.55 g.
Cloruro de Sodio 4.20 g.

Aforar a 1000 ml. con agua destilada.

Solucisn Salina Amortiguada (SSA) pH 7.4
Solucién A
Cloruro de Sodio 8.0 g.
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Cloruro de Potasio 0.4 g.
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.2 g.
Fosfato de Sodio 0.045 g.
Fosfato de Potasio 0.060 g.

Disolver en 500 ml. de agua destilada.

Solucién B
Cloruro de Calcio Dihidratado 0.147 g.

Disolver en 500 ml. de agua destilada,

Solucién C
Glucosa 1.0 g.
Disolver en 10 ml. de agua destilada.

Mezclar solucifn A y solucién B.

Solucién D

Rojo de Fenol 0.002 g.
bDisolver en 10 ml. de agua destilada

Agregar a la mezcla A+B+C

Solucién E

Tris, hidroximetil-aminometano 19.1 g.

Disolver en 10 ml. de agua destilada y ajustar el pH a 7.4 con
HC1 0.1 N.

Aforar a 1000 ml. con agua destilada.

Solucidn de Trabajo
Mezclar volfimenes iguales de E y de la mezcla A+B+C+D y reajus-



tar el pH a 7.4 y esterilizar a 121°C, durante 15 minutos.

Preparacién de talidomida,
Pesar 2 mg. de talidomida, tratar de disolver lo mejor posible
en 2 ml. de agua bidestilada, esterilizar por filtracién y re-

partir en viales estériles, congelar a -20°C.

Colorante Wright.

Colorante Wright 2.0 g.
Glicerina neutra 40 ml.
Alcohol metflico 1000 ml.

Mezclar el colorante con la glicerina en un mortero. Adicio--
nar poco a poco el metanol tratando de disolver el colorante,

dejar sedimentar y separar por decantacién el metanol.
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METODOS

Para la presente investigacién se cont6 con dos grupos de estudio:
uno de 20 pacientes con DPL diagnosticados por el médico dermatSlo-
go del Servicio de Dermatologfa del Hospital General de Mé&xico - -
5.S.A. y un grupo control de 30 individuos sanos clfnicamente, mues
treados de una poblacifén semejante a los pacientes en cuanto a edad

y situacidn socioeconémica.

Al grupo de pacientes se le realiz6 una valoraci®® inmunolSgica an-
tes de iniciar el tratamiento con talidomida y sin tratamiento pre-
vio para la DPL. Se les administr6 una dosis de 100 mg. diarios de
talidomida por 60 dfas (en el caso de mujeres en edad fertil se les
hizo de su conocimiento los riesgos del uso de la droga}. Al térmi
no del tratamiento se volvieron a valorar y s6lo 15 de los 20 pa- -

cientes iniciales concluyeron el tratamiento.

Para la valoracién del efecto de la talidomida en las subpoblacio--
nes de linfocitos T se tomaron muestras de sangre periférica de cin
co pacientes con DPL y de cinco individuos sanos, se cultivaron en

presencia de la droga hasta 72 horas, se tom§ muesStras para su and-
lisis al momento de realizar el cultivo (tiempo cero), y a las 24,

48 y 72 horas y utilizando 1, 5, 10 pg de talidomida para cada tiem-
po; se midiéron linfocitos T totales, linfocitos T cocperadores y -

linfocitos T supresores.

Para medir el efecto de la talidomida en la activacién de los linfo

citos, se cultivaron las muestras de tres pacientes con DPL y de -
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dos individuos sanos, se adicioné la droga a una concentracién de -
1, 510 pg, se activé con Concanavalina A, y se midié el grado de -

activacién por la incorporacién de Timidina tritiada.

El perfil inmunolégico empleado en los pacientes y en los testigos

sanos incluye:

OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES

1. Obtener de 10-14 ml. de sangre venosa heparinizada (150 UI}).
2. Incubar a 37°C en posicifén vertical durante 30 min.
3. Obtener el plasma y adicionar 0.4 gr. de limadura de Fe.

4. Incubar a 37°C durante. 30 min. agitando cada 10 min.

5. Recuperar la limadura de Fe con ayuda de un iman.
6. Estratificar en gradiente de densidad de ficoll-Hypaque 1.077 -
40.001g/ml (20°C).

7. Centrifugar durante 30 min. a 1500 rpm.

Separar la capa de células mononucleares de la interfase.
9. Lavar 3 veces con SSA.

10. Contar y ajustar seg(n la concentracién requerida.
DETERMINACION DE LINFOCITOS T (ROSETAS E)

1. Colocar en un tubo eritrocitos de carnero, lavar por centrifuga
cién con SSA, a 2000 rpm/8Bmin. 3 veces.
2. En otro tubo tomar 50 pl de los eritrocitos de carnero previa--

mente lavados y S ml. de SSA, para tener una preparacién al 1%.



Conteo de linfocitos T por el método de rosetas directas.

1.

2.
3.
4.

[

~

Agregar a 0.25 ml. de eritrocitos de carnero al 1%, 0.25 ml. de
la suspensién de linfocitos (4 x 106), ¥ se mezclan cuidadosa--
mente.

Incubar a 37°C por 15 min.

Centrifugar a 500 rpm durante 2 min.

Guardar en refrigeracién 18-24 hrs.

Aspirar parte del sobrenadante procurando no resuspender las cé
lulas sedimentadas.

Resuspender el paquete celular con sumo cuidado, se toma una go
ta con pipeta pasteur y se coloca entre porta y cubreobjetos.
Leer el porcentaje de rosetas E con el objetivo de inmersién.
Para considerarse una roseta cada linfocito debe tener adheri--

dos por lo menos tres eritrocitos.

DETERMINACION DE LINFOCITOS B (ROSETAS EAC)

Preparacién de eritrocitos "sensibilizados" para la determinacién -

1.

3.

" de linfocitos B.

En un tubo colocar 50 pl de eritrocitos de carnero (previamente
lavados) y 1 ml. de SSA.

Agregar 1 ml. de hemolisina dilufda con tftulo subaglutinante.
Incubar a 37°C durante 30 min. con agitacién frecuente.

Al término de h incubacién los eritrocitos sensibilizados (EA)
se lavan con SSA 3 veces, por centrifugacién a 3000 rpm durante
8 min., al final se resuspenden en 1 ml. de SSA.

Se agrega 1 ml, de suerc humano dilufdo como fuente de comple--
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6.

7.

mento y se incuba a 37°C durante 30 min. con agitacién frecuen-
te.

Al término de la incubacién los eritrocitos (EAC}) se lavan 3 -
veces con SSA por centrifugacifn, a 3000 rpm durante 8 min.

