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INTRODUCCION

La Micosis Fungoide (MF) es un linfoma primario cutdneo epidermotrdpico constituido por
células T de tamafio pequeiio o intermedio con nucleo cerebriforme (1) . En la forma clasica (la
mas frecuente) se caracteriza por comenzar por areas en la piel maculosas que evolucionan
lentamente a placas infiltradas y posteriormente a estadio tumoral. Ocasionalmente
evoluciona de forma agresiva a pesar de las diferentes estrategias terapéuticas.

El sindrome de Sézary es una variante agresiva de linfoma T cutdneo con presentacion
leucémica en el cual se identifican en sangre periférica células malignas (células de Sézary); se
define por la triada eritrodermia, linfadenopatia generalizada y la presencia de células

neopldsicas clonales T con nucleos cerebriformes en sangre periférica (1)

La MF es el linfoma mas frecuente de los que se originan en la piel. La edad media de aparicion
se sitla entre la 52 y la 62 década. La incidencia esta entre 0.5 y 1 caso de cada 100.000
habitantes/afio. Se ha multiplicado por 4 en un periodo en que el resto de los linfomas
aumenté solo un 16% (2, 3).

La mayoria de pacientes muestran un curso clinico indolente durante afios. Sin embargo, el
prondstico es muy variable dependiendo del estadio. Cuando hay afectacién extracutanea o
transformacidn en un linfoma de alto grado, la mediana de supervivencia es menor de un afo
(4). La supervivencia a 5 afios en estadio de mancha/placa es muy buena, alrededor del 80-
90%, sin embargo cuando aparecen tumores o eritrodermia, ronda el 40% y si se encuentran
ganglios afectos, se situa en torno al 30% (4). Dada esta variabilidad y siendo la enfermedad
potencialmente letal, es esencial determinar factores prondsticos predictores de la evolucion
posterior y si fuera posible factores predictores de respuesta a los tratamientos actuales. La
ausencia de remisién completa al primer tratamiento con o sin progresidon posterior de la
enfermedad se relaciona inversamente con las curvas de supervivencia para mortalidad por

linfoma y mortalidad total en estos pacientes (5)(6).

Tradicionalmente los criterios que han tratado de elucidar el prondstico contenian
estrictamente parametros clinicos basados en el sistema de estadiaje descrito en 1979 por el
MJ Cooperative Group of the American Joint Commmitee on Cancer (AJCC) (ANEXO 1y 2)(8)
este sistema reproducia la forma cldsica de valorar el prondstico tumoral mediante la
clasificacion T (tamafio o extensién tumoral) , N (afectacion ganglionar) y M (afectacion
visceral), y no fue revisado hasta el afio 2005 . Posteriormente en el afio 2007 la revision de
esta clasificacidon por los grupos ISCL/EORTC incluyd en los estadios iniciales, mas categorias
(7). Pero este sistema aun no ha sido validado, y dentro de un mismo estadio la progresion de

los pacientes es diferente.
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En esta linea nuestro grupo de investigacidon decididé participar en la busqueda de un mejor
sistema de estratificacién del riesgo para estos pacientes, capaz de predecir el riesgo de
progresion y supervivencia de un paciente concreto segun su perfil inmunohistoquimico y la
caracteristicas morfoldgicas del tumor. Pocos de los estudios multicéntricos han utilizado
factores inmunohistoquimicos. Los intentos de encontrar factores prondsticos
inmunohistoquimicos solo han sido realizados en series cortas de pacientes y aun no han sido

validados y aplicados a los indices prondsticos como el CLIPi (5)

HIPOTESIS CONCEPTUAL:

Existen marcadores inmunohistoquimicos capaces de predecir la progresién de la enfermedad
y la supervivencia de los pacientes con Micosis Fungoide.

HIPOTESIS OPERATIVAS:

- Los pacientes con Micosis Fungoide que han presentado progresion de la enfermedad
(definida como evolucién de estadios iniciales: I, 1l, lla; hacia estadios intermedios Ilb, llla o
avanzados lllb, IVa,IVb) es previsible que tengan distinta expresion de proteinas en las

muestras tomadas al inicio de la enfermedad que los pacientes que no han progresado .

- Los pacientes con Micosis Fungoide que tras al menos 5 afios de seguimiento han
evolucionado desfavorablemente y han muerto es previsible que tengan distinta expresién de
proteinas en las muestras obtenidas al principio de su enfermedad e incluidas en parafina, con
respecto a las muestras obtenidas e incluidas de igual forma de pacientes que, tras al menos 5

afios de seguimiento, contindan vivos.

OBJETIVO PRINCIPAL :

Determinar en muestras incluidas en parafina de pacientes con estadio inicial de Micosis
Fungoide los marcadores capaces de predecir diferencias en la progresion de la enfermedad y

la supervivencia.
Este objetivo general se desarrolla en los siguientes objetivos concretos:

- Determinar las caracteristicas histolégicas y su relacidn con la progresién de la enfermedad

y la supervivencia.

- Determinar las caracteristicas inmunohistoquimicas y su relacién con la progresion de la

enfermedad y la supervivencia.

PACIENTES, METODOS Y MATERIAL

Estudio de cohortes histdricas (retrospectivo). Recoge una serie de 91 pacientes con

diagnéstico de MF , con confirmacidn bidpsica segun criterios aceptados por la Internacional
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Society for Cutaneous Lymphoma en cualquiera de los estadios (Tempranos : IA,IB, IIA;

Intermedios: 1B, Ill, IVA; Avanzados: IVB) (11). Deben cumplir los criterios de inclusién :
- Seguimiento de al menos 5 afios

- Disponibilidad de un bloque de parafina con material suficiente para estudios

inmunohistoquimicos y construccidon de matrices de tejido

- Pacientes con consentimiento informado para este estudio , incluidos en la

base de datos de variables clinicas del servicio de dermatologia
CLASIFICACION EN ESTADIOS

Utilizamos la clasificacién en estadios (7) que divide las fases de evoluciéon de la micosis
fungoide en estadios: IA, IB, IIA, 1IB, lll, IVA, IVB e incluye la situacion de afectacidon sanguinea
(B) como una variable aparte pero también recogida en el estudio. Esto se justifica por estar

los pacientes diagnosticados en su mayoria antes de 2005.

MATRICES DE BIOPSIAS CUTANEAS COMPLETAS: MACROMATRICES DE PIEL (skin

macroarrays)

Para optimizar la eficiencia de los estudios con multiples marcadores inmunohistoquimicos
desarrollamos una variante del método de arrays, que consiste en construir matrices tisulares
con al menos 20 casos en cada “macromatriz” pero que incluyan la muestra completa de piel y
no sdélo un cilindro . Los métodos anteriores de incluir solo un “core” o cilindro de tejido no
eran adecuados a nuestro estudio porque la MF tiene poca celularidad tumoral. Pudimos

valorar separadamente las areas de epidermis y dermis.

VARIABLES A ANALIZAR

Realizamos estudio de 14 parametros histoldgicos y 25 marcadores inmunohistoquimicos

descritos en el apartado y las tabla siguientes.

VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Linfocitos con halo perinuclear en la unidon dermoepidérmica o en epidermis, linfocitos en
cadena en la unidon dermo-epidérmica , epidermotropismo desproporcionado, microabcesos
de Pautrier, linfocitos atipicos en dermis de mayor tamafno que en epidermis , colageno “en
alambre” en dermis papilar, atipia linfocitaria (menor de 25% de las células) actividad mitética
( n2 mitosis/10campos de gran aumento), espongiosis en epidermis, afectacion folicular focal,
foliculotropismo intenso (mayor que afectacién en epidermis), infiltrado perivascular ,

densidad del infiltrado en dermis y mucinosis folicular.
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VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Antisuero

Reactividad

Punto de corte tras agrupar *

CD3 poliDako Pos/neg > 30% céls. positivas

Cd4 4B12 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD8 C8144B Pos/neg > 30% céls. positivas

CD2 AB75 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD5 4C7 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD7 272 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD30 6DG5 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD54 23G12 Pos/neg >5% céls.positivas

FOXP3 206D7G7 Pos/neg > 30% céls. positivas

TCRBF1 823 Pos/neg > 30% céls. positivas

TCL-1 4042 Pos/neg > 30% céls. positivas

Bcl-2 1214 Pos/neg > 30% céls. positivas

TIA1 2G9 Pos/neg >5% céls.positivas

Ki-67 MIB1 Alto/bajo >15% céls. positivas

Ikba 5 Pos/neg >5% céls.positivas

ZAP-70 2F3.2 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD25 Cc9 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD95 M30 Pos/neg > 30% céls. positivas

STAT-1 C136 Pos/neg >30% céls.positivas (se valord tincion nuclea y
citoplasmicar)

P 16 F12 Pos/neg > 30% céls. positivas

MAL 6D9 Pos/neg > 30% céls. positivas

STAT4 policlonal Pos/neg > 30% céls. positivas (se valoro tincion nuclear y
citoplasmica)

STAT3 F-2 Pos/neg > 30% céls. positivas (se valord tincion nuclear y
citoplasmica)

CD123 6H6 Pos/neg >5% céls.positivas valorado en acompafantes
de epidermis

PD1 NAT 105 Pos/neg >10% céls. positivas

ANALISIS ESTADISTICO

Para ambos analisis las variables determinadas fueron supervivencia por todas las causas de

muerte, supervivencia en muerte especifica por enfermedad y progresidon. La progresion se

valoré segun criterios aceptados

internacionalmente como paso a estadios T3, T4,N3, M1

(visceral), linfoma o muerte por enfermedad (13) . Se utilizé el programa informatico STATA.
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RESULTADOS

Realizamos dos analisis uno para el grupo total de pacientes y otro para el subgrupo de

pacientes en estadios inciales. Obtuvimos resultados semejantes aunque el menor nimero de

muestra en el subgrupo de pacientes en estadio iniciales disminuia la significacion estadistica.

TODOS LOS ESTADIOS
Supervivencia global

ESTADIOS INICIALES (IA,IB,l1A)

valoracién p-val | H.R Valoracion | p-val H.
R.
Variables CD30 Células neoplasicas de | 0,028 3,04 CD30 Células 0,047 3,81
IHQ epidermis >30% (factor de neoplasicas de
positivas riesgo) epidermis >30%
positivas
Bcl2 Células neoplasicas de | 0,041 2,87 Bcl2 No sig
epidermis >30% (factor
positivas protector)
Ki 67 No sig Ki67d No sig 0,07
MAL No sig MAL No sig
CD4 Células neoplasicas (factor
abundantes en dermis protector)
Variables Linfocitos En la unién 0,035 0,2 No sig
histolégicas con halo dermoepidérmica : (factor de
claro abundantes o escasos riesgo)
Supervivencia especifica (muertes por enfermedad)
Variables CD30 Células neoplasicas 0,028 5,39 CD30 Células No Val
IHQ de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
positivas
Bcl2 Células neoplasicas 0,029 5,12 Bcl2 Células No Val
de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
positivas
Variables Linfocitos con No sig No sig
histolégicas | Maloclaro
Progresion (paso a T3, T4, N3 o M1 o exitus por enfermedad)
Variables CD30d Células neoplasicas 0,045 2,53 CD30d Células 0,037 3,71
IHQ de dermis >30% neoplasicas de
positivas dermis >30%
positivas
CD30 Epidermis No sig
Kie7d Células neoplasicas 0,007 3,33 Kie7d Células 0,009 49
de dermis (>15%) neoplasicas de
dermis (>15%)
MAL Células neoplasicas 0,011 3,1 MAL Células 0,007 6,5
de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
|| positivas
PD1le Células neoplasicas 0,007 51 PD1le No sig
de epidermis >30%
|| positivas
PD1d Células neoplasicas 0,035 5,7 PD1d No sig
de dermis >30%
positivas
Variables Linfocitos Valorar el tamafio de | 0,047 2,39 Linfocitos 0,33
histolégicas atipicos en las células atipicos en
dermis de neoplasicasy dermis de
mayor comparar dérmicas y mayor
tamaiio que epidérmicas tamaiio que
en epidermis en
| epidermis
Atipia Al to grado/bajo 0,044 Bajo grado Atipia 0,12
linfocitaria grado en células 0,38 (factor | linfocitaria
neoplasicas en protector)
dermis y epidermis
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DISCUSION

Respecto a los hallazgos mds importantes:

CD30 y su asociacion a mal prondstico medido como supervivencia y progresiéon: En la
literatura revisada existe un articulo publicado durante la realizacion de esta tesis, con una
serie menor de casos que la nuestra, que encuentra similar relacién de CD30 con la progresién
y supervivencia (8) Otros autores han tratado de demostrar esta asociacion, pero los estudios
tenian dificultades metodolégicas y aun no estd aceptado en la literatura como factor
prondstico de forma undnime , aunque parece que hay una tendencia a que esto suceda en
breve (14). Nuestro estudio apoya esta utilidad de CD30 para determinar pacientes de mal
prondstico.

Bcl2 negativo se asocia a peor supervivencia: La relacidon con la negativizacién de bcl2 ha sido
poco estudiada en series largas de pacientes. Algunos articulos han encontrado alteracion en
las mismas vias moleculares en que estd implicado bcl2, las vias de la apoptosis y regulacion de
JUNK, lo que le daria significado bioldgico y explicaria nuestros hallazgos (9)

Ki67en dermis se asocia a mas riesgo de progresion: Varios articulos de la literatura
corroboran que una mayor expresion de ki67 (marcador de proliferacion celular) se asocia a
peor prondstico (8)(16)

MAL asociado a mas riesgo de progresidon: Este marcador ha sido poco estudiado a nivel
internacional , fue descubierto por un espafiol y ha sido objeto de las investigaciones de
nuestro grupo (15 ) Se conoce que es factor de resistencia tatamiento por IFN en cultivos
celulares. En nuestra serie se asocia a mas riesgo de progresion. Una posible explicacién es el
mecanismo de resistencia a IFN descrito anteriormente , ya que la mayor parte de nuestros

pacientes fueron tratados con IFN.

PD1 se asocia a mayor riesgo de progresidén : este marcador tanto en epidermis como en
dermis se ha visto relacionado con menor tiempo hasta la progresidon y mas porcentaje de
pacientes que progresan entre los que son positivos. La explicacién no es bien conocida y esta
poco descrita esta asociacién prondstica en la literatura. Podria tener que ver con su papel

mediador de la respuesta inmune (10)

CONCLUSIONES

La actual clasificacién en estadios (ISCL/EORTC) resulta atil aunque insuficiente para delimitar
grupos de distinto prondstico y predecir la evolucién de los pacientes con MF y su respuesta a

tratamiento.

El marcador de activacion celular CD30 (expresado en células neoplasicas de la epidermis) y la
negatividad de la inmunotincion para la proteina inhibidora de la apoptosis bcl2 (cuando es
negativa en células neoplasicas linfocitarias T de la epidermis) se asocian a peor supervivencia

por enfermedad y global en los pacientes con MF.
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La expresién de los marcadores inmunohistoquimicos: CD30 en dermis (positividad de mas del
30 % de las células) , Ki 67 (positividad de mas del 15% de las células de dermis), MAL en
epidermis (positividad de mas del 30%) y PD1 (positividad en mas del 30% de células
neopldsicas) en cualquier localizacién , se asocia a mayor riesgo de progresion en MF de forma

independiente para cada factor en el andlisis multivariante y univariante.

En el grupo de MF en estadios iniciales se confirma la asociacidn de la expresion
incrementada en mas del 30% de las células neoplasicas de CD30 en dermis, Ki67 y MAL en

epidermis con mayor riesgo de progresion.

Las variables histolégicas (exceptuando variante foliculotropa y transformacidon a células
grandes) o no mostraron asociacidon prondstica significativa o la magnitud de la asociacion

(Hazard ratio) fue baja.

Los marcadores inmunohistoquiimicos CD30, bcl2, ki67,MAL y PD1 se asocian a menor tiempo
de supervivencia y mayor riesgo de progresion , estando su expresién alterada en MF respecto
a células normales, lo que supone que podrian estar implicados en la patogenia o en la

resistencia a tratamiento de la enfermedad . Son candidatos a ser diana terapéutica.

Hemos disefiado un método modificado de construir matrices de tejido, que hemos Ilamado
“método de macromatrices tisulares” para muestras de piel y con este nuevo método hemos
preparado seis macromatrices con muestras de micosis fungoide que pueden utilizarse en

futuras investigaciones.
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lll. ABSTRACT

INTRODUCTION

Mycosis fungoides (MF) is the most frequent type of cutaneous T-cell Lymphoma. Nevertheless

the influence of prognostic factors on survival is poorly known (1).

The immunohistochemical study of MF is hampered by the small number of tumoral cells
present in biopsies from the skin, specially in initial stages .

We assesed histological and immunohistochemical characteristics of a historical cohort to
elucidate prognostic factors (2).

MATERIALS AND METHODS

We selected 91 patients with at least five-years follow up and first biopsy performed in our
hospital. We obtained paraffin-embedded blocks and constructed “macroarrays of skin “ to
evaluate histological characteristics and 23 immunohistochemical markers. We obtained
clinical data from clinical records and information about long-term outcomes from a data base
in dermatology department. We performed a survival analysis and survival curves were
compared with long-rank test. We also compared time to progression curves. Statistical

Analysis was performed with STATA 10.1 software.

RESULTS

We performed progression and survival analysis for all group of patients and independtly for
patients at initial stages with similar results about markers. In general, the outcome of patients
at early stages (la, Ib, lI1A) was significantly (p<0,004) better than advanced stages) in survival
and progression analysis. Some histological characteristics (mitosis and atypia) were
associated to prognosis. CD30 over-expressed (p<0,028) and lack of expression of bcl-2

(p<0,041 correlated in univariate analysis with a poorer survival.

Progression was predicted with CD30 positive cells in epidermis (p>0,028) or in dermis
(p<0,063) and epidermal MAL and PD1 positivity (p<0,011). Finally, ki-67 increased expression

in dermal infiltrates correlated with both poor survival and progression.



DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Clinical staging is the most important independent prognostic factor. This is in accordance with
previous studies but still needs to be improved (3) (5). We found immunophenotypical
features that predict outcome in survival and progression analysis. There are few reports
about CD30 and ki-67 expression in early stages of MF but previous findings also found
predictive value (4). MAL, PD1 and bcl-2 prognosis association have not been previously
described. All these markers could constitute and immunophenotypical prediction model of
prognosis of Micosis fungoides in future and also should be considered a possible target of
therapeutic specific therapies.
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International Prognostic Index for Folicular Lymphoma
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Interferén
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Interleuquina

International Study Group of CUTAneous Lymphoma
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Organizacion mundial de la salud

Psoraleno; Ultravioleta A; Ultravioleta B

Revised European Amerian Classification

Sindrome de Sézary

Suberoylanilide Hydroxaminacid

Receptor de células T

Receptor Toll-like 7
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V. INTRODUCCION

V.1. HISTORIA DE LA CLASIFICACION DE LOS LINFOMAS CUTANEOS

Es importante empezar por puntualizar que el término micosis fungoide (MF) no es sindnimo
de linfoma cutdneo T, sino que la MF es un subtipo de entre las al menos diez variedades de

linfomas cutdneos primarios T.

Esta confusidon en la utilizacién de los términos, procede de que durante mas de un siglo los
linfomas cutaneos fueron clasificados sélo en tres entidades: micosis fungoide (MF) , sindrome
de Sézary (SS) o afectacién cutanea por linfoma de otro origen. Hasta la década de los afos 70
, o se empezaron a diferenciar los linfomas cutaneos primarios B de la afectacién cutanea por
un linfoma de otro origen. Fue al hacer esta diferenciacién cuando empezaron a desarrollarse

las clasificaciones.

Lo primero que se observé es la aparicién de linfomas B primarios cutaneos de dos tipos, los
limitados a la piel sin progresar a otros érganos y los que tenian comportamiento agresivo y
afectaban a visceras durante su evolucién. De estas observaciones surgieron entre los afos 70
y 90 tres clasificaciones principales para los linfomas: Kiel [1]Lukes-Collins y Working

Formulation [2] todas se basaban principalmente en los rasgos morfoldgicos del tipo celular.

Al principio los informes de diagndstico incluian mas de una clasificacion, ante la falta de
acuerdos. En 1994 The International Lymphoma Study Group alcanzé por fin un consenso en la
clasificaciéon y de alli salid la clasificacion REAL (Revised European American Lymphoma
Classification) [3].

Este nuevo sistema incorporaba a los rasgos morfoldgicos e inmunofenotipicos, las
alteraciones genéticas y las caracteristicas clinicas, tratando de separar verdaderas entidades

clinicopatoldgicas por su morfologia y forma de presentacion.

Poco tiempo después la European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) Cutaneous Lymphoma Program Group desarrollé un esquema especial para clasificar
los linfomas cutaneos [4], esta ultima afiadia el comportamiento bioldgico y respuesta al

tratamiento, a las caracteristicas ya incluidas en la clasificacion REAL.

En 2001 la World Health Organization (WHO) International Agency for Research and Cancer
publico su libro “The Pathology and Genetics of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid
Tissues”, (3rd Edition). Este libro incorporaba el esquema de la EORTC , pero habia algunos
aspectos aun en discusion , como qué terminologia utilizar: “primario cutdneo” o usar
“extraganglionar”; si decir “linfoma B difuso de células grandes “ o “linfoma folicular difuso” y

el uso de “tipo de las piernas” para linfomas de otra localizacién distinta de las piernas.
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Los autores de ambas clasificaciones (grupos EORTC y WHO) se reunieron en Lyon y Zurich e
hicieron en 2005 una publicacién con el titulo : “EORTC /WHO classification of primary

cutaneous lymphoma”.

En la edicidn cuarta del libro “WHO Classification of Tumours of Haematolymphoid Tissues “ la
clasificacidon de los linfomas cutaneos se integré en la del total de los linfomas y desde
entonces es la que se utiliza para establecer las pautas de tratamiento de los linfomas
cutaneos [5]. Consiguidé establecer un modo de clasificar compatible con los linfomas
sistémicos y a la vez tener en cuenta las peculiaridades de los linfomas cutaneos. En esta
clasificacion se intenta individualizar entidades clinico-patolégicas basadas en las
caracteristicas clinicas, histopatoldgicas, inmunofenotipicas y genotipicas, intentando
establecer una correlacién con la contrapartida fisioldgica de la célula neopldsica responsable.

Reconoce 15 linfomas cutaneos de los cuales 11 son linfomas de estirpe Ty 4 son de estirpe B,
ademas se incluye la lesion precursora: Neoplasia de células NK blasticas (células CD4+/CD56+)

(Tabla 1). De entre los linfomas T el mas frecuente sigue siendo la micosis fungoide.

En las nuevas clasificaciones se ha separado como otra entidad el Sindrome de Sézary, aunque
tradicionalmente se consideraba la “variante leucémica de la micosis fungoide” , sus
caracteristicas clinicas son diferentes y se han encontrado rasgos fenotipicos de célula T
memoria , con fenotipo TH2 en lugar de fenotipo TH1 como ocurre en MF [6]. Por eso nosotros
hemos extraido de la serie, los casos de sindrome de Sézary para compararlos con el resto de
pacientes y hemos realizado un estudio independiente restringido a micosis fungoide en
estadios iniciales. El trabajo ha tratado de superar la limitacion que supone que en el
momento en que estos enfermos fueron diagnosticados, aln se consideraba al SS una variante
de MF con afectacion leucémica y no se utilizaban las técnicas moleculares actuales para
detectar los clones circulantes.

Tabla 1 Clasificacion de los linfomas cutaneos EORTC/WHO 2005

Clasificacion de los linfomas cutaneos EORTC/WHO 2005

Modificado de Willemze R, Jaffe ES, Burg G, et al. WHO-EORTC classification for cutaneous
lymphomas. Blood 2005 [7]
Linfomas cutaneos de células T y células NK
Micosis fungoide (MF)
Variantes y subtipos de MF

MF Foliculotropa

Reticulosis pagetoide

Piel laxa granulomatosa

Sindrome de Sézary (SS)

Linfoma/Leucemia de células T del adulto

Trastornos linfoproliferativos cutdaneos primarios CD30+
Linfoma cutaneo primario de células grandes anaplasicas
Papulosis linfomatoide

Linfoma de células T paniculitico o subcutaneo

Linfoma de células NK/T extraganglionar, tipo nasal

Linfoma cutaneo primario de células T periférico, inespecifico

Linfoma cutaneo primario agresivo de células T CD8+ (provisional)
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Clasificacion de los linfomas cutaneos EORTC/WHO 2005

Modificado de Willemze R, Jaffe ES, Burg G, et al. WHO-EORTC classification for cutaneous
lymphomas. Blood 2005 [7]

Linfoma cutaneo de células T y/6 (provisional)

Linfoma cutdaneo primario de células T CD4+ pleomdéficas de tamafio mediano /
pequeno.

Linfomas cutaneos de células B
Linfoma cutdneo primario de células B marginal
Linfoma cutdneo primario del centro folicular
Linfoma cutdneo primario de células B grandes, “leg type”.
Linfoma cutdneo primario de células B grandes, otros.

Neoplasias de precursores hematoldgicos.
Neoplasia hematodérmica CD4+ / CD56+ (lymphoma de células NK blasticas)

V.2. MICOSIS FUNGOIDES Y SU PRONOSTICO

V.2.1. ANTECEDENTES

La Micosis Fungoide (MF) es un linfoma primario cutdneo epidermotrdpico constituido por
células T de tamafio pequefio o intermedio con nucleo cerebriforme [8]. En la forma clasica (la
mas frecuente) se caracteriza por comenzar por areas en la piel maculosas que evolucionan
lentamente a placas infiltradas y posteriormente a estadio tumoral. Ocasionalmente

evoluciona de forma agresiva a pesar de las diferentes estrategias terapéuticas.

El sindrome de Sézary es una variante agresiva de linfoma T cutdneo con presentacion
leucémica en el cual se identifican en sangre periférica células malignas ( células de Sézary); se
define por la triada eritrodermia, linfadenopatia generalizada y la presencia de células
neopldsicas clonales T con nucleos cerebriformes en sangre periferica, ademds de en piel y
ganglios linfaticos [8]. Debe diferenciarse de la MF eritrodérmica en la cual, aparece
eritrodermia en el contexto de una MF pre-existente con ausencia o con minima afectacién de

sangre periférica (Bo o B1) [9].

La MF es el linfoma mas frecuente de los que se originan en la piel. La edad media de
aparicidn se sitla entre la 52 y la 62 década [10]. La incidencia esta entre 0.5y 1 caso de cada
100.000 habitantes/afio [11] y [12]. Se ha multiplicado por 4 en un periodo en que el resto de
los linfomas aumenté solo un 16% [13], [14] aunque recientemente en Estados Unidos parece

haber habido una estabilizacién [15]

La mayoria de pacientes muestran un curso clinico indolente durante afios [16] . Sin embargo,
el prondstico es muy variable dependiendo del estadio. Cuando hay afectacién extracutdnea o
transformacidon en un linfoma de alto grado, la mediana de supervivencia es menor de un afio
[17]. La supervivencia a 5 afios en estadio de mancha/placa es muy buena, alrededor del 80-
90%, sin embargo cuando aparecen tumores o eritrodermia, ronda el 40% y si se encuentran
ganglios afectos, se sitla en torno al 30% [18]. Dada esta variabilidad y siendo la enfermedad

potencialmente letal, es esencial determinar factores prondsticos predictores de la evolucion
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posterior y si fuera posible factores predictores de respuesta a los tratamientos actuales. La
ausencia de remisiéon completa al primer tratamiento con o sin progresidon posterior de la
enfermedad se relaciona inversamente con las curvas de supervivencia para mortalidad por

linfoma y mortalidad total en estos pacientes [19].

Tradicionalmente los criterios que han tratado de elucidar el prondstico contenian
estrictamente pardmetros clinicos basados en el sistema de estadiaje descrito en 1979 por el
MJ Cooperative Group of the American Joint Commmitee on Cancer (AJCC) (ANEXO 1y 2) [20],
este sistema reproducia la forma cldsica de valorar el prondstico tumoral mediante la
clasificacion T (tamafio o extensién tumoral) , N (afectacion ganglionar) y M (afectacion
visceral), y no fue revisado hasta el afio 2005 en que algunos autores manifestaron la
necesidad de hacer un mejor ajuste prondstico y observaron que la presencia de afectacidn
linfatica y afectacidén sanguinea (no incluida en el estadiaje en la clasificacion de 1979) eran
mejores factores predictivos de la supervivencia que el porcentaje de piel afecto, la carga
tumoral o la afectacién visceral. Presentaron un nueva estratificaciéon del riesgo con mayor
valor predicitvo individual y pusieron de manifiesto la necesidad de actualizar el sistema
descrito en 1979 [21].

En el afio 2007 la revisidon de esta clasificacién por los grupos ISCL/EORTC incluyé en los
estadios iniciales , las categorias de “manchas solas” como T1a/T2a y manchas y placas como
T1b/T2b, que se afiadia al criterio de porcentaje de piel afectada. Ademds incorpord una
clasificacion molecular de la afectacién de ganglios linfaticos y sangre periférica [22] y [23].
Pero este sistema aun no ha sido validado, y dentro de un mismo estadio la progresion de los
pacientes es diferente [24] . Se estd trabajando en desarrollar indices prondsticos que
otorguen una mayor precision en determinar el riesgo de supervivencia y progresion, se toman
como ejemplo los modelos multivariantes que se han descrito para linfoma sistémicos como el
“Indice Prondstico del Linfoma Folicular” (FLIPi) con gran valor predictivo. Este indice tras
analizar 20 variables de datos clinicos, patoldgicos y moleculares , fue confeccionado
seleccionando solo 5 de ellas, lo que lo hace un indice sencillo capaz de guiar el tratamiento

mas adecuado a cada grupo prondstico [25].

Siguiendo este ejemplo, recientemente ha sido publicado para linfomas primarios cutaneos, el
llamado “Cutaneous Lymphoma International Prognostic index (CLIPi)” [26]. Deriva de un
estudio retrospectivo con 1502 pacientes con MF y SS del cudl se extrajeron una serie de
factores prondsticos fundamentalmente clinicos. Segun este indice se consideran factores de
mal prondstico: edad mayor de 60 afios, sexo masculino, presencia de placas al inicio y no solo
manchas, variante foliculotrdpica y afectacidon ganglionar, visceral o de sangre periférica. Los
autores consiguieron estimar dos modelos: uno para estadios iniciales y otro para avanzados
con diferencias en la supervivencia para cada una de sus tres categorias o estratos de riesgo.
Sin embargo, el grupo de validacidn tenia diferencias en el prondstico con el grupo inicial de
derivacién, no se sabe si esto ocurrié porque las poblaciones eran diferentes y habian recibido

diferentes tratamientos o porque el indice tuvo algun error metodolégico en su desarrollo.
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En el momento actual, aun se estd trabajando a nivel internacional para intentar desarrollar un
indice prondstico capaz de separar grupos de diferente evolucidon y permitir un abordaje

terapéutico mas adecuado para cada caso.

En esta linea nuestro grupo de investigacion decidid participar en la busqueda de un mejor
sistema de estratificacion del riesgo para estos pacientes, capaz de predecir el riesgo de
progresidn y supervivencia de un paciente concreto segin su perfil inmunohistoquimico y la
caracteristicas morfolégicas del tumor. Pocos de los estudios multicéntricos han utilizado
factores inmunohistoquimicos. Los intentos de encontrar factores prondsticos
inmunohistoquimicos solo han sido realizados en series cortas de pacientes y alin no han sido

validados y aplicados a los indices prondsticos como el CLIPi .

Ademas, la respuesta a un tratamiento concreto podria venir determinada por la expresion de
determinadas moléculas (proteinas) en el tumor, lo que facilitaria el establecimiento de
protocolos de tratamiento uniformes para un paciente concreto con un perfil
inmunohistoquimico preciso, ya que las modalidades de tratamiento aun no han sido del todo
consensuadas [27]. Pese a la existencia de una gran variedad de estrategias terapéuticas (ver
apartado de tratamientos a continuacion en la seccion V.3 de esta introduccidn) un porcentaje
de pacientes acaban por progresar a pesar del tratamiento inicial elegido, lo que indica la

necesidad de estudios adicionales en este campo.

V.2.2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El modelo prondstico AJCC modificado en el 2007 [9], aunque delimita tres grupos de riesgo,
sigue siendo insuficiente para prededir la evolucién de forma individual y no ayuda en la
seleccidn de tratamientos de entre todo el arsenal terapéutico disponible. Los tratamientos
actualmente recomendados para la MF en fases de mancha/placa son los dirigidos a la piel:
Mecloretamina tépica, BCNU tépico, radioterapia de electrones , fotoquimioterapia (PUVA),
corticoides o bexaroteno a los que se asocia frecuentemente un modificador de respuesta
bioldgica: Interferdn, lle-2, DAB-lle-2 [11]. Recientemente el tratamiento con SAHA
(suberoylanilide hydroxamic acid) parece tener un efecto prometedor [28]. Sin embargo aun
no es posible predecir si van a ser efectivos o no en un paciente concreto y cual de las
modalidades es la indicada para cada caso especifico. La mayoria de estos tratamientos son
costosos y tienen una morbilidad importante, por tanto predecir la respuesta terapéutica
tendria beneficios sobre el gasto sanitario y mejoraria el beneficio otorgado a los pacientes

disminuyendo la iatrogenia.

Determinar un perfil inmunohistoquimico de cada grupo prondstico permitiria:

= Identificar factores prondsticos independientes del estadio
= Extraer subgrupos con mas riesgo de los estadios iniciales
= Establecer estrategias de tratamiento adecuadas (mas agresivas o mas completas)

a los grupos de peor prondstico
= Facilitar el diagndstico histopatoldgico en los estadios iniciales en que la biopsia

puede ser dudosa
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= Avanzar en el conocimiento de las posibles vias moleculares implicadas en la
patogenia de la MF y los mecanismos que determinan la progresién tumoral.

= Sugerir nuevas dianas terapéuticas segun las vias moleculares alteradas

V.3. CARACTERISTICAS CLINICAS.

La Organizacion Mundial de la salud (OMS) en su clasificacion de las neoplasias
hematopoyéticas y linfoides publicada en el afio 2008 [8] recomienda utilizar el término
micosis fungoide sdlo en los casos en que el linfoma sigue el curso clinico clasico con evolucion
desde el estadio de parches o mdculas y manchas, pasando por placas a tumor. Incluyendo
s6lo como variantes aquellas que siguen un curso clinico parecido aunque su presentacién sea
diferente. Reconoce las tres variantes: foliculotrépica, reticulosis pagetoide y piel laxa
granulomatosa. Aun asi siendo relativamente infrecuente y con estos criterios restringidos, es
el mas frecuente de los linfomas cutaneos y supone entre el 54-65% de los linfomas cutaneos

de células T y 45-50% de los linfomas primarios cutdneos en conjunto [29] y [7]

V.3.1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Los pacientes tienen una edad media de afectacidn de 57 afios en las series publicadas ,
aungque se dan algunos casos pediatricos de forma infrecuente [30]. Se ha observado un mayor
riesgo de progresion asociado a la edad [31]. Los hombres se afectancon casi el doble de
frecuencia que las mujeres [5]. Segun las razas estudiadas en Estados Unidos es mas frecuente
en afroamericanos, después en caucasicos y menos frecuentes en asidticos e

hispanoamericanos, con una incidencia respectiva por grupos: resumida tabla 2.

Tabla 2 Distribucidn de incidencia anual de MF seguin razas

LEVED Incidencia anual por millon de personas
Afroamericana 10 casos por millén anuales

Caucasica 8 casos por millén anuales
Hispanoamericana 5 casos por milléon anuales

Asiatica 5 casos por millén anuales

V.3.2. PRESENTACION CLIiNICA

Clasicamente la MF progresa desde el estadio de parche (patch) a placa y luego a
tumor,aunque puede saltarse alguno de ellos, sin embargo algunos pacientes manifiestan mas

de un estadio simultdneamente.



