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RESUMEN

Introduccion: La micosis fungoide es el mas frecuente dentro de los linfomas cutaneos

de células T. Afecta principalmente la piel y la diseminacién extracutanea; solo puede

ocurrir en estadios avanzados y principalmente a los ganglios linfaticos, el higado, el

bazo y la sangre. En la actualidad la técnica de citometria de flujo es de gran utilidad

en la caracterizacion inmunofenotipica de esta entidad.
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Objetivo: Caracterizar el inmunofenotipo de un paciente adulto con diagndstico
sugestivo de micosis fungoide evaluado en el Instituto de Hematologia e Inmunologia
de La Habana, Cuba.

Métodos: Se analizé una muestra de sangre periférica por citometria de flujo de un
paciente con sospecha clinica e histopatolégica de micosis fungoide. Se emplearon
anticuerpos monoclonales dirigidos contra los antigenos de diferenciacion linfoide T.
La lectura se realizé en un citémetro GALLIOS, Beckman Coulter y los datos obtenidos
se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza.

Resultados: Los antigenos con expresion positiva fueron CD5 (53,38 %), CD3 (55,73 %),
asi como la coexpresion de CD3+/CD8+ (26,07 %), CD3+/CD4+ (60,81 %),
CD45R0+/CD27+ (60,95 %), CD3+/TCR-ap doble positivos (90,33 %). Hubo ausencia de
la expresion de los marcadores CD2, CD7, CD25, CD30 y CD103.

Conclusiones: El inmunofenotipo contribuye a la comprension de los aspectos clinicos,
prondsticos y de progresion de la enfermedad, lo que tributa a un adecuado
tratamiento de estos pacientes.

Palabras clave: inmunofenotipo; micosis fungoide; citometria de flujo; linfoma de

células T.

ABSTRACT

Introduction: Mycosis fungoides is the most frequent cutaneous T-cell lymphoma. It
mainly affects the skin and extracutaneous dissemination can only occur in advanced
stages and mainly to the lymph nodes, liver, spleen and blood. Currently, the flow
cytometry technique is very useful in the immunophenotypic characterization of this
entity.

Objective: To study the immunophenotype of an adult patient with suggestive
diagnostic of mycosis fungoides evaluated at Institute of Hematology and

Immunology, Havana, Cuba.
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Methods: A peripheral blood sample was analyzed for the flow cytometry from a
patient with clinical and histopathological suspicion of mycosis fungoides. Monoclonal
antibodies directed against T-lymphoid differentiation antigens were used. The reading
was performed in a GALLIOS, Beckman Coulter cytometer and the data obtained were
analyzed using the Kaluza computer program.

Results: The antigens with positive expression were CD5 (53.38%), CD3 (55.73%), as
well as the coexpression of CD3+/CD8+ (26.07%), CD3+/CD4+ (60.81%), CD45RO+
/CD27+ (60.95%), CD3+/TCR-apB (90.33%). There was absence of the expression of the
markers CD2, CD7, CD25, CD30 and CD103.

Conclusions: The immunophenotype contributes to the understanding of the clinical
aspects, prognosis and progression of the disease, which contributes to an adequate
treatment of these patients.

Keywords: immunophenotype; mycosis fungoides; flow cytometry; T-cell lymphoma

Recibido: 26/05/2023
Aceptado: 06/12/2023

Introduccion

Los linfomas cutaneos primarios de células T (LCCT) son un grupo heterogéneo de
trastornos linfoproliferativos clonales de células T que afectan la piel. Representan del
75-80 % de todos los linfomas cutaneos primarios. La micosis fungoide (MF) es el
LCCT con mayor prevalencia y constituye aproximadamente el 50-65 % de estos; aun
asi, la MF es una enfermedad rara.(")

Se estima que su incidencia es del 0,29 % por cada 100 000 habitantes, es mas

frecuente en adultos jovenes, con una relaciéon hombre-mujer de 2:1. Esta enfermedad
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puede estar limitada a la piel durante muchos anos. La diseminacién extracutanea solo
ocurre en estadios avanzados y afecta principalmente a los ganglios linfaticos (GL), el
higado, el bazo y la sangre. La afectacién de la médula 6sea (MO) es muy rara.?

