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. RESUMEN

Titulo: Contribucion de citocinas y células reguladoras en la fisiopatologia de Lupus

Eritematoso Cutaneo

Introduccién: El Lupus eritematoso cutaneo (LEC) es una enfermedad con una
amplia gama de manifestaciones cutaneas que afectan la calidad de vida. Su

patogénesis es compleja y en ella pudieran participar diversas citocinas.

Objetivo: Evaluar de forma integral la participacién citocinas tanto pro-inflamatorias
como anti-inflamatorias dentro de las que se encuentran IL-10, IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-
22 , asi como células reguladoras Tregs, Bregs y pDCregs circulantes y en piel de
pacientes con LEC.

Métodos: Se obtuvo sangre periférica y biopsia de piel afectada de 20 pacientes con
lupus eritematoso cutaneo discoide (LED), 15 pacientes con lupus eritematoso
cutaneo subagudo (LECS), 16 controles sanos y 5 pacientes con cicatriz hipertrofica
(CH). Los tejidos fueron examinados mediante inmunohistoquimica con técnica de
inmunoperoxidasa indirecta y procedimiento de doble tincion, para determinar células
Th22, Th17, Th1, Th4, Tregs, Bregs y pDCregs. La inmunofenatipificacion de las
células circulantes, se realiz6 mediante citometria de flujo, los niveles séricos de IL-
22, IL-17A e IL-10 fueron medidos por ELISA.

Resultados: Nuestros resultados mostraron primordialmente participacion celular de
Th17, Th22 y células pDCregs, y en menor grado de Th1, Th2 y células T regs en los
grupos de LEC (LED y LECS); siéndo esta respuesta de mayor intensidad en LED.

Conclusiones: La respuesta inflamatoria en el LEC esta mediada principalmente por
la poblacion celular de Th17, mientras que en un intento de alcanzar la homeostasis
participan las poblaciones Th22 y pDCregs. Esta respuesta se observd en ambos

subtipos de LEC, pero fue de mayor amplitud en la variedad discoide (LED).



II. ANTECEDENTES

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune
sistémica que cursa con periodos de remisiones y exacerbaciones, origina dafio
mediado por diversos mecanismos inmunoldgicos en diferentes aparatos y sistemas.
Esta entidad afecta varios 6rganos como la piel, articulaciones, células sanguineas,
rifones y sistema nervioso, por lo que su expresién clinica es amplia y variable. La
desregulacion del sistema inmune, involucra factores hereditarios, ambientales,
hormonales, etc., que interactian en el desarrollo de LEG. Sin embargo, hasta el
momento los factores que contribuyen a su inicio y progresidn no son bien
comprendidos. Por ejemplo, se han determinado algunas aberraciones funcionales
en las células T, B y presentadoras de antigeno y defectos en la depuracion de
células apoptéticas.

La afeccion de la piel ocurre en el 70-85% de los pacientes con LEG en algun
momento durante el curso de la enfermedad y es la segunda forma clinica de
presentacion inicial del LEG (1).

El lupus eritematoso cutaneo (LEC) es una enfermedad cronica inflamatoria
autoinmune con manifestaciones clinicas heterogéneas confinadas a la piel; por lo
tanto, incluye los sintomas que se observan en la piel del LEG vy al lupus cutaneo-
limitado cuya incidencia se ha estimado dos a tres veces mayor a la del LEG. EI LEC
puede preceder clinicamente al LEG en aproximadamente el 25% de los pacientes, o
bien puede ocurrir en cualquier etapa durante el seguimiento del LEG (2).

En 1977, basandose en el analisis histolégico de las biopsias de piel, Gilliam
propuso un sistema de clasificacion de LEC el cual dividi6 a la gran variedad de
lesiones en manifestaciones especificas (LEC-especifico) y no especificas (LEC-no
especificas). Se consideran lesiones especificas a aquellas en las que se evidencian
cambios histopatologicos caracteristicos como son la presencia de “dermatitis de
interfase”, depédsito de mucina en la dermis superficial e infiltrado inflamatorio
predominantemente linfocitario perianexial y perivascular. Estas manifestaciones son
exclusivas de pacientes con lupus y no se observan en otras colagenopatias (3).

Por otra parte, las lesiones no especificas no son exclusivas del LEG y
pueden observarse en otras colagenopatias. Dentro de este grupo se encuentran: la

alopecia no cicatrizal, ulceras, urticaria, eritema multiforme, vasculitis, fendmeno de
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Raynaud, atrofia blanca, anormalidades del pigmento, lesiones bulosas,
telangiectasias periungueales y calcinosis cutis (4).