V. INTRODUCCION 7

. En el estadio de mancha-parche ( Patch) los pacientes se presentan con una
historia de afos sufriendo unas lesiones rojo-asalmonadas, ligeramente
descamativas que durante mucho tiempo han podido ser diagnosticadas y tratadas

como una psoriasis o un (Figura 1y 2)

Figura 1y 2 Fase de mancha-parche

Imagen de la distribucion troncular de las lesiones, con preferencia por las zonas fotoprotegidas
(bajo los brazos) e imagen del detalle (izquierda) de una lesién en estadio de mancha-parche
ligeramente rojiza-asalmonada.

= Con el transcurso de los afios, las lesiones evolucionan con placas induradas, de
bordes irregulares , que se distribuyen asimétrcamente en el cuerpo en una
disposicion en “traje de bafio” (Figura 3y 4) como resultado de la proteccién que
confiere la fotoexposicidn. Las lesiones pueden extenderse por regién mamaria,
cara interna de los brazos, flancos, region glutea y caderas [32]. Los colores de las
lesiones son variables, pueden oscilar entre rojo marronaceo y anaranjado [5].
Puede existir atrofia de la epidermis en “papel de fumar” con aspecto arrugado,
fino y delicado. Otras lesiones pueden ser poiquilodérmicas con un patrén
reticulado de eritema, hiperpigmentacion, hipopigmentacion y telangiectasias
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Figura 3 y 4 Placas induradas

Placas sobreelevadas o con aumento de consistencia, a veces de aspecto ligeramente descamativo
(izquierda). A veces las lesiones muestran areas telangiectasicas y otras de distinta pigmentacién con
aspecto poiquilodérmico (derecha)

El final de las fases de progresion en piel es el estadio de tumor, en el cual se

presentan ndédulos de mayor tamafio (en nuestro estudio los definimos como

mayores de 1cm) infiltrados por células tumorales en gran nimero (Figura 5) que a
veces se ulceran (Figura 6).

Figura5 Fase de tumor con extensas Figura6 Fase de tumor con

lesiones en placa presencia de lesiones
Imagen del hombro de un varén con extensas ulceradas
lesiones en placa y aparicién de una lesién tumoral
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= Evolucion agresiva: aunque es poco frecuente (aproximadamente afecta al 4,7%
de los pacientes), a veces la MF evoluciona a transformacion de células grandes
empeorando mucho el prondstico [33] (ver caracteristicas morfoldgicas). La
afectacion visceral o de ganglios linfaticos también puede ocurrir y aparece de
forma tardia en la evolucién. Los pacientes ademds pueden evolucionar con
eritrodermia (Figura 7) que simula un sindrome de Sézary pero sin el grado de
afectacién de sangre periférica que definiria el sindorme de Sézary [34].

Figura 7 Afectacion eritrodérmica por MF en
un varon de edad media
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V.4. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Las caracteristicas histopatolégicas de la MF difieren segln la fase clinica en que se encuentre
(mancha, placa o tumor o linfoma cutdneo T ). Los Unicos subtipos reconocidos por la OMS
son MF foliculotropa, MF tipo reticulosis pagetoide y piel laxa granulomatosa. Estas tres
variantes especiales tienen su contrapartida histopatolégica con rasgos morfoldgicos
particulares que se detallaron en el apartado anterior al describir las variantes

clinicopatoldgicas y los subtipos [5].

V.4.1. SEGUN LAS FASES EN LA EVOLUCION

V.4.1.1. Mancha-parche (patch)

Las lesiones en manchas, son las mas dificiles de diagnosticar. Caracteristicamente presentan
un infiltrado linfocitario superficial , que se dispone en banda o en cadenetas afectando a la
unién dermoepidérmica y que presenta marcado epidermotropismo (Imagen histoldgica 1) [5].
Las células T neoplasicas , son pequeias a medianas y tienen un nucleo cerebriforme, muy
irregular con marginacién de la cormatina periférica. Es muy caracteristica la afinidad por la
capa basal de la epidermis de modo que las células neoplasicas se situan sueltas o en cadenas,
a lo largo de la misma. Los linfocitos pueden presentar artefacto de retraccion del citoplasma

y del tejido circundante dando imagenes en “halo claro” (Imagen histoldgica 3).

Cuando permean la epidermis pueden formar agregados de células atipicas donde se
entremezclan algunas células dendriticas y alguna otra aislada acompafante, estos grupos

celulares se denominan “micrabcesos de Pautrier” (Imagen histoldgica 2).

Imagen histolégica 1. Linfocitos neoplasicos con
epidermotropismo. Presencia de grupos de linfocitos neoplasicos
Presencia de linfocitos atipicos en la unién infiltrando la epidermis, dan imagenes llamadas
dermoepidérmica. HE 200x "microabcesos de Pautrier" HE 200x
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Imagen histoldgica 3. Linfocitos con halo claro en
la unién dermoepidérmica. Forman “cadenetas”
o se disponen como células sueltas entre los
queratinocitos basales.HE 200x

Habitualmente no se acompania la lesién epidérmica de espongiosis. Puede acompaiiarse en la
dermis de un infiltrado mixto reactivo (no neoplésico ) que incluya linfocitos, eosindfilos y/o

histocitos ( Imagen histoldgica 4).

Otros hallazgos acompafiantes e inespecificos son la acantosis, atrofia epidérmica,

incontinencia de pigmento, hiperqueratosis o paraqueratosis leves o extravasacion
hemitica.
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V.4.1.2. Placa

En esta fase existe aln mayor afectacién de la epidermis que en la anterior. Se manifiesta por
la presencia de mas abundantes micorabcesos de Pautrier y permeacién de la epidermis sobre
todo en su capa basal, que puede mostrar cambios degenerativos en los queratinocitos [35]. El
infltrado es caracteristicamente en banda ( Imagen histoldgica 5 ), las células se distribuyen

solas o en grupos y excepcionalmente, si el infiltrado es muy denso puede practicamente

reemplazar a la epidermis .

Imagen histolégica 5. Fase de placa. Infiltrado linfocitario en banda en dermis superficial y
afectando a la capa hasla epidérmica. Moderados cambios en epidermis con discreta para

queratosis y acantosis (izquierda) . HE 200x

Igualmente la epidermis puede mostrar cambios reactivos inespecificos como acantosis leve,
paraqueratosis parcheada, hiperqueratosis o puede haber incontinencia pigmenti o fibrosis en
dermis superficial ( Imagen histoldgica 5 ). Ocasionalmente existe un infiltrado acompafiante
de linfocitos, eosindfilos, plasmaticas, dendriticas y macréfagos.
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V.4.1.3. Tumor

Se caracteriza por un infiltrado denso , nodular en dermis , compuesto de sdbanas de células T
atipicas, que ocasionalmente afectan al tejido celular subcutdneo [36]. Frecuentemente se
ulceran (Figura 6), (Imagen histolégica 8) Pueden tener o no epidermotropismo, aunque
generalmente es menor que en la fase de placas. Las células en esta fase son mas variables en
morfologia pudiendo mostrar mayor tamafio y atipia, sin embargo por definicién el infiltrado
debe ser menor del 25% de células grandes. Frecuentemente aparecen mitosis que pueden ser

atipicas ( Imagen histolégica 6 y 6).

Imagen histolégica 7. Fase tumor
con atipia intensa. Aproximacion

. T S para mostrar la celualaridad
Imagen histoldgica 6.Fase tumor. Infiltrado neoplasico atipica. HE 400x

denso en toda la dermis y tejido celular subcutaneo.HE 100x

Imagen histolégica 8. Fase tumor con ulceracion .Celularidad
linfocitaria neopldsica densa. Epidermis con ulceracién y
recubrimiento de fibrina y detritu. HE 100x
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V.4.1.4. Transformacion a células grandes

El rasgo morfoldgico principal que define la transformacidon a células es la presencia de
linfocitos atipicos y grandes(mas de 4 veces el didmetro de un linfocito normal y constituyendo
mas del 25% del total del infiltrado linfoide en dermis) ( Imagen histolégica 9 ) . Las células
tienen grandes nucleos que pueden ser irregulares y con nucléolo, ademas tienen amplios
citoplasmas. Son caracteristicamente ALK negativas y en el 30% de los casos expresan CD30
[33].

A veces se acompanan de una linfadenopatia clinicamente palpable que no siempre tiene

afectacion tumoral, ya que puede corresponder a linfadenitis dermatopatica [5] .

Imagen histoldgica 9. Fase de transformacion a células grandes. El infiltrado de células grandes y muy atipicas
supera el 25% de la celularidad tumoral. HE 400x

V.4.2. SUBTIPOS CLINICOPATOLOGICOS RECONOCIDOS POR LA OMS

V.4.2.1. MF Foliculotrépica

También se la denomina foliculocéntrica o pilotréopica. Supone alrededor del 13% de todo los
casos de MF[37]. La forma mas frecuente de presentacidn es la presencia de papulas
agrupadas en cabeza y cuello (Figura 8). Puede manifestarse como alopecia, lesiones
acneiformes, tapones tipo comedo, quistes epidérmicos, hiperqueratosis folicular o manchas y
placas eritematosas con o sin prurito asociado. Estd asociada a un peor prndstico con una

supervivencia especifica por enfermedad de entre el 70-80% [37].
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La histopatologia demuestra un denso infiltrado de linfocitos neopldsicos rodeando los
foliculos o intrafolicular, suele respectar la dermis interfolicular y tiene poca afectacién

epidérmica (Imagen histolégica 10y 11).

Suele asociar degeneracién mucinosa del foliculo (Imagen histoldgica 10) pero no es
imprescindible para el diagnéstico. La degeneracion mucinosa puede oscilar entre focal
depdsito de mucina visible con hierro coloidal ( Imagen histolégica 12 ), hasta degeracion
mucinosa de los foliculos con formacién de lagos de mucina al destruir completamente los
foliculos. Cuando hay afectacién marcada de los foliculos suele haber también afectacién de
las glandulas ecrinas por lo que se superpone la entidad con la siringotrépica [36].

Imagen histolégica 11. Variante foliculotrépica.
Afectacidn de predominio folicular. HE 200x

Figura 8. MF Foliculotropa
Lesiones papulares en regién facial que han producido
alopecia de la ceja.

Imagen histoldgica 10. variante foli a. Dilatacion folicular
con abundante mucina en el interior de los foliculos. HE 200x
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Imagen histoldgica 12. afectacién folicular. Permeacidn del epitelio del foliculo por células neoplasicas
que provoca degeneracion folicular y depdsito de mucina. lzquierda: técnica de tincién HE 400x.
Derecha: técnica de tincidn Hierro coloidal para visualizar la mucina en azul intenso.

V.4.2.2. Reticulosis Pagetoide

Es una forma muy rara de MF que se caracteriza por una sola lesién en parche o placa (Figura
9). Es mas frecuente que afecte a zonas acrales, aunque a veces también se observran lesiones
en las zonas fotoprotegidas. Por definicidn estas lesiones deben afectar a menos del 5% del
total de la superficie corporal. Tiene muy buen prondstico y nunca se ha encontrado
afectacién visceral [5]. Histolégicamente las lesiones son muy caracteristicas , estdn
compuestas de un prominente infiltrado intraepidérmico, constituido por linfocitos de
tamafios medianos a grandes, con nucleos irregulares, cerebriformes y marcada distribucién
“pagetoide” es decir con mucho epidermotropismo por capas mads altas del eptelio a

deferencia de la MF cldsica cuya predileccidon es por la capa basal .

La reticulosis pagetoide tiene un fenotipo que puede ser CD4+ y CD8 - o bien citotéxicos con
fenotipo CD8 +y CD4-, frecuentemente expresan CD30 [5]

Los términos Enfermedad de Woringer-Kolopp (reticulosis pagetoide localizada) y Ketron-
Goodman (reticulosis pagetoide generalizada con fenotipo CD8+) ya no se utilizan, los incluyo
aqui por motivos histéricos y de aclaracion de términos. El subtipo Woringer Kolopp se
considera sindnimo de reticulosis pagetoide y el término Ketron Goodman se considera ahora
un linfoma T epidermotropo agresivo CD8 positivo [38].
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Imagen histoldgica 13. Reticulosis pagetoide. Presencia de
linfocitos que permean la epidermis. HE 400x

Figura 9 MF unilesional con patron de reticulosis
pagetoide
V.4.2.3. Piel laxa granulomatosa

El sindrome de la piel laxa granulomatosa es un subtipo infrecuente de MF con evolucidn lenta
[5]. Existen menos de 50 casos descritos en la literatura [39].

Clinicamente es muy caracteristica ya que presenta crecimiento desporporcionado con
grandes pliegues cutaneos en areas intertriginosas (Figura 10) . Se hace mas llamativo en las
axilas e ingles. Puede acompafiarse de cambios superficiales de tipo poiquilodérmico, parches
o placas [39]. En el estudio histopatolédgico suele encontrarse un infiltrado caracteristico en
banda o difuso, que incluye ademas de los linfocitos de nucleo cerebriforme tipicos, la
presencia de un infiltrado mixto con histiocitos y células gigantes formando granulomas . Los
histiocitos y las células giganes pueden tener en el interior linfocitos ( linfofagocitosis) o fibras
eldsticas que sufren cambios degenerativos relacionados con el aspecto “redundante2 de la
piel. La hisotologia no permite difeernciar esta entidad (subtipo reconocido por la OMS de MF)
de la presentacidn de la MF cldsica en forma granulomatosa que tiene peor prondstico, para

ello se requiere la correlacidn clinica (Figura 10).

Imagen histoldgica 14. Imagen de gran
aumento de las areas granulomatosas.
HE 400x
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Figura 10 Piel laxa granulomatosa (cutis laxa granulomatosa) Se muestra
un pliegue abdomino-inguinal redundante. Sobre la superficie epidérmic
amuestra aspecto reticular con areas de distinta pigmentacion.

Imagen histolégica 15. Piel laxa granulomatosa. Infiltrado
linfocitario neoplasico acompafiado de abundantes
histiocitos que forman células gigantes y ocupan la dermis,
produciendo degeneracién de fibras elasticas.HE 200x

Imagen  histolégica 16. Piel Laxa
granulomatosa. Tincion de orceina. Piel
Laxa granulomatosa que ha perdido el
patron normal de distribucién de las fibras
elasticas. 200x
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V.4.2.4. Sindrome de Sézary (SS)

El sindrome de Sézary es una leucemia infrecuente con una mediana de supervivencia mucho
peor que la de la MF, que ronda los tres afios y una supervivencia especifica por enfermedad a
los 5 afos que oscila entre el 10-33% segun las series [40]. Los pacientes con SS abarcan
menos del 5% del total con linfomas cutdneos. Caracteristicamente los pacientes se presentan
con la triada de sintomas : eritrodermia, linfadenopatias generalizadas y un clon neopldsico de
células T con nucleos cerebriformes en sangre periférica (células de Sézary). Frecuentemente
los pacientes presentan prurito y alteraciones en la inmunidad celular y humoral, lo que les
provoca susceptibilidad a infecciones oportunistas. El diagndstico se basa fundamentalmente
en la forma de presentacién clinica, andlisis de citometria de flujo o contaje celular en sangre

periférica e histopatologia de la biopsia cutanea.

Tradicionalmente se ha mezclado el sindrome de Sézary con la “variante eritrodérmica de la
MF”, sin embargo recientemente se ha tratado de delimitar ambas entidades considerando
incluso que su patogenia puede ser distinta. Se ha observado que biolégicamente el sindrome
de Sézary estd causado por la presencia de células T neoplasicas de tipo “linfocitos memoria”
cuyo fenotipo de interleuquinas es Th2; sin embargo las células de la MF derivan de linfocitos
efectores de la piel y al menos en los estadios inciales demuestran tener un fenotipo TH1

efector, aunque luego pueden evolucionar a Th2 [41]

Los hallazgos histopatoldgicos del SS pueden ser similares a los de la MF pero tipicamente no
son diagndsticos y a veces son poco caracteristicos [42], el epidermotropismo tan
caracteristico de la MF , no siempre estd presente. Suelen verse en dermis células atipicas
linfocitarias con nucleo caracteristico cerebriforme. En sangre periférica pueden verse células
de Sézary con el nucleo irregular, polilobulado, e indentado. Las células expresan CD3, CD2,
TCR Beta en su mayoria. Pueden expresar CD5, PD1, CD27, CLAy CCR4 [5], y suelen perder CD7
y CD26 lo que permite identificarlas entre los CD4 no neopldsicos ( positivos para estos

marcadores) en la citometria de flujo.

La definicidn de SS ha ido cambiando durante los ultimos afios de modo que al principio no se
utilizaban criterios moleculares en el diagndstico de rutina, en nuestro estudio que tiene
pacientes diagnosticados antes de 1989, otros posteriores y los uUltimos de 2004, empleamos
el criterio de “afectacion leucémica por células de Sézary” lo que supone un recuento en los
frotis de 1000 células por microlitro o en los casos en que estuviera disponible la evidencia
molecular de clonalidad del receptor T (TCR) mediante PCR o Southern-Blot, tal y como ha sido
definido después equivaldria al estadio TANO-3M0-1B2 [23]
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V.4.3. VARIANTES DE PRESENTACION CLINICOPATOLOGICA NO CONSIDERADAS POR
LA OMS

La MF es una gran simuladora y puede manifestarse con un amplio abanico de formas clinicas,
cada una de elllas tien algunas peculiaridades histoldgicas. Vamos a comentar solo algunas de
las mas frecuentes que son ademas las variantes que ocasionalmente presentaron algunos de

los pacientes de nuestra serie.

V.4.3.1. Hipopigmentada

Es una variante rara que supone sélo el 3% del total de MF [37]. Las manchas y placas tienen
bordes irregulares, son descamativas y con ligero picor y caracteristicamente se encuentran
hipopigmentadas [36]. Pueden alternarse estas lesiones con las de placa y mancha de MF
clasica. Suele tener curso lento y tan buen prondstico como la MF cldsica. Es mas frecuente en
pacientes de piel oscura, pero a veces se da en caucdsicos aunque en éstos es mas dificil el
diagnédstico y puede que muchos casos no se diagnostiquen. Es una variante que afecta mas
frecuentemente a nifos, (el 20% de las MF hipopigmentadas son nifios , a pesar de lo raro que
es la MF clasica en edad pediatrica). La hisotologia es similar a la de MF clasica , excepto
porque suelen ser CD8+ [43]. La hipopigmentacidn se cree que es secundaria a cambios en la
produccién de melanina mas que a una destruccién de melanocitos. Tras el trtamiento a veces
la piel alrededor de los foliculos se repigmenta [43].

V.4.3.2. Hiperpigmentada

También existen casos de MF hiperpigmentada con presentacidon en estadios de mancha y
placa . La mayoria de estos casos son también CD8+ ,aunque se han descrito casos CD8-CD4-y
casos CD8- y CD4+ [44]. La mayor parte de pacientes suelen ser de raza negra (Figura 11) .
Histolégicamente presenta lesiones de MF en la unién dermoepidérmica asociadas a presencia

de melandéfagos en dermis.

V.4.3.3. Siringotrdpica

Es una forma rara de presentacion de MF que a veces se ha llamado “MF siringotrdpica con
alopecia” . Se caracteriza por parches rojo-parduzcos, placas ligeramente infiltradas con
aspecto descamativo, o pequefias papulas del color de la piel o a veces eritematosas. Suelen
tener alopecia y anhidrosis (en el 70% y en el 30% respectivamente) [37] . Suele afectar a
hombres y a veces son lesiones solitarias que pueden encontrarse en cualquier localizacién. La
histopatologia muestra linfocitos atipicos de nucleos cerebriformes permeando alrededor de
las glandulas ecrinas en dermis y en la salida de los ductos ecrinos en epidiermis , de modo que
producen a veces hiperplasia del conducto secretor ecrino. Aunque puede afectar también a

los foliculos, no suele presentar mucinosis folicular [35]) ( Imagen histolégica 17 )
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Imagen histoldgica 17. Variante siringotrépica.
Afectacidn de un conducto ecrino

Figura 11 Lesiones hiperpigmentadas.
Varon de raza negra

V.4.3.4. Poiquilodérmica

Afecta aproximadamente al 11% de los pacientes y se caracteriza clinicamente por dareas
alternantes de hiperpigmentacion, hipopigmentacion y telangiectasias [36]. La presencia de
piquilodermia focal puede verse en MF cldsica sobre zonas de rozamiento o a veces parchesy
placas de larga evolucién. La histopatologia suele ser similar al a de la MF cldsica en estadio de

parche o placa.

A veces se encuentran imagenes de atrofia de la epidermis con pérdida de las crestas
epidérmicas, vacuolizacion de la capa basal vy en la dermis superficial fibrosis, melanéfagos y
telangiectsias superficiales. Existe una variante la llamada “poiquilodermia vascular atréfica”
gue reune estas caracteristicas de telangiectasias, despigmentacién moteada, atrofia y ocurre
tipicamente en el tronco y flexuras. Suele relacionarse con la presencia en dermis de vasos
capilares dilatados y macréfagos con melanina. Se observan abundantes linfocitos alrededor
de los vasos y discreto epidermotropismo, pero no suele presentar microabcesos de Pautrier
[45] Ver Figura 12.
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Figura 12 Imagen de la region mamaria de una paciente con poiquilodermia
atrofia vascular

Se observan dreas hiperpigmentadas alternando en un patrén moteado con otras

hipopigmentadas y con telangiectasias vascualres

V.4.3.5. Granulomatosa

Se trata de una variante rara que a veces se parece a una dermatitis granulomatosa o al
subtipo piel laxa granulomatosa. Sin embargo clinicamente los pacientes se presentan con
parches o placas de MF clasica, a veces con piel algo atrdfica.

Se caracteriza por presentar un infiltrado linfocitario que se mezcla con granulomas con células
multinucleadas gigantes, se localiza predominantemente perivascular o peranexial en dermis 'y
tejido celular subcutdneo, con minimo epidermotropismo. Debe diferenciarse clinicamente de
la piel laxa granulomatosa que tiene buen prondstico mientras esta otra variante de MF es de
peor prondstico con una supervivencia a los 5 afios del 66% [39]( Imagen histoldgica 18 ).



V. INTRODUCCION 23

Imagen histoldgica 18b. MF granulomatosa.
Aumento del infiltrado con presencia de
granulomas y células gigantes. HE 400x

Imagen histoldégica 18. MF granulomatosa. El infiltrado se
localiza caracrteristicamente perianexial y perivascular. Incluye,
ademas de las células neoplasicas un infiltrad acompafante
mixto con células gigantes.HE 100x

V.4.3.6. Micosis fungoide d’emblée

Fue nombrada por primera vez por Vidal y Brocq en 1885 [46]. El término se aplicaba al
desarrollo rapido de tumores sin pasar por los estadios de macula y placa. Hay muy escasas
descripciones de casos que hayan progresado de forma extremadamente rapida desde placa a
estadio tumoral, la mayoria de los casos descritos hasta ahora podrian ser en realidad linfomas
de células grandes anaplasicos CD30 + o CD30 —. [47]. En la actualidad se considera que la MF
démblée no es en realidad una MF, sino que se trata de casos de otro linfoma cutdeno mas
agresivo [47].

V.4.3.7. Micosis fungoide papular

Es una forma recientemente descrita de la que sélo existen una veintena de casos publicados
hasta el momento en la literatura [48]. Corresponde a una forma de micosis fungoide
incipiente que se presenta como pequenas pdpulas no pruriginosas, habitualmente en el

tronco.

Se diferencia clinicamente de la micosis fugoide cldsica en la que los primeros estadios
corresponden a maculas o manchas levemente eritematosas. También se diferencia
clinicamente de la papulosis linfomatoide en que las papulas son persistentes en el tiempo y
no tienden a desaparecer. Esta variante es por el momento CD30 negativa en los casos
descritos y suele tener un buen prondstico. Los casos descritos han respondido a corticoides
con remision completa con el primer tratamiento, aunque con recidiva de algunos de ellos

que requirieron tratamiento con UVB [49].
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V.4.3.8. Micosis fungoide solitaria

Se trata de una rara variante clinica descrita en el afio 1981, pero con menos de 150 casos
publicados en la literatura [50], [51], se caracteriza por presentar una Unica lesién con
caracteristicas clinicas e histoldgicas idénticas a las de la micosis fungoide clasica pero de

forma muy localizada.

Habitualmente los casos descritos han tenido buen prondstico, con remisién completa en casi
todos ellos. De entre los casos descritos, alrededor de 15 de ellos son de tipo MF unilesional
foliculotrépica, ain mds infrecuente . La mayoria remisiones tuvieron remision completa tras
tratamiento, ya sea radioterapia localizada o excisién, salvo contadas excepciones como los
dos casos publicados recientemente por Kempf et al ,que evolucionaron a transformacién en

células grandes y estadio tumoral respectivamente [52].

V.5. POSIBILIDADES DE TRATAMIENTO

En el momento actual hay una amplia gama de posibles tratamientos que se aplican segun el

estadio AJCC y que por el momento rara vez son curativos.

En estadios iniciales suele emplearse terapias dirigidas directamente a la piel [53]:

] Esteroides tdpicos

] Mostaza nitrogenada (NH2, mecloretamina tdpica)

= Retinoides tépicos (bexaroteno en gel)

= Carmustina (quimioterapia tépica con bichlorethylnitrosourea (BCNU )
] Radioterapia :

=  RDT: Radioterapia superficial localizada
=  TSEB ( Total skin Electron Beam Therapy). Irradicacion corporal total
. Fototerapia:
o PUVA (longitudes de onda de 320-400nm)
o UVB (de banda ancha 290-320 nm o de banda estrecha 311nm)
= Nuevas terapias : imiquimod, Tazaroteno ( Tabla 4 )Tabla 4 Tratamientos tépicos

adicionales no de uso habitual [53]:

En estadios avanzados suelen emplearse farmacos sistémicos [27]

] Farmacos modificadores de la respuesta bioldgica:
o Interferdn alfa (IFN alfa)
o Retinoides sistémicos. Isotretinoina, acitrtino
o Rexinoides : bexaroteno
o Inhibidores de la Histona deacetilasa [54]

] Inmunoterapia
o Denileukin-diftitox (proteina de fusion)
o Alemtuzumab (anticuerpo anti CD52)

o Brentuximan vedotina (anti CD30 inmunotoxina, en ensayos clinicos)
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Ll Quimioterapia.

Metotrexate

Gemcitabina

CHOP (Ciclofosfamida, doxorrubicina , vincristina y prednisona)
Doxorubicina liposomal pegilada

Clorambucil

o O O O O O

Analogos de las purirnas (fludarabina, 2-clorodeoxiadenosina, etc)

] Trasplante autdlogo de progenitores hematopoiéticos de médula dsea (peor
respuesta que en alogénicos)

] Transplante alogénico de progenitores hematopoiéticos de médula désea (mas
efectos secundarios que el autélogo)

Ll Otros en ensayos clinicos

V.6. CARACTERISTICAS MOLECULARES DE MF/SS

La patogenia y las vias moleculares de los mecanismos de oncogénesis de la MF y el SS adn no
se conocen. Por ello tuvimos que hacer una busqueda exhaustiva en la literatura de las
posibles vias moleculares que pudieran tener implicacion en el desarrollo de la MF y por tanto
en su evolucion. Las hipdtesis mds recientes apuntan a que un mecanismo inflamatorio inicial
podria desregularse por un fallo en los mecanismos de apoptosis. Se han escrito algunos
articulos muy recientes que describen como estan alteradas las vias moleculares de apoptosis
que incluyen bcl-2, Fas (CD95) , y p53 [55] [56] [57].

Sin embargo pocas alteraciones se han encontrado en las vias de proliferacion que incluyen los
oncogenes c-myc y ras (48). Para que la inflamacidn inicial actie como precursor de la génesis
de un tumor de linfocitos T deben darse condiciones de activacion de los linfocitos, por lo que
estudiamos también la expresién de marcadores de activacion de linfocitos T (CD25) , asi como
marcadores de maduracion y diferenciacion (CD3, CD4, CD5, CD8, CD7, TIA 1). Finalmente
algunas de las moléculas estudiadas corresponden a proteinas con funcion en la comunicacion
de los linfocitos T con su “microambiente” y mecanismos de activacién celular en respuesta a
la inflamacién (FOXP3, PD1, CD54) [58] [59] [60] [61] [62]

V.6.1. MARCADORES DE DIFERENCIACION DE LOS LINFOCITOS T

El uso de marcadores inmunohistoquimicos para el diagndstico de los subtipos de linfomas
esta ampliamente extendido. Se basa en el hecho de que los subtipos de linfomas expresan
marcadores correspondientes a las distintas etapas de la diferenciacién del linfocito. De aqui
se postula que la pérdida de marcadores de diferenciacidon podria tener también asociacién

prondstica [63].
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Las células de la MF habitualmente expresan marcadores de linfocitos de estirpe T con
fenotipo cooperador “helper”: CD2, CD3, CD4, CD5, TCRB y CD45R0. La mayoria de las MF
son CD4+ y solo una minoria muestran fenotipo citotdxico detectado por la presencia del
marcador CD8+ y ausencia de CD4 (linfocitos maduros citotdxicos). Ambos son glicoproteinas
de membrana expresadas en linfocitos maduros. Solo una minoria de las MF son CD4 y CD8
negativas [64]. Rrealizamos el andlisis de estos marcadores en estudio multivariante y para
ambos combinados en un analisis bivariante tratando de ver si la pérdida de los marcadores de
diferenciacién de linfocito maduro podian tener asociacion prondstica.

Entre las caracteristicas de las células neoplasicas se encuentra la alteracion de la expresidon de
determinadas proteinas de la estirpe T madura como CD2, CD3, CD5 y CD7, que pueden ser
positivos o negativos al comienzo de la enfermedad y en algunos casos se ha visto que se
negativizan durante el transcurso de la misma [5], [35] [65]. Esto puede ayudar a diferenciar
en los infiltrados reactivos las células T acompafantes de la inflamacién de una verdadera
neoplasia tipo MF. La negativizacion de estos marcadores es variable y hasta el momento no
ha habido muchos estudios de seguimiento a largo plazo de pacientes que relacionen el
fenotipo de las células T con la evolucidon de los pacientes, por ello hemos incluido estos
marcadores en nuestro estudio, con la esperanza de que la negativizacion tenga un significado

bioldgico que se relacione con diferencias en la evolucién (Grafico 1).

[ Patch stage ] [ Plague stage ] [ Tumor stage ]
Follculotropic
4 +co3,cpe',co7L, CD5L, CO26! PROGRESSION - CO74L, COSLY, CO26LL [ saT. miR-2231 miRa4al.
4 * Th1 (T-bet) and Th2 (GATA3) mixed * Th2 (GATA3) dominance miR-181aT, miR-93-5p1
*CXCR3 GO ¥ CCFM_ g N MF with farge cell transformation
+BCL11B *miR1S51, mif-93 miR-3dal, miR-181bT, miR-3261,
*BCLNB miR-181aT, miR-93-5p1
Grafico 1. Expresion fenotipica de los |linfocitos a lo largo de la evolucion de la MF/SS

Modificado de: M Furue et al The Journal of Dermatology 2015 Vol ( 42)10,pages 941-944

Las células neopldsicas expresan también el antigeno de superficie TCL-1. Se trata de una
molécula normalmente expresada en linfocitos T inmaduros CD4-CD8, pero no en estados
posteriores de diferenciacion. Su funcion es favorecer la supervivencia celular, funciona como
un coactivador de la quinasa de supervivencia celular AKT. En células T normales se expresa en
células CD4-/CD8-, en estadios premadurativos pero no en células en estados posteriores de
diferenciacidn. La sobreexpresién de este gen se ha relacionado con el desarrollo de leucemia
de células T maduras, de ahi su nombre (T-cell leukemia 1) [66] . Tratamos de ver si la
expresion de este antigeno puede tener relacion con la aparicion de clones especialmente

agresivos que determinen mas rapida progresion y por tanto peor supervivencia [67].
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V.6.2. RECEPTOR DE CELULAS T (TCR)

Casi siempre puede detectarse un reordenamiento clonal de los genes del receptor de las
células T (TCR). Esto en sangre periférica conduce a una peor inmunidad ya que se pierde la
diversidad normal del TCR. Si el mismo clon de TCR reordenado, se mantiene en biopsias
sucesivas se asocia a mal prondstico [68]. La presencia de un reordenamiento clonal por si
mismo es inespecifico, puede ser una ayuda al diagndstico de MF pero también aparece en
infiltrados linfocitarios no neopldsicos, aunque con menos frecuencia. Este reordenamiento
clonal suele detectarse mediante técnicas de PCR en tejido tumoral. Nosotros no hemos
incluido este analisis en nuestro estudio, hemos limitado nuestro campo de investigacion a
pardmetros histoldgicos e inmunohistoquimicos valorables por un patélogo con un
microscopio éptico sin técnicas adicionales. Nos parecié que afiadir este factor prondstico a
nuestro estudio inicial tendria una limitacidn importante porque utilizamos muestras con
escasa cantidad de tejido tumoral por ser la primera biopsia diagndstica y estar la mayoria de
los pacientes en fases muy iniciales de su enfermedad, ademas incrementaria los costes y la
complejidad de la realizacion del proyecto ya que hemos utilizado muestras completas para

hacer macromatrices.

Sin embargo tenemos la posibilidad de estudiar de otra forma el receptor de células T.
Valoramos mediante inmunohistoquimica la expresién de TCRB1, una de las proteinas de
membrana que se expresan cuando el receptor ha reordenado sus cadenas Beta y posiciona
los subtipos alfa-beta de modo que somos capaces de detectar la proteina B1. La gran mayoria
de las MF muestran reordenamiento Beta y subtipo de receptor Ba (beta-alfa). Sélo un
pequefio porcentaje reordenan gamma y persisten con esta cadena gamma en la membrana
,que en lugar de unirse a beta se une a delta, estableciendo el subtipo de receptor 8y. [69]. En
el momento del estudio no disponiamos de anticuerpo contra el receptor TCR gamma (no
comercializado), pero podiamos detectar cuales de nuestros casos no expresaban TCRB1 y ver

si ese cambio en el subtipo de receptor podia asociarse al pronéstico (Grafico 2).
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Grafico 2. Estructura del
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V.6.3. MARCADORES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LAS VIAS DE APOPTOSIS:

Elegimos las proteinas bcl2 y FAS (CD95) en funcidn de la revision de la literatura. A pesar de
que el mecanismo de alteracién en la regulacién de la apoptosis se ha sugerido como una de
las posibles vias patogénicas de la enfermedad, las moléculas que segun estudios previos
podian tener implicacion en el prondstico y estar alteradas en MF fueron las dos escogidas, ya
gue sobre otras proteinas como p53 no se ha demostrado asociacion con el prondstico [70].
Sin embargo en series cortas de pacientes se ha visto alteracion en la expresién de bcl-2 en
varios tipos de linfomas cutdneos [71] con asociacién prondstica. Siguiendo los criterios de
seleccionar las variables [72] y no aumentar el estudio, lo que dificultaria su factibilidad , no
escogimos todas las posibles moléculas implicadas en las vias de apoptosis, solo las mas
progresion o

probablemente asociadas a variaciones en respuesta a tratamiento,

supervivencia.
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V.6.3.1. Factor antiapoptosis bcl2

BCL2 es una proteina integral de la membrana interna de la mitocondria. Tradicionalmente se
descubrid su funcidon antiapoptdtica, de modo que la sobreexpresién de este gen bloquea la
muerte por apoptosis de la linea celular en que esté sobreexpresada. Este es el mecanismo de
accion comun a muchos linfomas B, cuya sobreexpresién de bcl2 viene dada por la
translocacion t(14;18) o a veces por una trisomia 18. Se estan desarrollando farmacos que

utilizan bcl2 como diana terapéutica para bloquear este proceso [73] .