En su patogénesis se describe la asociacion con los alelos del HLA (siglas del inglés
Human Leukocyte Antigen) de clase Il -DRB1*05, -DRB1*11 y -DQB10*03; este ultimo, se
reportd en seis familias con varios miembros afectados por LCCT. Se sugiere el papel
de un antigeno crénico; entre los agentes involucrados estan el virus linfotrépico
humano (HTLV-1), el citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein-Barr (VEB), los
superantigenos de Staphylococcus aureus®4 y la estimulacion de los linfocitos TCD4
cooperadores por células de Langerhans intraepidérmicas. Esta teoria sugiere que la
causa de la enfermedad puede ser un proceso proinflamatorio o policlonal, hasta la
bien desarrollada forma clonal, que se explica por la persistencia inmunolégica del
microambiente cutaneo.®)

Existe una respuesta Th2 incrementada en la MF/sindrome de Sézary (SS),
caracterizada por un incremento de interleucinas (IL) detectables en la piel y la sangre
periférica (SP), como la IL4, IL5 e IL10 producidas por el linfocito atipico; las cuales
generan una diminucioén en el nimero de células dendriticas y, secundariamente, de
células TCD8+ citotoxicas y células asesinas naturales (NK) y de las citocinas que
estas producen, como interferén (IFN) a, IFNy e IL12.

Las células presentadoras de antigenos expresan CD40 en su superficie, que es
habitualmente activado por el ligando de CD40, expresado a su vez por linfocitos T.©
Los linfocitos T atipicos de la MF/SS no lo expresan, con lo que no se produce la
activacion de las células dendriticas y la subsiguiente produccién de citocinas. Estas
citocinas son el IFNa (producidos por las células dendriticas plasmocitoides) y las
IL12, 15 y 18 (dendriticas mieloides) todas implicadas en la activaciéon de las células

NK CD56+ y las células T CD8+ citotdxicas, productoras ambas de IFNy. Estos dos
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puntos son claramente responsables del estado de inmunosupresioén propio de estos
pacientes, con aparicion de neoplasias secundarias e infecciones.(":8)

El diagndstico de las MF es un desafio, especialmente en las fases iniciales.® Es una
enfermedad de evolucién lenta y progresiva que puede llegar a comprometer la vida del
paciente por la invasion de los GL y la M0.(9 Se realiza teniendo en cuenta criterios
clinicos, histopatolégicos, inmunofenotipicos y moleculares.(')

En ese sentido, la MF es un linfoma de células T auxiliadores de memoria; se
caracteriza por la expresion de los antigenos (Ags) CD3+, CD4+, CD45R0+. El fenotipo
mas frecuente de las células neoplasicas es, ademas, CD2+, CD5+, CD8-, TCR a/B+y
CD30- en ausencia de transformacion. Puede ser doble positivo (CD4+/CD8+) o doble
negativo (CD4-/CD8-), pero el fenotipo de las células T no tiene implicaciones en el
prondstico. El antigeno CD7 se expresa en un tercio de los casos. Con la evolucién de
la enfermedad puede producirse la pérdida de algunos de estos Ags de la célula T. Es
rara la presencia de CD8 en los adultos. En la infancia y la adolescencia es mas
frecuente la expresion de CD8+, CD2+ y CD7-. La adquisicién evolutiva de CD30 tiene
valor pronéstico.(1?

El inmunofenotipaje por CMF proporciona un enfoque mas apropiado para la
evaluacion del SS y la MF, pues permite la evaluaciobn de multiples Ags
simultdaneamente para identificar las células T que tienen una combinaciéon de
hallazgos que difieren de la norma, como la ausencia de CD7 y de CD26 y la tincién de
intensidad débil para CD3. En la actualidad se recomienda la evaluacion objetiva de la
carga tumoral mediante CMF de la SP para todos los estadios de MF, lo que resulta
esencial para la identificacion de umbrales clinicamente relevantes para la gravedad
de la enfermedad y la respuesta a la terapia.('?

Este trabajo tiene como objetivo caracterizar el inmunofenotipo por CMF de un
paciente adulto con diagndéstico sugestivo de MF evaluado en el Instituto de

Hematologia e Inmunologia (IHI) de La Habana, Cuba.
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Métodos

Se obtuvo una muestra procedente de SP (3 mL), por puncién venosa en un tubo con
etilendiamino-tetra-acetato de potasio (EDTA) de un paciente con sospecha clinica e
histopatoldgica de MF. La identificacion y cuantificacion de los Ags expresados en la
MF se desarrollé por la técnica de CMF, con el empleo de anticuerpos monoclonales
(AcMo) dirigidos contra los Ags de diferenciacion linfoide T. En todos los casos, los
AcMo fueron previamente titulados y conjugados directamente por el fabricante a los
fluorocromos isotiocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), aloficocianina
(APC) y ficoeritrina cianina 5 (PC5). El panel de AcMo que se empled fue:
AntiCD4PE/CD3PC5%; AntiCD8PE/CD3PC5%; Anti-CD45ROFITC/CD27APC;
AntiCD3PE/TCR-a3 APC; Anti-CD2 FITC*; Anti-CD5 FITC**; Anti-CD7PE*; Anti-CD25PE*;
Anti-CD30FITC*; Anti-CD103PE*; de las firmas BeckmanCoulter (*) y Milteny (**).

