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Medicidn in situ de produccién de
Citoquinas por subpoblaciones de
Linfocitos TH1 y TH2 en Ulceras
Orales Recurrentes:
Inmunomodulacion por Furoato
de Mometasona
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ABSTRACT

he purpose of this study was to determine the immunopathogenic mechanism(s)

responsable for recurrent aphthous ulcers (RAU). In situ cytokine production was

evaluated in both active and remission phases of untreated RAU and in RAU
treated with Mometasone Furoate 0.1% lotion. Clinical and histological alterations were
also studied for both treatment groups.

12 patients with RAU were enrolled in a prospective, triple blind study. Each patient
underwent biopsy of an untreated aphthous ulcer wich was treated with either placebo or
Mometasone Furoate twice daily for 3-4 days. Specimens were analyzed
immunohistochemically for IL12, 1L4, IL10 and INFgamma. Aphthae were also followed
clinically.
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Cytokine patterns consistent with Th2 T cell
predominance were found for aphthae in both acti-
ve and remission phases in placebo and mornetasone
furoate treated groups.

Cytokine production was decreased by aproximately
50% for both TH1 and TH2 T cell phenotypes in
the Mometasone Furoate treated ulcers, supporting
its iImmunosupresive efect.
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INTRODUCCION

Las aftas orales recurrentes son Ulceras
inflamatorias de la mucosa oral, dolorosas,
autolimitadas, de etiologia no esclarecida. Multi-
ples factores causales han sido implicados inclu-
yendo mecanismos inmunolégicos. Se han utili-
zado diversos tratamientos con éxito terapéuti-
co limitado, por lo tanto su manejo permanece
siendo problemético. (1)

El furoato de mometasona ELOCOM R es un
esteroide tdpico con actividad antiinflamatoria
local potente y minima absorcién sistémica. La
aplicacién tépica produce inmunosupresion lo-
cal por inhibir la produccién de mediadores in-
munes tales como Interleukina 1 (IL-1) e
Interleukina 2 (IL-2), entre otras. (2)

En este estudio, se analizaron los efectos del
Furoato de Mometasona en la produccién in situ
de citoquinas. Se realizd un estudio experimen-

tal, prospectivo, triple ciego. Se incluyeron 12
pacientes con Ulceras aftosas recurrentes, a quie-
nes se les tomo biopsia de tlceras no tratadas y
biopsia después de tratamiento con placebo o
con Furoato de Mometasona, el material
histolégico fue sometido a anélisis inmuno-
histoquimico para Interleuquina 4 (IL-4),
Interleuquina 10 (IL-10), Interleuquina 12 (IL-12)
e Interferén gama.

Nuestro estuidio permitié identificar una dismi-
nucién de ambos patrones celulares TH1 y TH2
de produccién de citoquinas tanto en la fase ac-
tiva como en la fase de remisién de las tlceras
aftosas recurrentes como resultado del tratamien-
to con Furocato de Mometasona

MATERIALES
Y METODOS _

Se realizd un estudio prospectivo, triple ciego en
el Instituto de Ciencias de la Salud (CES) de
Medellin, Colombia. Se incluyeron 12 pacientes
de la consulta de odontologia y dermatologia. Los
criterios de seleccidn incluyeron pacientes ma-
yores de 12 afos, que tuvieran una o mas aftas
orales, de menos de 3 dias de evolucion, locali-
zadas en cualquier sitio de la cavidad oral excep-
to en aquellos que estuviese adherida la mucosa
del periostio. Se realizd historia clinica y examen
fisico completo para descartar otras enfermeda-
des asociadas.

El estudio fue evaluado y aprobado por el comi-
té de ética del CES, todos los pacientes recibie-
ron la informacién adecuada y firmaron el con-
sentimiento informado.