El paquete se resuspende con 5 ml. de SSA,

Conteo de linfocitos B por el método de rosetas EAC o indirectas.

—

3.
4.

a

Agregar 0.25 ml. de eritrocitos de carnero al 1% "sensibiliza--
dos” y 0.25 ml., de linfocitos (4 x 106).

Centrifugar a 800 rpm durante 2 min.

Mantener a temperatura ambiente 15 min.

Aspirar parte del sobrenadante procurando no resuspender las c§
lulas sedimentadas.

Se resuspende el paguete celular con sumo cuidado, se toma una

gota con pipeta pasteur y se coloca entre porta y cubreobjetos.

Leer el procentaje de rosetas EAC con el objetivo de inmersidn.

' DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T PERIFERICOS

LINFOCITOS T COOPERADORES/INDUCTORES Y LINFOCITOS SUPRESORES/CITOTO

XICOS POR INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

1.

4.
5.

Colocar en un portacbjetos con pozos, una gotade Poly-L~lisina
en cada uno, incubar 45 min,

Lavar 3 veces cada pozo con 30 ul de SSA.

Agregar 20 ul de la suspensién de linfocitos (1 x 106) a c¢/u de
los pozos.

Dejar sedimentar durante 30-45 min. a temp. ambiente.

Lavar 3 veces cada pozo con 30 ul de SSA.
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a

7.

8.

9.
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

38.

Agregar 30 pl de formaldehido al 1% en PBS en ¢/u de los pozos.
Incubar 5 min. a temperatura ambiente.

Lavar cuidadosamente de 3-5 veces con 30 pl de SSA.

Agregar 20 pl del anticuerpo correspondiente en los pozos.
Incubar 20 min. a temperatura ambiente.

Lavar cuidadosamente de 2-3 veces en SSA.

Agregar 20 pl de anti-anticuerpo pegado a fluorescefna.

Incubar a temperatura ambiente durante 20 min.

Lavar 2-3 veces en SSA.

Agregar una gota de glicerol 508 en SSA en c¢/u de los pozos.
Colocar cubreobjetos y observar al microscopio de fluorescencia
En cada pozo contar un total de 100 células e incluir las que =~

fluorescen. Reportar en porcentaje.

FACTOR INHIBIDOR DE LA MIGRACION DE LEUCOCITQS HUMANOS

Todo el proceso se debe hacer en condiciones de esterilidad.

1.

W

Se obtienen 20 ml. de sangre por puncién vencsa, en una jeringa
que contenga 250 Ul de heparina, se mezcla bien y se deja sedi-
mentar en la jeringa en posici6n ligeramente inclinada a 37°C.
La incubacién se continua durante 45 min., hasta que haya una -
buena separaci6n de los eritrocitos. Sin mover la jeringa se -
dobla la aguja hacia abajo y presionando el émbolo se transfie-
re plasma rico en leucocitos a un tubo estéril de 13 x 100 mm.
con tapa de rosca.

Los leucocitos se centrifugan a 2000 rpm, 10 min. y se lavan -
dos veces con Alsever por centrifugacifén en las mismas condicip

nes.



5.
6.

@

o

10.

1l.
12.

13.

El dltimo sedimento se resuspende en 0.5 ml. de medio de culti-
vo y se hace una cuenta celular.

Las células se ajustan a una concentracién de 5 x 106/m1.

Con la suspensifn anterior se llenan capilares, se sellan al ca
lor y se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min.

Cada capilar se corta en la interfase, células sobrenadante y -
la porcifn que contiene el paquete celular se coloca en la céma
ra de MIF, se fija sobre la gota de silicén.

Se pueden colocar dos capilares por cémara, en posicién tal - -
(en V) que las 4reas de migracién no se mezclen.

Ya fijos los capilares, las cdmaras se cubren con un cubreobje-
tos y estos se sellan con parafina.

Las c4maras se llenan por los orificios laterales, una con me--
dio de cultivo y la otra con una décima de antfgeno.

Deben llenarse completamente, sin dejar burbujas.

Se sellan los orificios con parafina, y las cédmaras se incuban

perfectamente horizontales a 37°C por 24 hrs.

A las 24 hrs se miden las 4reas de migracién, proyectar las cd-
maras directamente sobre papel por medio de una amplificadora -
fotogr&fica. Se calcula el fndice de migracién al dividir el -
peso de la migracifn obtenida con el Ag entre el peso de la mi-
gracién obtenida en el testigo, Si los capilares incubados con
ant{geno se obtiene un fndice de migracién de 0.85 o menor, es

que hubo producei6n de LIF y si es mayor de 0.85 nos indica una
no produccién de LIF y por lo tanto que el individuo no tiene -

respuesta inmune celular, hacia el antfgeno probado.
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PRUEBAS DERMICAS

-

Limpiar con alcohol, la cara anterior del antebrazo del indivi-
duo al que se le va a practicar la prueba.

Inyectar 0.1 ml. de solucién de antfgeno por probar (PPD, vari-
dasa, candidina) por via intradérmica en la zona seleccionada.
Al cabo de 24 o 48 hrs. buscar la presencia de eritema e indura
cibn en el sitio donde se aplic6 el antfgeno.

En caso de que haya habido reaccién, medir el difmetro en mm. -
con ayuda de una regla transparente.

Una reaccifén negativa o menor de 5 mm. de difmetro, indica gque
el individuo no esta "sensibilizado" (inmunidad de tipo celular)

al antfgenc empleado.

CUENTA DE LEUCOCITOS.

1.

2.
3

Hacer una dilucién de la sangre heparinizada 1:20 con cristal -
violeta en &cido acético.
Contar en la cdmara de Neubauer.

Hacer los cdlculos necesarios.

TINCION DE WRIGHT

1.
2.
3.

Hacer frotis sangufneo.

Cubrir el frotis con Wright, dejar 10 min,.

AMicionar igual cantidad de agua de 1la llave y dejar 15 min. -
m&s.,

Lavar con agua de 1la llave, perc dejando llenar sin escurrir.
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5.
6.

Colocar verticalmente, secar.

Observar.

EFECTO DE LA TALIDOMIDA EN LA ACTIVACICN CELULAR

Todo el proceso se debe hacer en condiciones de esterilidad.

1.
2.

3.

S

)

6.
7.

«

1o.

11.
12.

13.

Obtener de 25-30 ml. de sangre venosa y desfibrinarla.
Centrifugar a 2090 rpm durante 10 min.

Marcar el volfimen total de la muestra y eliminar el suero; lle-
var con SSA al nivel marcado y homogenizar.

Estratificar en gradiente de densidad de ficoll-Hypaque 1,077+
0,001 g/ml (20°C).