En los linfomas T cutdneos parece seguir otras vias [71]. Bcl2 se expresa constitucionalmente
en los linfocitos T, como una molécula de superficie. Se ha visto que algunos linfomas de
estirpe T pierden bcl-2 y aunque por el momento no se utiliza como factor prondstico, es util
para apoyar el diagndstico en casos dudosos de neoplasias T [71].

V.6.3.2. CD95 (FAS)

Es un receptor de superficie Ilamado “de muerte celular” FAS, miembro 6 de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral, antigeno de apoptosis APT1 y antigeno de
superficie APO1. CD95 es una proteina transmembrana similar a otros receptores de superficie
de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral ,que provocan la induccién de
apoptosis y fendmenos de autoproteolisis mediados por caspasas. Se han descrito casos de
micosis fungoide en que el gen FAS se encontraba mutado en las células tumorales aisladas
desde la microdiseccion de los microabcesos de Pautrier, esta mutacidn podria dar lugar a una
inactivacién de la apoptosis que condujera a una supervivencia desmesurada que podria estar
implicada en la patogenia de estos tumores [74]. Ademds estudios de linfomas cutdneos
mediante técnicas de citometria de flujo tanto en sangre periférica como en muestras de piel,
han demostrado un descenso de CD95 y su ligando, lo que postula que en la patogenia de la
enfermedad pudiera estar implicado un déficit de actividad de los mecanismos normales de

apoptosis [75].
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V.6.4. MARCADORES IMPLICADOS EN LA REGULACION DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA Y LA ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T EN RESPUESTA A
ESTIMULOS DEL “MICROAMBIENTE”

V.6.4.1. CD25 (receptor de lle2)

(Cadena alfa del receptor de interleukina 2, IL2RA, receptor del factor de crecimiento de
células T, TCGFR, antigeno TAC). Subunidad del receptor de Interleukina 2. El gen IL2RA
codifica la subunidad alfa del receptor de superficie celular de la molécula que actia como
factor de crecimiento de células T (ILe2). Tiene un papel vital en el mantenimiento del sistema
inmune. Se expresa constitutivamente en las células T reguladoras y esta implicado en Ila
expansion de células T y la tolerancia inmune. CD 25 contribuye solo a la afinidad de unién de
IL2, no al reclutamiento de las moléculas de sefalizacion. Ademas de en células T, CD25 se

encuentra en células B activadas, en algunos timocitos, oligodendrocitos etc [76].

Su mecanismo de accién comienza cuando las células T maduras encuentran el antigeno lo
unen a un complejo constituido por CD3 vy el receptor TCR, en ese momento se activan a
inmunoblastos T, que son células con mayor capacidad proliferativa y se consideran
“activadas” morfoldgicamente, muestran nucleos de mayor tamafio, con nucléolos
prominentes y comienzan a expresar el marcador CD25 [63], es por ello que hemos incluido el
estudio de este marcador de activacidon de linfocitos T en el estudio como posible factor
prondstico , algunos autores lo han relacionado con estadios mas avanzados de MF [77]. En MF
se ha visto asociado como Unico factor prondstico en analisis multivariante a la transformacion

en células grandes [78]. También se ha visto que se expresa mas en las células de los linfomas
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cutaneos procedentes de epidermis que si las células neoplasicas proceden de un ganglio

infiltrado por lo que se postula que pueden tener relacidon con el epidermotropismo [79]

V.6.4.2. PD1 (muerte celular programada 1, PDCD).

El gen PDCD1 codifica un receptor de superficie celular miembro de la familia de receptores
CTLA-1/CD28, de la superfamilia B7 y se encuentra implicada en inmunomodulaciéon [80]. PD1
actua inhibiendo la respuesta inmune tras interaccionar con sus ligandos PDL1 y PDL2. Se ha
visto que las células neopldsicas evaden las respuestas immunes sobreexpresando este factor
inhibidor y sus ligandos. Es conocido en la literatura la asociacion de una mayor incidencia de
tumores a la alteracién de la inmunidad, esto se ha descrito tanto en transplantados [81] [82]
[83] como en inmunosuprimidos de otras causas [84] .También se ha encontrado una mayor
incidencia de enfermedades autoinmunes en los ratones con déficit de expresién de PD1 [85]
Hasta el momento apenas se ha estudiado la relacion de las alteraciones de la respuesta
inmune en las que participan las alteraciones de PD1 en relacidon a micosis fungoide aunque si
con otros tumores. Se ha visto sobreexpresado en las células neoplasicas y en las células
reactivas del microambiente tumoral [86]. Ya se estdn desarrollando moléculas antiPD1 que
estdn en ensayos clinicos en diversos tumores como melanoma, linfoma de Hodgkin, linfoma
folicular y linfoma difuso de células grandes. Si consiguiéramos demostrar asociacién con un
peor prondstico o sobreexpresion en MF y SS podria plantearse aplicar estos farmacos que
bloquean selectivamente PD1 a estos pacientes también. En MF se ha visto que las células
expresan PD1 en menor grado que en sindrome de Sézary. Recientemente Samimi encontrd
qgue habia una disminucién de la expresion de PD1 tras el tratamiento de los SS, lo que plantea

de la hipdtesis de que tenga influencia en la respuesta a distintos tipos de tratamiento [87].

V.6.4.3. FOXP3 (Forkhead box P3, Scurfin, IM2).

FOXP3 es un miembro de la familia de factores transcripcionales “fork-winged helix” con un
importante papel en el desarrollo y funcidn de las células T reguladoras CD4+/CD25+. Estas
células T estan implicadas en la supresion activa de respuestas inmunitarias inapropiadas. La
sobreexpresion de este gen se ha comprobado en determinados tumores relaciondandose con
una inhibicidn de la respuesta inmune antitumoral. Asi mismo un déficit de actividad de FOXP3
podria estar relacionado con determinadas enfermedades autoinmunes como la enfermedad

de Graves (tiroiditis autoinmune) [88].

Paralelamente, se ha observado en MF que segln va evolucionando la enfermedad a estadios
mas avanzados los pacientes se hacen mas inmunosuprimidos por un mecanismo aun no bien
conocido. Se postula si la expresion de marcadores de inmunoregulacion como FOXP3 podria
estar implicada. Algunos autores han encontrado que FOXP3 se expresa en las células de la MF
cuando estas adquieren un fenotipo mas agresivo (T regulador), ya que originalmente se
considera que las células T CD4 positivas de la MF muestran un fenotipo Thl (efector) que
segln evolucionan a estadios mas avanzados puede ser Th2 (efector) aunque parece que estos

cambios de fenotipo son complejos y podrian ser reversibles [89](Véase Grafico 1).
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V.6.4.4. (CD123 (receptor alfa de interleukina 3, IL3RA).

El receptor para la interleukina 3 (IL3) es una molécula caracteristicamente expresada en las
células dendriticas de estirpe linfoide. Son las que estimulan la respuesta de linfocitos TH2 y la
secrecion de IFN alfa. Estudios previos han encontrado que algunos casos de MF con evolucidn
a sindrome de Sézary tenian disminucién de esta molécula en sangre periférica reflejando una
alteracion de la respuesta inmune [90], esta alteracidn inmunitaria actia mediante un
mecanismo de restriccién de la inmunidad celular que secundariamente da lugar a los déficits
de IFN gamma y de lle-2 [91]. Nosotros tratamos de identificar si habia una disminucién en la
expresion de CD123 o en el nimero de células dendriticas acompafiantes marcadas con esta
proteina.

V.6.4.5. CD54 (I-CAM1)

Molécula de adhesidn intercelular 1, (ICAM1, antigeno de superficie de células activadas).
CD54 es una molécula transmembrana de superficie, ligando para los antigenos asociados a la

activacion de los linfocitos y por tanto mediador de la activacion de la respuesta inmune.

Su funcidn es permitir la comunicacion de la célula con la matriz extracelular. Ademas, estas
moléculas estdn implicadas en procesos fisioldgicos variados como la embriogénesis,
hematopoyesis, homeostasis ,etc y es un receptor del rinovirus humano [92]. Tiene una
funcién primordial para inicial la respuesta inmune en conjuncién con otras moléculas de
adhesion como ICAM-3 y el ligando LFA-1. Ademas se ha visto implicada en la regulacién del
trafico de linfocitos desde la sangre hacia los érganos linfoides o hacia las zonas donde debe

acudir la inflamacion [91].

Estudios previos han visto que estas moléculas se expresan en los linfocitos dependiendo de su
maduracién y activacidn y son por tanto posibles candidatos a ser predictores de la evolucion
de los linfomas. La mayor parte de estos estudios se han hecho en linfomas de tipo B que
suelen expresar esta molécula , aunque con diferencias entre los de bajo grado y alto grado
[93].

Algunos autores han encontrado que en sangre periférica de pacientes con MF y otros
linfomas T cutaneos habia aun incremento de moléculas de adhesion, incluida ICAM-1 cuando
se comparaba con dermatosis o sujetos sanos [94]. En MF y linfomas cutaneos esto es
especialmente relevante ya que se trata de una neoplasia que se cree, comienza en base a una
respuesta inmune alterada. Se manifiesta por un marcado epidermotropismo que podria estar
en relacion a las moléculas de adhesion [95]. Caracteristicamente la MF en sus estadios mas
avanzados pierde ese epidermotropismo, es interesante analizar si esto tiene un correlato con
la expresion de CD54 en las células neoplasicas. Ademas se ha descrito que los linfomas
epidermotropos tienen una sobreexpresidon de CD54 en la epidermis, se postula que este fuera

un marcador de la fase epidermotropa de algunos linfomas como la MF [96].
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V.6.5. MOLECULAS DE ACTIVACION LINFOIDE

V.6.5.1. CD30

(Miembro nimero 8 de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral, TNFRSFS,
antigeno de activacion linfoide CD30). CD30 es una glicoproteina de cadena simple, procesada
en el complejo de Golgi hasta quedar en forma de una glicoproteina madura de 105/120
kilodalton. En tincidn inmunohistoquimica el antigeno CD30/Ki-1 se expresa tanto en

membrana, como en gota paranuclear (en el Golgi) en los linfomas.

Su funcidén es estimular la activacidén de la expresidon de proteinas nucleares. En los linfocitos,
mediante su union a las proteinas receptoras del factor de necrosis tumoral (TRAF2 y TRAF5) y

la posterior induccion del factor nuclear kappa-B [97].

CD30 se ha encontrado expresado en células tumorales linfoides en el linfoma anapldsico de
células grandes. En el linfoma de Hodgkin se expresa en las células Reed-Sternberg y sirve para
diagnéstico del linfoma de Hodgkin cldsico. Ademads se ha encontrado en otros tumores no
linfoides como el carcinoma embrionario , pero con un patrén sélo membranoso. Se encuentra

expresado también en algunas células linfocitarias tanto B como T no neoplasicas.

CD30 es la diana para el tratamiento con el nuevo anticuerpo monoclonal antitumoral
Brentuximab Vedotin (Adcetris), se esta utilizando en numerosos linfomas tanto B como T, de
momento en ensayos clinicos, pero que parecen muy alentadores. Es importante saber si en
nuestros pacientes habia una expresion relevante de esta molécula y si estaba en relacion al
prondstico, su relevancia es especialmente importante si tenemos en cuenta que es una

posible diana terapéutica.

V.6.5.2. ZAP-70

(Proteina quinasa asociada a la cadena zeta, proteina tirosina quinasa ZAP70, SRK). La familia
de proteinas tirosina quinasa juega un papel integral en la activacidon de las células T. La
estimulacién del receptor de las células T conduce a la fosforilacién de varios sustratos
celulares. Uno de estos sustratos es ZAP 70 que estd en relacién con la cadena zeta del TCR,
que media la transduccién de los estimulos extracelulares en funciones efectoras dentro de la
célula. El mecanismo implica una cascada de activacién desde el complejo receptor TCR-CD3
que es fosforilado. Posteriormente se fosforila ZAP70 ( proteina tirosina kinasa de la familia
Syk9 ), esto desencadena un serie de eventos “cascada abajo” que culminan en la regulacidn
de la proliferacién e interaccionan con los mecanismos de muerte celular programada [98]
(ver grafico 3) El gen ZAP70 se expresa en células T y en células “natural killer”. La expresién de
ZAP70 se utiliza como factor de prondstico en la identificacion de distintas formas de leucemia

linfocitica cronica [99].
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V.6.6. ACTIVACION NUCLEAR

V.6.6.1. IKBa

(Inhibidor del factor nuclear de la cadena ligera kappa, KB). El factor nuclear de la cadena
ligera kappa se une a REL para formar el complejo NFKB. Este complejo esta inhibido por las
proteinas I-kappa-B que inactivan NFKB atrapandolo en el citoplasma.

En condiciones fisioldgicas, IKB inhibe la activacion de NFKB. Cuando la proteina I-kappa-B se
fosforila, esto conduce a su degradacién por la ruta de ubiquitinizacion, permitiendo la
activacién del complejo NFKB, su translocacidn al nucleo y su papel en la inducciéon génica y la
activacioén celular. Esta induccidén génica produce la activacién de multiples moléculas entre
ellas las de adhesién (ICAM, VCAM y LFA) que permiten a los linfocitos circulantes ralentizar su
velocidad y permear los capilares para acercarse al tejido cuando se produce el estimulo
inflamatorio (Gréfico 5) La inflamacién mediada por NF-KB en piel es muy importante en la
inmunidad innata y facilita la respuesta inmune adaptativa [100]. Estudios previos en MF han
encontrado que la inhibicion de NF-KB conduce a apoptosis, por tanto la inhibicién de esta
proteina o la activacién de IKB, su inhibidor constitucional podrian ser un posible tratamiento
de los linfomas T cutdneos [101]. Se ha desarrollado el farmaco Bortezomib (anticuerpo
monoclonal) que se estd probando en ensayos clinicos de linfomas cutdneos T para inhibir la

degradacion de IKB e impedir actuar a NFKB.

Grafico5 Mecanismos de activacion y reclutamiento de los linfocitos CD4
durante la inflamacién Tomado de Kupper et al. New Engl J Med
[87]
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V.6.7. REGULADORES DEL CICLO CELULAR

V.6.7.1. pl6.

(Inhibidor 2A de la quinasa dependiente de ciclina CDKN2A, rinhibidor CDK4, supresor 1 de
tumor multiple MTS1, TP16, INK4). p16 (gen CDKN2A) el gen de esta proteina, codifica
proteinas que regulan dos rutas reguladoras criticas en el ciclo celular, la ruta del p53 y la ruta
del Retinoblastoma RB1. Usando marcos de lectura alternativos, el mismo gen CDKN2A
produce dos proteinas, p16 que es un inhibidor de quinasa dependiente de ciclina y p14 (ARF)
gue se une a la proteina estabilizadora de p53 MDM2. Mutaciones en CDKN2A con alteracién
de la expresion de pl6 se han identificado en numerosos canceres [102] ; como el
adenocarcinoma pancredtico, melanoma, cancer de pulmédn, cancer esofagico o carcinoma de
células escamosas [103]. Silenciaciones del gen mediante fenémenos de metilacion del
promotor también se asocian a la patogenia de tumores. Se utiliza como biomarcador
prondstico de numerosos tipos de canceres mediante inmunohistoquimica. En MF nuestro
grupo encontré que existian diferencias en la expresién de pl6 entre los grupos de MF en
situacién estable en comparacion con los pacientes que tenian MF agresivas , siendo mayor el

porcentaje de silenciciacién del gen en las MF agresivas [104]

V.6.8. REGULADOR DE LA SENALIZACION

V.6.8.1. MAL

(Proteina de linea mieloide y linfocitos, proteina asociada a la maduracién y diferenciacién de
células T). MAL es una proteina transmembrana asociada a microdominios de membrana en
linfocitos T o “balsas de membrana” areas de distinta composicion que parecen “flotar” en la
membrana celular.Es una molécula muy hidréfoba y liposoluble que se utiliza para la
extraccién de lipidos orgdnicos. Se encuentra en células T maduras pero no se expresa en sus
precursores, habiéndose sugerido que juega un papel modulando la funcién de esos

microdominios durante la diferenciacion de células T [105].
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Estudios previos realizados por el presente grupo de investigaciéon en cultivos de células
tumorales derivadas de pacientes con Micosis Fungoide resistentes a tratamiento vy
comparados con lineas celulares sensibles han podido demostrar que tan solo 39 genes eran
diferentes en ambas lineas (6 genes sobreexpresados y 33 genes reprimidos) , de entre ellos el
gen sobreexpresado de manera mas evidente fue el gen MAL. Este gen fue capaz de predecir
in vivo la respuesta al tratamiento de un grupo de 20 pacientes que participaban en el ensayo
clinico de Micosis Fungoide M99 [106]La serie mds larga hasta el momento , en muestras
humanas, es de 60 pacientes y ha sido realizada mediante el analisis con el ONCOCHIP CNIO
en un trabajo de nuestro grupo . El presente estudio, continuando las investigaciones del
grupo de trabajo [107], ha incluido el estudio inmunohistoquimico de la proteina
correspondiente al gen MAL con el analisis novedoso de considerarlo un factor prondstico
predictor de supervivencia y progresién , ademas de ser factor predictor de respuesta al
tratamiento.

V.6.9. FACTORES DE TRANSCIPCION

V.6.9.1. STAT1

(Transductor de sefial y activador de la transcripcion 1). La ruta JAK/STAT es una compleja via
de sefializacidon aguas abajo de los receptores de citoquinas (ver Grafico 6) . Los STATs son
proteinas citosodlicas que forman dimeros. Tienen un dominio que funciona como receptor de
citoquinas y un dominio de unién a DNA. STAT1 es clave en la transduccion de sefial a partir
de los interferones de tipo | : IFNa e IFNB y del interferén de tipo Il: IFNy . Después de la
estimulacién con IFNy, STAT1 se fosforila y homodimeriza, formando el factor de activacién
gamma (GAF) que se trasloca al nucleo e induce la transcripcidén de los genes regulados por
IFNy.

La estimulacion por IFNa o IFNB produce varias moléculas activadoras , incluyendo GAF y un
heterotrimero formado por STAT1, STAT2 y p48 denominado factor gamma 3 estimulado por
interferdn (ISGF3). Ver grafico 6.

La alteracidn en la regulacién de la via STAT se ha visto implicada en la patogenia de diversos

tipoos de cancer, incluidos los linfomas cutaneos [108].
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V.6.9.2. STAT3

(Transductor de seiial y activador de la transcripcién 3, factor de respuesta de fase aguda
APRF). STAT3 es un factor de transcripcion citoplasmico latente que se activa rdpidamente por
fosforilacién en respuesta a interleukina-5, interleukina-6, factor de crecimiento epidérmico,
factor inhibitorio de leucemia, oncostatina M, interleukina-11 y factor neurotréfico ciliar. Una
vez activado se dirige al nlcleo donde genera la respuesta a estas interleukinas. La activaciéon
constitutiva de STAT3 se asocia a varios tipos de neoplasias. Tiene tiene efectos proliferativos y
antiapoptéticos. Con lo que se ha relacionado con un curso mas agresivo. Estudios previos han
encontrado asociacidn entre la expresion proteica y genética de determinados marcadores
moleculares: Signal Transducer and activator of trascription 1 y 3( STAT1) (STAT3), SOCS, IFNR
y MALY la resistencia al tratamiento con psoraleno e irradiacién ultravioleta A (PUVA) o PUVA
+ Interferon-a en series cortas de pacientes [106]

V.6.9.3. STAT4

(Transductor de sefial y activador de la transcripcion 4). STAT4 es otra proteina de sefializacion
gue se fosforila en respuesta a interleukina-12 y es esencial para la transduccion de sefial a
partir de ILel12. La inmunidad mediada por células depende de la produccién de ILe12 en
macrofagos y células dendriticas, que provoca la secrecidn de IFNy en células “natural killer” y
conduce a la activacion de células Thl. Ver esquema de las vias JAK/STAT Grafico 6. STAT4 es
fundamental para la maduracion de las células Thl, sin STAT4 se produce un cambio de
fenotipo hacia Th2, almenos en células malignas ( [109]

Grafico 6. Activacién de la expresién nuclear desde la via JAK/STAT
Tomado de abcam.com
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V.7. POSIBILIDADES TECNICAS. MATRICES TISULARES “ARRAYS”

V.7.1. MATRICES DE BIOPSIAS CUTANEAS COMPLETAS: MACROMATRICES DE PIEL
(SKIN MACROARRAYS)

Para optimizar la eficiencia de los estudios con multiples marcadores inmunohistoquimicos se

han desarrollado métodos inteligentes de construccidon de “matrices tisulares” con una técnica

originalmente descrita por Battifora [110] y validada en multiples estudios [111]. El

procedimiento consiste en extraer un cilindro de tejido tumoral de cada espécimen a analizar,

pudiendo incluir decenas de especimenes que se posicionaran geométricamente en un Unico

nuevo bloque “matriz tisular (microarray)” (ver Grafico 7)

Grafico 7 issue Microarray: A rapidly evolving diagnostic and research

tool
Tomado de Jawhar et al. Tissue Microarray: A rapidly evolving diagnostic and research

tool. Annals of Saudi Medicine. 2009;29[89]:123-127
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Este procedimiento tiene multiples ventajas:
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Abaratamiento de costes econdmicos, de tiempo y materiales: permite el estudio de 100
casos (100 cores) con un solo corte histolégico, permite optimizar el gasto de tiempo vy

material.

Con una pequefia alicuota de anticuerpo primario y secundario se consigue realizar la técnica,

con lo que se abaratan mucho los costes

Uniformidad experimental: Al cortar una Unica ldmina donde van alojados los 100 casos
permite que todos ellos se procesen de forma homogénea, tienen las mismas condiciones de
incubacién, desenmascaramiento antigénico y proceso para recibir al anticuerpo durante la

inmunotincidn y por tanto se disminuyen algunos posibles errores de la técnica.

También tiene algunas limitaciones descritas por los propios autores que han validado la
técnica. La limitacion mas frecuente, que condiciona a la mayor parte de los tumores es la
heterogeneidad tumoral. Existe la posibilidad de que el tumor muestre heterogeneidad tanto
en su expresion proteica, cuando se trata de matrices tisulares para estudio de proteinas como
en su expresion genética, ya que también se han utilizado para estudio de hibridacién in situ
[113]. Pero existe otra limitacion, que resultaba muy importante para nuestro estudio, que es
la escasez de células neoplasicas en algunos tumores. Esta dificultad es muy importante en los
casos de micosis fungoide y afecta especialmente a nuestro estudio por tratarse de micosis
fungoide en estadios iniciales la mayor parte de los casos. De hecho un gran nimero de casos
contenian poca carga tumoral en las biopsias cutdneas, lo que hubiera hecho muy dificil el
estudio mediante “microarrays, es decir seleccionando un cilindro (core) de Imm para incluirlo

en el nuevo bloque construido.

Por ello, para solventar esta dificultad hemos desarrollado una variante novedosa del método
de “matrices tisulares” la hemos llamado “SKIN MACROARRAYS” o “macromatrices de piel”. Se
detalla en el apartado material y métodos.

Esencialmente consiste en optimizar la eficiencia construyendo “bloques receptores” con al
menos muestras de piel, pero en lugar de utilizar s¢olo un core, utilizar la muestra entera de
piel para tener suficiente representatividad del tumor y de su microambiente con posibilidad
de estudio de epidermis y dermis. Es un método laborioso pero que un técnico instruido puede
llevar a cabo sin demasiados costes. (Puede verse en material y métodos el detalle del

proceso).
Con este procedimiento conseguimos ventajas en nuestro experimento:

1. Abaratar los costes de modo que para el estudio de 91 casos solo tuvimos que hacer
seis laminillas para cada anticuerpo (solo consumimos una pequefia alicuota de cada
anticuerpo), permite reducir el tiempo de corte y de procesamiento.

2. Uniformidad experimental. Nos aseguramos semejantes condiciones de preparacion,
incubacién y revelado, al menos para cada una de las laminillas ( teniamos al menos 20
casos en que sabiamos que habia uniformidad experimental)



40

V.INTRODUCCION

3. Representatividad del tumor. Este método tiene la gran ventaja de poder valorar la

biopsia cutdnea completa y valorar las zonas de epidermis y dermis de forma

independiente. Disponer de todo el tejido para valorar el tumor y también su

microambiente.

Tabla 3 Resumen de marcadores implicados en el pronéstico de MF

PROTEINA

FUNCIONES EN LA CELULA

Marcadores de diferencia

cion linfocitaria

CD3 Marcador del complejo de unién al receptor de células T ( TCR).
Aparece en linfocitos T maduros e inmaduros

CDh4 Linfocitos T maduros con diferenciacion “helper”

CD8 Linfocitos T maduros citotéxicos

CD2 Molécula de adhesién. Tifie linfocitos T y células NK. Es el primer
marcador T que se expresa en las T inmaduras. Ligando de CD 58

CD5 Marcador de células T maduras. Se pierde en algunos linfomas y se
expresa en linfomas B de bajo grado.

CD7 Marcador de células T y Natural Killer, normales, se pierde en algunos
linfomas, incluida MF

Activacion linfoide

CD30 Llamado también Ki-1
Regula el crecimiento celular y la transformacién en linfoblastos
activados. Receptor de citokinas

ZAP70 | Tirosin kinasa asociada al receptor de células T que interviene en la
cascada de activacion de la células T

Apoptosis

Bcl_2 Inhibidor de la apoptosis. Se expresa para que no haya apoptosis en los
linfocitos normales

CD95 Receptor de superficie de células B y T activadas. Activador de la

apoptosis

Microambiente y regulaci

on de la activacion

PD1 Miembro de la superfamilia de las rimmunoglobulin, que tiene un papel
regulador de la respuesta inmune. Cuando se sobreexpresa junto con
sus ligandos PDL1 y PDL2, baja la activacién inmune

CD25 Subunidad del receptor de interleukina 2. Regulacién de la respuesta
inmune

FOXP-3 | Regula la activacion de celulas T. Reprime la transcripcion.
Inmunomodulador. Se expresa en células T reguladoras

CD123 Receptor de interleuquinas expresado en linfocitos B y células
dendriticas y negativo en linfocitos T. Valorar la alteracién de los
reguladores de la inmunidad

CD54 Glicoproteina de membrana implicada en la adhesién (I-CAM)

Receptor de células T

TCRBF1 | Molécula que se une a la cadena beta del receptor de las celulas T.

Recibe los antigenos que activaran las células T.
Oncogen

TCL-1 Protooncogen del cromosoma 14q
Normalmente expresado en celulas T inmaduras, asociado a leucemias
T.

Ciclo celular
p-16 Proteina supresor tumoral. Inhibe las ciclinas dependientes de kinasas,

regula el ciclo de proliferaciéon celular actuando sobre el ntcleo.
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PROTEINA

FUNCIONES EN LA CELULA

Activacion del nucleo

IKBeta | Inhibidor del factor nuclear KB (NFkB) que tiene a su vez la funcién de
-alfa regular la transcripcidn de genes en el nucleo que estan implicados en la
a respuesta inmune
Seiializacidn celular
MAL Regulador de las sefiales de trafico en la membrana celular. Presente en

lineas T leucémicas

Factores de transcripcion

STAT-1 | Factor de transcripcidn . presente en citoplasma y nucleo de linfocitos y
macrdéfagos. Se fosforila en respuesta a la estimulacion por IFN y pasa al
nucleo para activar transcripcion

STAT-4 | Factor activador de la transcripcion en respuesta a Interlekina 12

STAT-3 Factor de transcripcion y activador de transcripcion en rspuesta

interleukinas (Ile5. 116, EGFR)
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Tabla 4 Tratamientos topicos adicionales no de uso habitual
Tomado de Nguyen CV, Bohjanen KA. Skin-Directed Therapies in Cutaneous T-Cell Lymphoma. Dermatol Clin.

Tratamiento

Methotrexate-
laurocapram

2015 Oct; 33(4):683-96

Mecanismo de

Accién

Disminuye la sintesis
de ADN a través de
la inhibicion
competitiva de la
dihidrofolato
reductasa.
Laurocapram es un
compuesto lipofilico

Evidencia de Uso

Un estudio
retrospectivo
publicado de 10
pacientes en estadio IA
/ 1B con MF
Nueve pacientes
completaron el
estudio
3 de 9 (33%) tenian
Progresion.
Ningun paciente tuvo
Remisidn completa

Efectos
Adversos

Prurito,
sequedad,
eritema

Notas adicionales

Los niveles séricos de
metotrexato indetectable.
Se ha demostrado ser
eficaz en la psoriasis

Inhibidores de
la calcineurina

Los inhibidores de
Calcinerunina se une
a ellay provocan la
desfosforizacion del
factor nuclear de las

células T de
activacion, (NFKB) lo
que lleva a una
disminucion de la
activacion de células
T, disminucion de la
liberacion de
citoquinas, y
regulacién por
disminucion de los
receptores de IgE

No hay estudios de
evidencia.
Un reporte de caso de
un paciente de 29 afios
en fase parche MF que
respondié a 0,1%
pomada de tacrolimus

Ninguno
conocido

El uso sistémico ha sido
asociado con el aumento
de incidencia de CTCL en

pacientes
inmunodeprimidos,
aungue nunca
documentado con la
aplicacion topica

Imiquimod

Mediante la
molécula TLR7 y por
medio de
mecanismos
desconocidos
conduce a la
apoptosis celular

Un estudio abierto de
6 pacientes con
estadio | bis-1I1B MF,
Progresaron 50%
Reporte de un estudio
de 4 pacientes con
estadio | bis-11B MF con
RC (1 también en IFNa-
2a)

Estudio aislado (7
pacientes con estadio
la-11B MF) con RC

Reacciones
cutaneas del
eritema,
prurito,
disestesias y
rara vez
ulceracion,
sangrado,
formacion de
costras

Estudio piloto no muestra
RC clinica, pero tenia
remision histoldgica en el
50%.

Cuando se utilizaen la
region inguinal para las
verrugas genitales
pueden tener hasta 1% de
absorcién sistémica.
MF como la histologia
después de tratar
queratosis actinica con
imiquimod

Abreviaturas: INFa, interferon alfa; IgE, immunolobulin E; TLR7, Toll-like receptor 7; RC Remisién

completa
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VI. HIPOTESIS

VI.1. HIPOTESIS CONCEPTUAL:

Existen marcadores inmunohistoquimicos capaces de predecir la progresion de la enfermedad
y la supervivencia de los pacientes con Micosis Fungoide.

VI.2. HIPOTESIS OPERATIVAS:

- Los pacientes con Micosis Fungoide que han presentado progresién de la enfermedad
(definida como evolucién de estadios iniciales: I, Il, lla; hacia estadios intermedios Ilb, llla o
avanzados lllb, 1Va,lVb) es previsible que tengan distinta expresion de proteinas en las
muestras tomadas al inicio de la enfermedad que los pacientes que no han progresado .

- Los pacientes con Micosis Fungoide que tras al menos 5 afos de seguimiento han
evolucionado desfavorablemente y han muerto es previsible que tengan distinta expresidn de
proteinas en las muestras obtenidas al principio de su enfermedad e incluidas en parafina, con
respecto a las muestras obtenidas e incluidas de igual forma de pacientes que, tras al menos 5

afios de seguimiento, continuan vivos.
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VII. OBIJETIVOS:

VII.1. OBJETIVO PRINCIPAL :

Determinar en muestras incluidas en parafina de pacientes con estadio inicial de Micosis
Fungoide los marcadores capaces de predecir diferencias en la progresion de la enfermedad y

la supervivencia.
Este objetivo se desarrolla en los siguientes objetivos concretos:

- Determinar las caracteristicas histolégicas y su relacién con la progresiéon de la enfermedad

y la supervivencia.

- Determinar las caracteristicas inmunohistoquimicas y su relacién con la progresién de la

enfermedad y la supervivencia.

VIl.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Aportar conocimiento sobre posibles vias moleculares implicadas en la resistencia al

tratamiento.

- Establecer una plataforma de matrices tisulares con material fijado en parafina para
estudio inmunohistoquimico de micosis fungoide que permita estudiar nuevos marcadores

inmunohistoquimcos en el futuro.
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VIIl. METODOS, PACIENTES Y MATERIALES

VIil.1. DISENO DEL ESTUDIO:

Estudio de cohorte histérica (estudio retrospectivo) .

VIII.2. SUJETOS DEL ESTUDIO:

Cohorte de 91 pacientes con MF establecida en el momento del estudio, con confirmacion
bidpsica segun criterios aceptados por la Internacional Society for Cutaneous Lymphoma
[114]en cualquiera de los estadios (Tempranos : IA,IB, lIA; Intermedios: 1IB, lll, IVA; Avanzados:

IVB). Deben cumplir los criterios de inclusidn descritos a continuacion.

Todos los pacientes han sido seleccionados del total de 270 pacientes con linfoma cutaneo T
incluidos en la Base de Datos de Linfomas cutdneos de células T de la Unidad de Linfomas y
Melanomas del Servicio de Dermatologia del Hospital Universitario 12 de Octubre de Madrid,
que recoge datos clinicos, histopatoldgicos, de tratamiento y evolucidon de los pacientes
diagnosticados de linfoma cutaneo-T en los ultimos 35 afios. Una vez recogidos los datos
fueron disociados para preservar el anonimato de los pacientes con un cédigo numérico, solo

posible de revertir por el investigador principal (doctorando).

VII1.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION DE PACIENTES:

- Pacientes diagnosticados de micosis fungoide con confirmacién por los investigadores en
el momento del estudio, segun los criterios de la Internacional Society for Cutaneos
Lymphoma, para lo cual se utilizdé un algoritmo que incluye criterios clinicos,
histopatoldgicos, inmunofenotipicos y moleculares (estudios de reordenamiento del

receptor de células T) [114]
- Seguimiento de al menos 5 afos desde el inicio de la enfermedad.

- La primera biopsia del paciente tras el inicio de los sintomas debe ser representativa. Debe
disporse de material en el biobanco.El diagndstico inicialemente podia corresponder a
Micosis Fungoide o bien tener un diagndstico no concluyente, con lesiones sugestivas o
sospechosas de Micosis Fungoide en estadios tempranos. Se incluyeron también as
biopsias iniciales diagnosticadas de parapsoriasis, dermatitis psoriasiforme, dermatitis
espongidtica, dermatitis liquenoide vy lesiones inflamatorias inespecificas que
posteriormente fueron confirmadas como Micosis Fungoide durante el seguimiento,
seleccionando la primera biopsia con rasgos histoldgicos suficientes para el diagndstico de
MF.
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- Existencia de bloque de parafina de la biopsia inicial en el biobanco/archivo del
departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital 12 de Octubre, siendo todas las

muestras anteriores al afio 2007.

VIII.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION DE PACIENTES:

- Ausencia de biopsia realizada en nuestro Hospital o de consentimiento adecuado a la
legislacidn vigente

- Ausencia de seguimiento de al menos 5 afios con conocimiento de la evolucién,

progresion de estadio, tratamiento y respuesta al mismo.

- Que no se disponga de material suficiente en el bloque de parafina de la biopsia inicial

para realizar las matrices titulares.