Se selecciond una primera lesién en forma
aleatoria al momento del ingreso al estudio, se
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realizé una biopsia con sacabocado y se le hizo
estudio histolégico e inmunohistoquimico, ana-
lizando el patrén de produccién de citoquinas
por linfocitos. THI1 (IL-12, Interferén gama) y TH2
(IL-4, IL-10)

El tratamiento con furoato de Mometasona (lo-
cién al 0.1%) o su vehiculo se administré a una
segunda lesidn (lesién #2) por 3 a 5 dias. Al fina-
lizar el tratamiento las lesiones fueron evaluadas
clinicamente y se tomé biopsia de la lesién # 2,
para analizar los mismos patrones. (Figura N° 1).

Figura N°1
Diagrama de Evaluacién de las Lesiones

Lesion #1 Lesién #2

Tratamiento

Fase Activa

Biopsia

Evaluacion de

la produccién

de Citoquinas
THI y TH2

Fase de Remisi6n

k Grupo Experimental E [ Grupo Control ]

v v

} Grupo Mometasona r I'Vehlcnlu Solo |

Biopsia

Evaluacién de la produccién
de Citoquinas in situ
THI y TH2

Se obtuvo un total de 12 biopsias pretratamiento
y 10 biopsias postratamiento para procesamien-
to inmunohistoquimico, fueron embebidas en
OCT (Miles Scientific Naplesville, ILL, USA) y al-
macenadas en nitrégeno liquido.

Se utilizaron anticuerpos monoclonales especifi-
cos para las citoquinas IL-4, IL-10. IL-12 e IFN
gamma (R & D system, USA), todos a concentra-
cién de 50 ug/ml.
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La tincién para inmunoperoxidasa fue hecha uti-
lizando la técnica de Avidina- biotina. Las medi-
ciones de citometrias se hicieron usando micros-
copfa de luz con objetivo 100X, el microscopio
fue calibrado con un micrometro ocular (Swift
instrument, San José, CA, USA) y todas las medi-
das fueron determinadas en ntimero de células
por mm?, Sélo se contaron las células con tincion
periférica y niicleo visible.

Se realizaron varios cortes de la misma muestra
para tincion con hematoxilina eosina que luego
fueron comparados. El nimero de células mono-
nucleares observadas con hematoxilina eosina
fue utilizado como linea de base para la determi-
nacién posterior de resultados con la inmuno-
peroxidasa. Para el anélisis estadistico utilizamos
el test de Snedecor F (similar a T de Student) y
ANOVA, con una significancia estadistica del 5%
(p<0.05).

RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

De los 10 pacientes que se incluyeron en el estu-
dio, 6 recibieron Furoato de Mometasona y 4
placebo. El promedio de edad fue de 25.9 afios,
con un minimo de 16 y un maximo de 43 anos.
Con una distribucién por sexo de 6 mujeres y 4
hombres. Todos tenian aftas menores. Las ca-
racteristicas comunes de la poblacién estudiada
se muestran en la tabla N° 1. La regién mas fre-
cuentemente afectada fue la superficie interna del
labio inferior (6 aftas) seguido por el sulcus infe-
rior (3 aftas) y el borde lateral de la lengua (3 aftas).
Con respecto a la citometria para evaluar la pro-
duccién de citoquinas, que define los fenotipos
de los linfocitos THI (IL-12, [FN gamma) y TH2
(IL-4, IL-10) en la fase activa de la enfermedad
antes del tratamiento, encontramos que predo-
minaron los TH2 (IL-4, IL-10). (Figura N° 2)




Tabla N°1. Caracteristicas comunes
de la poblacién estudiada

n=10

MF: Mometasona Furoato  P: Placebo  L:Leve  M:Moderado  S: Severa

Figura N°2. Distribucién de las citoquinas
en la fase activa de la enfermedad,
antes del tratamiento