Centrifugar a 1500 rpm durante 30 min.

Obtener la capa de células de la interfase.

Lavar una vez con Alsever y dos veces con medio de cultivo Isco
ve.

Contar y ajustar las células a una concentracién de 1 X 106 - -
cel/ml.

Colocar en la caja de cultivo 200 nl de la suspensién celular -
por cada pozo Yy la concentracién correspondiente de la droga -~
(1pg, 5pg, 10pg).

Agregar 5 pl de concanavalina A a una concentracién de 2.5 pg a
¢/u de los pozos.

Incubar a 37°C en atmésfera de Co2 durante 72 hrs.

Agregar un pulso de timidina tritiada 18 hrs. antes de concluir
el tiempo de incubacién,

Cosechar en el microcosechador y colocar la membrana de fibra -

de vidrio en c/u de los viales. Agregar 3 ml. de lfquido de -~
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centelleo y leer en el contador.

EFECTO DE LA TALIDOMIDA SOBRE LAS SUBPOBLACIORES DE LINFOCITOS T

Todo el proceso se debe de hacer en condiciones de esterilidad.

1.
2.
3.

-

S.
6.
7.

]

10.

1l.

Obtener de 25-30 ml. de sangre venosa y desfibrinarla.
Centrifugar a 2000 rpm durante 10 min,

Marcar el volumen total de la muestra y eliminar el suero, lle-
var con SSA al nivel marcado y homogenizar.

Estratificar en gradiente de densidad de ficoll-Hypaque 1.0077+
0.001 g/ml (20°C).

Centrifugar a 1500 rpm durante 30 min.

Obtener la capa de células de la interfase.

Lavar una vez con Alsever y dos veces con medio de cultivo Isco
ve.

Contar y ajustar las células a una concentracién de 1 x 10s - -
cel/ml.

Valorar subpoblaciones de linfocitos T con los correspondientes
anticuerpos monoclonales.

Colocar en la caja de cultivo 200 pl de la suspensién celular -
por cada pozo la concentracién correspondiente de la droga (lpg,
5pg, 10pg), se deja un testigo sin antfgeno.

Incubar a 37°C en atmbsfera de CO,. Tomar una muestra de culti

vo a las 24, 48 y 72 hrs., valorar subpoblaciones de linfocitos

T.
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43.

RESULTADOS

Las muestras de los pacientes con DPL y de los individuos sanos fue
ron examinadas bajo las mismas condiciones en el laboratorio y los
datos obtenidos fueron analizados estadfsticamente por la prueba de

U de Mann Whitney, para datos pareados no paramétricos. {l1).
LINPOCITOS B (ROSETAS EAC)

Los resultados obtenidos de la valoracién de linfocitos B (rosetas

EAC) fueron los siguientes: Para individuos sanos se obtuvo un por-
centaje de 35.2 + 6.1 (Tabla I y 1V), para pacientes con DPL antes

de tratamiento con talidomida un porcentaje de 41.1 + 9.22 (Tabla -
ITy IV}, ¥ ;ara los pacientes después del tratamiento (Tabla III y
IV) un porcentaje de 38.1 + 9.2. Como puede observarse hubo poca -
variacién entre los valores obtenidos y al realizar el andlisis es-
tadfstico, este no revela ninguna diferencia significativa en los -

valores ni para antes ni para después del tratamiento.

En la Gra&fica I se puede observar la distribucién de los valores de
los linfocitos B de los individuos sanos y de los pacientes con DPL,
antes y después del tratamiento, en la cual podemos cbservar que 3
pacientes para antes del tratamiento (ERM, AAV, RG) presentaron por

centajes ligeramente elevados en comparacién con individuos sanos.

Si comparamos la distribucién de los valores de linfocitos B de las
. pacientes antes y después del tratamiento con talidomida (Grdfica I}

observamos que de los 4 pacientes que antes del tratamiento presen-




taban una ligera elevacién de linfocitos B, despufs del tratamiento
con talidomida dicha elevacién disminuy® a pardmetros normales en 2

pacientes (RG, AAV), y en uno (ERM)} disminuy8 ligeramente.
LINFOCITOS T {(ROSETAS E)

Los linfocitos T fueron determinados por el mé&todo de formacidén de
rosetas E, y se obtuvo una reduccién significativa con un promedio
de 42.5 + 11.8, P 0.001 (Tabla II y IV) para antes del tratamiento
y de 39.0 + 11.9, p 0.0001 para después del tratamiento {(Tabla II
Yy IV), coa respecto a los resultados obtenidos para individuos sa--

nes, 54.2 + 4.12 (Taba I y 1IV).

En la Gri&fica II se observa la distribucién de los valores obteni--—
dos de linfocitos T de pacientes con DPL antes y despu€s del trata-
miento con talidomida, donde se notan valores variables, gue van de
26-70%; para los individuos sanos se observa una distribuci6n m&s -
homogénea con porcentajes mfs altos de 40-78%. En la misma Gré&fica
_ se puede apreciar, que los valores de linfocitos T para los pacien-
tes después del tratamiento disminuyeron atn mis {(de 29 a 60%) en -

comparacién con los valores obtenidos antes del tratamiento.

LINFOCITOS T TOTALES PERIFERICOS DETERMINADOS CON ANTICUERPQ MONO--
CLONAL ANTI CDJ
Para los pacientes con DPL antes del tratamiento se obtuvo un por--
centaje de linfocitos T totales periféricos de 62.6 + 6.73 (Tabla -

11 y V), para después del tratamiento el porcentaje determinado fue



de 55.1 + 7.8 (Tabla II y V), para los individuos sanos se obtuvo -

un porcentaje de 64.8 + 7.6 (Tabla I y V}.

Como puede observarse, los valores obtenidos en los individuos sa--
nos y en los pacientes antes del tratamiento no varfan mucho (Gr&fi
ca IIT). La valoracifn obtenida para después del tratamiento pre--
senta una disminucién, en comparacién con individuos sanos (Gr&fica
1v), sin embargo, dicha disminucifn no result8 estadisticamente sig

nificativa.

LINFOCITOS T COOPERADORES/INDUCTORES DETERMINADOS CON ANTICUERPO -
MONOCLONAL ANTI-CD4
En la valoracién de esta subpoblacifn de linfocitos T, se obtuvie--
ron valores gue no variaron significativamente; para los pacientes
con DPL antes del tratamiento con talidomida se obtuvo un porcenta-
je de 45.5 + 10.6 (Tabla II y V), para después del tratamiento un -
porcentaje de 43.8 + 9.3 (Tabla II1I y V), para los individuos sanos
_ se encontr6 un porcentaje de 48.5 + 5.4 (Tabla I y V). Los resulta

dos se presentan en las Grdficas III y IV.