VIII.3. PROCEDIMIENTOS:

VII1.3.1. BASE DE DATOS CLINICOS:

Se utilizd el software FileMAkerPro8, con el disefio de una base de datos inicial, disefiada
especificamente para los pacientes de MF. El acceso a la informacién dispone de un
mecanismo de seguridad mediante contrasefa, respetando la confidencialidad de los datos, la
base de datos incluye el consentimiento informado de cada paciente. En esta base de datos
se recogen la filiacidn, caracteristicas clinicas incluyendo estadio en el momento del
diagnéstico, fecha de progresion y de eventual muerte o parada del seguimiento, tratamientos
y respuesta a los mismos y el diagndstico histopatoldgico obtenido de los informes de biopsia.
Esta parte del estudio precisé el trabajo en equipo multidisciplinar que incluia a las
dermatdlogas (Dra Leticia Ortiz e Isabel Polo Rodriguez) que colaboraron recogiendo las
variables clinicas desde las historias de los pacientes, tanto de historias fisicas en papel, como
de las historias digitalizadas de la intranet.

Se precisé actualizar los datos del seguimiento segun sucedian nuevas consultas y mediante
datos indirectos o llamadas telefénicas, cuando fue necesario por no haber acudido a consulta
el paciente en mucho tiempo. La mayor parte de pacientes correspondian al area 11 de las
Areas de Salud de la comunidad de Madrid (descritas en El Decreto 187/1998, de 5 de
noviembre, (BOCM num. 275, de 19 de noviembre)) , por ser los pacientes seleccionados de
entre los diagnosticados entre 1976 hasta 2007, previos a la ley de libertad de eleccion en la
Sanidad de Madrid ( Ley 6/2009) que organiza el territorio de la comunidad de Madrid en un
Area Sanitaria Unica. Sélo algunos pacientes procedian de otras comunidades auténomas por
ser el Hospital Universitario Doce de Octubre un hospital de referencia (alta complejidad) vy
recibir los servicios de dermatologia y Anatomia Patoldgica multitud de casos consulta o

pacientes derivados desde otros hospitales.
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La base de datos se encuentra en la Unidad de Linfomas y Melanomas del Servicio de
Dermatologia del hospital Doce de Octubre y solo es accesible para el personal médico
autorizado que trata a estos pacientes de forma habitual. En el momento actual es una fuente
de datos dutiles que puede ser aprovechada ademas de en este estudio, en futuras

investigaciones.

VII1.3.2. CLASIFICACION EN ESTADIO

Utilizamos la clasificacion en estadios (Bunn 1979) [22] que divide las fases de evoluciéon de la
micosis fungoide en estadios: 1A, IB, IIA, 1IB, Ill, IVA, IVB e incluye la situacién de afectaciéon
sanguinea (B) como una variable aparte pero también recogida en el estudio.

Bunn and Clinical Tumor-node-
lambert system findings metastasis stage
1A <10% BSA patch/plaque T1 NO
IB >10% BSA patch/plaque T2 NO
A Patch or plague with palpable nodes T1/2 N1
without histological involvement
118 Cutaneous tumours with or without T3 NO/1
palpable nodes
I Erythroderma with or without T4 NOA

palpable nodes

IVA Non-palpable or palpable nodes T-any N2/3
with histological involvement

IVB Visceral involvement T-any N-any M1

Tabla 5. Esquema de la clasificacion de Bunn (1979)
Tomado de Vijaya Sajjan, Manisha Chandela, Ashok Maharudrayya Pandit, Basavapurada

Manjunathswamy. 2015 Our dermatology on line 2015 1-18. M4as detallado en Anexo 1y 2

Cataloga:

- B0 =<5% de células malignas circulantes
- B1<5% de células malignas circulantes

Posteriormente a esta clasificacidon han surgido algunas variaciones, la clasificacion mas actual
data de 2007 (ver anexo 3 y 4). No varia la catalogacion de las T en T1, T2, T3 y T4, pero

propone subcatalogar T1a si solo manchas y T1b si también placas, y lo mismo para T2.

Respecto a la N, continua con las categorias : NO,N1, N2, N3, pero subdivide N1a y N1b segln
exista o no clonalidad en un estudio molecular. Lo mismo ocurre con N2a y N2b (segun

clonalidad con técnicas de PCR o Southern Blot)

Respecto a la M, contindan las categorias M0, M1, Mx. Sin cambios relevantes.
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En B; se mantienen las categorias BO, B1 y se afade la categoria B2 cuando la afectacidn es por
>1000 células de Sezary por microlitro. También se subdivide Bla Y B1b segun se detecte o no

un clon en sangre periférica con técnicas moleculares.
Los estadios que se afiaden son :

- Se subdivide lll en llIA y IlIB segun la afectacién de sangre periférica BO o B1.
- Se subdivide IVA en IVA1 y IVA2 segun la afectacion ganglionar sea N1-2 o N3

Que es la que se aplicd a nuestros sujetos en el momento de su diagndstico, ya que llevan un

gran tiempo de evolucidn y su estadiaje se hizo en el momento del diagndstico. (Ver anexos 1
y2).

VI11.3.3.SELECCION DE MUESTRAS Y ELABORACION DE MACROARRAYS

MATRICES DE BIOPSIAS CUTANEAS COMPLETAS: MACROMATRICES DE PIEL (skin macroarrays)

Para optimizar la eficiencia de los estudios con multiples marcadores inmunohistoquimicos se
han desarrollado métodos inteligentes de construccidn de “matrices tisulares” con una técnica
originalmente descrita por Battifora [115] y validada en multiples estudios [116] [117]. Que
como deciamos en la introduccion hemos modificado para resolver las desventajas o
limitaciones de los anteriores métodos de confeccién de “microarrays”.

Figura 13. Procedimiento para realizar manualmente el montaje de las “macromatrices de

piel” (macroarrays de piel).
Se deshacen con calor los bloques seleccionados para constituir una macromatriz.Se colocan cuidadosamente en un
molde ancho, teniendo la precaucidén de que la epidermis quede orientada hacia arriba y tratando de obtener una
posicidn lineal, con la limitacidn de la distinta morfologia de las muestras, para lo cual adaptamos el disefo de las
posiciones tratando de optimizar el espacio. Los cortes histoldgicos obtenidos son como los que se muestran en la
foto, al final de la cadena de flechas, cada uno contenia alrededor de 20 especimenes cutaneos completos.
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Por ello, para solventar esta dificultad hemos desarrollado una variante novedosa del método
de “matrices tisulares” lo hemos llamado “SKIN MACROARRAYS” o “macromatrices de piel”.

Epidermis

Dermis

Tejido celular subcutdneo

Figura 14 Imagen del aspecto de las preparaciones histolégicas que incluyen hasta 22 casos.

El método consiste en desmontar (con calor) el bloque de parafina donde se aloja la biopsia
cutanea inicial (“punch” circular de 3-4mm o cufia de entre 5-9 mm). Colocar cuidadosamente
la biopsia en un nuevo molde , e ir afiadiendo a distancias de entre 0,5 y 0,8 mm , el resto
casos, acoplandolos de forma lineal, tratando de hacer lineas homogéneas que incluyan el
mayor nimero de casos posibles. Con nuestras biopsias conseguimos una media de entre 19y
22 casos en cada “MACROMATRIZ DE PIEL” , ademas de incluir un control de tejido amigdalino
y otro de ganglio linfatico (obtenidos mediante core de 1-2mm segun las técnicas descritas
para microarrays [115], [118] . Una vez alineadas las muestras se embeben en la parafina que
soporta el nuevo bloque. Nuestro procedimiento consiguié que en solo 5 bloques de parafina

estuvieran contenidas las 91 muestras de nuestra serie de pacientes.
Con este procedimiento conseguimos ventajas en nuestro experimento:

e Abaratar los costes de modo que para el estudio de 91 casos solo tuvimos que hacer
seis laminillas para cada anticuerpo (solo consumimos una pequefia alicuota de cada
anticuerpo), el tiempo de corte y procesamiento es menor.

e Uniformidad experimental. Nos aseguramos semejantes condiciones de preparacién ,
incubacién y revelado, al menos para cada una de las laminillas ( teniamos al menos 20
casos en que sabiamos que habia uniformidad experimental)
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e Representatividad del tumor. Aunque no se consigue tanta eficiencia en ahorro de
costes, para nuestros casos esto se compensd con la gran ventaja de poder valorar la
biopsia cutdnea completa, valorar las zonas de epidermis y dermis de forma
independiente. Disponer de todo el tejido para valorar el tumor y también su
microambiente.

VI11.3.4. TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

TINCIONES Se realizaron cortes histoldgicos de 3 micras de los nuevos bloques tipo matriz
tisular (macroarrays) (cada uno de aproximadamente 20 casos mas los controles), sobre las
laminillas obtenidas se hicieron en primer lugar tinciones de hematoxilina-eosina para valorar
la calidad de las preparaciones y del material. Estas laminillas iniciales se utilizaron

posteriormente para valorar los parametros histoldgicos (tabla 4).

Posteriormente se realizaron otras 25 secciones de 3 micras de cada una, de las seis matrices
tisulares. Posteriormente se realizé la inmunotincién con los diferentes anticuerpos (tabla 5).
Las secciones se colocaron sobre portaobjetos con capacidad adhesiva para tincion
inmunohistoquimica (DAKO), se calentaron en estufa de calor seco a 56 grados durante una
noche. Se desparafinaron en xilol 20 minutos vy siguieron un proceso de rehidrataciéon en
concentraciones decrecientes de etanol ( 100%, 95%, 70%) y finalmente se lavaron en agua
destilada.

El desenmascaramiento antigénico se realizé mediante calor (en olla a presidn). Hirviendo las
preparaciones durante dos minutos en un litro de tampodn citrato sédico (10 mM, PH6,5) o
EDTA 1mM ph 8.0. Posteriormente se bloqued la actividad de la peroxidasa endégena con la
solucidn espécifica para este enzima comercializada por Dako. Se estudiaron 25 anticuerpos
primarios cuyos clones y diluciones se expresan en la tabla 8. Después de incubar el
anticuerpo primario se utilizaron dos sistemas de visualizacion principales LSAB (Dako,
Glostrub , Denmark) (un anticuerpo secundario biotinilado forma un complejo con moléculas
de estreptavidina conjugada con peroxidasa) y Novolink (Novocastra ) (utiliza el polimero
Novolink en lugar del complejo estreptavidina-biotina, también se vale de la actividad de la
peroxidasa para activar el cromdgeno-sustrato). Ambos sistemas se valen del sustrato-
cromégeno 3,3 diaminobencidina(DAB) (tincién de color marrén en la zona de antigeno). Para
los controles negativos se omitieron los anticuerpos primarios. La contratincién se realizé en

todos los casos con hematoxilina (Figura 15).

VISUALIZACION Las preparaciones fueron revisadas por el doctorando tras entrenamiento
previo . Se realizé un control de calidad con la revision por parte de un segundo patélogo (Dr
Rodriguez Peralto) de una de las 6 preparaciones (que contenian aproximadamente 20 casos
cada una) disponibles para cada anticuerpo, consiguiéndose un grado de concordancia del 95%

entre los dos patdlogos (indice kappa 0.95).
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En las macromatrices de piel construidas, no era posible incluir casos duplicados como en
otros procedimientos con microarrays, esta limitacion se solventa con la ventaja de disponer

de la biopsia completa.

El analisis fue semicuantitativo. Se valoré intensidad y porcentaje de células positivas (ausencia
de tinciodn, tincion débil, normal o intensa comparando con el control interno de linfocitos no
neopldsicos presentes en el tejido). Como criterio general los puntos de corte se seleccionaron
considerando los datos publicados en estudios previos [119] , en aquellos casos en los que
existian articulos con distintos puntos de corte , en aras de aumentar las posibilidades de
encontrar un punto de corte éptimo, se estimaron al inicio tres niveles de respuesta que

determinaron las tres categorias siguientes:

- 0. Negativo (las células positivas son menos o igual al 5% del total de células neoplasicas)
- 1. Positivo débil (entre 5y 30% de células neopldicas positivas)

- 2. Positivo intenso (mayor del 30% de células neoplasicas positivas)

Posteriormente segun el significado bioldgico, la reproductibilidad y los resultados obtenidos,
se realizd el andlisis estadistico agrupando los valores en sélo dos categorias, para aumentar la
potencia estadistica. Lo cual supone sumar las categorias: bien 0+1 (negativo y positividad
menor del 30%, lo que daria un punto de corte en 30% para definir positivo) o bien 1+2(
positivo débil y positivo intenso, lo que daria un punto de corte en 5% , para definir positivo) ,
la agrupacion de las categorias quedd definida para cada marcador tal y como se expone en la
Tabla 8.

La mayor parte de marcadores presentaban expresién citopldsmica, con lo que se considerd
positiva esta tincion, pero los marcadores como STAT-1 que presentan tincién nuclear cuando
la proteina esta activada, fueron valorados tanto en citoplasma como en nucleo y recogidos los
datos como distintas variables. Otros marcadores como ki67, p16, TIA-1, FOXP-3 se valoraron

en su expresion nuclear.

VIIi.4. VARIABLES A CONSIDERAR

VIIl.4.1.VARIABLES DEPENDIENTES (DETERMINADAS)

- 1. Supervivencia global (SG): definida como el tiempo de seguimiento hasta la muerte por
cualquier causa. Para ello se recogieron las fechas de muerte y pérdidas de seguimiento
por otras causas. Se calculd el tiempo respecto a la fecha de diagndstico y se hizo otro

analisis calculando la supervivencia desde la fecha de inico de los sintomas*.
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- 2. Supervivencia respecto a muerte por enfermedad (SE): definida como el tiempo de
seguimiento hasta la muerte por enfermedad. Se utilizéd la fecha de muerte por
enfermedad y las pérdidas de seguimiento o muerte por otras causas se consideraron otra
categoria. Se hizo un doble anadlisis desde la fecha de diagndstico y desde la fecha de inicio
de los sintomas.

- 3. Progresion : definida como el tiempo de seguimiento desde el diagndstico hasta el
momento en que ocurre la progresidon que se considera cuando aparecen (criterios de
consenso internacional [114]

- Lesiones tumorales (T3)

- Eritrodermia (T4)

- Afectacidon ganglionar especifica en adenopatias palpables (N3)

- Metastasis/ afectacidn visceral (M1)

- y/o se produce muerte por enfermedad (linfoma)
*La supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global fueron equivalentes para
el grupo de riesgo de los estadios iniciales de micosis fungoide a la hora de deteminar
grupos prondsticos en los estudios previos publicados por Benton et al donde se determind
el Indice prondstico Internacional para linfoma cutdneo (CLIPi)

- 4. Remision completa tras primer tratamiento: definida como la ausencia de lesiones
tras el primer tratamiento fuera cual fuese.

VIIl.4.2.VARIABLES INDEPENDIENTES (DETERMINANTES)

A) Clinicas

1. ESTADIO ( en el momento de diagndstico)

Pertinencia: Imprescindible catalogar el estadio en el momento de diagndstico para
poderlo considerar como un factor prondstico independiente y para estratificar a los
pacientes , ya que estudios previos han encontrado diferencias significativas en los
distintos estadios segln la clasificacion en estadios clasica [22] y posteriores como
ISCL-EORTC [120]. Se utilizé6 ademas para realizar el andlisis de los datos en funcién de

grupos prondsticos.
Tipo: Cualitativa discreta:
1 Estadios temprano IA;
2. Estadio temprano IB;
3.Estadio temprano lIA;
4. Estadio avanzado 1B

5. Estadio avanzado Il
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6. Estadio avanzado IVA
7. Estadio Avanzado IV B

Método Se reevallan las caracteristicas clinicas recogidas en la Base de Datos del
Servicio de Dermatologia segun los criterios aceptados en el momento de la inclusidn

de los pacientes en el estudio  [121].
2. SEXO

Pertinencia: estudios previos han encontrado diferencias significativas en el
prondstico en funcion del sexo, siendo mayor el riesgo para los varones [20].Tipo:
Cualitativa dicotémica

3. EDAD

Pertinencia: parece bastante aceptado que la edad mayor de 60 afios puede afectar al

prondstico de forma negativa. Tipo: cuantitativa

Analisis: para el analisis de los datos establecimos dos puntos de corte, uno en
mayores de 60 afios y otro en menores de 21 afios, para ver diferencias el pronéstico

en estos grupos de edad.
4. VARIANTES CLINICAS DE MF

Pertinencia: aunque se han descrito numerosos subtipos de MF, los Unicos subtipos
mencionados en las guias de la Organizacién Mundial de la Salud ( [120]) son :

Variante foliculotrépica

Reticulosis pagetoide

Piel laxa granulomatosa

Sindrome de Sézary
5. TRATAMIENTO INICIAL

Pertinencia: existen estudios previos de resistencia a tratamientos determinados como
el IFN, algunos de ellos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacién. Resulta
interesante comprobar si el peor prondstico asociado a uno de nuestros factores
inmunohistoquimicos pudiera estar en relacién a una peor respuesta a determinado

tratamiento.

PRIMER TRATAMIENTO DESPUES DEL DIAGNOSTICO

1. Corticoides topicos 7.BCNU

2. PUVA 8.Radioterapia

3. RePUVA 9.Quimioterapia

4. PUVA+ IFN-a 10.Clorambucil + Prednisona
5. IFN-a 11.Mostaza nitrogenada
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Tabla 6 Primer Tratamiento después del diagndstico

B) Histopatologicas

Pertinencia: Clasicamente se han publicado variables histoldgicas con influencia tanto en el
prondstico (como indice proliferativo, transformacién en células grandes , etc) [122] como
utilidad diagnéstica, especialmente en estadios tempranos de micosis fungoide, cuando el
diagnédstico diferencial con dermatitis atdpica, parapsoriasis, reacciones a farmacos, etc, es
mas dificil de establecer.

Tabla 7. Valoracion de las variables histopatoldgicas

VARIABLES HISTOPATOLOGICAS

Valoracion

Linfocitos con halo perinuclear en la unién o en
epidermis

0.Escasos; 1. Abundantes

Linfocitos en cadena en la unidon dermo-epidérmica

0.Ausente; 1. Presentes

Epidermotropismo desproporcionado

0.Ausente; 1. Presente

Microabcesos de Pautrier

0.Ausente; 1. Presentes

Linfocitos atipicos en dermis de mayor tamafio que en
epidermis

0.Ausente; 1. Presentes

Coladgeno “en alambre” en dermis papilar

0.Ausente; 1. Presente

Atipia linfocitaria (menor de 25% de las células)

0.Leve; 1.Moderada; 2.intensa 3.TCG*

Actividad mitdtica ( n2 mitosis/10campos de gran
aumento)

Bajo indice (menos de 5mitosis /10cga)
Alto indice(>5mitosis/10 cga)

Espongiosis en epidermis

0.Ausente; 1. Presente

Afectacion folicular focal

0.Ausente; 1. Presente

Foliculotropismo intenso (mayor que afectacion en
epidermis)

0.Ausente; 1. Presente

Infiltrado perivascular

0.Escaso; 1. Relevante

Densidad del infiltrado en dermis.

1.Leve; 2. Moderado; 3 intenso

Mucinosis folicular

0.Ausente; 1. Presente

*VALORACION DE ATIPIA:

Leve: presencia de linfocitos con nicleos hipercromaticos de tamafio ligeramente mayor que
los nucleos de los linfocitos normales y con cierta irregularidad (imagen 1)

Moderada: presencia de linfocitos de nicleos de tamafo entre el doble y cuatro veces el
tamafio del ndcleo de un linfocito normal, con irregularidad y/o aspecto cerebriforme (Imagen
2)

Intensa: linfocitos grandes, con nucleos también grandes mds de 4 veces el tamafio del nucleo
de un linfocito normal, con cromatina clara y nucléolo evidente o hipercromaticos, irregulares
+/-aspecto anaplasico. Incluye TCG: Transformacion a célula grande (>25% de células con
tamanfio grande y atipia marcada) (Imagen 3)
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Imagen 1. Atipia leve Imagen 2. Atipia moderada Imagen 3. Atipia Intensa

C) INMUNOHISTOQUIMICAS

Pertinencia: Existian estudios previos aun no corroborados de la posibilidad de que
determinadas moléculas, ya sea su expresion o su negatividad puedan tener valor como
predictores de prondstico. Algunas habian sido descritas con valor en predecir superviviencia y
progresidon y otras como factores predictivos de respuesta a tratamiento, especialmente a
Interferén [107] en estudios previos de nuestro grupo de investigacién. Algunos de estos
estudios preliminares se habian realizado en muestras de cultivos celulares, y ahora han sido
valorados en muestras procedentes de pacientes.

Tabla 8 Antisueros y categorias (puntos de corte)

Antisuero  DILUCION MARCA Visualizacion CLON Reactividad Punto de corte tras
agrupar *

CD3 1:200 dako LSAB poliDako Pos/neg > 30% céls. positivas

Cda 1:3 Master Novolink 4B12 Pos/neg > 30% céls. positivas
diagnostica

CD8 1:25 Dako LSAB C81448B Pos/neg > 30% céls. positivas

CD2 1:300 Novocastra  Novolink AB75 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD5 1:200 Novocastra  Novolink 4C7 Pos/neg > 30% céls. positivas

CcD7 1:25 Novocastra  Novolink 272 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD30 1:01 CNIO Novolink 6DG5 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD54 1:25 Novocastra LSAB 23G12 Pos/neg >5% céls.positivas

FOXP3 1:1 CNIO LSAB 206D7G7 Pos/neg > 30% céls. positivas

TCRBF1 1:50 Endogen LSAB 823 Pos/neg > 30% céls. positivas

TCL-1 1:100 Cell- LSAB 4042 Pos/neg > 30% céls. positivas
Signaling

Bcl-2 1:25 Dako LSAB 1214 Pos/neg > 30% céls. positivas

TIA1 1:2 Master LSAB 2G9 Pos/neg >5% céls.positivas
diagnostica

Ki-67 1:100 Dako LSAB MiIB1 Alto/bajo >15% céls. positivas

Ikba 1:500 Cell LSAB 5 Pos/neg >5% céls.positivas
signaling
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Antisuero  DILUCION MARCA Visualizacion CLON Reactividad Punto de corte tras
agrupar *

ZAP-70 1:50 Lab vision. Novolink 2F3.2 Pos/neg > 30% céls. positivas

Thermo
Fisher

CD25 1:125 Novocastra Novolink 9 Pos/neg > 30% céls. positivas

CD95 1:50 Novocastra Novolink M30 Pos/neg > 30% céls. positivas

STAT-1 1:25 Santa Cruz  Novolink C136 Pos/neg >30% céls.positivas
(se valord tincion
nuclea y
citopldsmicar)

P16 1:200 Santacruz  LSAB F12 Pos/neg > 30% céls. positivas

MAL 1:500 Miguel A LSAB 6D9 Pos/neg > 30% céls. positivas

Alonso

STAT4 1:50 Santacruz  LSAB policlonal  Pos/neg > 30% céls. positivas
(se valord tincidn
nuclear y
citopldsmica)

STAT3 1.250 Santacruz  LSAB F-2 Pos/neg > 30% céls. positivas
(se wvaloro tincion
nuclear y
citoplasmica)

CD123 1:25 Ebioscience LSAB 6H6 Pos/neg >5%  céls.positivas
valorado en
acompafiantes  de
epidermis

PD1 1:2 CNIO Novolink NAT 105 Pos/neg >10% céls. positivas

monoclonal

* Inicialmente recogimos las variables con tres valores: O=negativo 6 <5%; 1=positivo débil
entre 5-30% o 15% para ki67; 2=positivo intenso > 30% céls. positivas.

Posteriormente elegimos el punto de corte mas adecuado en funcidn de los datos previamente
descritos en la literatura y de la posibilidad de resultar significativo.

VIII.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Se realizd un estudio de estadistica descriptiva y un estudio de estadistica analitica. Ambos
ayudados del programa STATA versién 10.1. Se realizé estudio descriptivo de parametros de
tendencia central (media, mediana...) y pardmetros de dispersién (desviacidn tipica, desviacion
Standard...). El estudio analitico consistié en detectar segln las variables independientes
(determinantes inmunohistoquimicos, histolédgicos y clinicos) diferencias en la supervivencia y
en la progresion. El programa SPSS Base versidon 10.0 (SPSS Inc Chicago, IL) se utiliz6 para
realizar las pruebas de Chi cuadrado y Correccion de Yates en el estudio de asociacion de

variable: ESTADIO con los demas factores prondsticos.
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VIII.5.1. PARA TODOS LOS ESTADIOS. ANALISIS GENERAL

VIII.5.1.1. Analisis de supervivencia.

Con un doble analisis :

- Supervivencia global (SG): definida como el tiempo de seguimiento hasta la
muerte por cualquier causa. Para ello se recogieron las fechas de muerte vy

pérdidas de seguimiento por otras causas.

- Supervivencia respecto a muerte por enfermedad (SE): definida como el tiempo
de seguimiento hasta la muerte por enfermedad. Se utilizé la fecha de muerte por
enfermedad y las pérdidas de seguimiento o muerte por otras causas se

consideraron otra categoria.

Realizamos dos andlisis de supervivencia para SG y otros dos para SE tanto considerando la
enfermedad desde la fecha de inicio de los sintomas, como considerando la enfermedad desde
el momento del didgndstico (primera biopsia diagndstica) utilizando el método de Kaplan-

Meier.

Las curvas de supervivencia se compararon para cada posible factor prondstico (variable
determinante) con el test de long-rank para deteminar diferencias estadisticamente
significativas entre las distribuciones de supervivencia. Se consideréd estadisticamente
significativas las diferencias con p<0,05. Posteriormente con los factores que fueron
significativos se realizd analisis multivariante con modelo de regresién de Cox. Se obtendra el
hazard ratio, este indice valora las diferencias en la funcién de riesgo (funcién calculada para
saber el riesgo de muerte por enfermedad en funcién del tiempo transcurrido), es equivalente
al odds ratio, es decir mide incremento del riesgo pero lo hace en funcién del tiempo
transcurrido (es decir comparando las funciones). Se calcula para cada variable la asociacion
estadisticamente significativa, la magnitud de la asociacion y la precisiéon de la asociacidn
(intervalo de confianza) . Para las variables con asociacidon estadistica se realiza un anlisis

complementario utilizando modelos multivariantes.

VIII.5.1.2. Andlisis de progresion

Se considero progresion desde la fecha de inicio de la enfermedad hasta la fecha de progresion
que para cada caso corresponderia a un cambio en la clasificacion del estadio (paso a T3, T4,
N3 o M1) o bien muerte por enfermedad (linfoma) . este analisis se hizo teniendo en cuenta el
tiempo hasta a la progresion desde el inicio de los sintomas y desde el momento del
diagnoOstico. Se realizd mediante un modelo de regresion de Cox, utilizado de forma
univariante, o multivariante en un analisis posterior escogiendo los marcadores significativos.

Se valoro la significacion estadistica empleando el test de Wald cuando se obtuvieron p<0,05.
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VIIL.5.2. ANALISIS ESPECIFICO DE LOS CASOS DE MICOSIS FUNGOIDE EN ESTADIOS
INICIALES

El mismo estudio descriptivo y analitico se realizO separando el grupo de pacientes con
Micosis fungoide en estadios iniciales (estadio IA, IB, lIA). Del total de 91 pacientes, la mayoria
correspondian a este grupo (estadios iniciales), exactamente 67 casos (73,6 %de la muestra)
(ver tabla 10 en resultados) . El analisis de los distintos factores pronOsticos y su influencia en
la supervivencia (SG y SE) y en la progresion tiene especial interés en este grupo de pacientes
hasta el momento candidatos a tratamientos tOpicos dirigidos directamente a la piel, pero que
en los casos de progresion podrian beneficiarse de terapias mas agresivas si somos capaces de
detectarlos precozmente. Por tanto realizamos el analisis y comparacion de las curvas de
supervivencia por el método de Kaplan Meier y regresion de Cox, con la metodologia descrita

anteriormente en este apartado para el grupo reducido de pacientes en estadios iniciales.

Se obtendrd el hazard ratio, este indice valora las diferencias en la funcién de riesgo (funcién
calculada para saber el riesgo de muerte por enfermedad en funcion del tiempo transcurrido),
es equivalente al ods ratio, es decir mide incremento del riesgo pero lo hace en funcién del
tiempo transcurrido (es decir comparando las funciones). . Se calcula para cada variable la
asociacion estadisticamente significativa, la magnitud de la asociacién vy la precision de la
asociacion (intervalo de confianza) . Para las variables con asociacidn estadistica se realiza un

analisis complementario utilizando modelos multivariantes.

Se emplea el modelo de regresidn de Cox para andlisis univariante y multivariante de las
variables que podian ser predictoras de respuesta completa al primer tratamiento y el test de

significacién estadistica de Wald.

El software empleado es el programa estadistico STATA, version 10. Y el programa SPSS Base
versiéon 10.0 (SPSS Inc Chicago, IL).
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IX. RESULTADOS

IX.1. DESCRIPCION DE LA SERIE DE PACIENTES

Nuestra serie de estudio incluyd 91 pacientes diagnosticados de MF de forma sucesiva en el
Hospital 12 de Octubre, de los cuales 50 (54,95%) son hombres y 41 ( 45,05 %) son mujeres.

Siendo ligeramente mas frecuente la prevalencia en hombres 1,2:1.

La edad media al diagndstico es de 53,7 afios, la moda de la edad al diagndstico es 59 afios y el
rango oscila entre 20 y 94 afos. Sin embargo la edad de inicio de los sintomas es algo menor

siendo la media 43,7 afios, con un rango entre 20 y 91 afios.

El seguimiento medio fue de 15,7 afios (rango entre 1 afio y 44 afios) existiendo un decalaje
entre el momento de inicio de los sintomas y el momento de diagndstico que tiene como
media 6,4 afios; (Tabla 9).

Tabla 9 Tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas y
el diagndstico en funcion del estadio

PACIENTES Media de tiempo de decalaje hasta

ESTADIO

N=91 (%) el diagnéstico seguin estadio (afos)
1A 28 (30,8%) 5.7
IB 31 (34,1%) 7,4
A 8 (8,8%) 8,4
B 8 (8,8%) 9,5
n 7 (7,7%) 1,4
IVA 7 (7,7%) 5,5
IVB 2 (2,2%) 1,5

La mayor parte de los pacientes, 67 del total de 91 (73,6%) se encontraban en estadios iniciales
de la enfermedad (Estadio IA,IB,IIA) (Grafico 8 y Grafico 9) y sélo el 26% corresponde a
estadios avanzados, lo que permite hacer un estudio independiente del grupo de los pacientes

en estadios iniciales.

Separar a estos pacientes para su estudio es de gran relevancia clinica ya que determinar los
factores prondsticos al comienzo de su enfermedad es potencialmente un método que
permitira avanzar hacia establecer protocolos de manejo clinico y terapias adecuadas que

aumenten sus posibilidades de no progresion y mejoren su prondstico.
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Grafico 8. Descripcion de la serie de pacientes. Porcentaje de pacientes en
cada estadio

Estadio al diagnodstico

IVA V8
1 2%
8%
7%

IA
31%

1B
34%

Grafico 9 Descripcion de la serie de pacientes. Se observa que la mayor
parte corresponde a estadios iniciales de evolucion de MF.

Estadios iniciales

Avanzados (IIB,
Il IVA, IVB)
26%

Iniciales (A, IB,
l1A)
74%

Iniciales (IA, IB, II1A) Avanzados (I1B, IlI, IVA, IVB)
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IX.2.1. VARIABLES CLINICAS

IX.2.1.1. Distribucidén General de la Evolucién de la Serie de Pacientes, Segun las
Variables Dependientes: Progresion y Mortalidad por Todas las Causas o

por Enfermedad

Tabla 10 Descripcion general de la evolucion segtn los estadios en el momento del diagnéstico

ESTADIOS INICIALES ESTADIOS AVANZADOS Total
N=67 (73,6%) N= 24 (26,4%) (VA)
ESTADIO 1A IB lHA 1B ]| IVA IVB
Pacientes 28 31 8 8 7 7 2 91
(n=91) (30,8%) | (34,1%) = (88%) @ (88%) | (7,7%) | (77%) | (2,2%) (100%)
. 2/2
Progresion 5/28(17,86%) | 10/31(32,26%) | 4/8(50,00%) | 2/8(25,00%) @ 2/7(28,57%) @ 3/7(42,86%) (100,00%) | 28/91 | (30,76%)
Progresion a T3 3 6 3 0 0 0 0 12 (13,2%
Progresion a T4 0 0 1 0 0 0 0 1 (1,1%)
Progresion a N3 1 2 0 0 2 0 0 5 (5,5%)
Progresion a M1 0 1 0 1 0 0 0 2 (2,1%)
Muerte
especifica por 1/28(3,57%) | 1/31(3,23%) | 0/8(0,00%) | 1/8(12,50%) | 0/7(0,00%) | 3/7(42,86%) | 2/2(100,00%) | 8/91 |  (8,7%)
enfermedad:
(linfoma/MF/SZ)
Muerte por 3 3 1 0 2 0 0 9 | (19,8%)
todas las causas
Respuesta
‘c)c:ir:‘;:fta al 18/28(64,29%) | 11/31(35,48%) | 2/8(25,00%) | 2/8(25,00%) | 3/7(42,86%) | 0/7(0,00%) |  0/2(0,00%) | 36/91 | (40.0%)

tratamiento

La mortalidad total por todas las causas al final del seguimiento fue 19,78% (18/91 casos), con
un porcentaje de supervivencia global a los 5 afios: 98,89%; a los 10 afios: 91,36%; a los 15
anos: 86,54%; a los 20 afios: 79,62%; a los 25 afos: 75,83%; a los 30 afios: 60,32%.
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La mortalidad segin muertes por enfermedad fue 8,79 % (8/91) con un porcentaje de
supervivencia a los 5 afios: 100%, a los 10 afios: 96,01%; a los 15 afios: 94,33%; a los 20 afios:
90,13%; a los 25 afios: 90,13%; a los 30 afos: 76,81%. Con estas cifras no puede calcularse la
mediana de supervivencia como tiempo cuando se alcanza el 50% de mortalidad. La mayor
parte de los pacientes estaban vivos al final de su seguimiento, lo que nos alegra por nuestros
pacientes pero supone una limitaciéon para un estudio de supervivencia. (Grafico 10 y Gréfico
11)

Grafico 10 Curva de representaciéon del tiempo de supervivencia global

Representada en intervalos de 5 afios. Representa la proporcion de pacientes vivos
en cada periodo de tiempo. Siendo 1 el total de la muestra N=91 pacientes. Al final
del periodo de seguimiento la supervivencia se situd en torno al 60%.

Kaplan-Meier survival estimate
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Grafico 11. Curva de representacion del tiempo de supervivencia
considerando solo las muertes especificas por enfermedad

Se representa en intervalos de 5 afios. Muestra la proporcidn de pacientes vivos en
cada periodo de tiempo. Siendo 1 el total de la muestra N=91 pacientes. Al final del
periodo de seguimiento la supervivencia se situé en torno al 77%.

Kaplan-Meier survival estimate
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Aun con esta limitacidn, observamos un porcentaje de mortalidad y progresion suficiente para
tratar de buscar factores que nos permitieran discernir cudles estarian en el grupo de buen

prondstico (vivos al final del seguimiento y sin progresion ).
IX.2.1.2. Estadio al Diagnostico (Clasificacion TNMB)

La variable clinica con mayor impacto en la supervivencia y en la progresion fue el estadio
diagnéstico.(Tabla 11 y Grafico 12)

Afectaba tanto a la supervivencia global como a la supervivencia en muertes por enfermedad.