Citoquinas

7 : 7 7

1] ! 2 4 6 8 10

cells/mm
10?2

2

El porcentaje de las citoquinas mencionadas re-
lacionado con el ndmero total de mononucleares
fue de la siguiente forma: IL-4 = 8.4%, IL-10 =
7.3%, IL-12 = 3.1%, IFN gamma = 3.6%. En la
fase activa pretratamiento ambos grupos mos-
traron una prevalencia de linfocitos TH2 a expen-
sas de IL-4 e [L-10; sus densidades celulares fue-
ron 677 y 541 respectivamente, comparado con
laIL-12 y el IFN gamma cuyas densidades fueron
213 vy 333. Las densidades celulares fueron 677
linfocitos TH2 y 541 linfocitos TH1.
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El patrén de citoquinas en la fase de remisién,
tanto en el grupo de estudio como en el grupo
control se muestra en la figura N° 3. El Furoato
de Mometasona indujo una reduccién de la se-
crecion de citoquinas de los linfocitos TH1 y TH2,
en ambos grupos, presentandose un efecto ma-
yor en la IL-10 y la IL-12. En la tabla N° 2 se
observa una marcada disminucién de la IL-12
cuando se administré Furoato de Mometasona,
conuna p<0.05. Finalmente cuando se compara
la respuesta de linfocitos TH1 y TH2 antes y des-
pués del tratamiento para ambos grupos se en-
cuentra una prevalencia de linfocitos TH2 en
ambas fases con una p=0.03.

Figura N°3. Patron de citoquinas
en el grupo control y el grupo de estudio
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Tabla N°2. Valores de TH1 y TH2 segiin etapas

P
Pre-tratamiento
Ambos grupos

15.76 5.95

Etapa Remisién
Post-tratamiento
Grupo de Estudio
Elocon

10
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Tabla N°3. Produccién de Citoquinas en el
grupo de tratamiento y en el grupo control

1118 £4.71

14.60 £9.36

05

DISCUSION

Aunque el factor disparador de las aftas orales
recurrentes no se conoce, puede existir un
disbalance en el sistema inmune (1,2,3,4). En
enfermedades como la leishmaniasis, la cura o la
diseminacién de la enfermedad han sido asocia-
dos con la expansion clonal de linfocitos t
ayudadores , tipo TH1 y TH2 respectivamente (5).
Este efecto es detectado por medio del patrén
de citoquinas producido por cada una de las cé-
lulas durante la fase inicial (6), las mas importan-
tes son TH1 (IL2, IL12 e IFN gamma) y TH2 (IL4,
IL5, IL6, IL10) (4). En las aftas orales se han ana-
lizado por medio de citometria de flujo, las
subpoblaciones de linfocitos TH1 Y TH2 en san-
gre periférica, tanto en la fase activa como en la
de remision, y se encuentra un incremento en el
nimero de TH2 acompanado por una disminu-
cion de los THI. (7,8,9) Basados en estos hallaz-
gos decidimos establecer la produccién de
citoquinas in situ por estas subpoblaciones de
linfocitos para las aftas orales. Basados en este
estudio, encontramos que en la evolucién natu-
ral de las aftas orales recurrentes (pretratamiento)
hay una repuesta mixta de linfocitos THI y TH2,
con una prevalencia de 1L4 e IL10 (15.76%) com-
parado con IFN gamma e IL12 (6.55%). General-
mente en la fase activa como en la de remisidn,
la preduccién de IL4 e IL10 fue mayor que la de
[FN gamma e IL12 juntas, mostrando una clara
prevalencia de linfocitos TH2 sobre los THI1.
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El Furoato de Mometasona ejercid su efecto
inmunosupresor sobre las 4 citoquinas estudia-
das, resaltando su efecto sobrelaIL12 (10,11,12).
En la evolucién natural de las aftas, durante la
fase de remisién y sin ejercer ninglin efecto ex-
terno sobre ellos, los linfocitos de tipo TH1 reali-
zan una mayor activacion a expensas de la IL12,
sugiriendo que dicha interleuquina puede estar
relacionada con la remision de la tlcera. Podria-
mos entonces explicar las caracteristicas de la
Glcera de la siguiente forma: Los niveles dismi-
nuidos de los linfocitos TH1 conducen a la au-
sencia de la supresidén de la reactividad contra
nuestros propios tejidos; o por el incremento de
los linfocitos TH2, presentarse una sobreproduc-
cién de citoquinas o factores de crecimiento,
conduciendo a una reaccién inmune anormal para
los tejidos. (13,14,15).