LINFOCITOS T SUPRESORES/CITOTOXICOS DETERMINADOS CON ANTICUERPO MO-
NOCLONAL A\N'I‘I-CDe

La subpoblacifn de linfocitos T supresores/citot6xicos no varid sig
nificat{vamente en ninguno de nuestros grupos de estudio. Para los
pacientes con DPL antes del tratamiento con talidomida se obtuvo un

porcentaje de 29.5 + 9.3 (Tabal II y V), para después del tratamien
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to se obtuvo un porcentaje de 31.07 + 8.5 (Tabla III y V) y en el -
grupo de individuos sanos el valor encontrado fué de 29.7 + 5.3 (Ta

bla I y V).

En las Gr&ficas III y IV se puede observar que al igual que en las
otras dos subpoblacicnes de linfocitos T, los valores para la subpo
blacibn de supresora/citotéxica en pacientes con DPL antes y des- -
pués del tratamiento muestran una dispersién en comparacién con los

valores de los individuos sanos.

RELACION LINFOCITOS T COOPERADORES-INDUCTORES/LINFOCITOS T SUPRESO-
RES-CITOTOXICOS (CD‘/CDB)

La relacién cooperacibn/supresién (CD‘/CDB), han sido utilizada co-
mo un indicador del balance entre los linfocitos T cooperadores/in-
ductores y los linfocitos T supresores citotéxicos, dando informa--
cién de hacia donde pudiera estar desplazado el equilibrio inmuno--

rregulador de cooperacién/supresién de una respuesta inmune.

En poblaciones mexicanas la relacién CD‘/CD8 en condiciones norma--
les es aproximadamente de 1.42-1.54, en estados patolégicos esta re
lacifn se desplaza cerca de 1.0 donde las cantidades o porcentajes

de linfocitos T supresores son muy Semejantes. Cuando se dan valo-
res mayores de 3.0 se habla de un aumento de linfocitos T cooperado

res o de cantidades muy bajas de linfocitos T citotéxicos. (63).

En nuestro caso la relacién cooperacifn/supresién no present$ dife-

rencias significativas entre los pacientes antes del tratamiento --
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con talidomida, que fue de 1.6 # 0.59 (Tabla II y V), para después
del tratamjento 1.5 #+ 0.62 (Tabla I1II y V) y los individuos sanos ~

de 1.6 + 0.47 (Tabla I y V).

Como puede observarse la relacidn cooperacién/supresién de nuestros
tres grupos de estudio es muy semejante y se encuentran dentro de -
los pardmetros normales de poblaciones mexicanasr

RESPUESTA INMUNE CELULAR IN VIVO

La respuesta inmune celular in vivo: se valors por medio de prue--

bas intradérmicas para tres distintos antfgenos. En pacientes con
DPL antes del tratamiento con talidomida (Tabla VI) se obtuvo una -
respuesta positiva de 78.9% para el PPD, para la varidasa una res--
puesta positiva de 15.7% y para la candidina una respuesta positiva
de 84.2%. Para despu€s del tratamiento con talidomida (Tabla VII)
se obtuvo una respuesta positiva al PPD de 72.7%, para varidasa una
respuesta positiva de 18.1% y finalmente para la candidina la res-=-
puesta positiva fue del 81.8%. Los valores normales en respuesta a

estos antfgenos son para PPD, candidina y varidasa de 60-65%.

Como puede observarse la respuesta positiva para el PPD y candidina
antes y después del tratamiento se encontr6 por arriba de los valo-
res normales. Se not6 una ligera disminucifn de la respuesta de es
tos dos antfgenos después del tratamiento con talidomida. Para la
varidasa se obtuvo una respuesta positiva baja antes y después del
tratamiento comparada con el valor normal, y al contrario de los -

otros dos antfgenos esta present6 un ligero aumento de respuesta po
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sitiva despufs del tratamiento con talidomida.

RESPUEBSTA INMUNE CELULAR IN VITRO

La respuesta inmune celular in vitro se valor§ por medio del fac-
tor inhibidor de la migracifn de leucocitos humanos (LIF). Se obtu
vo en pacientes con DPL antes del tratamiento con talidomida (Tabla
VI) una respuesta positiva al PPD de 25%, a la varidasa una respues
ta positiva de 20% y 30% para candidina. En la segunda valoracifn

despufs del tratamiento con talidomida la respuesta positiva en pa-
cientes con DPL (Tabla VII}, aument6 obteniéndose para el PPD 30%,

varidasa 33.4% y candidina 61%. Los valores normales para la res--
puesta inmune celular in vitro corresponden a los mismos valores -

normales de la respuesta inmune celular in vivo por tal motivo am--

bos valores debieron tener valores similares.

Como podemos notar la respuesta in vitro antes del tratamiento con

talidomida para los tres antfgencs valorados se encuentra por deba-
jo de los valores normales; para después del tratamiento el PPD y -
la varidasa contindan por debajo de los valores normales, no asf la
candidina que se encontr$ dentro de los lf{mites normales. Es de ng
tar también que los valores obtenidos en la respuesta inmune celu--
lar in vitro antes y despufs del tratamiento no se acercan a los

obtenidos en la respuesta inmune celular in vivo.

EFECTO DE LA TALIDOMIDA EN LAS SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T

Al valorar las subpoblaciones de linfocitos T (linfocitos T totales



CDJ, linfocitos cooperadores/inductores CD‘, linfocitos supresores/
citotbxicos CDB, de pacientes con DPL y de individuos sanos, a dife
rentes tiempos de cultivo (24, 48 y 72 hrs.), y a diferentes concen
traciones de talidomida (1, 5 y 10 pg), {Tabla VIII y IX) no se en-
contraron variaciones significativas en los niveles de dichas subpo

blaciones.

Este fenSmeno se ve mis claramente si en cada tiempoc de cultivo y -
en cada una de las subpoblaciones valoradas, comparamos primero el
testigo {que no contiene droga) con el valor correspondiente de sub
poblacién al tiempo cero y si comparamos también en cada tiempo de
cultivo y en cada una de las subpoblaciones valoradas el testigo -
con los valores obtenidos para las diferentes concentraciones de ta
lidomida, De esta forma observamos que no existen diferencias sig-

nificativas entre los valores encontrados.
EFECTO DE LA TALIDOMIDA EN LA ACTIVACION CELULAR

. Se valor$ en tres pacientes con DPL el efecto de la talidomida en -~
la activaci6n celular por medio de la incorporacifn de timidina tri
triada (HJ) {Tabla XI}). Para el testigo (estimulado s&§lo con el mi
tégeno) obtuvimos una lectura de 8,052.22 (cuentas/min.), para las
concentraciones de talidomida se obtuvieron las siguientes lecturas
en cuentas/min.) (Tabla VII): para lpg 7,226, 5 pg 7,267.66 y para
10pg 6,582. Para los individuos sanos las lecturas encontradas fue
ron las siguientes: para el testigo 5,637.50 cuentas/min., para lpug
de talidomida 10,109; 5pg 15,2885 y para 10pg 19,262 cuentas/min.