Tabla 11.Porcentaje de mortalidad por estadios

Probabilidad de supervivencia (%)

PACIENTES Muertes por

ESTADIO N=91 (%) enfermedad

1A 28 (30,8%) | 1/28 3,57 | 100 95,45 | 95,45 95,45 95,45
1B 31 (34,1%) | 1/31 3,23 | 100 100 95,24 95,24 95,24
1A 8 (8,8%) 0/8 0 100 100 100 100 100
1B 8 (8,8%) 1/8 12,5 | 100 87,50 | 87,50 87,50 87,50
1l 7 (7,7%) 0/7 0 100 100 100 100 100
IVA 7 (7,7%) 3/7 42,86 | 100 100 75 75 75
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PACIENTES Muertes por

o . S
ESTADIO N=91 (%) enfermedad Probabilidad de supervivencia (%)

IVB 2 (2,2%) 2/2 100 100 50 50 30 30

Grafico 12. Porcentajes de supervivencia al final del seguimiento segun estadios
Aunque existen diferencias significativas p<0,05 en la comparacién de las curvas de supervivencia en
conjunto entre todos los estadios, siendo diferentes entre si, no significa que la supervivencia sea peor
seglin avanzan los estadios. Es relevante el mal prondstico de los pacientes en estadio IVB.

Porcentaje de supervivencia al final del seguimiento segun estadio
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También el estadio al diagndstico fue significativamente relevante para determinar diferencias

en la progresion. (Tabla 12 y Grafico 13)

Tabla 12. Porcentajes de pacientes que progresan segun cada estadio

Media de tiempo

Probabilidad de progresar (%)

ESTADIO PACIENTES Progresan hasta~la progresion esigrnoc:ar
N=91 (%) N (%) en (afios) (95%) . . . .
5 aios 10 afos 15aios 20 afios

1A 28 (30,8%) 3/28 (10,71%) 14.24 10,35 3,85% 12,63% 12,63% 12,63%
1B 31 (34,1%) | 6/31(19,35%) 15,94 9,57 3,33% 10,51% 21,70% 21,70%
1A 8 (8,8%) 4/8 (50%) 15,01 10,97 14,29% 28,80% 28,80% 52,50%
1]:] 8 (8,8%) 2/8 (25%) 17,67 10,89 12,50% 12,50% 25,00% 25,00%
11l 7 (7,7%) 2/7 (28,57%) 5,58 3,67 14,29% 14,29% 25,00% 25,00%
IVA 7 (7,7%) 3/7 (42,86&) 15,21 9,79 0,00% 0,00% 0,00% 25,00%
IVB 2 (2,2%) 2/2 (100%) 12,09 4,82 0,00% 50,00% 50,00% 70,00%
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Grafico 13. Pacientes en cada estadio y porcentaje que progresan

Porcentajes de pacientes que progresan segun estadios
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Sin embargo las marcadas diferencias entre los grupos de estadios iniciales respecto a los
grupos de estadios avanzados, no se parecen a las escasas diferencias que hay en el prondstico
entre los subgrupos de estadios iniciales entre si. No habia diferencias estadisticamente
significativas entre los estadios IA, IB y lIA entre si. No solo eso, sino que el estadio IIA parece
incluso mejorar el prondstico (ver curvas de supervivencia en Grafico 14y fijarse en estadio
IA,IBy l1A).

Sin embargo para la progresion, aunque hay correlacion entre los primeros estadios entre si
(cuanto mas avanzado el estadio mas riesgo de progresién para IA, IB,IIA) . El estadio IIA es
discordante ya que hay mas progresion en IIA que en los estadios IIB y Ill, esto ocurre porque
casi todos los pacientes en estadio IIA (en placa extensa) pasan a hacer T3 (tumor) y uno

deellos a eritrodermia (T4).

El método de clasificaciéon en estadios no es del todo efectivo para discriminar diferencias
prondsticas en estadios muy iniciales, los tres primeros estadios tienen una supervivencia
mayor del 95% pero en el IA y IB, se sitia aproximadamente en el 97% (en cada grupo 1
paciente muere por enfermedad) y en IIA sin embargo ninglin paciente muere de enfermedad

aunque si presentaron progresion lenta.

En los estadios avanzados la supervivencia para los estadios IIB y Il es peor para IIB, ya que el
estadio de (T3) tumor parece conferir peor prondstico. El resto de estadios presentan mayor
mortalidad y lo hacen aumentando ésta, correlativamente con el aumento del estadio (se

cumple para IVA y IVB).
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En definitiva , este sistema parece asociarse a grupos de riesgo con diferencias significativas en
supervivencia y progresion en conjunto pero con dificultades en discriminar entre estadios
dentro de los iniciales y con algunos estadios menos avanzados (lIB) que evolucionan peor que

el estadio mas avanzado siguiente (ll1).

Tratamos de determinar factores prondsticos nuevos o poco utilizados, que de forma
independiente al estadio o afiadiéndose a esta clasificacidn, permitan definir grupos de riesgo

con mayor valor predictivo sobre la evolucidn.

Grafico 14.Tiempo de supervivencia en anos, respecto a muertes por enfermedad en cada
estadio

Se observa que las distribuciones de los estadios iniciales son similares, incluso se superponen con

lo que se deduce que este modelo no es del todo efectivo para separar los grupos prondsticos.

Kaplan-Meier survival estimates
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Estadiodco 7: IVB (Clasificacion de Bunn y lamberg 1979. Anexos 1y 2)
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Grafico 15. Curva de progresidn segln estadios.

Similares resultados se obtuvieron respecto a la progresién (Grafico 8) . Aunque hubo diferencias significativas
entre estadios iniciales frente al grupo de estadios avanzados para predecir progresidn, existen pocas
diferencias entre los estadios IA, IB y IIA entre si. Ademas el estadio Il (grafica estadiodco 5) resultd tener un
bajo riesgo de progresion

Kaplan-Meier survival estimates
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Estadiodco 7: IVB (Clasificacion de Bunn y Lamberg 1979. Anexos 1y 2)

IX.2.1.3. Analisis de Subtipos Reconocidos por la OMS, SS y Variantes de MF.

IX.2.1.3.1. Descripcion de las variantes de MF encontradas en nuestra serie de

casos

La mayor parte de nuestros pacientes se presentaron con MF clasica 81/91 (89,01%) aunque
algunos de ellos tenian variantes clinicas como la presentacion con clinica fundamental de
dishidrosis en uno de ellos (variante siringotrdopica), 4 de ellos presentaron papulas
linfomatoides en algiin momento de su evolucién, diagnosticadas de papulosis linfomatoide,
dos antes de presentar MF y dos después; 1 de ellos presentd rasgos de MF granulomatosa
aunque no cutis laxa granulomatosa y su evolucidn fue favorable, sin progresién; un caso de

buen pronéstico se presenté como una lesidn Unica.
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Respecto a los subtipos de MF aceptados por la OMS, hubo 3 casos que histolégicamente
presentaban afectacién de predominio en foliculos con menos afectacién epidérmica, sin
embargo de estos 3, solo uno de ellos presentaba también rasgos clinicos de foliculotropismo.

Este caso no progresd aunque esta variante clinicopatoldgica hacia prever que asi fuera.

A continuaciéon se muestra el resumen de los casos que se presentaron como subtipos o
variantes de MF ( Tabla 13)

Tabla 13 Variantes y Subtipos de MF

Estadio al Progresion
diagnostico
Il (4 casos)
IVA (2 casos)

IVB (1 caso)

Variante N (%)

Muerte por
linfoma

Sindrome de
Sézary

7 (7,69%) 2/7 28,57%

1(1,10%) B 0 0
2 (2,20%) IVB(1 caso) 1/2 (50%) 1 (50%)

IB (1 caso)
1(1,10%) IB 1/1 (100%) 1/1 (100%)
4 (4,40%) 1A 2/4(50%) a T3 0
1(1,10%) 1A 0 0
19/91 (20,88%)

Sindrome de Sézary

Por la posible relevancia prondstica , separamos para analizar aparte los pacientes con
sindrome de Sézary. Entre nuestros 24 pacientes con estadios avanzados en el momento del
diagndstico se encontraron 7 casos con Sindrome de Sézary cuya evolucidon se describe en la
siguiente tabla (Tabla 14) . Se observa que hay diferencias significativas para el riesgo de
muerte por enfermedad y riesgo de progresion en el grupo con sindrome de Sézary , si
comparamos las distribuciones del tiempo de supervivencia , pero no en nimeros absolutos.
Es decir el tiempo de supervivencia y el tiempo hasta la progresiéon son menores para estos
pacientes ( Grafico 16 y Grafico 17). Sin embargo no resultd significativo el porcentaje de
eventos (muertes o progresion) si no se tiene en cuenta el tiempo (Tabla 16).

Tabla 14. Evolucidn clinica de los pacientes con sindrome de Sézary

SINDROME DE SEZARY DESDE EL MOMENTO DE DIAGNOSTICO

EDAD SEXO ESTADIO AL PROGRESION = MUERTE POR
(afios) (M/H) DIAGNOSTICO ESTADIO LINFOMA
a4 H IVa (TAN3B2MO) No No
63 H 11l (TANOB2MO) a IVa (TAN3B2MO) No
56 M IVa (T2N3B2MO) aT4 No
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SINDROME DE SEZARY DESDE EL MOMENTO DE DIAGNOSTICO

EDAD SEXO ESTADIO AL PROGRESION MUERTE POR
(afios) (M/H) DIAGNOSTICO ESTADIO LINFOMA
78 H Il (T4AN1B2MO) alva No
56 H 11l (T4N2B2MO) No No
74 H Il (TAN1B2MO) a IVa (T4N3B2MO) No
29 M IVb (TAN3B2M1) si

Tabla 15 Diferencias en el tiempo hasta la evolucién desfavorable entre de los pacientes con
sindrome de Sézary y su significacion estadistica

SINDROME DE SEZARY

N PROGRESION (Mediana) MUERTE POR LINFOMA (percentil
pacientes | (Mediana del tiempo hasta 25)
progresion en afios) (Percentil 25 del tiempo hasta
muerte causada por enfermedad)
S. Sézary (B2) 7 9 afios 9,2 afios
No Sézary 84 35 afios >35 afios
(B0 0o B1)
P=0,008 (significativo p<0,05) P=0,0353 ( significativo p<0,05) Test de significacion
Long-rank
o Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 16. Supervivencia en SS respecto al resto de pacientes. Variantel: pacientes con’sindrome de
Sézary; Variante 0. Pacientes sin Sindorme de Sézary p=0,008
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Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 17. Progresion en los pacientes con sindrome de Sézary (variante:1): Se observa un menor
tiempo hasta la progresidn en los pacients que presentaron SS

Tabla 16 Diferencias en los porcentajes que evolucionan segun estuvieran o no en
Sindrome de Sézary al diagnéstico

Ausencia de significacion estadistica aunque tanto como la evolucién son mas frecuentes en los

pacientes con Sindrome de Sézary respecto a los otros estadios

SINDROME DE SEZARY

N PROGRESION (%) MUERTE POR LINFOMA
pacientes | (si-no) (si-no)
S. Sézary (B2) 7 3/7 (42,86%) 1/7 (14,29%)
No (BO o B1) 84 19/84 (22,62%) 7/84(8,33%)
0,23 no significativo 0,593 no significativo Test exacto de Fisher

IX.2.1.4. Analisis por Grupos de Edad

Asi mismo, a la vista de la evolucién mas favorable de la MF descrita en la literatura,

separamos los pacientes muy jovenes.

Definimos muy joven como menor o igual a 21 afios. En las primeras fases de la enfermedad
(momento del inicio de los sintomas) se encontraron 9 pacientes muy jévenes . Un 10% de la
serie de pacientes tenian igual o menos de 21 afios, todos ellos estaban en estadios iniciales al
momento del diagndstico. No identificamos pacientes menores de 21 afios entre el grupo de

pacientes en estadios avanzados.

Su evolucidn se describe en la Tabla 17. No hubo diferencias significativas entre el grupo de
menores o iguales a 21 afios y el de mayores, en su evolucién en nuestra serie (Tabla 18), ni
para progresién, ni para muertes por enfermedad, aunque si fue significativa una menor

mortalidad por todas las causas p=0,03 en los menores de 21 afios.



IX. RESULTADOS 81

Respecto a la progresion se observa que progresan mas los pacientes mas mayores (21%)
respecto a los menores de 21 afios (progresan el 11%), pero las diferencias no fueron
significativas. Tampoco en la mortalidad especifica por enfermedad que resulté un poco mas
elevada en el grupo de menores de 21 afios, sin significacion estadistica.

Tabla 17.Descripcién del estadio y evolucion de los pacientes muy jovenes (menores de 21
anos en el momento de inicio de los sintomas)

PACIENTES MUY JOVENES ( edad menor o igual a 21 afios al inicio de los sintomas)

EDAD SEXO ESTADIO AL PROGRESION MUERTE POR
(afios) (M/H) DIAGNOSTICO ESTADIO LINFOMA

20 M IA No No

19 H IB (T2,N0,B0,MO0) No No

17 M lIA (T2,N1;B0,MO0) No No

19 M IB (T2,N0,B0,MO0) No No

21 H B (T2,NO,BO,MO) No No

21 M IB (T2,N0,B0,MO0) aT3 Si

21 M B (T2,NO,B0,MO) No No

14 M IA (T1,NO,BO,MO) No No

10 M IA(T1,N0,B0,MO) No No

Tabla 18 Comparacion de los porcentajes de progresidon y mortalidad en pacientes muy
jovenes

PACIENTES MUY JOVENES ( edad menos o igual a 21 afios) Al INICIO DE LOS SINTOMAS

EDAD N pacientes PROGRESION MUERTE POR LINFOMA Significacion
(afios) estadistica
<21 9(9,8%) 1/9 (11,1%) 1/9(11,1%)
>21 82(90,1%) 21/82 (25,6%) 7/82 ((8,53%)
91 p> 0,05 No significativo | p> 0,05 No significativo Test de Fisher

No obtuvimos diferencias significativas entre los grupos si se establece el punto de corte de la
edad en 60 afios, tal y como aparece en estudios previos (cita CLIPI) el prondstico no era
significativamente distinto en mayores de 60 afos , respecto a menores de 60 afos,
considerando solamente muertes por enfermedad y no el total de la mortalidad, tampoco era

diferente respecto a progresién a estadios mds avanzados (Tabla 19)
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Tabla 19 Comparacion de los porcentajes de progresion y mortalidad en pacientes mayores

PACIENTES MAYORES ( edad mayor de 60 aiios al inicio de los sintomas)

EDAD N PROGRESION MUERTE POR Significacion
(afios) pacientes LINFOMA estadistica
>60 35 5/35(14,29%) 3/35 (8,57%)
<60 56 17/56 (30,36%) 5/56 (8,93%)
91 p> 0,05 No significativo p> 0,05 No significativo Log Rank test y Pearson

IX.2.1.5. Analisis por Sexo

Analizamos otro de los factores descritos en el indice CLipi como de valor prondstico: el sexo,
obteniendo los siguientes resultados para la supervivencia y progresion (Tabla 20) , que como
puede observarse no suponen un aumento del riesgo para los hombres de nuestra serie ,

respecto a las mujeres.

Tabla 20 Porcentaje de pacientes que evolucion en funcion del sexo

~ SEGUNELSEXO (Varén-Mujer)

SEXO N pacientes PROGRESION MUERTE POR LINFOMA Método de cdlculo de
(ne de eventos | (n2 de eventos definidos | la magnitud de las
definidos como | como muertes especificas por diferencias en las
paso a T3, T4, N3 o | enfermedad ) distribuciones del
M1) tiempo hasta el evento

1.Varén | 46 (52,9%) 12/46 (26,02%) 5/46 (10,8%)
2.Mujer | 41 (47,1%) 8/41 (19,5%) 3/41 (7,31%)
p>0.05 (no significativo) p>0.05 (no diferencias significativas) | Test de Fisher

IX.2.2. VARIABLES HISTOLOGICAS RELACION CON SUPERVIVENCIA Y PROGRESION A
ESTADIOS MAS AVANZADOS

Realizamos el analisis de las variables histopatoldgicas tanto para la supervivencia como para

la progresion desde el inicio.

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parametros histopatolégicos

que se confirmaran en la supervivencia por enfermedad y en la supervivencia global.

Solamente la presencia de linfocitos con halo claro en la unién dermoepidérmica tuvo una
asociacion estadisticamente significativa con la supervivencia global. Este dato no se confirma
al hacer el andlisis por supervivencia solo por enfermedad, ni en la progresidn, con lo que no

nos parece que tenga significado bioldgico, aunque debe ser considerado en futuros estudios.
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TRANSFORMACION A CELULAS GRANDES

Ninguno de los casos presentaba transformacion a células grandes en el momento del
diagnéstico , por lo que no pudimos utilizarlo como factor prondstico en nuestro estudio. Sin
embargo es de resefiar que uno de los casos correspondiente a un vardn en estadio IA,
desarrolld transformacion a células grandes a los 6 afios de su evolucion, con progresién a T3
desde T1, y posterior desarrollo de un linfoma cutdneo primario de células T, muriendo como
consecuencia de la quimioterapia, lo que se considera muerte por complicaciones derivadas de

su enfermedad

Imagen histolégica 19. Transformacion a
células grandes. HE 400x

1X.2.2.1. Supervivencia

Los resultados de supervivencia estudiada desde el inicio de los sintomas y la supervivencia

considerada desde el momento del diagndstico, fueron similares.

1X.2.2.1.1.  Supervivencia global (considerando muertes por todas las causas)

Solo la variable histopatoldgica de presencia de un halo claro alrededor del nicleo en los
linfocitos neopldsicos parece estar asociada a una peor supervivencia, siendo significativa
estadisticamente. Pero al hacer el analisis de supervivencia considerando solo muertes
especificas causadas por la enfermedad esta asociacién no se demostrd. Resultados en la
Tabla 21

Tabla 21 Variables histoldgicas y su asociacion con la supervivencia considerando muerte
por todas las causas

VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes categorias ratio
Linfocitos con halo | Presente 73 17 1.00
perinuclear Ausente 12 0 0.035
Linfocitos en Ausente 53 12 1.00
cadena Presente 30 5 0.71 0.517
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes categorias ratio
Epidermotropismo | Presente 52 12 1.00
desproporcionado | Ausente 32 5 0.52 0.227
Micorabcesos de Presente 53 13 1.00
Pautrier Ausente 32 4 0.37 0.091
Linfocitos atipicos | No 59 12 1.00
en dermis mayor
tamaiio que en Si 26 5 1.03 0.961
epidermis
Colageno en Ausente 62 11 1.00
alambre en dermis | presente 23 6 1.73 0.281
papilar
Atipia linfocitaria | Grado alto 45 9 1.00
Grado bajo 40 8 0.91 0.848
Actividad mitdsica | Grado bajo 47 7 1.00
(<5 mitosisen 10 | Grado alto 37 10 1.48 0.428
CGA)
Espongiosis Presente 51 12 1.00
Ausente 34 5 0.63 0.394
Afectacion Presente 19 4 1.00
folicular Ausente 42 9 0.47 0.254
Afectacion Ausente 66 13 1.00
perivascular Presente 14 4 2.70 0.101
Densidad del Intenso 44 10 1.00
infiltrado en Leve 42 7 0.85 0.742
dermis
Mucinosis folicular | Ausente 55 11 1.00
Presente 5 2 1.70 0.495

Supervivencia respecto a muertes causadas por la enfermedad

Ninguna variable histoldgica resultd estadisticamente asociada a una peor supervivencia

cuando analizamos las muertes causadas solo por la enfermedad.
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No se comprueba la asociacion a peor prondstico del “halo claro perinuclear” que
encontramos al analizar las variables histopatoldgicas respecto a muertes por cualquier causa.
La asociacién con la presencia de linfocitos con halo claro perinuclear no se comprobé si

analizamos solo las muertes por enfermedad.

Tabla 22.Variables histolégicas y su asociacion con la supervivencia especifica

considerando muertes por enfermedad

VARIABLE

Categorias

N
Pacientes

N Eventos
categorias

Hazard
ratio

Linfocitos con halo | Presente 73 8 1.00
perinuclear Ausente 12 0 0.121
Linfocitos en Ausente 53 7 1.00
cadena Presente 30 1 0.25 0.197
Epidermotropismo | Presente 52 4 1.00
desproporcionado | Ausente 32 4 1.22 0.786
Micorabcesos de Presente 53 6 1.00
Pautrier Ausente 32 2 0.40 0.267
Linfocitos atipicos | No 59 5 1.00
en dermis de
mayor tamaiio Si 26 3 1.48 0.591
que en epidermis
Colageno en Ausente 62 4 1.00
alambre en dermis | presente 23 4 3.14 0.106
papilar
Atipia linfocitaria | Grado alto 45 5 1.00

Grado bajo 40 3 0.60 0.482
Actividad mitésica | Grado bajo 47 1 1.00
(<5 mitosisen 10 | Grado alto 37 7 6.79 0.074
CGA)
Espongiosis Presente 51 6 1.00

Ausente 34 2 0.50 0.400
Afectacion Presente 19 2 1.00
folicular Ausente 42 5 0.47 0.408
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes categorias ratio
Afectacion Ausente 66 6 1.00
perivascular Presente 14 2 2.95 0.212
Densidad del Intenso 44 6 1.00
infiltrado en Leve 42 2 0.43 0.305
dermis
Mucinosis Ausente 55 6 1.00
folicular Presente 5 1 1.55 0.687

I1X.2.2.2. Progresion (Tabla 23)

Dos caracteristicas histopatolégicas presentaron asociacién con el tiempo hasta la progresion y
por tanto relacion un aumento del riesgo (Hazard Ratio) de progresar:

e La presencia de atipia linfocitaria marcada, aunque ninguno de nuestros casos
presentaba transformacion a célula grande, ya que escogimos casos en su primera
biopsia y la mayoria estaban en estadios muy iniciales. (Grafico 18) En la evolucion
posterior , uno de los casos presentd transformacion a células grandes .

e la presencia de linfocitos en epidermis de mayor tamaiio que los linfocitos de
dermis (Grafico 19)

Tabla 23 Caracteristicas histopatolégicas y su asociacidn con progresion

VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard

Pacientes | categorias ratio
Linfocitos con halo | Presente 73 15 1.00
perinuclear Ausente 12 6 2.16 0.125
Linfocitos en Ausente 53 16 1.00
cadena Presente 30 5 0.54 0.227
Epidermotropismo | Presente 52 8 1.00
desproporcionado | Aysente 32 13 2.39 0.056
Micorabcesos de Presente 53 12 1.00
Pautrier Ausente 32 9 0.95 0.908
Linfocitos atipicos | No 59 11 1.00
en dermis mayor
tamaio que en Si 26 10 2.39 0.047
epidermis
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio
Colageno en Ausente 62 16 1.00
alambre en dermis | presente 23 5 0.84 0.733
papilar
Atipia linfocitaria | Grado alto 45 15 1.00
Grado bajo 40 6 0.38 0.044
Actividad mitdsica | Grado bajo 47 7 1.00
(<5 mitosisen 10 | Grado alto 37 13 2.00 0.143
CGA)
Espongiosis Presente 51 14 1.00
Ausente 34 7 0.70 0.434
Afectacion Presente 19 3 1.00
folicular Ausente 42 13 1.34 0.659
Variante No 57 15 1,00
Foliculotropa Si 3 1 1,2 0,06
Afectacion Ausente 66 16 1.00
perivascular Presente 14 2 0.83 0.812
Densidad del Intenso 44 14 1.00
infiltrado en Leve 42 7 0.55 0.191
dermis
Mucinosis Ausente 55 13 1.00
folicular Presente 5 2 1.34 0.706
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Grafico 18 Curvas de tiempo hasta la progresion estratificando segun la
variable histopatoldgica atipia en las células neoplasicas

Para recoger los datos utilizamos tres grados de atipia, para el analisis de
significacion estadistica comparando las curvas, agrupamos atipia leve y moderado
en GRADO BAJO. Tal como se expresa en la tabla anterior y obtuvimos diferencias
significativas p<0,05 mediante long-rank test

Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 19 Curvas de tiempo hasta la progresion estratificando segtin la variable

histopatolodgica linfocitos en dermis mayor tamafio que en epidermis
Resultd significativa la diferencia en la progresion siendo mas frecuente que progresen los
gue tienen mayor tamafio de los linfocitos en dermis que en epidermis

PROGRESION, Curvas de Kaplan Meier
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IX.2.3. VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS RELACION CON SUPERVIVENCIA Y
PROGRESION A ESTADIOS MAS AVANZADOS

1X.2.3.1. Supervivencia

1X.2.3.1.1. Supervivencia global (considerando muertes por todas las causas)

Tres de las variables estudiadas resultaron estadisticamente significativas para detectar

diferencias supervivencia de los pacientes:

1. La presencia de linfocitos CD4 en dermis, resultoé factor protector

2. Laexpresion de CD30 en los linfocitos neoplasicos de la epidermis resulto afectar
negativamente a la supervivencia

3. La negatividad para bcl2 también disminuye la supervivencia.

Sin embargo sélo los dos Uultimos factores resultaron también significativos cuando
restringimos el andlisis de supervivencia, estudiando los pacientes que habian muerto sélo por

evolucion de su enfermedad.
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Tabla 24.Factores

prondsticos

inmunohistoquimicos

considerando cualquier causa de muerte

Categorias

de

supervivencia

global

VARIABLE

N N Eventos
Pacientes | categorias

CD4 en epidermis | Escaso 40 811.00

Abundante 34 711.03 0.951
CD4 en dermis Abundante 59 81]1.00

Escaso 20 712.95 0.038
CD8 en epidermis | Escaso 65 13]1.00

Abundante 18 2(0.55 0.439
CD8 en dermis Escaso 56 11|1.00

Abundante 29 5/1.14 0.811
CD5 en epidermis | Escaso 41 711.00

Abundante 38 9(1.22 0.697
CD5 en dermis Abundante 57 10|1.00

Escaso 28 6(1.48 0.447
CD7 en epidermis | Escaso 73 13]1.00

Abundante 10 3(1.57 0.480
CD7 en dermis Abundante 25 6(1.00

Escaso 62 10|0.71 0.532
CD30 en Escaso 69 10| 1.00
epidermis Abundante 15 713.04 0.028
CD30 en dermis Escaso 76 13(1.00

Abundante 11 41194 0.249
CD 54 en Escaso 54 811.00
epidermis Abundante 23 712.37 0.102
CD54 en dermis Abundante 47 10|1.00

Escaso 36 510.65 0.425
FOXP-3 en Escaso 66 11|1.00
epidermis Abundante 16 411.19 0.765
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio

FOXP-3 en dermis | Escaso 66 11|1.00

Abundante 16 411.19 0.765
TCR-BF1 Abundante 62 12|1.00

Escaso 13 311.17 0.808
Bcl-2 en linfocitos | Abundante 53 811.00
de epidermis Escaso 30 8(2.87 0.041
Bcl-2 en linfocitos | Abundante 74 1411.00
de la dermis Escaso 13 2(1.14 0.865
CD123 en Escaso 77 14|1.00
epidermis Abundante 8 2(1.32 0.712
TIA-1 en Escaso 55 12|1.00
epidermis Abundante 26 3/0.54 0.338
TIA-1 en dermis Abundante 50 10|1.00

Escaso 35 510.59 0.335
Cd25 en dermis Abundante 76 12|1.00

Escaso 6 1{0.82 0.852
ki67 en epidermis | Escaso 50 511.00

Abundante 13 41259 0.181
ki67en dermis Escaso 61 811.00

Abundante 23 712.50 0.078
IKB en dermis Escaso 7 311.00

Abundante 59 1210.42 0.194
zap70 en Escaso 19 2|1.00
epidermis Abundante 55 13(2.48 0.239
ZAp70 en dermis | Abundante 84 15(1.00

Escaso 2 0 0.293
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

CD95 en Abundante 53 9]1.00
epidermis Escaso 10 1/0.64 0.680
STAT-1 nuclear Escaso 39 711.00
epidermis Abundante 39 6(0.96 0.939
STAT-1 Escaso 36 711.00
citoplasmicoen | Abundante 42 6|0.86 0.779
epidermis
STAT-1 nuclear Abundante 63 10|1.00
dermis Escaso 23 6|1.33 0.588
STAT-1 Abundante 64 11|1.00
citoplasmico en Escaso 21 510.95 0.930
dermis
P16 nucleos de Abundante 61 121.00
epidermis Escaso 9 210.85 0.831
MAL epidermis Escaso 53 911.00

Abundante 23 6|1.65 0.346
MAL dermis Abundante 40 9(1.00

Escaso 44 6|0.61 0.350
STATA4 nuclear Abundante 63 12|1.00
epidermis Escaso 14 1(0.42 0.413
STATA4 nuclear Abundante 71 13|1.00
dermis Escaso 12 0 0.157
STAT 3 Abundante 54 12(1.00
citoplasmico Escaso 22 3/0.54 0.370
epidermis
STAT 3nuclear en | Escaso 23 311.00
epidermis Abundante 53 12(1.89 0.326
STAT 3 Abundante 72 11(1.00
citoplasmicoen | Escaso 14 5(2.38 0.110
dermis
STAT 3 nuclear en | Escaso 11 211.00
dermis Abundante 72 13/0.90 0.894
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Tabla 25 Analisis bivariante de la supervivencia global

VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio
NegMAL-NegCD30 45 6 1.00
MALy CD30 en |PosMAL-NegCD30 17 3 1.31/0.702
epidermi NegatMAL-Pos CD30 8 3 2.09(0.299
Positivo MAL +CD30 5 3 5.17]0.026
NegMAL-NegCD30 48 8 1.00
MALy CD30 en PosMAL-NegCD30 18 3 0.93(0.910
dermis NegatMAL-Pos CD30 5 1 0.96 | 0.967
Positivo MAL +CD30 5 3 5.880.014
NegCD30-NegBcl2 17 4 1
CD30vy bcl-2 en PosCD30-Negbcl2 6 4 1,7410,4
epidermis NegatCD30-Pos bcl2 45 6 0,51/0,1
PosCD30-Pos Bcl2 8 2 0,47 | 0,009
Grafico 20. Distribucion del tiempo de supervivencia por todas las causas respecto al
factor prondstico CD30
S Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 21. Distribucion del tiempo de supervivencia por todas las causas respecto al
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Grafico 22. Distribucion del tiempo de supervivencia estratificando con los dos posibles

factores Bcl2 y CD30 en células neoplasicas de la epidermis.

Se observa que la magnitud de la asociaciéon es mas fuerte para el grupo de CD30 positivo y bcl2
negativo. Se establece un grupo de riesgo muy bien diferenciado en este grupo
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IX.2.3.2. Supervivencia considerando muertes por enfermedad (Tabla 26)

Dado que existe un sesgo al realizar estudios de supervivencia si se considera la muerte por
todas las causas , estudiamos los mismos factores considerando solo muertes debidas a la
enfermedad.

e No existid asociacidn entre la expresidon incrementada de CD4 en dermis como factor
protector

e Existe un mayor riesgo de muerte por enfermedad (valorada como el tiempo hasta la
muerte por enfermedad respecto al tiempo de seguimiento o de muerte por otras
casusas) en los casos en que los linfocitos intraepidérmicos son CD30 positivos (mas
de 30% de células positivas en epidermis)

e La negatividad para bcl2 en las células neopldsicas de la epidermis, es un factor que se
relaciona con un mayor riesgo de muerte por enfermedad

e El marcador PD1 resulto asociado con un mal prondstico. Fue significativo para
predecir una peor supervivencia en muertes por enfermedad tanto cuando era muy
positivo en epidermis como cuando era muy positivo en dermis, resulté ser de mal
prondstico, aunque la magnitud de la asociacion fue débil (H.R 1,17 y H.R. 1,2 en
epidermis y dermis respectivamente)

Tabla 26 Andlisis de los factores prondsticos inmunohistoquimicos segun la supervivencia
considerando sélo las muertes por enfermedad

VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

CD4 en epidermis | Escaso 40 12]1.00

Abundante 34 8(0.68 0.406
CD4 en dermis Abundante 59 14(1.00

Escaso 20 711.53 0.365
CD8 en epidermis | Escaso 65 6(1.00

Abundante 18 211.24 0.795
CD8 en dermis Escaso 56 411.00

Abundante 29 42.67 0.167
CD5 en epidermis | Escaso 41 3(1.00

Abundante 38 5(1.60 0.521
CD5 en dermis Abundante 57 6|1.00

Escaso 28 2(0.85 0.837
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

CD7 en epidermis | Abundante 73 711.00

Escaso 10 1|1.01 0.990
CD7 en dermis Escaso 25 8(1.00

Abundante 62 4] 0.6 0.050
CD30 en Escaso 69 411.00
epidermis Abundante 15 4(5.39 0.028
CD30 en dermis Escaso 76 5(1.00

Abundante 11 3(3.89 0.063
CD 54 en Escaso 54 5(1.00
epidermis Abundante 23 3|1.64 0.501
CD54 en dermis Abundante 47 411.00

Escaso 36 411.26 0.743
FOXP-3 en Escaso 66 6(1.00
epidermis Abundante 16 212.96 0.376
FOXP-3 en dermis | Escaso 66 6|1.00

Abundante 16 211.09 0.915
TCR-BF1 Abundante 62 6|1.00

Escaso 13 211.60 0.569
Bcl-2 en linfocitos | Abundante 53 311.00
de epidermis Escaso 30 5(5.12 0.029
Bcl-2 en linfocitos | Abundante 74 711.00
de la dermis Escaso 13 1/1.20 0.863
CD123 en Escaso 77 6(1.00
epidermis Abundante 8 213.16 0.160
TIA-1 en Escaso 55 6(1.00
epidermis Abundante 26 210.78 0.759
TIA-1 en dermis Abundante 50 6|1.00

Escaso 35 2(0.38 0.242
Cd25 en dermis Abundante 76 711.00

Escaso 6 0 0.400
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

ki67 en epidermis | Escaso 50 511.00

Abundante 13 41259 0.181
ki67en dermis Escaso 61 5(1.00

Abundante 23 311.68 0.479
IKB en dermis Escaso 7 211.00

Abundante 59 60.30 0.152
ZAP70 en Escaso 19 211.00
epidermis Abundante 55 6|1.19 0.839
ZAP70 en dermis | Abundante 84 8(1.00

Escaso 2 0 0.411
CD95 en Abundante 53 5]1.00
epidermis Escaso 10 0 0.382
STAT-1 nuclear Escaso 39 411.00
epidermis Abundante 39 3/10.84 0.823
STAT-1 Escaso 36 4(1.00
citopldasmico en
epidermis Abundante 42 310.76 0.715
STAT-1 nuclear | Abundante 63 6(1.00
dermis

Escaso 23 210.69 0.657
STAT-1 Abundante 64 6(1.00
citoplasmico en
dermis Escaso 21 210.63 0.583
P16 nucleos de Abundante 61 811.00
epidermis Escaso 9 0 0.219
MAL epidermis Escaso 53 411.00

Abundante 23 412.44 0.210
MAL dermis Abundante 40 5(1.00

Escaso 44 310.54 0.404
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio
STAT4 nuclear Abundante 63 6(1.00
epidermis Escaso 14 0 0.285
STAT4 nuclear Abundante 71 6(1.00
dermis Escaso 12 0 0.340
STAT 3 Abundante 54 7(1.00
citoplasmico
epidermis Escaso 22 1|/0.32 0.312
STAT 3nuclear en | Escaso 23 2|1.00
epidermis
Abundante 53 61.38 0.696
STAT 3 Abundante 72 6|1.00
citopldasmico en
dermis Escaso 14 211.69 0.523
STAT 3 nuclear en | Escaso 11 1(1.00
dermis Abundante 72 710.97 0.977
PD1 epidermis Escaso 1,00
Abundante No valorable | 0.17
PD1 dermis Escaso 1,00
Abundante No valorable [ 0.07
Tabla 27 Anadlisis bivariante de la supervivencia global
VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio
MALy CD30en |NegMAL-NegCD30 48 4 1.00
epidermis PosMAL-NegCD30 18 1 0.62 0.675
NegatMAL-Pos CD30 5 0 0.465
PosMAL +CD30pos 5 1 7.53 0.002
MALYy CD30 en NegMAL-NegCD30d 48 4 9
dermis NegatMAL-Pos CD30 5 0| No eventos
PosMAL-NegCD30 18 1 0,61
Positivo MAL +CD30 5 3 21,9 0,001
CD30y bcl-2en | NegcD30-NegBcl2 23 2 1
epidermis PosCD30-Negbcl2 7 3 9,5 0,02
NegatCD30-Pos bcl2 43 2 0,2 0,2
PosCD30-Pos Bcl2 8 1 0,8 0,87
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Grafico 23. Distribucion de la supervivencia considerando muertes por enfermedad
segun el factor pronodstico CD30 expresado en epidermis

| Supervivencia por enfermedad segln expresion de CD30 en epidermis. Kaplan Meier
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Imagen histolégica 20. Tincion IHQ CD30 epidermis. Las células neopldsicas
presentaron tincion membranosa en mas del 30%. se asocia a mal prondstico.
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Grafico 24. Distribucion de la supervivencia considerando
muertes por enfermedad segtin el factor pronéstico Bcl-2Supervivencia por enfermedad
segun expresion de Bcl2 en epidermis. Kaplan Meier
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Grafico 25. Distribucion del tiempo de supervivencia para los grupos estratificados segun
sus factores de riesgo CD30 y Bcl2 en epidermis

Se observa que la curva amarilla que corresponde a CD30 positivo y bcl2 negativo (factor protector)
diferencia un conjunto de pacientes con una supervivencia mas corta.