CONCLUSION

En las aftas orales recurrentes, se identificaron
en ambas biopsias patrones de citoquinas co-
rrespondientes a linfocitos TH2, tanto en la fase
activa como en la fase de remisién, cuando fue-
ron tratadas con furoato de mometasona o con
placebo.

El tratamiento con Furoato de Mometasona pro-
dujo una inhibicién de casi el 50% de la produc-
cion de citoquinas en ambos grupos, TH1 y TH2
(Tabla N°. 3). Estos hallazgos se correlacionan con
los efectos inmunosupresivos locales del Furoato
de Mometasona (ELOCOMR)

AGRADECIMIENTOS

A laboratorios Schering Plough por su producto
ELOCOMF®




BIBLIOGRAFIA

1.

Pedersen A, Hougen HP, Kenrad S. T-
lymphocyte subsets in oral mucosa of patients
with recurrent aphthous ulceration. | Oral
Pathol Med. 1992 Apr; 21(4):176-80.

Veta E, Umazume M, Yamamoto T, Osaki T.
Leukocyte dysfunction in oral mucous
mernbrane diseases. ] Oral Pathol Med. 1993;
22:193-202.

Landesberg R., Falion M, Insel R. Alterations
of T Helper/inducer and T suppressor/inducer
cells in patients with recurrent aphthous ulcer.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol. 1990 Feb;
69(2): 205-8.

Mosmann TR. Cytokine secretion phenotypes
of TH Cells: How many subsets, how much
regulation?. Res Inmunol 1991 Jan; 142(1): 9-13

Martinez-Arendz A.,Tapia FS, Caceres G et al.
Inmuno—cyto-chemical charactherization of in-
mune cells in lesions of American Cutaneus
Leishmaniosis: Using Novel T Cell marker. Apta
tropica 1991; 49: 271-80

Caceres G, Dittmar FJ], Tapia MA, et al.
Determination of the cytokine profile in
American leismaniasis using the polimerase
chain reaction. Clin Exp Inmunol. 1993; 91:
500-5

Eversole LR. Review of the literature In: Millar
HD, Mason DF. Workshop on oral Medicine
Chicago: Year book medical 1988; 52-8

13.

A

Mosmann JB. Cherwinski MW, Bond MA et al.
Two types of murine helper cell clone:
Definition acording to Profiles of lymphokine
actvities and secret proteins. Inmunol. 1986;
2348 - 57.

Abbas AK, Lichtman AH, Pober ]S. Cytokines
In: Cellular and molecular inmunology. 1994;
256-7.

Pimlott SJ, Walker DM. A controlled clinical trial
of the efficacy of topically applied fluocinonide
in the treatment of the RAU. Br Dent ]
1983;154: 174-7

. Trinchieri G, Scott P The role of interleukin 12

in the inmune response, disease and therapy.
Inmunology Today 1994; 10: 335-463

Bergman SA. Topical application of
hidrocortisone acetate, in the treatment of
apthous ulcers. Dent digest 1954; 60: 60 -1

Gallagher GT. Biology and Pathology of oral
mucosa. In: Fitzpatrick TB, Eisen AZ, VVolff K
et al de. Dermatology in General Medicine. 42
ed New York. Mc GrawHill Inc, 1993; 2355-
2417.

Ochoa MT et al. Presentacidon clinica y pro-
duccidn de citoquinas en lepra tuberculoide y
lepromatosa. Revista Colombiana de Derma-
tologfa 1995; 4. 95-100.

Lombardi T, Hauser C, Budtz-Jorgensen E.
Langerhans cells: structure, function and role
in oral pathological conditions. ] Cral Pathol
Med 1993; 22: 193-202.

12

# Revista CES MEDICINA Velumen 14 No.2 |ulio - Diciembre/ 2000