{Tabla X). En la Gr&fica V1 observamos que la activacifn celular -
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en los individuos sanos es mayor en comparacifn con la activacién -
de los pacientes con DPL, y que esta activacién va aumentando con--
forme aumenta la concentracisn de talidomida; y la activacién con -
el mitégeno (concanavalina A) solamente, es mis alta para los pa- -

cientes que para los individuos sanos.

CUENTA DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA

Como puede cobservarse en la Tabla XII la cuenta de leucocitos, lin-
focitos, y el porcentaje diferencial de leucocitos en sangre de los
pacientes con DPL antes y después del tratamiento estdn dentro de -

los pardmetros normales.
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TABIA 1

Determinacidn de Linfocitos B, Linfocitos T, subpoblaciones
de linfocitos T y relacibn CD4/CD8 en individuos sanos

Linfocitos 8 Unfocitos T
Nimero | Rosetas EAQY  RosetssE) CO3  CD4  CD8 CONCDS

(%) (%) (%) (%} (%) (W)

1 33 51 n 51 k< 22

2 38 54 57 49 kx} 148

k] 42 82 6 4 M @

4 49 62 2 38 26 146

$ 40 57 6 59 k1] 190

6 44 8 €7 40 K} 19

7 42 59 67 56 23 243

8 4« -] 63 44 33 133

] 39 S8 63 54 N 14

° 4 52 55 48 3 155

¢ n 40 50 [} L1l 43 Q.95
| ] 4 [ ] L L] 2 20
i 2 38 54 (-] 52 ” 208
! 1“ 38 L] (1] -] 23 v
. % 4 56 % 47 o] 168

> % @8 54 n 4 o] 137
H 7 #“ 52 n a7 s 134
;] 3 @ 76 50 3N 161

- 19 2 49 [x] Q? 2 145
20 ] 49 62 46 u 192

2 28 L) 58 40 kL] 14

: 2 3% 5 0 & ;s
: 2 £ o 2 4 29 159
: 4 @ 6 55 S 0 n
H 25 39 54 5 4 n 1%
% 2 53 n £ % 2m

k44 5 60 0 53 e 161

ke » ™ 51 51 32 159

29 2 “% [ 49 ] 196

0 2 4 ” 54 2 245

Promedio & .87 G427 04.00% 4083 20.TSE L0902
Desv. Estander Q12 i 708 0 &N A&
(o ex] Unfocttos T tetaiea pertericos.
e [>] Unfocitos T tetsies coopersdaresinduciorse.

con Unfocitos T toteles supresersaicitotdxicos per Hericoa
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Determinacidn de Linfocitos B, Linfocitos T, subpoblaciones de Linfocitos T,
y refacibn CO4/CDB8 en pacientes con DPL antes del tratamiento con Talidomida
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TAPDIA 1IN

Determinacién de Linfocitos B, Linfocitos T, subpoblaciones de Linfocitos T vy
relacidn CD4/CD8 en pacientes con DPL. despues del tratamiento con Talidomida

Uinfocitos B Linfocitos T
Nombre  Sexo | Rosetes EACY (osetss & CD3 (D4 CDS CO4/CDS
(%} (%) (%) (%) (%) (%)
EDM F 50 58 55 40 22 182
ECS F 45 43 L3 30 29 103
DMR F 5 60 70 62 ju 200
AR M 47 26 [ 5t 3 159
RG u 25 ;] ND 43 19 226
AV F 2 k] 52 39 28 139
AO F ND 44 60 43 30 143
JEM F ND 45 46 45 k1) 132
F k14 a3 53 49 9 114
ARG F 35 49 ND 47 7 127 .
MACL F a 38 60 29 50 ose
JCRD “ 40 ND 47 44 a7 163
ACL F ND ND 55 K1} 3 0.89
8 M 36 29 58 60 9 36
PHY F 47 29 55 4 2 152
Promedo t 30.002 #30.00% S4102 43.00% 31072 1042
Desv, Estandar .20 ne 704 03 081 002
< Unfocitos T totales perffericos.
Co4 Unfocitos T totales duct
[>+ ] Uinfocitos T totaies 4 porifericos.
ND No Determinado
Significancia Estedstics con relacidn & pobiacidn sana {#) p < 0.000

{#) Prusbs estadistica no parametrica de U de Mann Wiithey



TABIA IV

Determinaci6n de Linfocitos T (Rosetas E) y Linfocitos B (Rosetas EAC)
en individuos sanos y pacientes con DPL

Individuos Sanos

Pacientes con DPL antes del

Pacientes con DPL despues del

(%) tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
Linfocitos T 542 +4.4 425 118+ 390 1 1N9wx
Linfocitos B 372 t61 411 +9.22 381 9.2

*  Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.001
*# Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.0001

°¥s



TABIA V

Determinacién de subpoblaciones de Linfocitos T en individuos sanos y
en pacientes con DPL antes y deples del tratamiento con Talidomida

Individuos Sanos | Pacientes con DPL antes del | Pacientes con DPL. despues del
(%} tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
co3 648 1762 626 1673 551 +7.84
cD4 485 1540 455 1 10.65 438 +939
co8 297 +530 295 £330 3107 +8%
Relacién .
Coop/Sup 16 +047 16 +£0.59 15 1062




TABIA IV

Determinaci6n de Linfocitos T (Rosetas E) y Linfocitos B (Rosetas EAC)
en individuos sanos y pacientes con DPL

Individuos Sanos

Pacientes con DPL antes del

Pacientes con DPL despues del

(%) tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
Linfocitos T 542 +4.4 425 118+ 390 1 1N9wx
Linfocitos B 372 t61 411 +9.22 381 9.2

*  Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.001
*# Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.0001

°¥s



TABIA V

Determinacién de subpoblaciones de Linfocitos T en individuos sanos y
en pacientes con DPL antes y deples del tratamiento con Talidomida

Individuos Sanos | Pacientes con DPL antes del | Pacientes con DPL. despues del
(%} tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
co3 648 1762 626 1673 551 +7.84
cD4 485 1540 455 1 10.65 438 +939
co8 297 +530 295 £330 3107 +8%
Relacién .
Coop/Sup 16 +047 16 +£0.59 15 1062




TABIA VI

Intradermoreacciones y LIF en pacientes con DPL
antes del tratamiento con Talidomida

Respuesta Intradermica LI F*
Antigeno *in vivo " *in vitro *
Pasitivas Negativas Pasitivas Negativas
PPD 789 % 211 % 25 % 75 %
Varidasa 15.7 % 843 % 20% 80 %
Candidina B84.2 % 15.8 % 30% 70 %

Valores normales positivos para PPD, Varidasa y Candidina: 60 - 65 %.