Técnicas y procedimientos de laboratorio

Se dispensaron 50 pL de la muestra procedente de SP en cada tubo de 15 mL, las
cuales se incubaron con 5uL de las combinaciones correspondientes de AcMo durante
30 min, a oscuras y a temperatura ambiente (TA). El lisado de los hematies se realizé
con cloruro de amonio, durante 10 min, a TA. Posteriormente, las células fueron
lavadas en dos ocasiones con cloruro de sodio a 0,9 % y centrifugadas durante 10 min
a 1500 rpm. Finalmente fueron leidas en un citometro GALLIOS, BeckmanCoulter,
ubicado en el departamento de Inmunologia del IHI.

En el momento de adquirir las células en el citometro (10* células), se realizé6 una
calibracion previa con la muestra que contenia solamente sangre total (control
negativo). Cuando la luz difractada incidié en el mismo eje de la luz incidente. Se

evalud el tamano celular, a través del forward scatter (FSC). Por otro lado, cuando la luz
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difractada y reflejada se detecté a 90° de la direccion del laser, se evalué la
complejidad interna celular o granularidad, a través del side scatter (SSC).

Se analizaron los histogramas correspondientes al tubo control, a través de los cuales
se establecieron los limites de la emisién de fluorescencia de los fluorocromos
utilizados.

Se utiliz6 como estrategia de analisis, el grafico de puntos sobre el total de células
marcadas para la separacion de los singletes; células que pasan una sola vez por el
laser y presentan la altura de sefnal (FSC-H) y el area de senal (FSC-A) uniforme que el
citobmetro registra como un evento, descartando agregados celulares (dos o mas
células).

Se utilizé el grafico de puntos CD45 vs. SSC para separar la poblaciéon de linfocitos de
las restantes poblaciones celulares y del detrito celular. Se realizé el analisis sobre
esta poblacion.

Se utilizaron graficos de histogramas de fluorescencia para evaluar a través de la
intensidad de fluorescencia media (IFM) la expresion de los Ags CD2, CD3, CD5, CD7,
CD25, CD30, CD103, ademas de gaficos de dotplot para evaluar la coexpresion de los
antigenos CD3+/CD4+, CD3+/CD8+; CD3+/TCR-af3+; CD45R0+/CD27+.

Los datos obtenidos se analizaron con el empleo del programa informatico Kaluza. Se
considero positivo, si el porcentaje de expresion del antigeno fue igual o mayor que 20

% en los linfocitos maduros.

Resultados

La estrategia diagndstica propuesta por los investigadores para el analisis permitié la
identificacion y cuantificacion de los Ags expresados en la poblacién de linfocitos

procedentes de la SP.
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En la fig.1A se obtuvo la distribucién de las células del paciente en estudio mediante la
separacion de los singletes (FSC-H vs. FSC-A). Por su parte, la fig.1B muestra la
ventana de seleccion segun el tamafo celular (FSC) y complejidad interna (SSC). La
fig.1C evidencia el grafico SSC/CD45FITC, en el que se discriminé la poblacién de

linfocitos maduros, sobre la cual se realizé el analisis.
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Fig. 1 - Distribucion total de las células procedentes de la sangre periférica de un paciente con
Micosis fungoide. A) Separacion de los singletes. B) Separacion de las células segun su
tamano (FSC) y complejidad interna (SSC). C) Separacion de los linfocitos maduros utilizando
SSC vs. CD45. All: total de células contadas. B: % de la poblacién de linfocitos maduros en

relacion con el % total de células contadas.

La fig. 2A muestra el grafico dotplot CD3/CD8, en el cual se obtuvo la expresion del Ag

CD8 (26,07%) sobre el total de linfocitos T que expresaron CD3. Luego, sobre esta
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poblacién se analizé la coexpresion de los Ags CD3+/CD4+ correspondiente a la
poblacion de linfocitos T colaboradores (60,81%) (fig. 2B). La coexpresion del marcador

CD3, caracteristico de los linfocitos T, con TCR-af fue de 90,33 % (fig. 2C).
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Fig. 2 - Ay B) Grafico de dotplot que muestran la poblacién de células T CD3+CD8+y
CD3+CD4+ respectivamente, en relacion con el total de células contadas. C) Grafico de dotplot

que muestra la coexpresion de los Ags CD3+/ TCR-af3 (D++).