A su vez, las lesiones especificas se subdividen en tres categorias de
acuerdo a sus caracteristicas clinicas: lupus eritematoso cutaneo agudo (LECA),
lupus eritematoso cutaneo subagudo (LECS) y lupus eritematoso cutaneo cronico
(LECC). El LECA se asocia a menudo con LEG activo y se manifiesta como eritema
malar. El LECS representa el 10-15% de los casos de LEC, se compone de diversas
variantes morfolégicas dentro de las cuales predominan el LECS anular y el LECS
papuloescamoso, variedad asociada a la presencia de anticuerpos anti-Ro/SSA. El
LECC, incluye a la variedad discoide (LED), al lupus sabanén, a la paniculitis Iupica
y al lupus tumido; el LED es el subtipo mas comun de LEC, el cual se presenta como
placas constituidas por eritema, hiperpigmentacion, escama gruesa adherida y en
etapas tardias zonas de atrofia, que usualmente se localizan en cabeza, pero puede
diseminarse al térax y los brazos (4).

Como se mencioné previamente, las manifestaciones del LEC son
heterogéneas y frecuentemente representan un reto clinico, lo cual a su vez refleja la
complejidad de los mecanismos patogénicos subyacentes.

En cuanto a la patogenia del lupus cutaneo inicialmente se propuso un
modelo de cuatro pasos: a) la exposicidén a luz ultravioleta induce la liberacién de
mediadores pro-inflamatorios epidérmicos y dérmicos como la IL-1 y el TNF-q; b)
estos mediadores inducen la liberacion y expresion de moléculas de adhesion y la
translocacion de autoantigenos normalmente intracelulares como Ro/SSA, c) la
produccién de autoanticuerpos que se unen a estos autoantigenos y d) la
citotoxicidad del queratinocito como el resultado de las células linfoides reclutadas de
la circulaciéon (5). Sin embargo, desde que se propuso este modelo, se ha generado
una gran cantidad de informacion en relacion a la fisiopatogenia de la enfermedad.
Por ejemplo el papel de la apoptosis del queratinocito, las anormalidades genéticas
en la sintesis y expresion del TNF-a y en los antagonistas del receptor para la IL-1 y
la interacciéon de quimiocinas y diversas citocinas tanto pro-inflamatorias como
inmunomoduladoras (5). En las lesiones del LEC se ha evidenciado que el infiltrado
inflamatorio predominantemente es por linfocitos T CD4" asi como células dendriticas
(6).

Las citocinas, glicoproteinas solubles de un peso molecular menor a 30 kDa,

producidas principalmente por las células nucleadas del organismo, las cuales



mediante varias respuestas bioldgicas, incluyendo la inmunidad innata y adaptativa,
juegan un papel importante en la diferenciacion, maduracion y activacion de las
células de los dorganos y los tejidos del sistema inmune; ademas de inducir de
manera directa e indirecta la inflamacion tisular.

Investigaciones recientes han revelado que la susceptibilidad para desarrollar
el LEG depende en gran medida de algunos genes de citocinas y de aquellos que
regulan la expresion de las mismas. Se ha descrito que el perfil de citocinas asociado
a la patogénesis del LEG -incluye a la IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-l y TNF-a (6); —
por lo que se han considerado como blancos terapéuticos.

No obstante, el patréon de citocinas en las manifestaciones cutaneas ha sido
menos estudiado. Algunos de los hallazgos se describen a continuacion. Nurnberg y
cols., examinaron la expresion del ARNm para la IL-6 en la epidermis de la piel
afectada y no afectada de los pacientes con LECS y LED, observando un incremento
de los mensajeros en los queratinocitos basales de la piel afectada (7). Por otro
lado, Stein y cols., determinaron la expresién génica de la IL-5, IL-10, IL-2, IL-4 y del
INF-y en biopsias de pacientes con LECA, LECS y LED y la compararon con biopsias
de individuos sanos, encontrando que los ARNm para IL-5 se expresaban en los
pacientes con LEC independientemente del subtipo pero no en los individuos sanos,
lo que sugeria una respuesta Th2; sin embrago, el ARNm para la IL-4 no se detecto
en ninguna muestra. Los mensajeros para la IL-10 y el INF-y se expresaron tanto en
las biopsias de los pacientes con LEC como en las de los individuos sanos (8). Toro
y cols., evaluaron la expresion génica de la IL-2, IFN-y, IL-4, TNF-a e IL-1B vy
proteica de los receptores correspondientes. Los resultados mostraron un incremento
en los ARNm para la IL-2, el IFN-y y el TNF-a y un aumento del IL-2R, el IFN-yR y el
TNF-aR en la superficie de la células de la dermis de pacientes con LED (9), asi
como de TGF-B [6]. Asi, el 47% de los pacientes evaluados presentaron sobre-
expresion de al menos una citocina; siendo la IL-5 y el IFN-y las mas frecuentemente
elevadas. Ademas, los pacientes con lesiones mas extensas tuvieron una mayor
sobrexpresion de citocinas (10) pero no hubo diferencias en cuando a la variedad
clinica de LEC.

Asimismo, se ha reportado un incremento de IL-18. La IL-18 induce
inflamacion por medio del incremento en la sintesis de TNF-a y la disminucion de IL-

12, originando un microambiente pro-apoptético para el queratinocito (11).