+* Factor inhibidor de la migracién de leucocitos.
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TABIA VI

Intradermoreacciones y LIF en pacientes con DPL
antes del tratamiento con Talidomida

Respuesta Intradermica LI F*
Antigeno *in vivo " *in vitro *
Pasitivas Negativas Pasitivas Negativas
PPD 789 % 211 % 25 % 75 %
Varidasa 15.7 % 843 % 20% 80 %
Candidina B84.2 % 15.8 % 30% 70 %

Valores normales positivos para PPD, Varidasa y Candidina: 60 - 65 %.

+* Factor inhibidor de la migracién de leucocitos.
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TABLA VI

Intradermoreacciones y LIF en pacientes con DPL
despues del tratamiento con Talidomida

Respuesta Intradermica LI F*
Antigeno *in vivo * *in vitro *
Positivas Negativas Positivas Negativas
PPD 727 % 213 % 30.0 % 70.0 %
Varidasa 18.1% 819 % 384 % 61.6 %
Candidina 818 % 18.2 % 615 % 385%
Valores normales positivos para PPD, Varidasa y Candidina : 60 - 65 %.

#* Factor inhibidor de la migracién de leucocitos.
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TABIA IV

Determinaci6n de Linfocitos T (Rosetas E) y Linfocitos B (Rosetas EAC)
en individuos sanos y pacientes con DPL

Individuos Sanos

Pacientes con DPL antes del

Pacientes con DPL despues del

(%) tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
Linfocitos T 542 +4.4 425 118+ 390 1 1N9wx
Linfocitos B 372 t61 411 +9.22 381 9.2

*  Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.001
*# Significancia Estadistica con relacién a poblacién sana p < 0.0001

°¥s



TABIA V

Determinacién de subpoblaciones de Linfocitos T en individuos sanos y
en pacientes con DPL antes y deples del tratamiento con Talidomida

Individuos Sanos | Pacientes con DPL antes del | Pacientes con DPL. despues del
(%} tratamiento con Talidomida tratamiento con Talidomida
co3 648 1762 626 1673 551 +7.84
cD4 485 1540 455 1 10.65 438 +939
co8 297 +530 295 £330 3107 +8%
Relacién .
Coop/Sup 16 +047 16 +£0.59 15 1062




TABIA VI

Intradermoreacciones y LIF en pacientes con DPL
antes del tratamiento con Talidomida

Respuesta Intradermica LI F*
Antigeno *in vivo " *in vitro *
Pasitivas Negativas Pasitivas Negativas
PPD 789 % 211 % 25 % 75 %
Varidasa 15.7 % 843 % 20% 80 %
Candidina B84.2 % 15.8 % 30% 70 %

Valores normales positivos para PPD, Varidasa y Candidina: 60 - 65 %.

+* Factor inhibidor de la migracién de leucocitos.
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TABLA VI

Intradermoreacciones y LIF en pacientes con DPL
despues del tratamiento con Talidomida

Respuesta Intradermica LI F*
Antigeno *in vivo * *in vitro *
Positivas Negativas Positivas Negativas
PPD 727 % 213 % 30.0 % 70.0 %
Varidasa 18.1% 819 % 384 % 61.6 %
Candidina 818 % 18.2 % 615 % 385%
Valores normales positivos para PPD, Varidasa y Candidina : 60 - 65 %.

#* Factor inhibidor de la migracién de leucocitos.
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TABLA VI

Efecto de Ia Talidomida en ias subpoblaciones de Linfocitos T de

Individuos Sancs.
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TADIA X

Efecto de Ia Talidomida en la activacién celular en Individuos Sanos

Concanavsfing Concentracion de Talidomida
individuos Sanos
{ Testigo } 1 Mg/ poro 5 Mg/ pozo © Jdlgf pozo
RALP 7.445.33 9,350.00 9,227.00 1,733.00
HMS G 3.829.67 10,864.00 21,344.00 26,991.61
k4 85,837.80 10,908.00 15,288.00 19,382.00
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IABia X7

Efecto de la Talidomida en la activacién celular en pacientes con DPL

Concansvalins Concentracidn de Talidomida
Pacientes con DPL
{ Testigo ) 1 Jdg ! pozo 5 4yt pozo 10 Mg/ poze
JE 10,022.00 6,411.67 7.622.00 6,207.00
GA 5,756.00 7.73267 7.637.00 6,458.00
M 8,378.67 7.534.67 6,544.00 7,082.00
4 8,082.22 T.220.47 7.267.08 6.58230
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TAPIA XII

Leucocitos en Sangre de Pacientes con DPL.

Promed \ ho. o ,N°'°' Unfocit Neutréfics | Monocitos | Eosindfios | Besbfiios
ey e % % % » %
Pacientes con OPL
antes de!
tratamiento 6,400 2,160 35 55 55 33 0.89
con Teldomida,
Pucientss con DPL
despues del
tratemiento 6,430 2,393 35 57 4.4 35 0.38
con Taldomida,
indviduos Senos* §,000- 1,500~ _ - -
10,000 3,000 23-33 54-62 3-7 1-3 0-0.75

#(26)
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% DE UNFOCITOS T
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DISCUSION

No obstante que dentrc de los objetivos de este estudio no figuré -
el observar el efecto clfnico de la talidomida en pacientes con DPIL,
es importante sefialar que de los 15 pacientes (758}, que concluye--
ron el tratamiento, en todos desaparecif el prurito, un paciente --
(5%) no mejorS totalmente, doce pacientes (60%) mejoraron totalmen-
te pero recayeron en un periodo de 1-6 meses, dos pacientes sanaron
totalmente (10%), sin recafda en un afo de seguimiento. Estos dos

dltimos pacientes se encontraban en la etapa inicial del padecimien
to y los trece pacientes restantes se encontraban en la etapa fran-

ca.

Los linfocitos B fueron valorados fenotfpicamente por el método de
formacién de rosetas EAC, con procentajes semejantes en los tres —-
grupos de estudio (individuos sanos, pacientes con DPL antes del -
tratamiento y pacientes con DPL después del tratamiento). Un resul
tado parecido fue reportado en otra investigacifn realizada en pa--

_ cientes con DPL sin tratamiento alguno (57).