Con la estrategia de analisis que se emple¢, la coexpresion de los Ags CD45R0+/CD27
sobre la poblacién de linfocitos T CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+, fue de 60,95 % y 16,14 %,
respectivamente (fig. 3A 'y 3B).
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Fig. 3 - A) Graficos de dotplot que muestran la poblaciéon de linfocitos CD45R0+/CD27 sobre la
poblaciéon T CD3+/CD4+ (F++). B) Grafico de dotplot que exhibe la coexpresion de los Ags
CD45R0/CD27 sobre la poblaciéon T CD3+/CD8+ (E++).

Hubo ausencia en la expresion de los Ags CD2 y CD7; mientras que CD5 se expreso en

un 53,38 % (fig.4A, By C).
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Fig. 4 - Histogramas que muestran intensidad de fluorescencia media (IFM) de la expresion

positiva de los antigenos CD5 (C) y negativa de CD2 (A) y CD7 (B).

Los marcadores fenotipicos CD25, CD103 y CD30 no se expresaron en el paciente en

estudio (fig.5).
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Fig. 5 - Histogramas que muestran la ausencia de expresion de los antigenos A) CD25, B)

CD103y C) CD30.

Discusion

Los LCCT se consideran una neoplasia linfatica créonica de la piel que puede afectar la
sangre, los GL y los 6rganos viscerales. Su diagnostico preciso es importante porque
tiene similitud con otros infiltrados cutaneos linfocitarios y requiere un tratamiento
especifico para su control prolongado. El linfoma de células T (LCT) mas comun de la
piel es la MF.(4)

Como parte del algoritmo diagnéstico de los LCCT, el inmunofenotipo por CMF,
constituye una técnica de avanzada para medir la participacion de la sangre en todas

las etapas de MF y SS.(19)
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En la mayoria de los pacientes con LCT predomina el patrén general de los linfocitos T
con funcién auxiliadora CD3+CD4+ y solo en la minoria se expresan los marcadores
que identifican la funcién citotéxica reconocida como CD3+CD8+. Se utilizan otros
marcadores con fines diagndsticos que identifican poblaciones de células T como son
el CD5, CD7 y CD28; otros dirigidos contra las células B (CD19, CD20) y varios que
identifican estructuras relacionadas con la progresion de la enfermedad.('® Se
caracteriza, ademas, por la expresion de CD45R0+ y otros marcadores de células T
como es CD7 que a medida que avanza la enfermedad pierden su expresion;
particularmente la expresion de CD7 se considera un hallazgo sensible y especifico de
MF.(07)

El Ag CD3, junto a los Ags CD2 y CD5, constituyen los Ags pan-T, expresados por
practicamente, la totalidad de los linfocitos T maduros en SP y tejido linfoide.('"

El andlisis del receptor de células T (RCT) tipicamente revela reordenamientos del gen
alfa-beta monoclonal. La ausencia de este reordenamiento permite diferir el
diagnéstico definitivo a medida que se desarrolla el cuadro clinico.('® El paciente en
estudio coexpreso los antigenos TCR-ap+/CD3+ en un 90,33 %, resultado acorde con
otros investigadores.(')

En el estudio de Washington y otros('® sobre el inmunofenotipo de linfocitos T en SP de
pacientes con MF/SS encontraron, mediante CMF, que los niveles (expresion
disminuida o negativa) de CD3 (expresion alterada en el 34 % de los casos) se
correlacionaron con aquellos de RCT-af (expresion aberrante en el 31 % de los casos).
Sin embargo, no se encontrd relacion con las variaciones que puede presentar la
expresion de CD4. Al parecer, estas diferencias en Ags relacionados con el RCT indican
que los linfocitos tumorales presentan alguna alteracion en la formacién/regulacién
del este. CD3 es una molécula coestimuladora de RCT.

En el LTC se expresan como Ags en la superficie celular las moléculas CD45R, CD4,

CD8, la cadena p55 del receptor de IL-2 y el RCT. Este RCT de las células malignas
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representa una fuente potencial de antigeno tumoral. En el LTC los heterodimeros
proteicos son expresados clonotipicamente en niveles altos en la superficie de la
célula tumoral y estan abundantemente representados en el reticulo
endoplasmatico.@0

El linfocito atipico en la MF/SS es un linfocito maduro CD4+. Generalmente, la
presencia de células CD4+ puede incluso duplicar a las CD8+ en los infiltrados
cutaneos de MF.@) La presencia de linfocitos CD8+ en el infiltrado neoplasico se
considera un hallazgo de buen prondstico por su caracter protector, por formar parte
de forma critica en la respuesta inmune antitumoral. De hecho, en la enfermedad
MF/SS avanzada se produce una disminucion de la presencia de estas células
citotoxicas en SP, lo que disminuye la actividad inmunitaria celular antitumoral y
antimicrobiana en estos pacientes. Vermeer y otros?? también demostraron una mayor
presencia de estas células en muestras cutaneas de placas de MF en comparacién
con lesiones tumorales.