Supervivencia por enfermedad segln expresion de CD30 en epidermis. Kaplan Meier
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I1X.2.3.3. Andlisis de la Progresion desde el Inicio (Tabla 28)

observado que

la expresion de tres proteinas estudiadas mediante

inmunohistoquimica predicen diferencias en la progresién de los pacientes:

La expresidn intensa de CD30 en las células de la dermis resulté significativa para
determinar un mayor riesgo de progresion, aunque el incremento del riesgo
(magnitud de la asociacion ) no fue muy elevado (Hazard Ratio 2,53)

El valor de Ki67 (valorado como expresién mayor del 15% en los ntcleos de las

células dérmicas ) resulto estar asociada a un mayor riesgo de progresion. (Hazard

ratio 3,33)

La expresidn intensa de MAL en linfocitos neopldasicos de epidermis se asocid a
un mayor riesgo de progresion . (Hazard Ratio 3,1)

El nuevo marcador PD1 expresado en epidermis y en dermis se asocié a mayor
riesgo de progresion con un Hazard Ratio de 5,3 y 5,5 respectivamente y
significacién estadistica p<0,05
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Tabla 28 Anadlisis de las variables inmunohistoquimicas y su relacion con la progresion

Categorias

N Eventos

Hazard

ratio

VARIABLE

\
Pacientes

categorias

CD4 en epidermis | Escaso 40 12 1.00

Abundante 34 8 0.68 0.406
CD4 en dermis Abundante 59 14 1.00

Escaso 20 7 1.53 0.365
CD8 en epidermis | Escaso 65 14 1.00

Abundante 18 4 0.93 0.904
CD8 en dermis Escaso 56 13 1.00

Abundante 29 7 1.23 0.659
CD5 en epidermis | Escaso 41 10 1.00

Abundante 38 10 1.06 0.901
CD5 en dermis Abundante 57 14 1.00

Escaso 28 6 1.01 0.989
CD7 en epidermis | Escaso 73 20 1.00

Abundante 10 2 0.65 0.561
CD7 en dermis Abundante 25 6 1.00

Escaso 62 16 1.39 0.516
CD30 en Escaso 69 17 1.00
epidermis Abundante 15 5 1.26 0.653
CD30 en dermis Escaso 76 17 1.00

Abundante 11 5 2.53 0.045
CD 54 en Escaso 54 15 1.00
epidermis Abundante 23 4 0.63 0.419
CD54 en dermis Abundante 47 9 1.00

Escaso 36 11 1.67 0.253
FOXP-3 en Escaso 65 17 1.00
epidermis Abundante 16 4 0.85 0.797
FOXP-3 en dermis | Escaso 66 17 1.00

Abundante 16 4 0.78 0.649
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val

Pacientes | categorias ratio

TCR-BF1 Abundante 62 16 1.00
Escaso 13 3 0.96 0.948

Bcl-2 en linfocitos | Abundante 53 13 1.00
de epidermis Escaso 30 9 1.61 0.283

Bcl-2 en linfocitos | Abundante 74 19 1.00
de la dermis Escaso 13 3 1.02 0.973

CD123 en Escaso 77 18 1.00
epidermis Abundante 8 3 1.54 0.492

TIA-1 en Escaso 55 14 1.00
epidermis Abundante 26 5 0.83 0.727

TIA-1 en dermis Abundante 50 11 1.00
Escaso 35 9 0.93 0.871

CD25 en dermis Abundante 76 16 1.00
Escaso 6 2 2.07 0.342

ki67 en epidermis | Escaso 50 8 1.00
Abundante 13 4 1.81 0.383

ki67en dermis Escaso 61 10 1.00
Abundante 23 10 3.33 0.007

IKB en dermis Escaso 7 2 1.00
Abundante 59 13 0.80 0.776

Zap70en Escaso 19 3 1.00
epidermis Abundante 55 14 2.45 0.177

Zap70 en dermis | Abundante 84 21 1.00
Escaso 2 0 0.158

CD95 en Abundante 53 11 1.00
epidermis Escaso 10 2 1.37 0.688

STAT-1 nuclear Escaso 39 11 1.00
epidermis Abundante 39 7 0.74 0.528
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

STAT-1 Escaso 36 10 1.00
citoplasmicoen | Abundante 42 8 0.84 0.707
epidermis
STAT-1 nuclear Abundante 63 17 1.00
dermis Escaso 23 5 0.66 0.414
STAT-1 Abundante 64 17 1.00
citoplasmico en Escaso 21 5 0.62 0.352
dermis
P16 nucleos de Abundante 61 15 1.00
epidermis Escaso 9 2 0.61 0.519
MAL epidermis Escaso 53 9 1.00

Abundante 23 10 3.35 0.011
MAL dermis Abundante 40 12 1.00

Escaso 44 9 0.62 0.287
STAT4 nuclear Abundante 63 17 1.00
epidermis Escaso 14 1 0.31 0.253
STATA4 nuclear Abundante 71 19 1.00
dermis Escaso 12 1 0.35 0.306
STAT 3 Abundante 34 8 1.00
citoplasmico Escaso 42 12 0.89 0.835
epidermis
STAT 3nuclear en | Escaso 23 7 1.00
epidermis Abundante 53 13 0.92 0.861
STAT 3 Abundante 72 19 1.00
citoplasmicoen | Escaso 14 3 0.75 0.644
dermis
STAT 3 nuclear en | Abundante 11 2 1.00
dermis Escaso 72 19 1.67 0.494
PD1 epidermis Escaso 50 6 1,00

Abundante 12 4 5,1 0,007
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio
PD1 dermis Escaso 53 7 1,00
Abundante 9 3 5,7 0.0352
Tabla 29 Anadlisis bivariante de la progresion
VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio
MALy CD30 en NegMAL-NegCD30 45 8 1.00
epidermis PosMAL-NegCD30 17 6 2.44 0.110
NegatMAL-Pos CD30 8 1 0.54 0.569
Positivo MAL -posCD30 5 4 6.60 0.004
MALy CD30 en NegMAL-NegCD30 48 9 1.00
dermis PosMAL-NegCD30 18 6 2.04 0.189
NegatMAL-Pos CD30 5 0 0.287
Positivo MAL- PosCD30 541 0.61 0.0004
PD1 epidermisy | NegCD30-BajoKi67 52 9 1
Ki67 endermis | posCD30-BajoKi67 7 1 0,94 0,9
NegCD30-Alto Ki67 9 7 5,68 0,001
PosCD30-AltoKi67 3 3 3,97 0,01
Ki67 en dermis y |Bajo Ki67 y negPD1 41 5 1
PD1 epidermis Alto Ki67y PosPD1 9 1 1,33 0,79
Bajo Ki67 y Neg PD1 6 1 1,85 0,58
Alto Ki67 y pos PD1 6 3 16,3 0,001
Cd30 epidermisy | NegCD30-Neg PD1 28 2 1
PD1d endermis | PosCD30-NegPD1 5 1 4,2
NegCD30-PosPD1 23 2 0,8
PosCD30-PosPD1 4 1 2,8 0,61
Cd30 epidermisy | NegCD30-Neg PD1 42 5 1
PD1 en epidermis | posCD30-NegPD1 6 1 2,3
NegCD30-PosPD1 9 3 6,3
PosCD30-PosPD1 3 1 4,0 0,14
Cd30 dermisy NegCD30-Neg PD1 31 2 1
PD1 en dermis PosCD30-NegPD1 3 1 3,8
NegCD30-PosPD1 23 5 4,6
PosCD30-PosPD1 8 2 8,4 0,09
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

CD30 dermisy NegCD30-Neg PD1 45 5 1

PD1 epidermis PosCD30-NegPD1 4 1 10,4
NegCD30-PosPD1 9 2 2,7
PosCD30-PosPD1 5 2 6,9 0,16

CD30 dermis y NegCD30-Bajo Ki67 59 9

Ki67 dermis PosCD30-Bajo ki67 17 65,4
NegCD30-AltoKi67 4 1(2,3
PosCD30-Altoki67 11 46,2 0,0069

Imagen histolégica 23. tincion IHQ para CD30. Positividad membranosa
del 15% de las células de la dermis. Aumenta el riesgo de en mas del 30% de células . Aumenta el riesgo de progresion.
progresion.

Grafico 26 Distribucion de la progresion segin la positividad a CD30 en dermis. Este
parametro es un factor predictor de mal prondéstico

Cuando es positivo en células , la mayoria neopladsicas de la dermis, los pacientes preogresan mas

rapidamente.
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Tiempo hasta la progresion
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Grafico 27 Distribucidon de la progresion segun la positividad a Mal que resulta un factor
predictor de mal prondstico

Cuando es positivo en células neoplasicas de la epidermis, los pacientes tardan menos tiempo

hasta la progresion

Kaplan-Meier survival estimates
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Imagen Histolégica 28. Inmunotincidon para la proteina
MAL. Positivo en epidermis.

Imagen Histolégica 28. Inmunotincion para la proteina

MAL. Negativo en epidermis.

Grafico 28 y Grafico 29. Distribucion de la progresion seguln la positividad a PD1 ya sea
valorada en las células neoplasicas localizadas en la epidermis o en la dermis
Cuando es positivo intenso (>30% de células positivas) en cualquiera de las localizaciones, los

pacientesprogresan mgas rapidamente.

Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 30. Distribucion del tiempo de progresidon segun la presencia de
células positivas para Ki67 (>30%) localizadas en dermis

Kaplan-Meier survival estimates
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Grafico 31. Distribucion del tiempo de progresion estratificando por dos de

los factores con mayor asociacion, MAL y CD30
Se observa que cuando ambos son muy positivos (Mal en células neoplasicas de
epidermis y CD30 en células neoplasicas de dermis) se puede discriminar un subgrupo

con menor tiempo hasta la progresion
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Grafico 32 Tiempo de supervivencia por enfermedad en todo los estadios cuando se
agrupan los pacientes segun las dos variables CD30 en dermis y Ki67 en

dermis.

Se observa que el grupo de CD30 negativo y Ki67 bajo tiene mejor prondstico. El grupo de peor prondstico

es el de CD30 positivo en dermis y Ki67 alto p<0,05

Kaplan-Meier survival estimates
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IX.3. ANALISIS INDEPENDIENTE DEL GRUPO EN ESTADIOS INICIALES (IA,IB,lIA)

IX.3.1. ESTADIO AL DIAGNOSTICO

La supervivencia especifica en muertes por enfermedad y la progresidn para cada uno de los

estadios fue diferente con p< 0,05 en el test de Long-rank, como se muestra en el Grafico 33

Grafico 33. Distribuciones de supervivencia para cada estadio
Se observa la proximidad de las distribuciones de estadios iniciales, lo que indica un
prondstico similar que no se discrimina con el método de estadios.

‘ Supervivencia por enfermedad. Kaplan.Meier
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Grafico 34. Distribuciones del tiempo hasta la progresion para cada estadio
Se observa la proximidad de las distribuciones de estadios iniciales, lo que indica un
prondstico similar que no se discrimina con el método de estadios

Progresion. Curvas de pacientes que se mantienen sin progresar.Kaplan Meier ‘
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Observamos que los primeros estadios tienen mucho mejor prondstico y que se comportan de
forma similar los de los grupos IA, IB y IIA. A estos tres los consideramos “grupos iniciales” y
observamos que su prondstico era significativamente diferente del de los estadios
“avanzados”.

Grafico 35 Supervivencia por enfermedad Grafico 36 Progresion. Distribucion del
separando estadios iniciales (IA; 1B, IlA) y tiempo hasta la progresion seglin estadios

estadios avanzados agrupados en iniciales y avanzados.
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Sin embargo a pesar de su mejor prondstico,el grupo “estadios iniciales” contiene un
porcentaje de pacientes que progresan e incluso engloba un porcentaje de pacientes que
mueren de la enfermedad. Para tratar de discriminar este subgrupo de mal prondstico dentro
del grupo de “estadios iniciales” hicimos un analisis independiente de los pacientes solo en
estadios iniciales.

Los pacientes en estadios iniciales en nuestra muestra son la mayoria 74% (67 pacientes del
total de 91 pacientes), (Grafico 8 y Grafico 9 en la parte de estadistica descriptiva al principio

del apartado resultados).

IX.3.2. VARIABLES HISTOLOGICAS EN RELACION CON SUPERVIVENCIA Y PROGRESION
DEL SUBGRUPO DE ESTADIOS INICIALES

No obtuvimos ninguna variable histopatoldgica capaz de predecir cambios en la supervivencia
o en la progresidn para este grupo. Las variables estudiadas son las que se muestran en la
Tabla 30.

Un caso de un vardn de 62 afos, comenzd en estadio IA y desarrollé transformacién a células
grandes (TCG), con posterior evolucién a T3 y muerte por enfermedad, pero la TCG no
aparecié en ninguno de nuestros pacientes en el momento del primer diagndstico sino en este

Unico caso a lo largo de su evolucién

Tabla30 Resultados para cada variable histopatoldgica de la comparacién entre las
distribuciones de supervivencia considerando muertes por enfermedad . No
mostraron diferencias significativas ninguna de ellas

VARIABLE Categorias Agrupacion N N Eventos Hazard p-val
Pacientes categorias ratio

Linfocitos con halo | Presente 1+1 54 2 | 1.00
perinuclear Ausente 0+0 8 0 0.569
Linfocitos en Ausente 0+0 37 2| 1.00
cadena Presente 1+1 23 0 0.260
Epidermotropismo | Presente 1+1 38 1] 1.00
desproporcionado | Ausente 0+0 23 1|1.74 0.696
Micorabcesos de Presente 1+2 41 2 | 1.00
Pautrier Ausente 0+0 21 0 0.314
Linfocitos atipicos | No 1+1 48 1]1.00
en dermis mayor
tamaio que en Si 0+0 14 1]3.95 0.332
epidermis
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VARIABLE

Categorias

Agrupacion [\
Pacientes

N Eventos

Hazard
ratio

p-val

categorias

Colageno en Ausente 0+0 48 11]1.00
alambre en dermis | presente | 1+1 14 1]4.18 0.312
papilar
Atipia linfocitaria | Grado bajo | 0+1 36 2 |1.00

Grado alto | 2+2 26 0 0.215
Actividad mitésica | Grado bajo | 0+0 39 0|1.00
(<5 mitosisen 10 | Grado alto | 1+3 23 2 | 3.3e+15 1.000
CGA)
Espongiosis Presente 1+2 38 1.00

Ausente 0+0 24 1.48 0.782
Afectacion Presente 1+2 14 1.00
folicular Ausente 0+0 30 0.40 0.520
Afectacion Ausente 0+1 49 1.00
perivascular Presente 2+3 9 7.69 0.149
Densidad del Intenso 243 31 2 | 1.00
infiltrado en Leve 1+1 32 0 0.165
dermis
Mucinosis Ausente 0+0 41 2| 1.00
folicular Presente | 1+1 3 0 0.687

IX.3.3. VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS EN RELACION CON SUPERVIVENCIA Y
PROGRESION DEL SUBGRUPO DE ESTADIOS INICIALES

1X.3.3.1.

Supervivencia en los Estadios Iniciales

En el andlisis de las variables inmunohistoquimicas como factores capaces de predecir

supervivencia , solamente CD30 resultd significativo en supervivencia global (muerte por

todas las casusas) . Para el andilisis de supervivencia respecto a muertes por enfermedad, no

fue posible obtener significacién estadistica debido a que el nimero de eventos (muertes por

enfermedad) en los estadios iniciales es muy escaso y no teniamos suficientes eventos para

obtener significacidon estadistica; especialmente,

como puede verse en la Tabla 33, en los

grupos en que CD30 era negativo. Sin embargo, analizando los eventos y los grupos de

comparacién, se observa que todas las muertes por enfermedad aparecen en el subgrupo

CD30 positivo. Aunque no se haya podido obtener significacion estadistica, consideramos
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valiosa esta informacion. Sugerimos que sea tomada en cuenta en futuros estudios

multicéntricos con un mayor nimero de casos disponibles.

1X.3.3.1.1.  Supervivencia global considerando muerte por todas las causas en
estadios iniciales. Tabla 31

e Hemos observado que el valor de CD30 es significativo y permite en los casos en que
CD30 es muy positivo (>30% de células de epidermis positivas) predecir una menor

supervivencia global.

e El anadlisis bivariante agrupando segun la expresion de proteinas CD30y (significativo
en los analisis de progresiéon) resulté aumentar mucho la magnitud de la asociacidn
con un Hazard ratio de 14,45 cuando ambos eran positivos. Lo que significa que
cuando CD30 y MAL son ambos positivos en epidermis la supervivencia global es

menor.

Tabla 31 Analisis de las variables inmunohistoquimicas candidatas a ser factor predictor de
supervivencia considerando muertes por todas las causas

VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard

Pacientes | categorias ratio

CD4 en epidermis | Escaso 30 3 1.00
Abundante 25 5 2.02 0.338

CD4 en dermis Abundante 46 6 1.00
Escaso 13 2 1.23 0.802

CD8 en epidermis | Escaso 49 8 1.00
Abundante 13 0 0.161

CD8 en dermis Escaso 42 6 1.00
Abundante 21 2 0.97 0.969

CD5 en epidermis | Escaso 26 3 1.00
Abundante 31 5 1.36 0.677

CD5 en dermis Abundante 42 5 1.00
Escaso 19 3 1.39 0.655

CD7 en epidermis | Escaso 54 6 1.00
Abundante 6 2 2.77 0.214

CD7 en dermis Abundante 18 4 1.00
Escaso 45 4 0.27 0.138
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val

Pacientes | categorias ratio

CD30 en Escaso 49 4 1.00
epidermis Abundante 13 5 3.81 0.047

CD30 en dermis Escaso 56 6 1.00
Abundante 8 3 2.72 0.160

CD 54 en Escaso 40 4 1.00
epidermis Abundante 17 4 2.69 0.168

CD54 en dermis Abundante 35 6 1.00
Escaso 26 2 0.41 0.271

FOXP-3 en Escaso 38 6 1.00
epidermis Abundante 27 4 1.58 0.598

FOXP-3 en dermis | Escaso 49 6 1.00
Abundante 11 2 1.16 0.859

TCR-BF1 Abundante 47 8 1.00
Escaso 8 0 0.186

Bcl-2 en linfocitos | Abundante 42 5 1.00
de epidermis Escaso 19 3 2.01 0.350

Bcl-2 en linfocitos | Abundante 55 7 1.00
de la dermis Escaso 9 1 1.00 0.998

CD123 en Escaso 56 8 1.00
epidermis Abundante 6 0 0.383

TIA-1 en Escaso 40 7 1.00
epidermis Abundante 19 1 0.28 0.233

TIA-1 en dermis Abundante 36 6 1.00
Escaso 26 2 0.38 0.239

Cd25 en dermis Abundante 56 6 1.00
Escaso 4 1 1.84 0.573

ki67 en epidermis | Escaso 22 3 1.00
Abundante 25 2 0.53 0.487
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VARIABLE Categorias \ N Eventos Hazard p-val
Pacientes | categorias ratio

ki67en dermis Escaso 47 4 1.00

Abundante 14 4 3.53 0.076
IKB en dermis Escaso 4 1 1.00

Abundante 45 7 0.68 0.721
zap70 en Escaso 13 0 1.00
epidermis Abundante 42 8 7.7e+15 1.000
Zap70 en dermis | Abundante 61 8 1.00

Escaso 2 0 0.437
CD95 en Abundante 38 4 1.00
epidermis Escaso 7 1 1.13 0.911
STAT-1 nuclear Escaso 28 2 1.00
epidermis Abundante 30 5 2.23 0.338
STAT-1 Escaso 26 2 1.00
citopldsmico en | Abundante 32 5 2.02 0.401
epidermis
STAT-1 nuclear Abundante 49 5 1.00
dermis Escaso 15 3 1.55 0.556
STAT-1 Abundante 48 6 1.00
citoplasmico en Escaso 15 2 0.79 0.772
dermis
P16 nucleos de Abundante 43 6 1.00
epidermis Escaso 8 1 0.60 0.642
MAL epidermis Escaso 38 4 1.00

Abundante 18 4 2.86 0.146
MAL dermis Abundante 28 6 1.00

Escaso 34 2 0.24 0.082
STAT4 nuclear Abundante 49 7 1.00
epidermis Escaso 10 1 0.69 0.727
STAT4 nuclear Abundante 54 8 1.00
dermis Escaso 9 0 0.247
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val

Pacientes| categorias ratio

STAT 3 Abundante 24 4 1.00

citoplasmico Escaso 35 4 0.79 0.784

epidermis

STAT 3nuclear en | Escaso 19 ‘ 1 ’ 1.00 ’

epidermis Abundante 40 7 3.72 0.219

STAT 3 Abundante 51| 5| 1.00 |

citoplasmicoen | Escaso 12 3 2.68 0.184

dermis

STAT 3 nuclear en | Escaso 5 1 1.00

dermis Abundante 57 7 0.47 0.483

Tabla 32 Anadlisis bivariante de la supervivencia global (muerte por todas las causas)

VARIABLE Categorias N| N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio
MALy CD30 en |NegMAL-NegCD30 31 2 1.00
epidermis PosMAL-NegCD30 13 2 3.07 0.264
NegatMAL-Pos CD30 7 2 3.29 0.234
Positivo MAL +CD30 4 2 7.13 0.050
MAL Yy CD30 en NegMAL-NegCD30 34 3 1.00
dermis PosMAL-NegCD30 15 2 1.60 0.609
NegatMAL-Pos CD30 4 1 2.05 0.535
Positivo MAL +CD30 3 2 14.45 0.009
1X.3.3.1.2.  Supervivencia especifica por enfermedad en estadios iniciales.

La escasez de evento: muerte por enfermedad en este subgrupo de pacientes que se

encontraban en estadios muy iniciales de enfermedad hace dificil obtener significacion

estadistica. Sin embargo observando CD30 (que fue significativo en el analisis anterior, cuando

se estudiaron los pacientes en todos los estadios), se observa que todas las muertes por

enfermedad ocurren en el subgrupo CD30 positivo en células de la epidermis.
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Tabla 33 Analisis de las variables inmunohistoquimicas candidatas a ser factor predictor de
supervivencia considerando solo las muertes especificas debido a la enfermedad de

estudio

VARIABLE

Categorias

N
Pacientes

N Eventos

categorias

CD4 en epidermis Escaso 30 1 1.00
Abundante 25 1 1.33 0.840

CD4 en dermis Abundante 46 1 1.00
Escaso 13 1 3.11 0.423

CD8 en epidermis Escaso 49 2 1.00
Abundante 13 0 0.491

CDS8 en dermis Escaso 42 1 1.00
Abundante 21 1 2.67 0.488

CDS5 en epidermis Escaso 26 0 1.00
Abundante 31 2 4.0e+15 No valorable

CD5 en dermis Abundante 42 2 1.00
Escaso 19 0 0.372

CD7 en epidermis Escaso 54 2 1.00
Abundante 6 0 0.634

CD7 en dermis Abundante 18 2 1.00
Escaso 45 0 0,09

CD30 en Escaso 49 0 1.00
epidermis Abundante 13 2 1.3e+16| Novalorable.
Pocos eventos

CD30 en dermis Escaso 56 0 1.00
Abundante 8 2 3.0e+16 1.000

CD 54 en Escaso 40 1.00
epidermis Abundante 17 2.46 0.524

CD54 en dermis Abundante 35 1 1.00
Escaso 26 1 1.21 0.891

FOXP-3 en Escaso 49 2 1.00
epidermis Abundante 11 0 1.6e+15| No valorable.

Pocos eventos
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VARIABLE Categorias N| N Eventos Hazard p-val

Pacientes| categorias ratio

FOXP-3 en dermis Escaso 49 2 1.00
Abundante 11 0 0.479

TCR-BF1 Abundante 47 2 1.00
Escaso 8 0 0.538

Bcl-2 en linfocitos Abundante 42 1 1.00
de epidermis Escaso 19 1 2.69 0.485

Bcl-2 en linfocitos Abundante 55 2 1.00
de la dermis Escaso 9 0 0.578

CD123 en Escaso 56 2 1.00
epidermis Abundante 6 0 0.625

TIA-1 en Escaso 40 2 1.00
epidermis Abundante 19 0 0.331

TIA-1 en dermis Abundante 36 2 1.00
Escaso 26 0 0.188

Cd25 en dermis Abundante 56 2 1.00
Escaso 4 0 0.679

ki67 en epidermis Escaso 38 0

Abundante 9 1 3.9e+15| Novalorable.
Pocos eventos

ki67en dermis Escaso 47 1.00
Abundante 14 3.59 0.366

IKB en dermis Escaso 4 0 1.00
Abundante 45 2 7.1e+14 1.000

Zap70 en Escaso 13 0 1.00
epidermis Abundante 42 2 8.2e+14 1.000

Zap70 en dermis Abundante 61 2 1.00
Escaso 2 0 0.765

CD95 en Abundante 38 1 1.00
epidermis Escaso 7 0 0.610
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio
STAT-1 nuclear Escaso 28 0 1.00
epidermis Abundante 30 2 4.9e+15 1.000
STAT-1 Escaso 26 0 1.00
citoplasmico en Abundante 32 2 1.6e+15 1.000
epidermis
STAT-1 nuclear Abundante 49 2 1.00
dermis Escaso 15 0 0.422
STAT-1 Abundante 48 2 1.00
citoplasmico en Escaso 15 0 0.404
dermis
P16 nucleos de Abundante 43 2 1.00
epidermis Escaso 8 0 0.483
MAL epidermis Escaso 38 0 1.00
Abundante 18 2 1.8e+16 1.000
MAL dermis Abundante 28 2 1.00
Escaso 34 0 0.094
STATA4 nuclear Abundante 49 2 1.00
epidermis Escaso 10 0 0.497
STATA4 nuclear Abundante 54 2 1.00
dermis Escaso 9 0 0.534
STAT 3 Abundante 24 1 1.54
citoplasmico Escaso 35 1 1,00 0.760
epidermis
STAT 3nuclear en Escaso 19 0 1.00
epidermis Abundante 40 2 1.2e+15 1.000
STAT 3 Abundante 51 1 1.00
citoplasmico en Escaso 12 1 3.63 0.364
dermis
STAT 3 nuclear en Escaso 5 0 1.00
dermis Abundante 5 0 1.00
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Tabla 34 Anadlisis bivariante de la supervivencia respecto a muertes por enfermedad

VARIABLE Categorias N| N Eventos
Pacientes| categorias

MALy CD30 en NegMAL-NegCD30 31 01(1.00
epidermis PosMAL-NegCD30 13 0
NegatMAL-Pos CD30 7 0
Positivo MAL +CD30 4 211.8e+16 1.000
MAL y CD30 en NegMAL-NegCD30 34 0/1.00
dermis PosMAL-NegCD30 15 0
NegatMAL-Pos CD30 4 0
Positivo MAL +CD30 3 2 13.9e+16 1.000
CD30e-Ki67d NegCD30-Bajo Ki67 | 36 0 No valorable
PosCD30-Bajo ki67 | 7 0 No valorable
NegCD30-AltoKi67 | 8 1 No valorable
PosCD30-Altoki67 | 5 1 No valorable | 0,046

I1X.3.3.2. Progresion en los Estadios Iniciales

Fueron relevantes para predecir progresién los mismos marcadores inmunohistoquimicos que

resultaron significativos en el estudio del total de los pacientes:

e Al igual que en los analisis de supervivencia, la presencia de CD30 positivo (en este
caso en dermis) se asocio a un peor prondstico, valorado en este analisis como mayor
riesgo de progresion desde estadios iniciales a estadios avanzados , segun explicamos

en el apartado material y métodos.

e EL factor de proliferacion Ki67 valorado en dermis, cuando tenia valor alto (mas de un
15%de células positivas) predice que es mas probable la progresion, elevando el

riesgo (Hazard ratio) 4,9 y con una p<0,009

e El marcador inmunohistoquimico MAL en epidermis predice un mayor riesgo de
progresion hacia estadios mas avanzados con un hazard ratio de 6,5 ( incremento del

riesgo) y p<0,007

e Realizando el analisis bivariante para MAL y CD30 obtuvimos que los casos con MAL
positivo en las células epidérmicas y CD30 positivo en dermis tenian mas riesgo de
progresidn con un relevante incremento del riesgo , hazard ratio 43,47. Con esto se
corrobora la importancia de CD30 y Mal como predictores de progresidon tanto en

todos los pacientes como mas especificamente en los que estaban en estadios iniciales
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Tabla 35 Analisis de las variables inmunohistoquimicas en relacion a su asociacién con la
progresion de la enfermedad considerando solo el grupo de pacientes en estadios

iniciales.

VARIABLE

Categorias

N
Pacientes

N Eventos
categorias

Hazard
ratio

p-val

CD4 en epidermis | Escaso 30 711.00

Abundante 25 510.72 0.580
CD4 en dermis Abundante 46 11|1.00

Escaso 13 210.63 0.549
CD8 en epidermis | 0+1 49 10(1.00

2+2 13 1/0.38 0.363
CDS8 en dermis 0+1 42 9|1.00

242 21 310.89 0.863
CD5 en epidermis | 0+1 26 511.00

242 31 6(1.08 0.900
CD5 en dermis 242 42 9|1.00

0+1 19 210.48 0.344
CD7 en epidermis | Escaso 54 13]1.00

Abundante 6 0 0.243
CD7 en dermis Abundante 18 311.00

Escaso 45 10|1.38 0.647
CD30 en 0+1 49 10|1.00
epidermis 2+2 13 3/1.08 0.910
CD30 en dermis 0+1 56 9|1.00

242 8 41371 0.037
CD 54 en 0+0 40 10|1.00
epidermis 1+2 17 110.22 0.152
CD54 en dermis 1+2 35 411.00

0+0 26 812.81 0.093
FOXP-3 en 0+0 22 6(1.00
epidermis 242 38 7]0.84 0.764
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio

FOXP-3 en dermis | 0+2 49 12|1.00

1+2 11 1{0.26 0.196
TCR-BF1 2+2 47 10|1.00

0+1 8 1|0.56 0.584
Bcl-2 en linfocitos |2+2 42 811.00
de epidermis 0+1 19 511.80 0.312
Bcl-2 en linfocitos | 2+2 55 11(1.00
de la dermis 1+1 9 2(1.07 0.927
CD123 en 0+0 56 11|1.00
epidermis 1+2 6 1|/1.04 0.968
TIA-1 en 0+0 40 9(1.00
epidermis 142 19 2(0.47 0.342
TIA-1 en dermis 1+2 36 6(1.00

0+0 26 61.14 0.818
Cd25 en dermis 242 56 10(1.00

1+1 4 1|1.58 0.668
ki67 en epidermis | 0+0 22 4(1.00

242 25 410.52 0.399
ki67en dermis 0+1 47 6|1.00

2+2 14 6(4.93 0.009
IKB en dermis 0+0 4 0|1.00

1+2 45 7 11.9e+15 1.000
Zap70 en 0+1 13 1|/1.00
epidermis 242 42 814.55 0.170
Zap70 en dermis | 1+2 61 13|1.00

0+0 2 0 0.222
CD95 en 2+2 38 5(1.00
epidermis 0+1 7 2(3.51 0.170
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VARIABLE Categorias N N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio

STAT-1 nuclear 0+0 28 6(1.00
epidermis 1+2 30 510.73 0.616
STAT-1 0+0 26 6|1.00
citoplasmico en 1+2 32 5/0.66 0.497
epidermis
STAT-1 nuclear 242 49 10(1.00
dermis 0+1 15 310.82 0.759
STAT-1 2+2 48 10| 1.00
citoplasmico en 0+1 15 3/0.69 0.587
dermis
P16 nucleos de 242 43 8(1.00
epidermis 0+1 8 210.78 0.761
MAL epidermis 0+1 38 4(1.00

242 18 716.50 0.007
MAL dermis 242 28 711.00

0+1 34 60.50 0.244
STATA4 nuclear 242 49 11(1.00
epidermis 0+1 10 1|/0.54 0.554
STATA4 nuclear 242 54 12(1.00
dermis 1+1 9 1|0.60 0.626
STAT 3 Abundante 40 711,00
citoplasmico Escaso 19 5|1.45 0.584
epidermis
STAT 3nuclearen |0+0 19 5(1.00
epidermis 1+2 40 710.72 0.573
STAT 3 2+2 51 12|1.00
citoplasmico en 0+1 12 1/0.33 0.289
dermis
STAT 3 nuclear en | 0+1 5 1{1.00
dermis 2+2 57 1210.82 0.847
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VARIABLE

Categorias

\
Pacientes

Hazard
ratio

N Eventos
categorias

p-val

PD1 epidermis Escaso 40 411

Abundante 7 315.04 0,06
PD1 dermis Escaso 43 411

Abundante 5 2 4,03 0,1

Tabla 36 Analisis bivariante de la progresion en estadios iniciales

VARIABLE Categorias N| N Eventos Hazard p-val
Pacientes| categorias ratio
MALYy CD30 en NegMAL-NegCD30 31 4/1.00
epidermis PosMAL-NegCD30 13 4/3.94 0.073
NegatMAL-Pos CD30 7 0 0.350
Positivo MAL +CD30 4 318.92 0.008
MALy CD30 en NegMAL-NegCD30 34 4/1.00
dermis PosMAL-NegCD30 15 4/3.62 0.095
NegatMAL-Pos CD30 4 0 0.477
Positivo MAL +CD30 3 3143.47 0.001
CD30d-Ki67d NegCD30-Bajo Ki67 36 0 | No valorable
PosCD30-Bajo ki67 7 0 | No valorable
NegCD30-AltoKi67 8 1 | No valorable
PosCD30-Altoki67 5 1 | Novalorable | 0,046
CD30d-PD1e NegCD30d-Neg PD1 31 2
PosCD30d-NegPD1 4 16,2
NegCD30d-PosPD1 7 13,1
PosCD30d-PosPD1 3 18,3 0,19
CD30d-PD1d NegCD30d-Neg 23 0|1
PD1d
PosCD30d-NegPD1d 3 12,4
NegCD30d-PosPD1d 15 111,37
PosCD30d-PosPD1d 4 3193 0,054
MAL-Ki67d NegCD30-Bajo Ki67 34 4
PosCD30-Bajo ki67 5 03,52
NegCD30-AltoKi67 9 22,7
PosCD30-Altoki67 10 4|10 0,0025
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Grafico 37 Distribuciones de tiempo hasta la progresion, segun las
inmunohistoquimicas que resultaron tener asociacién con un mayor riesgo de
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IX.4. RESUMEN DE RESULTADOS