En este trabajo se encontr® una disminucifn significativa en los ~
porcentajes de linfocitos T valorados por rosetas E en los porcenta
jes con DPL antes y despufs del tratamiento con talidomida, compara
das con los individuos sanos {Tabla IV)., Lo que nos indica una dis
minucién en las c€lulas involucradas en la respuesta inmune. Este
resultado es similar al encontrado en el estudio antes citado (57),
en el cual se reporta una disminucién en los linfocitos T (determi-

nados por medio de rosetas), en pacientes con DPL.
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En los linfocitos T totales periféricos valorados con anticuerpo mo
noclonal anti CD3, linfocitos T cooperadores/inductores valorados -
con anticuerpo monoclonal anti CD‘ y en los linfocitos T supresores/
citotbxicos valorados con anticuerpo monoclonal anti CDB' no se en-
contraron diferencias significativas entre el grupo control y los -
pacientes con DPL antes y después del tratamiento con talidomida.

En la relacifn cooperacién/supresién tampoco se encontr$ variacién

alguna entre los tres grupos de estudio.

Los resultados de esta investigacifn son semejantes a los reporta--
dos por Moncada en 1984 (33). Dicho investigador valor$ linfocitos
T de sangre periférica de pacientes con DPL con anticuerpos monoclo
nales, y reporta un ligero incremento de linfocitos T totales, mien
tras que los linfocitos T cooperadores, linfocitos T supresores y -
la relacifn cooperacién/supresién se observa sin cambios con respec

to a los controles.

De acuerdo a las caracterf{sticas de la talidomida referidas en la -
. bibliograffa como por ejemplo, su accién preferente sobre la subpo-
blacién de linfocitos T supresores/citotéxicos y como consecuencia
de esto, la disminucién de la tasa celular cooperador/supresor (37,
48), en este trabajo esperfbamos encontrar un movimiento significa-
tivo de la subpoblacién de linfocitos T supresora/citotfxica de los
pacientes con DPL que concluyeron el tratamiento con talidomida; -
sin embargo este caricter inmunosupresor atribufdo a la droga no -

fue observado en los pacientes al término de este.

Nuestros resultados en la respuesta intradérmica para el PPD y la -



candidina en pacientes con DPL antes y despu&s del tratamiento con
talidomida estdn por arriba de los valores normales, no asf la vari
dasa que se conserva por debajo del valor normal para antes y des—-—
pués del tratamiento. Probablemente para los tres antfgenos se did
una respuesta como la anteriormente descrita (25, 33, 51), pero en el
caso de la varidasa la respuesta fue menor; probablemente el antfge-
no preparado sufrif algfin cambio que impidi6 que se obtuviera una -
mejor respuesta, para el PPD y candidina se vi8 aumentada sin dife-

rencia significativa para después del tratamiento con la talidomida.

Los resultados de la respuesta inmune celular in vitro en este estu
dioc se encontraron en general bajos en los pacientes con DPL antes

y después del tratamiento, la excepcién es la candidina que después
del tratamiento alcanzé valores dentro de los lfmites normales. -
Quiz&s este resultado se debif a que s6lo estamos valorando un as--
pecto de la inmunidad celular de los pacientes con DPL; que proba--
blemente es mis compleja e involucra otros factores gue no son posi

bles de evaluar con este tipo de estudio.

Al estudiar el efecto in vitro de la talidomida a diferentes concen
traciones sobre células linfoides no se encontraron diferencias sig
nificativas entre las subpoblaciones de linfocitos T de pacientes -

con DPL e individuos sanos.

Shanon (58), reporta un resultado semejante en una parte de su inves-
tigacién, la cual consisti8 en un cultivo in vitro de células mono-
nucleares a las cuales se les adicion6 talidomida, sin encontrar di

ferencias entre las subpoblaciones de linfocitos T tratadas con ta-
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lidamida y entre las subpoblaciones de linfocitos T de su grupo control.

En este trabajo se encontrd una disminucién de la activacién celu--
lar en paciep:es con DPL con respecto a la activacién en individuos
sanos; se not6 también que conforme aumenta la concentracién de ta-
lidomida la diferencia entre los dos grupos fue mayor. Al comparar
los pozos testigos (sin talidomida) de ambos grupos (al té&rmino de
72 hrs.), observamos una activacién mayor de las c€lulas de los pa-
cientes que en las cé&lulas de los individuos sanos; estos resulta--
dos indican que la talidomida tiene un efecto no determinado afin, y
diferente para células de individuos sanos y de los pacientes con -

DPL.

La cuenta diferencial de leucocitos de sangre periférica de pacien-
tes con DPL antes y después del tratamiento se ubic6 en los lfmites
normales, lo cual indica que la droga no tuvo efecto alguno sobre -

los niveles de leucocitos.

. El car&cter inmunosupresor de la talidomida reportado por otros in-
vestigadores (37, 48), no se encontré en este estudio en ninguno de
los pardmetros inmunolégicos evaluados. Tal vez esta droga esté ac
tuando en forma inmunorequladora a través de suatancias solubles -
(citocinas), que act@an sobre cé&lulas blanco, haciéndose presente -

esta inmunoregulacién en el mejoramiento clfnico de los pacientes.

También es importante tener presente que no se conoce con seguridad
la naturaleza del antfgeno que provoca esta hipersensibilidad; algu

nos investigadores proponen.que es una sustancia soluble (4cido qui
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nurénico), que provoca sensibilidad en la piel (20), y otros que se
trata de un antfgeno cutdneo autSlogo (S). Este hecho nos impide -
conocer con certeza la naturaleza de la respuesta autoinmune obser-

vada en los pacientes.

Por otra parte es conveniente tomar en cuenta el estado intrinseco
de cada uno de los pacientes, el cual puede influir en la variacién
de los resultados. Tales variaciones pueden apreciarse con mayor -
claridad por la mayor dispersifn de los datos en las gr&ficas de -

los pacientes con DPL, comparados con las de individuos sanos.

Por (ltimo, se debe recordar que la sangre no es el sitio de inter-
accibn de los linfocitos T, ni el medio en que se provoca el estfmu
lo, ni el sitio donde se desarrolla la inflamacién y el dafio tisu--
lar, pues as! errSneamente pueden reflejar eventos celulares qué re
sultan de la sensibilizacién y manifestaciones guimicas de las reac
ciones al&rgicas (63); aunque sabemos que la sangre irriga todo el

cuerpo, y algfin cambio en la piel pudiese captarse en ella.