Parcialmente en contra de estas observaciones esta el estudio posterior de Goteri y
otros® quienes encontraron una menor proporcion de células CD8+ (dérmicas) en
aquellas biopsias cutdneas de MF en estadios iniciales con un menor infiltrado
neoplasico en dermis. Una posible explicacion de los autores a este hallazgo fue que
en estos estadios inicipientes no hubo aun suficiente activacion de linfocitos
citotéxicos CD8+ por parte de los Ags de las células tumorales de MF, alun escasas.
Los mismos autores si encontaron un porcentaje de células CD8+ no desdenable en
lesiones con gran infiltrado de linfocitos neoplasicos, como imagen de la clara
activacion de estas células en lesiones de MF avanzada. Un estudio® indicé que el
prondstico de la MF temprana no esta influenciado por el fenotipo, mientras que otros
indicaron que los pacientes con MF CD8+ tienen una tasa mas baja de progresion de la

enfermedad, un curso indolente y un buen pronéstico.(1?
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Por su parte, CD2 se expresa también en fases iniciales de la diferenciacion de los
linfocitos T. Se adquiere por parte de los protimocitos en su maduraciéon hacia los
timocitos inmaduros, que lo expresan junto con CD5.

En el estudio de Florell y otros,?® la delecion parcial de CD2 (es decir la negatividad
para este antigeno en mas de 30 % de los linfocitos) tanto en las células epidérmicas
como en el infiltrado dérmico, resulté un hallazgo especifico del diagnéstico de MF. En
el estudio que se presenta el CD5 se expresé en el 53,38 % y hubo ausencia en la
expresion del antigeno CD2, aunque el andlisis se hizo en SP.

El CD7 es una glicoproteina de membrana de los linfocitos T, entre otras células
(también monocitos y células NK). En el estudio de Washington y otros('® se observo
que la expresion de CD7 en los linfocitos T tumorales de la SP es la Unica que sufre
variaciones a lo largo de la evolucién de la enfermedad; hallaron alteraciones en la
expresion de este Ag hasta en el 61% de los casos analizados. Esta variabilidad pudo
deberse a que es un Ag muy regulado por el microambiente tumoral o por los
tratamientos utilizados. En este estudio la expresion del antigeno CD7 estuvo ausente,
lo que se encuentra en consonancia con lo antes expuesto.

El CD25 corresponde a la cadena a del receptor linfocitario para IL-2; el complejo
comprende ademas la cadena B (CD122) y y (CD132). Jonesy otros?® demostraron que
la expresion de CD25 es variable en los LCCT: la maxima expresién ocurre en las
células tumorales epidérmicas y de SP y es menor en dermis y en los GL. Sin embargo,
el estudio de este paciente arrojoé la ausencia en la expresion del CD25 que apoya la
idea de su variable expresion, en este caso, en la SP.

En lineas generales, los linfocitos malignos en la MF suelen ser CD3+CD4+ y CD8-, pero
con frecuencia pierden la expresion de otros Ag celulares pan-T. Por lo tanto, la
demostracién de una poblacién significativa de células CD4+ que carecen de expresion

de CD2, CD5 y/o CD7 es altamente especifica (especificidad > 90 %) para la MF en la
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mayoria de las series reportadas,?”) datos que se corresponden con la expresion
antigénica del paciente en estudio.

Como principal aporte cientifico cabe resaltar el algoritmo de trabajo que se propone
para el diagndstico por citometria de flujo de la MF, que fue elaborado después de
realizar una minuciosa revision de la bibliografia, teniendo en cuenta los reactivos
disponibles en el laboratorio. Los resultados de este trabajo demostraron que el
flujograma propuesto por los investigadores permitié identificar la expresion de los
Ags mas frecuentemente expresados en pacientes con MF. Particularmente, en esta
enfermedad, el inmunofenotipo no solo impacta en el diagndstico, sino, ademas,
contribuye a la comprension de los aspectos clinicos, prondsticos y de progresién de
la enfermedad, por lo que es necesario la utilizacién de un panel combinado de
marcadores de células T y B independientemente del estadio de la enfermedad,

analisis que tributa al adecuado manejo de estos pacientes.
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