TABLA 37 RESUMEN DE RESULTADOS

TODOS LOS ESTADIOS

ESTADIOS INICIALES (IA,IB,l1A)

histolégicas

halo claro

valoracién p-val | H.R Valoraciéon | p-val H.R.
Variables CD30 Células neoplasicas de | 0,028 3,04 CD30 Células 0,047 3,81
IHQ epidermis >30% (factor de neoplasicas de
positivas riesgo) epidermis >30%
positivas
Bcl2 Células neoplasicas de | 0,041 2,87 Bcl2 No sig
epidermis >30% (factor
positivas protector)
Ki 67 No sig Ki67d No sig 0,07
MAL No sig MAL No sig
cD4 Células neoplasicas (factor
abundantes en dermis protector)
Variables Linfocitos En la unién 0,035 0,2 No sig
histolégicas con halo dermoepidérmica : (factor de
claro abundantes o escasos riesgo)
Variables CD30 Células neoplasicas 0,028 5,39 CD30 Células No Val
IHQ de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
positivas
Bcl2 Células neoplasicas 0,029 5,12 Bcl2 Células No Val
de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
positivas
Variables Linfocitos con No sig No sig

dermis y epidermis

Variables CD30d Células neoplasicas 0,045 2,53 CD30d Células 0,037 3,71
IHQ de dermis >30% neoplasicas de
positivas dermis >30%
positivas
CD30 Epidermis No sig
Kie7d Células neoplasicas 0,007 3,33 Kie7d Células 0,009 4,9
de dermis (>15%) neoplasicas de
dermis (>15%)
MAL Células neoplasicas 0,011 3,1 MAL Células 0,007 6,5
de epidermis >30% neoplasicas de
positivas epidermis >30%
| positivas
PDle Células neoplasicas 0,007 51 PDle No sig
de epidermis >30%
|| positivas
PD1d Células neoplasicas 0,035 5,7 PD1d No sig
de dermis >30%
positivas
Variables Linfocitos Valorar el tamafio de | 0,047 2,39 Linfocitos 0,332
histolégicas atipicos en las células atipicos en No sig
dermis de neoplasicas y dermis de
mayor comparar dérmicas y mayor
tamaio que epidérmicas tamaio que
en epidermis en
| epidermis
Atipia Al to grado/bajo 0,044 Bajo grado Atipia 0,12
linfocitaria grado en células 0,38 (factor | linfocitaria No sig
neoplasicas en protector)
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TABLA 38 RESUMEN DE BIVARIANTES

TODOS LOS ESTADIOS

ESTADIOS INICIALES (IA,IB,l1A)

Variable
combinada
dos factores

Categorias
valoracion

H.R

p-val

Variable
combina
da

Categorias

H.R.

p-val

MALy CD30 MALy NegMAL- 1.00
en epidermis | NegMAL-NegCD30 1.00 CD30 en NegCD30
PosMAL-NegCD30 1.31 | 0.702 | epidermis | poenjAL-NegCD30 | 3.07 | 0.264
NegatMAL-Pos 3.29 0.234
NegatMAL-Pos CD30 2.09 | 0.299 CD30
Positivo MAL 7.13 0.050
Positivo MAL +CD30 5.17 | 0.026 +CD30
MALYy NegMAL- 1.00
NegMAL-NegCD30 1.00 CD30en | NegCD30
PosMAL-NegCD30 0.93 | 0.910 dermis PosMAL-NegCD30 1.60 0.609
NegatMAL-Pos 2.05 0.535
NegatMAL-Pos CD30 0.96 | 0.967 CD30
MALy CD30 Positivo MAL 14.45 0.009
en dermis Positivo MAL +CD30 5.88 | 0.014 +CD30
NegCD30-NegBcl2 1 CD30y
PosCD30-Neghcl2 1,74 [ 0,4 bcl-2en
CD30ybcl-2 | NegatCD30-Pos bcl2 0,51 | 0,1 epidermis
en epidermis | PosCD30-Pos Bcl2 0,47 | 0,009

MALy CD30 | NegMAL-NegCD30 1.00
en epidermis | posMAL-NegCD30 0.62 | 0.675
NegatMAL-Pos CD30 0.465
PosMAL +CD30pos 7.53 0.002 | PosMAL +CD30pos 1.8e+1 | Noval
6
MALy CD30 NegMAL-NegCD30d 9
en dermis NegatMAL-Pos CD30 Sin ev
PosMAL-NegCD30 0,61
Positivo MAL +CD30 3.9e+1 | Noval
Positivo MAL +CD30 21,9 0,001 6
CD30y bcl-2 | NegCD30-NegBcl2 1 CD30-Ki67d NegCD30-Bajo Ki67
en PosCD30-Negbcl2 9,5 0,02 PosCD30-Bajo ki67
epidermis NegatCD30-Pos bcl2 0,2 0,2 NegCD30-AltoKi67
PosCD30-Pos Bcl2 0,8 0,87 PosCD30-Altoki67 0,046
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TODOS LOS ESTADIOS ESTADIOS INICIALES (IA,IB,lIA)

Variable Categorias H.R p-val Variable | Categorias H.R. p-val

combinada valoracion combina

dos factores da

MALY CD30 | NegMAL-NegCD30 1.00 NegMAL-NegCD30 | 1.00

en

epidermis | poo\AL-NegCD30 244 | 0.110 MALy | PosMAL-NegcD30 | 3.94 0073
NegatMAL-Pos CD30 0.54 | 0.569 CD30 en | NegatMAL-PosCD30 0.350
Positivo MAL - 6.60 0.004 epidermis Positivo MAL +CD30 | 8.92 0.008
posCD30

MALyY CD30 | NegMAL-NegCD30 1.00 MALy | NegMAL-NegCD30 | 1.00

en dermis PosMAL-NegCD30 2.04 | 0.189 CD30 en PosMAL-NegCD30 | 3.62 0.095
NegatMAL-Pos CD30 0.287 dermis NegatMAI(_:—[lzgé 0.477
Positivo MAL- PosCD30 17,51 | 0.0004 Positivo MAL +CD30 | 43.47 0.001

CD30 dermis | NegCD30-Bajo Ki67 CD30 dermis NegCD30-Bajo Ki67

y Ki67 PosCD30-Bajo ki67 5,4  Ki67 dermis | poscp30-Bajo ki67

dermis NegCD30-AltoKi67 2,3 NegCD30-AltoKi67
PosCD30-Altoki67 6,2 | 0,0069 PosCD30-Altoki67 0.046

PD1 NegPD1-BajoKi67 1 MAL-ki67 NegCD30-Bajo Ki67 | 3 52

epidermisy | PosPD1-BajoKi67 0,94 0,9 e

Ki67 en NegPD1-Alto Ki67 5,68 | 0,001 NegCD30-Altoki67 | 10 0,0025

dermis PosPD1-AltoKi67 3,97 0,01 PosCD30-Altoki67 | 3 52

Ki67 en Bajo Ki67 y negPD1 1

dermis y Alto Ki67y PosPD1 1,33 0,79

PD1 dermis | Bajo Ki67 y Neg PD1 1,85 0,58
Alto Ki67 y pos PD1 16,3 | 0,001
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X.DISCUSION

La Micosis Fungoide también llamada sindrome de Alibert-Bazin [123] y [124] por los autores
que la describieron en el siglo XIX [125] suele presentarse en estadios iniciales y evolucionar
lentamente, pero con riesgo de afectacién visceral en fases avanzadas y muerte por

enfermedad.

Nuestra serie de casos presentd la evolucidn descrita en la literatura [126]con una mediana de
supervivencia mayor de 35 afios, un porcentaje de mortalidad por la enfermedad del 8,7% y un
porcentaje de progresion del 30,76% al final del seguimiento (Grafico 10, Grafico 11 y Tabla
12). Sin embargo, la mediana de supervivencia para el grupo que presentd progresidén es
mucho menor, se sitla en torno a 4 afios , segun el estadio al cual progresen. Lo que coincide

con los datos publicados en la literatura [39] .

Hemos encontrado dos marcadores inmunohistoquimicos capaces de detectar el grupo de
pacientes con peor supervivencia y cuatro marcadores inmunohistoquimicos capaces de
detectar el grupo de pacientes que progresa a fases mas evolucionadas de la enfermedad en
menor tiempo. La ventaja de poder detectar en estadios iniciales estos grupos de peor
prondstico, es que nos permitird estudiar si se podran beneficiar de tratamientos mas

agresivos o de terapias especificas dirigidas segun su fenotipo.

X.1. NECESIDAD DE MEJORAR LA CLASIFICACION EN GRUPOS DE DISTINTO
PRONOSTICO: ANALISIS DE LA VARIABLE ESTADIO

El sistema de clasificacion en estadios de Bunn y Lamberg [22] se asocia con diferencias
prondsticas como se demuestra en el estudio comparado de las curvas de supervivencia de
nuestra muestra Grafico 15, se observan diferencias mas evidentes cuando se agrupan los
casos en sOlo dos grupos: iniciales y avanzados Grafico 33, sin embargo en el analisis
desglosado por estadios se observa que en los estadios iniciales las diferencias son pequefias,
incluso las curvas se entrecruzan a lo largo de la evolucién (tanto para supervivencia como
para progresién). Obtenemos a los 10 afios mejor tasa de supervivencia en estadio IVA
(estadiodco 6) que para los primeros estadios. La supervivencia para el estadio IIB es peor que
para el estadio Ill, hallazgo que también se ha encontrado en la literatura previa [22] Esto
ratifica la necesidad de nuevos estudios de investigacién para mejorar la agudeza diagndstica

del sistema de estadiaje.
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Diversos grupos estan trabajando en ello, y de aqui ha surgido la nueva clasificacidén
ISCL/EORTC del afio 2007 (anexos 3 y 4). Este sistema aun no ha sido validado y diversas
publicaciones posteriores han descrito que dentro del mismo estadio sigue habiendo
variaciones prondsticas [20] [127] [128] [122]

Dentro de los indices prondsticos desarrollados mas recientemente el mas preciso es el del
“Cutaneous Lymphoma International Prognostic Index (CLIPi)” [20] , que se realizd en un
estudio retrospectivo con 1502 pacientes, pero que cuando traté de aplicarse a otra serie de
forma prospectiva tenia diferencias prondsticas importantes [20, 37]. Este indice utiliza
criterios clinicos: sexo, edad mayor de 60 y presencia de placas; y como criterios morfolégicos
solo el foliculotropismo, las otras variables son la afectacion de ganglios en estadios inciales y

la afectacion sanguinea y visceral en estadios avanzados.

En el momento actual se estd trabajando a nivel internacional para tratar de desarrolllar un
método de estratificar grupos de riesgo y de predecir la evolucién en cada caso, aun mas
eficaz. Nuestro grupo acaba de publicar en Octubre del afio 2015, una propuesta de nuevo
método de estratificacion para micosis fungoide en estadios avanzados, que incluye también
criterios clinicos: estadio IV, Lactato deshidrogenasa elevada, edad por encima de 60 afios y
un criterio morfoldgico: transformaciéon a células grandes, pero este indice ha sido
especialmente desarrollado para buscar los factores mas relevantes en estadios avanzados
[129]. Adn estd por desarrollar el indice equivalente enfocado a buscar factores que influyan

sobre todo en estadios iniciales.

En linea con esta necesidad se ha desarrollado este estudio. Proponemos buscar qué factores
inmunohistoquimicos o histoldgicos podriamos aportar desde la anatomia patoldgica a estas

clasificaciones actuales auin en desarrollo.

X.2. RESUMEN DE RESULTADOS

Analizamos dos grupos prinicipales de variables independientes (determinantes o posibles
factores prondstico) que incluyen 12 variables histoldgicas y 52 variables inmunohistoquimicas
(expresion de 23 proteinas detectadas mediante inmunohistoquimica, de las cuales
desglosamos dos variables de cada una, segln su expresidn en dermis y en epidermis; ademas,
de los factores de transcripcion STAT1 , STAT3 y STAT4 , obtuvimos el doble de variables por

valorar su expresiéon nuclear y citopldsmica de forma independiente).
Los resultados son:

- SUPERVIVENCIA: Del estudio de la expresion de todas estas proteinas obtuvimos
dos factores estadisticamente significativos para detectar un mayor riesgo de muerte por
enfermedad tanto en estadios iniciales analizados independientemente , como para el
conjunto de pacientes en todos los estadios. Estos dos factores de riesgo fueron: positividad
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para CD30 valorada en las células neoplasicas de epidermis y negatividad para bcl2 (pérdida
de la expresion que es constitutiva en linfocitos T) considerada también en las células
neoplasicas de epidermis.

- PROGRESION: En relacidn con la progresién de la enfermedad detectamos 4
factores asociados estadisticamente a mayor riesgo de progresidn tanto en estadios iniciales
como en el conjunto de pacientes en todos los estadios :

- Positividad para CD30 ( de mas de 30% de las células de la dermis )

- Positividad nuclear para Ki67 (en mas del 30% de las células de la dermis)

- Positividad en células neopldsicas de epidermis para MAL

- Positividad para PD1 tanto en dermis como en epidermis

Este ultimo marcador inmunohistoquimico no salid significativo en los paciente en estadios
iniciales , pero si en el total de los pacientes. El resto de marcadores resultaron predictores
para ambos grupos, inicales y el conjunto de pacientes en todos los estadios. Una posible
explicacion deriva de las caracteristicas técnicas del estudio de PD1, se trata de un marcador
novedoso, del que se tiene poca expericiencia y se realizaron pruebas antes de utilizarlo, las
tinciones inmunohistoquimicas se realizaron al final del estudio ( se obtuvo el marcador no
comercializado por cortesia del CNIO al final de este trabajo) se utilizaron los Ultimos cortes de
nuestras matrices de tejido, estando estos mds desgastados, con lo que hubo mas pérdidas de
casos siendo valorables sélo 62 de 91 casos (68%) , esto sumado a que dentro del subgrupo de
estadios inicales hay menos casos de progresion y menos mortalidad, resulté en un el tamaio
muestral mds pequefio que dificulta la deteccion de diferencias estadisticamente significativas

en este grupo de estadios iniciales , para ese marcador.

X.3. LIMITACIONES Y COMENTARIOS A LAS DECISIONES ADOPTADAS SOBRE LA
METODOLOGIA

La predeterminacion del tamafio muestral se hizo considerando los datos conocidos en la
literatura de mortalidad y progresion [25] y teniendo en cuenta la limitacion de lo infrecuente
que es la enfermedad. Utilizamos el contenido de la base de datos del servicio de dermatologia
del Hospital Universitario 12 de Octubre, que es centro de referencia y recibe casoas de otros

hospitales de Madrid y de otras Comunicades Auténomas.
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Los grupos de investigacidon que tratan de desarrollar indices prondsticos , realizan estudios
multicéntricos para solventar la limitacidon del nimero de casos,( [22], [129]pero esto conlleva
mayor heterogeneidad en el seguimiento, tanto en el diagndstico, como en el tratamiento.
Como ejemplo, en el ultimo estudio [129] multicéntrico se traté de incluir CD30 entre los
factores prondsticos y solo se obtuvon una tasa de respuestas por parte de los patdlogos a
esta variable del 35% , ya que CD30 por el momento no estd reconocido en los indices
prondsticos, y por tanto no se realiza de rutina. Nuestro estudio fue homogéneo en el método
y estudio de todos los casos, realizdndose revision centralizada de todas las variables, por dos

patdlogos.

Del total de 56 variables inmunohistoquimicas, finalmente hicimos el andlisis estadistico de
solo 45 de ellas, ya que algunas proteinas como CD123 apenas se expresaban en dermis en
células neoplasicas y se confundian con el infiltrado acompafante, otras eran abundantes en

todos los casos y no habia posibilidad de analisis por grupos (como CD25 en epidermis) .

Otra limitacion derivada de las caracteristicas de la propia enfermedad y que les ocurre a todos
los estudios de micosis fungoide, es la escasa mortalidad (8,7%) y la lenta evolucién [24] lo
que dificulta los estudios de supervivencia [9] , que en primer lugar requieren estudios de
seguimiento muy largos, y en segundo lugar tiene poca potencia estadistica cuando se trata de
estudiar las muertes por enfermedad, a esto atribuimos los resultados negativos de algunas de
las variables descritas en la literatura como asociadas al prondstico (ver andlisis
pormenorizado de supervivencia y progresion), sin embargo , las variables que resultaron
significativas tienen muchas posiblidades de ser realmente factores que estan asociadas al
prondstico por esta misma razén. Nuestro estudio tiene poca sensibilidad pero una alta

especificidad basado en esta limitacion.

X.4. ANALISIS DE LAS VARIABLES Y COMPARACION CON LAS PUBLICACIONES
CIENTIFICAS PREVIAS

X.4.1. ANALISIS DE LAS VARIABLES CLINICAS

X.4.1.1. Estadio (Ver apartado 1)

X.4.1.2. Edad

Nuestra serie presentd una media de edad similar a la de la literatura 53,7 afios, siendo Ia

mayoria menores de 60 afios (61,54%).
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Realizamos un analisis por grupos de edad,. En los menores de 21 afos , que suponen el 10%
de la serie, observamos que no habia diferencias respecto a la mortalidad por enfermedad,
pero si tenian un mejor prondstico en cuanto a menor mortalidad global considerando todas

las causas. No encontramos diferencias en cuanto a la progresion.

En los pacientes de mas edad seleccionamos el del indice CLIPi [20]que considera el grupo de

los mayores de 60 aiflos como de peor prondstico.

Aunque hicimos las curva de supervivencia para los grupos independientes de mayores y
menores de 60 afos, no obtuvimos diferencias significativas en la progresién , ni en la
supervivencia por enfermedad. Es llamativo que la mayoria de los autores han encontrado que

los pacientes de mayor edad tienen peor pronéstico [12], [130], [31], [37].

No sabemos si las diferencias con nuestro estudio se deben a diferencias en la metodologia;
por ejemplo, Kim et al en su articulo de 2005 pusieron el punto de corte en 57 afos, un poco
diferente del nuestro; y la serie de Talpur en 2012 comparé los grupos de menores de 42 afios
y mayores de 60 anos entre si para obtener estas diferencias. O quiza sea el efecto de una
diferente distribucién por edades y estadios en nuestra serie de pacientes respecto a la suya,
de tal modo que un factor prondstico de mas asociacion como pudiera ser el estadio ,
estuviera distribuido de forma diferente y dificultara el obtener diferencias en los grupos de
edad.

En cualquier caso , no todos los autores describen diferencias en el prondstico en funcion de
la edad la serie de 1999 en que se describe el indice para calcular la carga tumoral, revisé 116
pacientes y tampoco encontré diferencias significativas en el prondstico ni respecto a la edad

ni respecto al sexo [131].

X.4.1.3. Sexo

La micosis fungoides es mas frecuente en varones, con una predominancia que llega a ser de
2:1 en las grandes series de casos descritas en la literatura. Sin embargo se ha observado que
esta mayor prevalencia en varones esta asociada a mayor edad [29], [31] siendo maximo el

predominio masculino entre los mayores de 60 afos.

En nuestra serie los mayores de 60 afos eran sélo el 34% de la muestra, por tanto una minoria,
con esta distribucidn de edad, la predominancia masculina se ajusta a lo descrito en la

literatura y se sitla en torno al 1,2:1 a favor de los varones.
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En cuanto a la relacidn del sexo masculino con un peor prondstico, en nuestra serie no
encontramos asociacidn, ni con la progresion, ni con peor supervivencia. La literatura cientifica
cuando se revisa en profundidad muestra que la asociacién es controvertida y no esta del todo
demostrada. Algunos autores describen en sus series un peor prondstico para los hombres,
con un menor tiempo hasta la progresidon y mds cortas medianas de supervivencia [130], [132].

Otros autores no han encontrado estas diferencias [131], [133].

Es posible que haya diferencias entre las poblaciones de los estudios que expliquen este
resultado tan dispar. En el estudio de la clinica Mayo en 2007 , para estudiar el prondstico de
la serie mas larga publicada hasta ese momento de Sindrome de Sézary (176 pacientes)
aunque hubo un Hazard Ratio en la supervivencia respecto a muertes por enfermedad de 1.21
para el sexo masculino, el intervalo de confianza fue (0.87-1.68) vy por tanto tampoco ellos
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos sexos (p= 0,2) aunque
igualmente la tendencia era a peor evolucidon en los pacientes masculinos [134], como en

nuestro estudio.

Es posible que haya cierta tendencia a peor prondstico en los pacientes masculinos pero la
asociacién del riesgo no es muy alta y nos parece discutible que sea uno de los factores
incluidos en las determinaciones del tratamiento de estos pacientes. Otros factores presentan
Hazard Ratio mayores y por tanto con mds asociacion a una verdadera prediccidon de la

evolucién.

X.4.1.4. Variantes aceptadas por la OMS

En nuestra serie de 91 pacientes se incluyeron algunos casos de variantes clinicas tal y como se
exponen en los resultados: 1 variante granulomatosa, 2 casos de presentaciéon con
poiquilodermia, 1 caso de siringotropismo, 4 casos asociados a papulosis linfomatoide, un caso
de lesidn Unica, 3 casos de foliculotropismo y 7 casos de Sindrome de Sézary. Pasamos a
comentar las dos formas de presentaciéon reconocidas por la OMS [5] como variantes: SSy

foliculotropismo por su especial relevancia prondstica.

X.4.1.4.1.  Sindrome de Sézary

El SS es una variante infrecuente de linfoma T cutdneo con presentacidon leucémica, que
recientemente se considera aparte de la MF clasica [34] . Tradicionalmente se ha estudiado en

series que incluian ambas enfermedades.
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Nosotros hicimos un subgrupo con estos pacientes para comprobar algunas de sus
peculiaridades. Estudiamos 7 pacientes (7,69%) siguiendo los criterios de diagndstico descritos
en la introduccidn. La mayoria fueron varones, tal y como se describe en la literatura ( 5/7) ,
proporcién de 2,5 varones:1 mujer. Con una media de edad de 57,14 ,ligeramente mayor que
la del total de pacientes (4 afios mayor).

Encontramos diferencias significativas en el prondstico, peor el de los pacientes con sindrome
de Sezary. Fue significativamente mas corto el tiempo hasta la progresiéon con p=0,008 y
menor el tiempo de supervivencia p=0,035, aunque sélo uno de nuestros casos evolucioné a
muerte por enfermedad. Respecto a la progresién 77,7% progresaron, esto es 5 de los 7

pacientes con SS.

Estos hallazgos muestran medianas mas bajas de supervivencia y tiempo hasta la progresién
en SS cuando se comparan con MF en estadios iniciales, como ya han descrito otros autores.
Las diferentes series de SS describen una mediana de supervivencia alrededor de los 4 -5 afios
para los pacientes con SS [134], [37] pero con oscilaciones segun las series hasta los 11 afios
[128]. La mediana de nuestra serie no pudo alcanzarse porque solo tuvimos un caso de
muerte por enfermedad, sin embargo, se puede deducir que estaria en el grupo de las
supervivencias mas altas ya que el percentil 25 se sitla en 9 afios.

X.4.1.4.2.  Foliculotropismo

La variante foliculotropica de MF es una variante rara, en nuestra serie hay 3 casos de
foliculotropismo (3,91%), lo que supone una frecuencia ain mas baja que la descrita en la
literatura en general para MF [120], [5], [36]. Sin embargo esto pudo deberse a que escogimos

casos en estadios muy inciales de MF , estudiando sus primeras biopsias.

Nuestros casos presentaron una mortalidad por enfermedad del 33%, (1/3 casos) . Aunque la
escasez de casos de fallecimiento po enfermedad, no permite alcanzar significacion estadistica,
parece que comparado con la mortalidad total por MF (8,9%) estos casos con foliculotropismo
tienen una mortalidad muy aumentada. La mayor parte de las series analizadas en la literatura,
aunque no todas [130], coinciden en otorgar peor prondstico a la variante foliculotrdpica
[135] [136] [37]. Ahora bien, los estudios de prondstico de esta variante tienen dificultades
metodoldgicas , primero porque es una variante muy infrecuente con series muy cortas de

pacientes, y segundo por las diferencias en definir foliculotropismo.

Los siguientes estudios resumen las series en que se otorga peor prondstico a la variante

foliculotropica:

- El estudio de van Doorn R [135] encontrd peor respuesta a tratamiento y peor
supervivencia en los casos con foliculotropismo, ya fuera asociado o no a mucinosis.
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Estudiaron 51 pacientes con MF foliculotrépica y 158 pacientes con MF clasica
epidermotrdpica.

- La serie de la clinica Mayo publicada por Lehman en 2010, revisd 50 pacientes con
foliculotropismo , de los cuales el 69% tenian también mucinosis folicular , y los comparé
con 186 pacitentes con MF epidermotrdpica. Encontré que tenian caracteristicas clinicas
especiales: eran mas frecuentes en los hombres, frecuentemente asociaban prurito, y
afectaban mas a cabeza y cuello. Ademas la supervivencia a los 5 afos fue de 62%, mucho
peor que en la MF en estadios similares sin afectacion ganglionar que esta en torno al 85-
90% [136]

En Reino Unido la serie publicada por Agar de 1502 pacientes incluia 44 pacientes con MF
variante foliculotrdpica [37]. Al compararlos con el resto de la serie existia mayor riesgo de
progresion , pero la supervivencia fue similar.

Sin embargo el estudio prospectivo del MD Anderson [130] publicado por Talpur et al, que
incluydé también 44 pacientes con variante foliculotrépica , en una serie de 1263 pacientes
(3%) , presenta una frecuencia de foliculotropismo escasa, similar a la que tenemos en
nuestra serie y no encontrd diferencias en la supervivencia en los casos de esta variante
foliculotrépica.

En definitiva parece que hay evidencias que indican que esta variante tiene una
presentacion clinica caracteristica y se asocia a peor prondstico en la mayoria de las series,
incluida la nuestra. Pero debe definirse bien el criterio para diagnosticar esta variante y
poder hacer estudios comparativos homogéneos que aclaren estas discordancias en la
literatura [137]

X.4.2. ANALISIS DE LAS VARIABLES HISTOLOGICAS

En general, las variables histoldgicas han presentado poco valor predictivo en nuestra serie.
Esto concuerda con lo publicado previamente [138], donde los diferentes autores expresan
poca reproductibiliadad de las variables histolégicas y poca asociacidon a largo plazo con la
progresion o la supervivencia. Esto se explica porque la valoracion de algunas de estas
variables (atipia, presencia de fibrosis, epidermotropismo desproporcionado con el grado de
espongiosis...etc) tienen un mayor componente subjetivo que otras variables que pueden

medirse con métodos semicuantitativos (matematicos) y no cualitativos.

Tenemos que considerar ademas las limitaciones de nuestro estudio descritas al inicio de esta
discusion , como es la dificultad que supone un estudio prondstico de una enfermedad que
tiene baja mortalidad. A esto se afiade la limitacion inherente a la enfermedad causada por la
poca celularidad tumoral que dificulta la valoracion, especialmente en dermis donde se
mezclan células tumorales y reactivas que incluyen linfocitos, eosindfilos, histiocitos y células

dendriticas.
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Por dltimo queremos resefar la dificultad afiadida que ocurre cuando se quiere estudiar
lesiones extensas cutaneas. En estos casos, puede aparecer el error de muestreo respecto al
lugar de toma de la muestra. Los dermatélogos se esmeran en biopsiar la zona de maxima
infiltracion macroscépica pero esto puede no ser tan obvio a simple vista , De acuerdo con T.
Mc Calmont, la MF en parche puede dar la falsa imagen de placa cuando existe fibrosis en
dermis papilar o marcada celularidad en dermis papilar o edema ; en estos casos, la valoracion

es discordante entre la clinica y la histopatologia en un 18% [139], [140].

Ademas el estudio de las lesiones en fase de tumor requiere un estudio complementado con
el de lesiones en placa o mancha, para determinar un adecuado diagndstico de MF y no
confundirla con un linfoma T cutdneo de otro subtipo. Por ello es obligado enviar en esos casos
dos muestras que deben proceder, una de la zona de tumor de méximo tamafio y otra de una
placa (o si no hubiera, de una mancha) con la maxima infiltracién. Errores derivados de la zona
de eleccidn de la muestra por tratar de hacerlo en zonas no muy visibles o poco molestas para
el paciente, podrian dificultar la valoracién de variables histoldgicas con una buena asociacion
al prondstico.

X.4.2.1. Linfocitos con halo claro

En nuestra serie hemos observado que la presencia de linfocitos con halo claro se asocia a
peor supervivencia total de los pacientes, que no resultd significativa si revisamos la
supervivencia en muertes por enfermedad. Este parametro histoldgico corresponde a la
presencia de linfocitos atipicos, que por tener un citoplasma mas amplio que los linfocitos
normales, sufren retraccién de su citoplasma en las muestras fijadas en parafina (no se ve en

las procesadas en congelacién) [141].

Es un criterio descrito en la literatura como de gran utilidad en el diagndstico de MF respecto a
dermatosis, ya que este artefacto es tipico de los linfocitos neopldsicos que presentan un
tamafio aumentado [141]. Para nosotros fue una manera de medir la carga tumoral. En las
biopsias con escasa celularidad tumoral, es una manera de “encontrar”las células neoplasicas y
poder hacer una valoracidon semicuantitativa. Sin embargo la literatura describe que sélo el
50% de las MF tienen un numero relevante de estos linfocitos, con lo que podria ser un
discriminador prondstico [142] . De hecho, encontramos una asociacion estadisitica con la
supervivencia global , por todas las causas de muerte. Sin embargo, esta asociacién no se

comprobd para la supervivencia respecto a muertes por enfermedad, ni respecto a progresion.
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Imagen histolégica 25. Linfocitos con halo claro.

X.4.2.2. Atipia

Encontramos diferencias significativas al considerar el grado de atipia alto o moderado
respecto al grado leve . Este grado de atipia leve corresponde a un grupo de pacientes con

menor riesgo de progresar que el grupo de pacientes con grado mayor de atipia (p=0,04).

En el anaiisis de supervivencia se observa un mayor riesgo de mortalidad con incremento del
Hazard Ratio para los grados altos de atipia pero las diferencias no son estadisticamente

significativas.

Inicialmente valoramos la variable en 3 niveles, de acuerdo con la literatura, aunque esta

atipia en estadios inciales puede no ser evidente [27]:

- Atipia leve (tamafio nuclear menor de 2 veces el de un linfocito maduro y discreta
irregularida de los nucleos)

- Atipia moderada (tamafio de los nucleos entre 2 y 4 veces el de los nucleos del
linfocito maduro y aspecto cerebriforme convolucionado)

- Atipia intensa (mds de 4 veces el tamafio de los ntcleos de un linfocito no neoplasico
y/o nucléolos)

En el analisis posterior encontramos que al ser una variable que puede medirse en grados
cualitativos (leve, moderado , intenso) resulta mucho mas practico simplificar estos grados en
dos (alto , bajo) . Agrupamos atipia leve y moderada como grado bajo; el grado alto
corresponde a atipia intensa. De este modo se aumenta la reproductibilidad y la concordancia
intraobservador e interobservador. Esta categorizacion en dos ya ha sido utilizada en otros
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tumores, que presentaban también dificultades con este mismo aspecto de la subjetividad,
como ocurrié por ejemplo en la clasificacidn Bethesda. Estos autores concluyeron al revisar
la clasificacidon de la neoplasia epitelial intracervical (CIN I, CIN II,CIN lll) que la reclasificacion
en dos grados (SIL de alto grado o SIL de bajo grado), aumenta la concordancia y la eficiencia
[143].

Resulta bioldgicamente comprensible que el grado de atipia se asocie a mayor progresién, ya
gue la atipia intensa es similar a la transformacion de células grandes, con la salvedad de que
el criterio de diagndstico de TCG actual es que el porcentaje de células grandes supere el
25% de las células [144] [145], mientras que nosotros hemos considerado si habia o no
algunas células neoplasicas con atipia marcada. La TCG es un criterio reconocido de mal
prondstico [146] y acorta el tiempo hasta la progresion [147]. La atipia podria ir en la misma
linea aunque la asociacién prondstica puede no ser tan util y significativa porque esta sujeta a
cierto grado de variablidad en el muestreo al no exigir el criterio de >25% de células positivas.
Vonderheild et al, han publicado recientemente una revision de 103 casos con estudio
inmunohistoquimico de 33 de ellos e histolégico en todos ellos, han encontrado también
asociacién de la atipia valorada en tres grados con la progresion p=0,002 y con la supervivencia
p=0,005 [122]

X.4.2.3. Mitosis

El indice mitésico valorado en tinciones de hematoxilina-eosina, considerando el conjunto de
células neoplasicas, no resultd estadisiticamente significativo para predecir el riesgo de
muerte por cuaquier causa o de progresion. Sin embargo, se establece un hazard-ratio de
aproximadamente 6 respecto al riesgo de muerte por enfermedad con una significacion

estadistica cercana a la significacidon p=0,06, por lo que parece que hay cierta asociacion.

Esto se confirma al valorar el indice proliferativo con ki 67 en dermis (mib-1) , que estd

claramente asociado a un mayor riesgo de progresion con una buena significacion estadistica.

Estas diferencias en los resultados se pueden explicar por las dos maneras de cuantificar las
mitosis: la hematoxilina —eosina es menos sensible y menos especifica para valorar las mitosis
en las células neoplasicas, especialmente cuanto estan inmersas en un infiltrado inflamatorio
mixto y son escasas. El factor de proliferacion ki67 permite encontrar mitosis con mas

facilidad y cuantificarlas mas exactamente respecto al total de células.
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Estudios previos han encontrado también asociacidn del indice proliferativo o del nimero de
mitosis con un peor prondstico [138]. Es explicable su relacién con un peor prondstico, ya que
indica una mayor proliferacién celular de la neoplasia y es biolégicamente factible que esto se
asocie a mas tasa de replicacién celular, con mas riesgo de segundas mutaciones y
aberraciones fenotipicas y con una mayor agresividad del tumor y un mayor riesgo de
diseminacion.

X.4.2.4. El tamaiio de las células en dermis es mayor que el de las células en
epidermis

Tradicionalmente se ha utilizado el criterio opuesto “tamafio de las células en epidermis mayor
que el de las células de la dermis” para diagnosticar MF [148]. Nosotros hemos aplicado esta
variable al estudio prondstico y hemos detectado que los linfocitos en epidermis de mayor
tamafio que en dermis no se asocian a peor prondstico , sino por el contrario tienen peor
evolucion los casos en que el infiltradado de la dermis presenta linfocitos mayores que los que

tienen epidermotropismo.

Esto podria tener relacién con una mayor atipia en las células de la dermis, las cuales han
perdido su epidermotropismo, o con la pérdida misma del epidermotropismo de las células de
Lutzner [149], |a cual esta relacionada con un peor prondstico. [145]

X.4.2.5. Transformacion a células grandes(TCG)

Utilizamos el criterio de Salhani [146] para definir la transformacion en células grandes:
presencia de linfocitos mas de 4 veces el tamafio de 1 linfocito maduro en >25% de las células
del infiltrado , o si se forman micronddulos de linfocitos con esa atipia). Ninguno de nuestros
casos presentd transformacién a células grandes en el momento del diagndstico , pero
encontramos un caso que en su evolucidn a corto plazo (menos de un afo) evolucioné a TCG.
En el resto de casos no recogimos los datos histoldgicos de transforamacién a largo plazo, ya
que nuestro estudio tiene como objetivo determinar factores prondsticos en estadios iniciales

y no utilizamos la TCG como una variable de progresién.