Por tal razén son recomendables como ya se han realizado (12, 20, -
34, 35, 40, 43, 46) estudios inmunohistolégicos de las lesiones ca-
racter{sticas de la DPL con los cuales se establezca de una manera
m&s amplia la inmunopatologfa de este padecimiento, pero ahora aso-

ciados a la accifn de la talidomida.
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CONCLUSIONES

No se observS el efecto inmunosupresor de la talidomida en ninguno
de los pardmetros inmunol6gicos valorados en pacientes con DPL. En
estudios "in vitro" de células linfoides de pacientes con DPL, tam-

poco se logrS observar tal efecto.

El 60% de los pacientes mejor6 clfnicamente, lo cual indica gque en
estos pacientes la droga estd actuando de forma diferente, a la que

se le ha atribuido recientemente,

Quizd dicho mejoramiento c¢lfnico se debi6 a una inmunoregulacién de
la talidomida a través de mediadores solubles, gque actuaron sobre -
las células blanco, probablemente involucradas en la patologfa de -

la enfermedad.

Para conocer mejor el mecanismo de accién de la talidomida en pa~ -
cientes con DPL es conveniente realizar valoraciones inmunolégicas

en sangre periférica y andlisis inmunohistolégicos de las lesiones

caracterf{sticas de esta enfermedad, antes, durante y al término del
tratamiento con talidomida. Con este tipo de estudios aplicados a
aislar el antfgeno en la piel, también ayudarfamos a establecer mis
claramente la naturaleza del antfgeno que causa este padecimiento y

por tanto comprender rmds ampliamente su inmunopatologfa.
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RESUMEN

La Dermatosis Polimorfa Lumf{nica (DPL) es una fotodermatosis que se
caracteriza por el desarrollo de pipulas, vesfculas, eritema y pla-
cas o ecsema, con dafio en piel. Inicialmente por efecto del sol -
{rayos ultravioleta B {240 a 320]), posteriormente se pierde la re-
sistencia a la luz solar y se presenta la erupcién en diferentes eg
taciones del afic. En dicha dermatosis se ven implicados mecanismos
de hipersensibilidad tipo IV o mediada por células, segfn la clasi-
ficacién de Coombs y Gell. Se acepta actualmente que los desbrde--
nes de este padecimiento se encuentran mediados inmunolégicamente y
que pueden ser el resultado de un desbalance en la poblacién de lin
focitos T. El objetivo de este trabajo fue demostrar el efecto de
la talidomida, en pacientes con DPL, sobre el sistema inmune; prin-
cipalmente en la inmunidad celular. Se valoraron 20 pacientes diag
nosticados clfnicamente por el médico dermatSlogo como enfermos con
DPL, adem&s 30 testigos sanos clfnicamente. Se tomd una muestra de
sangre periférica para realizar el perfil inmunolégico; antes y des
pués de efectuar la administracién de talidomida vfa oral, con do--
sis diarias de 100 mg. durante 60 dfas. Los resultados obtenidos -
para la inmundidad celular "in vivo" fueron los sigujentes: antes -
del tratamiento para el PPD hubo una respuesta positiva del 78.9%,
para la varidasa 15.7% y para la candidina 84.2%; después del trata
miento respondieron positivamente al PPD 72.7%, a varidasa 18.1% y
a candidina 81.8%. Para la respuesta inmune celular "in vitro"™ por
medio del factor inhibidor de leucocitos humanos (LIF) antes del -
tratamiento se obtuvo una respuesta positiva para el PPD de 25%, pa
ra varidasa 20% y para candidina 30%, después del tratamiento la -~
respuesta al PPD fue del 30%, para varidasa 38.4% y para candidina
61.5%. Los valores normales para ambas pruebas varfan del 60-65%.
En la determinacién de linfocitos B por medio de rosetas, los resul
tados obtenidos antes del tratamiento fueron de 41 + 9.2% despuls -
del tratamiento de un 38.1 * 9.2%. En los testigos sanos se encon-
trd un 37.2% con desviaci6n estdndar de 6.1%. Para los linfocitos
" T mediante la técnica de rosetas antes del tratamiento se obtuvo un
42.5 + 11.8% (p 001) y para después del tratamiento de 39 +11.3%
{p 0.0001). En los testigos sanos se encontrd un 53.2% con una
desviaci6n esténdar de 4.8. MAmbos valores resultaron estadf{stica--
mente significativos aplicando la prueba estad{stica no paramétrica
de U de Mann Whitney. Las valoraciones de las subpoblaciones de -
linfocitos T con anticuerpos monoclonales, antes del tratamiento -
fueron para CD 62.6% % 6.7, para CD 45% + 10.65 y para Cd 29.5% + -
9.3, la relacién cooperador/supresor fue de 1.6 * 0.59%, para des--
pués del tratamiento, para Cd 55.1 + 7.8%, Cd 43.8 + 9.39% y CD - -
31.07 + 8.5%, la relacién cooperacién/supresién fue de 1.5 % 0.62%
los valores para los testigos sanos, CD 64.8 &£ 7.2%, CD 48.5 + 5.4%,
CD 29.7 # 5.3%; la relaci6n cooperacién/supresién fue de 1.5 % - -
0.47%. No se encontrd diferencia significativa ni antes ni después
del tratamiento. Después de cultivar las células con talidomida a
0, 24, 48 y 72 hrs. se midieron las subpoblaciones de linfocitos T;
los resultados se compararon con los de los testigos, no encontrdn-
dose diferencia significativa en los valores comparados. En la ac-
tivacién celular se observé una disminucién de é&sta en los pacien--
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tes con DPL con respecto 3 la activacifSn celular obtenida en los in
dividuos sanos, se hizo mayor la diferencia de activacién entre los
2 grupos conforme aumentS la concentracidn de talidomida. La cuen-
ta diferencial de leucocitos de sangre periférica de pacientes con
DPL antes y después del tratamiento se encontr® dentro de los limi-
tes normales. <Clfnicamente el 60% de los pacientes sanaron {con re
cafda entre 1-6 meses) después de haber conclufdo el tratamiento -
con la talidaomida; sin embargoe, los datos obtenidos en el laborato-
rio antes y después de administrar la droga no indican un cambio -
sustantivo en los pard&metros medidos. Con lo gue respecta al factor
inmunoregulador que Se le ha atribufdo a la talidomida probablemen-
te este se lleve a cabo por medic de otros mecanismos que no involu
cren directamente estirpes celulares sino sustancias solubles (citp
cinas), que sean.estos los que actden sobre elementos celulares, y
se lleve a cabo de este modo la inmunoregulacién de la talidomida.
Por lo gue se reguieren otres estudios que nos indiguen con mayor -
claridad el mecanismo de accién de la talidomida en pacientes con -
DPL.
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