El caso que presentd rdpida transformacion a células grandes sorprendentemente se
encontraba en estadio IA en el momento del diagndstico. Otros autores describen en sus series
que la mayoria de casos con TCG estan en estadio tumor (T3) ( IIB,IVA, IVB) [147]. Nuestro
caso también evoluciond a fase tumoral, pero esto ocurrié después de la evolucién a TCG

mientras aun estaba en fase de placa.
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La literatura recoge que la tasa de transformacién entre los que se encuentran en estadio I-1I1A
es 14% [147]. Y recientemente se ha publicado un riesgo de TCG aun menor para estadios
iniciales (1,4%) [128]. Nuestro caso estaria en este grupo. Como era de suponer segun se
describe en la literatura, la supervivencia de este paciente (6 afios) fue mucho mas baja que la
supervivencia del resto del grupo de MF (mediana >30 afios). El hecho de haber sufrido
transformacion a células grandes en un periodo tan corto de tiempo (menos de dos afios) le

confiere peor prondstico que si hubiera ocurrido en un plazo mas largo [147].

X.4.3.  ANALISIS DE LAS VARIABLES INMUNOHISTOQUIMICAS

Las variables inmunohistoquimicas en general se valoran con métodos semicuantitativos lo
que les otorga mayor reproductibilidad que los métodos cualitativos que pueden estar sujetos
a mayor subjetividad [150]. Las variables inmunohistoquimicas pueden recogerse en
porcentaje de células positivas (variable cuantitativa) y luego hacerse puntos de corte para

convertirlo en una variable semicuantitativa, mas manejable en las comparaciones.

En nuestra serie disponemos de soélo 91 casos lo que supone una limitacion para detectar
diferencias pequefias de riesgo entre grupos, pero si podemos detectar las variables que
presenten un mayor grado de asociacién al prondstico. Esto puede explicar que del total de 23
marcadores potencialemente utiles, implicados en diferentes vias moleculares recogidas en la
literatura como candidatos a ser factor prondstico,hemos detectado diferencias en sélo 5 de

ellos, lo que confiere a estos factores una mayor magnitud de la asociacién con el prondstico.

Las vias estudiadas son:

- Laactivacion linfocitaria de la transduccion (mediante ZAP 70, CD30)

- Laregulacidn de las vias de apoptosis (bcl2, FAS)

- Latranscripcion nuclear (STAT1, STAT3, STAT4 , NFKB y su factor inhibidor IKB)

- Las proteinas de regulacién del ciclo celular como p16

- Los marcadores de diferenciacidn de células T que pueden perderse durante la
evolucién de las neoplasias a fenotipos mas agresivos (CD5, CD7, CD2, CD3, CD4, CD8)
(D26)

- Las moléculas implicadas en las relaciones entre células de la inflamacién y el
microambiente que acompafia a la neoplasia (CD123, CD25, FOXP3, PD1)

- Las moléculas de adhesion celular que permiten el epidermotropismo (CD54)

- Las moléculas implicadas en la sefializacién y el trafico de membrana como (MAL)

- Los factores implicados en la cascada AKT de estimulo del ciclo celular de linfocitos T

que se comportan como protooncogenes como TCL.1

Las vias con resultados significativos son:
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X.4.3.1. Activacion linfocitaria:

CD30

Hemos encontrado que la expresion de CD30 en mas del 30% de las células neopldsicas
encontradas en la epidermis en casos de MF estudiados en la primera biopsia disponible
(momento del diagndstico o primera biopsia con presencia de células de aspecto neoplasico)
se asocia a una menor supervivencia (considerando muertes por enfermedad: H.R. 5,39 e
incluso muertes por todas las causas, H.R. 3,04) . Esto es valido tanto para el estudio del grupo
completo de MF de nuestra serie, de los cuales el 24% estaban en estadios avanzados , como
en el estudio desglosado sdlo para los casos en estadios iniciales (67 pacientes que suponen el
76% de nuestra serie). Todos los grupos presentaron disminucion del tiempo de
supervivencia cuando expresaban CD30 en las condiciones antes expuestas, con p<0,05.

Asi mismo, la expresion de C D30 en mas del 30% de las células neoplasicas en dermis , se
asocia a un mayor riesgo de progresion a estadios mas avanzados. Esto es estadisticamente
significativo ( p<0,,05), tanto si consideramos todo el grupo de pacientes con MF como si

seleccionamos solo a los que se encuentran en estadios iniciales.

Es bien conocido el incremento de expresién de CD30 en la MF cuando se produce la
transformacidn a células grandes [128]. Sin embargo hay pocos estudios sobre la expresion de
CD30 en MF no transformada que se encuentre aun en estadios iniciales. En el afio 2009 se
publicd una serie de 47 pacientes procedentes de Pittsburgh, en la que hallaron un
incremento de la expresion de CD30 en las células de la dermis relacionado con peor
supervivencia [132], hallazgo en consonacia con nuestro estudio, y el Unico articulo que ha
estudiado CD30 separadamente en epidermis y en dermis y lo ha relacionado con peor

prondstico para MF en estadios inicales antes de la transformacion

En nuestro estudio hemos conseguido ademds relacionar CD30 con mayor riesgo de
progresidn. La valoracién en epidermis fue estadisticamente mas sigificativa que en dermis
para el andlisis de superviviencia, no asi en el analisisde progresiéon donde la expresién de
CD30 en dermis se asocié a la progresion. Nos explicamos esta mayor asociacion de la
presencia de células CD30 positivas en dermis a la progresién porque podria estar relacionada
con los casos que tienen pérdida del epidermotropismo y por eso una mayor expresion en
dermis. De cualquier forma, en la mayoria de los casos la expresion en epidermis y en dermis

era concordante y los casos discordantes solo variaban en un grado su cantidad de expresién.

Las diferencias con el estudio de Pitssburgh [132] podrian deberse a que ellos utilizaron otro
punto de corte para considerar positiva la expresion de CD30; mientras nosotros utilizamos
30% de células neoplasicas positivas, ellos utilizaron un método semicuantitativo, (sin tincion,

células escasas, células aisladas positivas, grupos de células positivas).
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Asi mismo el trabajo de Vonderheid en el aifio 2014, traté de valorar CD30 como factor
prondstico en una serie de 68 pacientes en estadios inciales pero no encuentra signifiacion
estadistica, sin embargo en el estudio analizan también CD30 en suero de los pacientes y
encuentran correlacién con peor supervivencia, ellos mismos reconocen el posible valor de
CD30 incluso aunque no pudieron encontrar diferencias significativas. No explican en qué
porcentaje de positividad tomaron el corte para valorar, positivo ,negativo o parcialmente
expresado, esta delimitacidon en tres categorias puede explicar sus diferencias en encontrar

asociacion respecto al estudio de Edinger y al nuestro [122]

Recientemente el estudio de MF en estadios avanzados ralizado por el grupo Internacional
para el estudio de linfomas cutaneos EORTC/ISCL [129] traté de aplicar la variable CD30 para
determinar un indice prondstico en MF en estadios avanzados, sin embargo no obtuvieron
resultados significativos. Este hecho podria explicarse porque su estudio era una revision
multicéntrica,retrospectiva, recogiendo la informacidn del momento del diagndstico, en la cual
habia gran heterogeneidad en el estudio de los casos y en sélo un 37,5% de los casos habian
realizado CD30. Ademads su punto de corte de positividad fue el 10% [129], diferente al 30%

gue hemos utilizado en nuestro estudio .

El estudio reciente ( junio de este mismo afio, 2015) publicado por Wenrham et al del equipo
de Birmingham [151] ha utilizado la misma valoraciéon que nosotros para CD30, poniendo el
punto de corte en 15%, sus resultados coinciden con los resultados de nuestro trabajo, han
encontrado asociacidon a peor prondstico. En su articulo no explican si la valoracién se ha
realizado en epidermis, dermis o ambos y sumado positividades. Pero parecen confirmar el
siginificado prondstico de CD30 respecto a progresion. Esta asociacion de CD30 positivo en
inmunohistoquimica de tejido, se apoya en el hallazgo por parte de otros autores de también

asociacién a peor pron’sotico cunado se valroa en sangre circulante. [152].

CD30 es una molécula implicada en la activacion de los linfocitos, tanto en los T memoria como
en algunas células By T relacionadas con la transformacién producida por los virus o en células
neopldsicas como las del linfoma Hodgkin [153]. Estd implicado en la transduccion de sefiales
y participa en diferentes vias de activacién celular (Grafico 38). Pertenece a la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) que incluye TNFR1 y 2, CD40, Fas (Apo1/CD95)

, linfotoxina 3, el receptor de crecimiento neural de baja afinidad y CD30.

Se han encontrado mutaciones en estas moléculas en gran nimero de tumores [153]. Se
identificd por primera vez en el linfoma de Hodgkin como un marcador inmunolégico [154].
Recientemente se han relacionado los niveles de CD30 en sangre con una peor evolucidn del
linfoma anaplasico cutdneo y ha sido en este tumor en el que se han descrito sus implicaciones
oncogénicas con mas detalle [155]. Una de las vias es el incremento directo en la proliferacion

celular que se ha visto asociado a la interaccion de CD30 con su ligando especifico o con
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anticuerpos de reactividad cruzada que lo estimulen [156]. Esto explicaria su relacién con la
supervivencia y con la progresion en nuestros casos. Pero la funcion de CD30 en la activacién
celular es compleja y estd implicado a la vez en varias vias que incluyen desde esta
proliferacién hasta la apoptosis, dependiendo del tipo celular [97]. Por la via de IKK y los
receptores del factor de necrosis tumoral TRAF, CD30 esta implicado en activar NFKB, a través
de p50 y Rel A e inducir la transduccidén de sefiales al nucleo celular. Esto le implica en
favorecer la progresién tumoral aunque no se conoce bien el mecanismo exacto [156] ver
Grafico 38.

La implicacién en estas vias de oncogénesis ha dado lugar a que CD30 haya sido candidato al
desarrollo de un nuevo tratamiento con un anticuerpo monoclonal especifico antiCD30
brentuximab Vedotina [157].

Grafico 38 Activacion de la transduccion de
sefales al nucleo mediada por la activacion
de CD30 receptor de la superfamilia del
receptor de necrosis tumoral

X.4.3.2. Regulacidn de la apoptosis:

Bcl2

Nuestra serie presenté una menor supervivencia respecto tanto a muertes por enfermedad
como a muertes por todas las causas en los pacientes que perdieron la expresién de bcl-2 en
las células neoplasicas de epidermis. Esto fue significativo estadisticamente para el analisis en
todos los grupos (p<0,05), pero en el estudio de solo los casos iniciales, aunque se observa una

tendencia a peor prondstico en los casos bcl2 negativos, no resultd valorable ya que la muestra



X. DISCUSION 149

era mas pequefia y al disminuir el nimero de eventos, siendo cero en algunos grupos no

permitia obtener significacién estadistica.

Sin embargo, la negatividad para bcl2 no resultd asociarse al riesgo de progresién de forma
estadisticamente significativa.

Cuando realizamos un analisis de supervivencia categorizado para las dos variables CD30 y bcl2
conjuntamente en las células neoplasicas de la epidermis, el incremento de riesgo es mucho

mayor, el Hazard Ratio asciende a 9.5 con p=0,02.

Existen pocas publicaciones que hayan analizado bcl2 en una serie de MF tan larga como la
nuestra. Los estudios previos no resultaron significativos en detectar diferencias prondsticas
respecto a bcl2 en linfomas cutaneos [158] y [159], pero estos estudios estaban realizados en
series mas cortas de pacientes y mezclaban casos de MF/SS con otros linfomas. El estudio de
Benner solo contiene 11 casos de MF y son todos ellos de MF con transformacién a células
grandes. No encontraron en estos casos asociacion prondstica porque otros factores mas
relevantes podian estar enmascarando el efecto de bcl2 en una muestra tan pequefia y de MF
tan avanzada [159].

En el estudio de Mal en 2013 solo se estudian 27 pacietens con MF pero se compara la
expresion de bcl2 mediante PCR en voluntarios sanos y MF. La expresidn molecular y no
inmunohistoquimica, no permite discernir si se trata de expresion en linfocitos T normales o en
células tumorales con lo que los estudios de prondstico mezclan la deteccidn de “infiltrado
inflamatorio bcl2 positivo” con células neopldsicas bcl2 positivas, siendo esta una posible

explicacion a que no les resulte posible obtener conclusiones positivas.

Sin embargo el trabajo de Mao en 2004 relaciona la sobreexpresion de JUNB y la falta de
expresion de bcl2 con alteraciones en la regulacién de vias de apoptosis , proliferacion y
transformacion celular [71] encontrando una disminucidon de la expresion de bcl2 tanto
mediante PCR como mediante inmunohistoquimica en los pacientes con MF. Esta disminucién
de bcl2 era mas frecuente aln en los que tienen Sindrome de Sézary [71]. Esto es concordante
con nuestros hallazgos y con el trabajo publicado por nuestro grupo en 2003, que consiguid en
una serie de 29 casos de MF encontrar un panel de 6 genes sobreexpresados, genes que
estan en las vias de apoptosis e inhibidores de apoptosis incluyen: Jun Kinasa (JNK), los
factores asociados a lo s receptores de TNF (TRAF1 y TRAF 2) y otros miembros de la familia de
receptores de TNF como CD40 y la via NFKB de supervivencia celular (antiapoptosis) [160]
implicando estas vias en la patoogénesis dela MF/SS. Esta via es la que se postula que tiene

relacién con bcl2 en linfomas T cutaneos.



150 X. DISCUSION

Ya se expuso que las vias de patogenia de los linfomas T cutdneos en los cuales se negativiza
bcl2 son diferentes de la via patogénica de los linfomas B, que sobreexpresan bcl2 por
translocacion t(14,18) [161]. Los mecanismos en que estad implicado bcl2 en los linfomas T
cutaneos aln no son bien conocidos pero parece que son distintos mecanismos a los de JUNB,

aunque relacionados.

Se conoce ademads que la sobreexpresion de JUNB es capaz de inducir la expresién de CD30 y
de inhibir la apoptosis mediada por Fas (CD95) que puede estar disminuido en MF, lo ge se
relaciona con el hallazgo de CD30 elevado en casos de peor prondstico de nuestra serie. Sin
embargo no hemos encontrado diferencias significativas de prondstico para CD [71] , pero si

ha sido significativa la disminucidn de bcl2.

En el momento actual , la evidencia cientifica es controvertida y se necesitan nuevos estudios
que corroboren la asociacidon prondstica que hemos encontrado cuando bcl-2 es negativo en
MF y Sindrome de Sézary. Es relevante su posible utilidad en un posible indice de prondstico
[162]

X.4.3.3. Proliferacion celular:

Ki67

El indice proliferativo resulté relacionado con el riesgo de progresién ,cuando se mide en las
céulas dérmicas. Establecimos el punto de corte en mas de 15% de células positivas, ya que la
positividad no era abundante. La asociacién a un mayor riesgo de progresién se corroboré
también en la muestra de casos correspondiente de MF en estadios iniciales.

No obtuvimos significacion estadistica para detectar un aumento del riesgo de muerte por
linfoma, a diferencia del estudio de Edinger en 2009 que consiguié determinar un grupo con
menor supervivencia analizando CD30 y ki67 (en dermis y epidermis) [132]. Varios estudios
relacionan el incremento de ki67 con diferencias significativas en el prondstico, la mayor parte
de ellos lo relacionan con la supervivencia y supervivencia libre de enfermedad en lugar de con
la progresidn, pero todos coinciden en que es relevante cuando ki67 valorado en dermis esta

elevado, ya que los pacientes presentan un peor prondstico [133] .

Ya se ha explicado anteriormente el significado bioldgico de ki67 como marcador de la
proliferacién celular (en el apartado de mitosis) y por tanto puede entenderse que esté

relacionado directamente con la agresividad del linfoma.
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X.4.3.4. Regulacion del trafico a través de la membrana celular:

MAL

Hemos encontrado que cuando las células neoplasicas de la epidermis expresan la proteina
Mal en mds de un 30% existe mas riesgo de progresidn. Esto se observa tanto en el conjunto

de casos de MF en todos los estadios como en el conjunto limitado de MF en estadios iniciales.

La proteina Mal es un componente de las “balsas de membrana” o microdominios en la
membrana celular que intervienen en la recepcion de sefiales extracelulares y su comunicacion
con la cascada de sefiales internas para la transduccidn de la sefal. Fue clonado en 1987 por
un investigador espafiol , durante una investigacién sobre nuevos genes expresados de forma

selectiva en linfocitos T [163] .

En estas “balsas de membrana” en las que participa MAL, estan incluidos los clasicos
receptores unidos a tirosin kinasa para transmitir sefiales, asi como gp130 y receptores de
IFNalfa.

Una alteracién consistente en la sobreexpresidn del gen MAL detectada por nuestro grupo en
2002, se vio asociada a la presencia de lineas celulares resistentes a tratamiento con IFNalfa
durante un ensayo clinico [160]. Estudios posteriores del grupo han tratado de determinar las
vias moleculares asociadas a peor respuesta a los tratamientos que incluyen IFN [161] . Es
posible que nuestro hallazgo de un mayor riesgo de progresién esté asociado a esta resistencia
al tratamiento con IFN previamente descrita [122]. El hecho de que en nuestros casos no haya
asociacién estadistica entre Mal y la supervivencia final puede deberse a que los pacientes que
progresan tras el primer tratamiento y expresan Mal , pueden haber respondido a
tratamientos posteriores que no utilizan la via del IFN, con lo que es posible que no afecte a la
supervivencia por enfermedad pero si a la progresion, la cual depende directament de la

remisién tras primer tratamiento [122].

X.4.3.5. Factores de regulacion de la inflamacidn y relaciéon con el

“micorambiente celular”:
PD1

Encontramos un incremento del riesgo de progresién cuando las células neoplasicas expresan
PD1 con Hazard Ratio de 5,7 y 5,1 para expresién en epidermis y dermis respectivamente,con

p<0,05. No encontramos asociaciacion estadisticamente significativa con la supervivencia.
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PD1 es un miembro de la superfamilia de las immunglobulinas que funciona como regulador
de la respuesta inmunitaria [80]. Se ha identificado previamente en células del linfoma
angioinmunoblastico [164]y frecuentemente en el Sindrome de Sézary en células circulantes
[87] Sin embargo, hay pocos estudios respecto a MF en tejido. Algunos autores han
comparado la expresion de PD1 en MF respecto a SS y han encontrado diferencias muy
relevantes (13% respeto a 87% respectivamente) [165], siendo mucho mayor la expresién en el
SS [166].

Aunque se ha observado también, que cuando el SS se hace mads avanzado, los linfocitos de
sangre periférica pueden dejar de expresar PD1, como concluye en su estudio Samimi [87] ya
qgue encuentran mas PD1 en SS con carga tumoral intermedia que en SS con carga tumoral

alta.

Hay pocos estudios todavia de PD1 en el prondstico en los estadios iniciales de MF, pero dada
la mayor expresion en MF cuando evoluciona a SS, es factible pensar que esta asociada a un
peor prondstico cuando se expresa en estadios iniciales. La explicacién bioldgica podria estar
en sus funciones inhibidoras de la respuesta inmune fisiolégica que podria resultar en un

efecto inhibidor también de la respuesta inmune antitumoral.

La uniéon de PD1 a sus ligandos PD1-L1 y PD1-L2 provoca inhibicion de la activacién y
proliferacién de las células T periféricas. Se relaciona con que el sistema inmune no reconozca
a las células neopldsicas como tales y ocurra un fallo en la respuesta inmune antitumoral ,lo
que algunos autores han denominado fase de escape [167] [168] . La sobreexpresién de PD1
también podria estar relacionada con la profunda inmunosupresion que sufren los pacientes
con SS y que es a veces la causa Ultima de muerte [169]. Es ademas una posible diana

terapéutica utilizada en multiples ensayos clinicos en este momento [170] [171] [172]

X.5. IMPLICACIONES EN LA PRACTICA MEDICA

Un sistema de prondstico mas exacto es vital porque podria determinar diferencias en el
tratamiento [173], [174]. Los pacientes con estadios iniciales, en el momento actual , se tratan
con terapias dirigidas a la piel, pero existen al menos 10 modalidades (ver introduccién) que no
han conseguido bajar la frecuencia de progresion de forma significativa, a pesar de

tratamiento se sitla entre el 25-35% [126]
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Cuando la enfermedad va progresando se establece una secuencia de aplicacién de las
distintas modalidades de tratamiento sin conseguir acabar con la enfermedad. Los pacientes
en estadios avanzados requieren tratamientos mas agrresivos para conseguir la remision
completa, incluyendo inmunoterapia, quimioterapia y en los casos de enfermedad avanzada
transplante alogénico de médula dsea,que aunque tiene algunas buenas respuestas, también
tiene una alta incidencia de complicaciones derivadas del transplante y una mortalidad del
34% [175].

Por el momento el manejo de los pacientes no es homogéneo en los distintos centros porque
no existen algoritmos para consensuar las lineas de tratamiento vy los diferentes factores
prondsticos se utilizan de forma diferente en cada centro, con Unico consenso en lo relativo al

estadiaje.

Un reciente meta-andilisis ha considerado la eficacia de las distintas modalidades de
tratamiento expuestas en la literatura médica y ha concluido que de los datos que hay en la
actualidad no puede extrarse un protocolo para tratar a los pacientes, porque los datos son
insuficientes y no hay ensayos clinicos con la metodologia adecuada, la evidencia cientifica es
en su mayoria de nivel 4, los estudios tenian menos de 50 sujetos, no tenian una adecuada

cohorte de control y casi ninguno considera la calidad de vida [176].

Si consiguiésemos un indice prondstico que estratifique a los de mas riesgo de no responder a
los tratamientos habituales y con peor prondstico podremos establecer una buena base para la
indicacion de trasplante alogénico o para disefiar ensayos clinicos que determinen un

adecuado algoritmo en el uso de los tratamientos agresivos [126] .

En el momento actual se esta desarrollando un nuevo indice prondstico en un estudio
multicéntrico observacional prospectivo a través del grupo Cutaneous Lymphoma
International Consortium (CLIC) . Al que pertenecen los directores de esta tesis doctoral. Es
una alianza entre: The International Society of Cutaneous Lymphoma, EORTC Cutenous
Lymphoma Task Force y U.S. Cutaneous Lymphoma Group, con el objetivo de unir a la
comunidad internacional para poder estudiar una enfermedad que tiene en general baja
incidencia en la poblacién general y baja mortalidad , con especial dificultad de estudio por su

lenta evolucion.

Nuestro estudio es un preludio realizado en el Hospital Doce de Octubre para determinar si
seria util  afiadir al desarrollo de un nuevo indice prondstico algunas variables
inmunohistogimicas o histolégicas a las ya conocidas de foliculotropismo y transformacién a

células grandes [24].
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Hemos obtenido significacion en dos variables en el analisis por supervivencia y en cuatro
variables en el analisis por progresién, proponemos al Cutaneous Lymphoma International
Consortium (CLIC) considerar aplicar, en el desarrollo de su nuevo indice, a su larga serie de
pacientes las variables:

- CD30 en células neoplasicas de dermis y epidermis, valorados de forma
independiente y después probar a sumar los positivos en cualquiera de las
localizaciones para obtener una tercera variable

- Bcl2 en epidermis y considerarlo factor de riesgo cuando es negativo

- PD1 en dermis y epidermis y proceder como con CD30

- Mal en epidermis

- Ki67 en dermis

Con estos cinco factores analizados de nuevo en una larga serie de pacientes es posible que se
puedan mejorar los grupos prondsticos e incluso tener una mas individualizada caracterizacién
del pronéstico para cada paciente. Proponemos aplicar estos factores , ademas de considerar
el estadio (con modernizacién de las diferencias mancha,placa e indice mSWAT [177] y las
variables que ya han demostrado largamente su valor prondstico en la literatura

foliculotropismo, transformacion a células grandes y presencia de afectacién de sangre

periférica y/o Sindrome de Sézary [129]

X.6. PERSPECTIVAS DE FUTURO Y PREGUNTAS PARA RESOLVER

Por el momento y probablemente en el futuro, las variables T, N,M y B, que se estudian en la
clasificacidn de estadio seguiran siendo utiles en el manejo de los pacientes con MF y SS. Asi lo
ratifican nuestros resultados que presentaron buena asociacién estadistica entre las
diferencias entre estadios , aunque con la salvedad de no diferenciar demasiado dentro de los
estadios iniciales y que el grupo IIB ( tumor ) suele presentar peor prondstico que el Ill [126]

Para solventar esto con las variables que han demostrado influencia en el prondstico podria
realizarse un indice de puntos “score”. Nosotros sugerimos 5 variables inmunohistoquimicas
para incluir en este indice , que deberia dar puntos seguin un factor de correcciéon basado en
la asociacién de cada variable con mas aportacién o menos de riesgo, esto viene determinado
por el Hazard Ratio para cada variable. A éstas nuevas variables, pueden afadirse las ya
descritas en la literatura: transformacion a células grandes, foliculotropismo, elevacion de LDH,
edad y por supuesto estadio TNMB incluyendo deteccion molecular de clones en sangre
periférica y en piel [129] Una vez recogidas estas variables para cada paciente y establecido su
valor segun su Hazard Ratio, los grupos de prondstico se pueden hacer segun las posibilidades

de tratamiento, teniendo en cuenta que la sencillez mejora la aplicabilidad.
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Xl. CONCLUSIONES

1. La actual clasificacion en estadios (ISCL/EORTC) resulta util aunque insuficiente
para delimitar grupos de distinto prondstico y predecir la evolucién de los
pacientes con MF y su respuesta a tratamiento, especialmente en los estadios
iniciales, por lo que se requiere considerar factores prondsticos adicionales.

2. Las variables histoldgicas (exceptuando la variante foliculotropa vy
transformacion a células grandes) o no mostraron asociacién prondstica
significativa o la magnitud de la asociaciéon (hazard ratio) es baja.

3. La expresion del marcador de activacién celular CD30 vy la negatividad de la
inmunotincién para la proteina inhibidora de la apoptosis bcl2 (en células
neopldsicas linfocitarias T de la epidermis) se asocian a peor supervivencia
tanto por enfermedad, como global en los pacientes con MF.

4. La expresion de los marcadores inmunohistoquimicos: CD30 en dermis , Ki 67
en dermis , MAL en epidermis y PD1 en cualquier localizacién, se asocié a
mayor riesgo de progresion en MF, de forma independiente para cada factor,
en el analisis multivariante y univariante.

5. Los marcadores inmunohistoquiimicos CD30, bcl2, ki67,MAL y PD1 se asocian a
menor tiempo de supervivencia y mayor riesgo de progresion , estando su
expresion alterada en MF respecto a células normales, lo que supone que
podrian estar implicados en la patogenia o en la resistencia a tratamiento de la
enfermedad. Son pues candidatos a ser diana terapéutica.

6. Hemos disefiado un método modificado de construir matrices de tejido, que
hemos llamado “método de macromatrices tisulares” para muestras de piel y
con este nuevo método hemos preparado seis macromatrices con muestras de
micosis fungoide que pueden utilizarse en futuras investigaciones.
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XI11.1 ANEXO TABLAS ADICIONALES

| XIlL.1. ANEXO 1 (1979) |

Clasificacion TNM de LCCT (Original Mycosis Fungoides Cooperative Group)

Estadios

TNMB

T: PIEL*

TO Lesiones sospechosas clinica o histopatolégicamente .

T Lesiones limitadas a <10% de la superficie: tipo placa limitada, pédpulas o manchas (patches) eccematosas que
afectan a una escasa superficie cutanea.

T2
Placas generalizadas, papulas o manchas eritematosas que afectan a 2 10% de la superficie cutdnea.

T3
Una o mas lesiones tumorales.

T4
Eritrodermia generalizada.

GANGLIO

LINFATICO¥

NO No ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; histopatologia negativa para LCCT.

N1 Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales grandes o de consistencia aumentada ; histopatologia
negativa para LCCT.
No ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales ; histopatologia positiva para LCCT.
Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; histopatologia positiva para LCCT.

VISCERA

MO No afectacidn visceral.

M1 Afectacion visceral (necesaria confirmacion histoldgica § o afectacion especifica del érgano)

SANGRE

BO Ausencia de células atipicas circulantes (< 5%).

B1 Presencia de células atipicas circulantes (> 5%); (necesario hacer recuento total de leucocitos y linfocitos y
calcular las células atipicas/ 100 linfocitos).

*En piel, patch se define como una lesién cutanea de cualquier tamafio sin elevacién o induracién relevante. Se debe observar si
existe presencia/ausencia de hipo o hiperpigmentacion, escama, costra y/o poiquilodermia

¥ En piel, placa se define como una lesion cutdnea de cualquier tamafio elevada o indurada. Se debe observar si existe
presencia/ausencia de escama, costra y/o poiquilodermia. Es importante documentar hallazgos clinicos como ulceracién o
histopatolégicos como foliculotropismo, transformacién a célula grande (> 25% de células grandes) o CD30* / CD30'.

> En las visceras, la afectacidn esplénica y hepatica puede diagnosticarse por criterios de imagen.
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XIll. ANEXO 2 (1979)

Sistema de estadiaje de LCCT (Original Mycosis Fungoides Cooperative Group), 1979+

Clasificacion en estadios de Linfomas Cutaneos de células T

M Supervivencia a 5 afios (%)

1A 1 0 0 96-100
IB 2 0 0 73-86
1A 1,2 1 0 49-73
]:] 3 0,1 0 40-65
1 4 0,1 0 40-57
IVA 1-4 2,3 0 15-40
IVB 1-4 0-3 1 0-15

+No se incluyd la situacién de afectacién de sangre periférica (B) por no tenerse certeza de que fuera un factor prondstico
independiente pero se recomienda que se recoja el dato apra cada paciernte.
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Xlll. ANEXO 3 (2007 )

Estadios TNMB

Clasificacién TNMB de MF/SS (ISCL/EORTC) 2007©

PIEL
T1

T2

T3

T4

Manchas (patches)* limitadas, papulas y/o placast que afectan a <10% superficie cutanea. Se puede
subdividir en T1a (s6lo manchas) y T1b (placas £ manchas).

Manchas, papulas o placas que afectan a > 10% de la superficie cutanea. Se puede subdividir en T2a
(sélo manchas) y T2b (placas + manchas).

Uno o mas tumores¥ (= 1 cm de didmetro).

Eritema confluente que afecta a > 80% de la superficie cutanea.

GANGLIO LINFATICO
NO

No ganglios linfaticos periféricos§ clinicamente anormales; no precisa biopsia.

N1 Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; grado histopatoldgico holandés 1 o NCI LNO-2.
Nla Clonalidad negativa#.
N1ib Clonalidad positiva#.
N2 Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; grado histopatoldgico holandés 2 o
NCI LN3.
N2a Clonalidad negativa#.
N2b Clonalidad positivat#.
N3 Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; grado histopatolégico holandés 3-4 o
NCI LN4; clonalidad positiva o negativa.
Nx Ganglios linfaticos periféricos clinicamente anormales; no confirmacion histoldgica.
VISCERAL
MO0 Sin afectacion visceral.
M1 Afectacion visceral (necesaria confirmacion histoldgicaql o afectacion especifica del érgano)
SANGRE
BO Ausencia de afectacion significativa hematolégica: < 5% de linfocitos en sangre periférica son atipicos
(células de Sézary) ©
BOa Clonalidad negativa#.
BOb Clonalidad positiva#.
B1 Afectacion hematoldgica leve: > 5% de linfocitos en sangre periférica son atipicos (células de Sézary)
pero sin cumplir criterios de B2.
Bla Clonalidad negativa#.
B1lb Clonalidad positiva#.
B2

Afectacion hematoldgica severa: 2 1000 células de Sézary pl © con clonalidad positiva#.

*En piel, patch se define como una lesidn cutdanea de cualquier tamafio sin elevacién o

induracion significativa. Se debe observar si existe presencia/ausencia de hipo o

hiperpigmentacion, escama, costra y/o poiquilodermia.

tEn piel, placa se define como una lesién cutdnea de cualquier tamafo elevada o indurada. Se

debe observar si existe presencia/ausencia de escama, costra y/o poiquilodermia. Es

importante documentar hallazgos clinicos como ulceracién o histopatolégicos como

foliculotropismo, transformacion a célula grande (> 25% de células grandes) o CD30" / CD30'.
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$En piel, tumor se define como lesidon nodular o sdélida de al menos 1 cm de didmetro con
evidencia de crecimiento vertical o en profundidad. Hay que considerar el numero total de
lesiones, el volumen total de lesiones, la lesion de mayor tamafio y las regiones corporales
afectadas. También hay que tener en cuenta si hay evidencia histolégica de transformacion a

célula grande. Se recomienda estudio de CD30".

§Ganglios linfaticos periféricos anormales se definen como cualquier ganglio periférico
palpable que resulta firme, irregular, conglomerado, fijo o mayor de 1.5 cm de diametro en
exploracién fisica. Los grupos ganglionares examinados en la exploracidn fisica incluyen las
cadenas cervicales, supraclaviculares, epitrocleares, axilares e inguinales. Los ganglios
“centrales”, que generalmente no son accesibles para el estudio histoldgico, no se consideran
actualmente en la clasificacion ganglionar salvo si sirven para establecer el grado
histopatoldgico N3.

9En las visceras, la afectacion esplénica y hepdtica puede diagnosticarse por criterios de

imagen.

© En la sangre, las células de Sézary se definen como linfocitos con nudcleo cerebriforme,
convolucionado. Si no se pueden utilizar las células de Sézary para determinar la afectacion
hematoldgica para B2, entonces se pueden utilizar los siguientes criterios modificados de la
ISCL junto con el reordenamiento monoclonal positivo para el receptor TCR: 1. Aumento de
células CD4" o CD3" con un ratio CD4/CD8 igual o mayor de 10; 2. Aumento de las células CD4*

con alteraciones en el inmunofenotipo, incluyendo pérdida de CD7 (240%) o CD26 (>30%).

#Un clon de células T se define por un andlisis del reordenamiento del genoma del receptor de
la célula T (TCR) mediante PCR o Southern Blot.

© (Originalmente publicado en Olsen et al. Blood 2007 (16) y modificado en Olsen et al J Clin
Oncol 2011 (20)
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XIIl. ANEXO 4 (2207)

Tabla Estadiaje revisado ISCL/EORTC en MF/SS clasificacién actual (modificado Olsen et al Clin Oncol 2011 (20)

ESTADIO T (extension en piel) N (ganglios) M( visceral) B (sangre)
1A 1 0 0 0,1
1B 2 0 0 0,1
A 1,2 1,2 0 0,1
1B 3 0-2 0 0,1
m 4 0-2 0 0,1

s : 2
111B
IVA1 1-4 0-2 0 2
IVA2 1-4 3 0 0-2
IVB 1-4 0-3 1 0-2

ANEXO FIGURAS ADICIONALES

3,3 diaminobencidina
PEROXIDASA
COMPLEJO
ESTREPTAVIDINA
BIOTINA (x4)
Peroxidacion DAB
(tincién marron)

ANTICUERPO
UNIDO A BIOTINA

ANTICUERPO PRIMARIO
(especifico para el antigeno)

ANTIGENO

=

Figura 15. Esquema que explica el mecanismo base de Ila tincién
inmunohistoquimica. Un anticuerpo primario contra el antigeno diana, se marca
con un anticuerpo unido a un complejo estreptavidina-biotina. Este complejo es el
que lleva unida la peroxidasa para dar lugar a la reaccion que cambia la

diaminobencidina v broduce el color marrén (peroxidacién).




	Portada
	AGRADECIMIENTOS
	INDICE
	RESUMEN
	ABSTRACT
	ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN
	HIPÓTESIS
	OBJETIVOS:
	MÉTODOS, PACIENTES Y MATERIALES
	RESULTADOS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	REFERENCIAS
	APÉNDICES