Con base en lo anterior, puede afirmarse que existe una alteracion en el
equilibrio Th1/Th2 en la patogénesis del LEC.

Recientemente se ha evaluado la participacion de una subpoblacién de
células T productora de IL-17 (Th17) en el LEG, encontrando una correlacion directa
entre la actividad de la enfermedad y la concentracion sérica de la citocina(12). Hasta
el momento solo un estudio ha evaluado la participacion de esta interleucina en
biopsias de pacientes con LECS y LED; encontrandose un incremento en la
expresion de IL-17A en las células endoteliales, los fibroblastos y los linfocitos de
pacientes versus los controles. De igual forma los niveles séricos de IL-17A se
encontraron incrementados en pacientes con LED pero no en la variedad de LECS,
mientras que los niveles de IL-17F estuvieron aumentados en ambas variedades.
Este resultado sugiere la participaciéon de la IL-17 en la patogénesis del LEC (13).

Finalmente en cuanto a la participacién de las células T reguladoras (Treg) un
estudio reportdé que éstas se encuentran disminuidas en el infiltrado inflamatorio de
pacientes con LEC independientemente del subtipo de la lesion (14). La
participacién de las células B productoras de IL-10 y de las células dendriticas
plasmacitoides se desconoce.

El presente trabajo de investigacién pretende evaluar de forma integral la
participacién diversas citocinas tanto pro-inflamatorias como anti-pro-inflamatorias
dentro de las que se encuentran IL-10, IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-22 en el LEC. También
se evaluara la participacion de células T reguladoras (CD4"/Foxp3,la participacion de
las células B productoras de IL-10 (Bregs) y de células dendriticas plasmacitoides
reguladoras (CD123"/CD196*/IDO*). A continuacién se describe brevemente cada
una de las citocinas a evaluar:

- IL-22. Es producida por diversas fuentes celulares que incluyen a lasTh17, células
NK'y células Th22. Participa en la inmunidad de los epitelios, induce la produccion de
defensinas, la sintesis de proteinas antimicrobianas Reg lllb y Reg llig, regula la
preparacion tisular, mantiene la homeostasis cutanea, etc. Recientemente ésta ha
sido asociada a enfermedades autoinmunes y se ha sugerido que se encuentra
involucrada en su patogénesis. Por ejemplo se ha descrito una disminucién en los
niveles séricos de la IL-22 en los pacientes con LEG, pero aun es controvertido si
este hallazgo pudiera ser consecuencia del uso de esteroides sin considerar que aun

no ha sido evaluada en lupus cutaneo.



- IL-10. Esta citocina es uno de los principales mediadores anti-inflamatorios
producido por las células TCD4"*, TCD8", monocitos y células B autorreactivas (15).
Su funcién supresora implica la inactivacion de los macréfagos, células dendriticas y
células Th1; ademas promueve la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de
células B.

En pacientes con LEG se ha reportado el incremento en los niveles séricos de IL-10,
asi como una correlacion positiva con la actividad de la enfermedad (16-17).

- IFN-y. Participa en la activacion de macréfagos, en la eliminacion de patdégenos
intracelulares, promueve la respuesta Th1 y modula la de células Tregs. Esta
citocina es producida por células NK y por Th1. En algunos estudios se ha
encontrado elevado en el suero de pacientes con LEG (18). Asimismo, se han
documentado niveles elevados de ARNm en las lesiones cutaneas del lupus
experimental en ratones knockout para el TNF-a. Sin embargo la evidencia de su
participacién en lupus cutaneo es aun insuficiente (19).

- IL-4. Es una citocina anti-inflamatoria, producida por las células Th2, que junto con
la IL-13 inducen la diferenciacion de los macréfagos residentes del tejido a la variante
arginasa1’/STAT6'/IRF4" que participan en la reparaciéon y/o regeneracion tisular ,
ademas de la estimulacion de secrecion de IL-10 y TGF-B, lo que disminuye la
inflamacién patolégica mediada por células Th1. Es un regulador clave de la
inmunidad adaptativa y humoral (20).

- IL-17A. Es una interleucina con un potente efecto para reclutar monocitos y
neutrofilos e induce la produccién de defensinas por las células epiteliales. Es
producida por las células Th17 e inducida por la IL-B, el TNF-q, la IL-6, el TGF-B1 vy la
IL-23. La IL-17 actua como una citocina pro-inflamatoria que responde ante la
invasion de patégenos bacterianos extracelulares, micobacterias y hongos y actua en
forma sinérgica con el TNF-a y la IL-18. Como se comentdé previamente se ha

reportado incrementada en pacientes con LEG (13).



I1l. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se conoce poco de la participacion de las citocinas pro- y anti-
inflamatorias en la fisiopatogenia del LEC. A pesar de que existe evidencia del papel
de las células T en dicha patologia, éste no ha sido completamente entendido. Mas
aun, el paradigma tradicional Th1/Th2 no explica los diferentes aspectos de la
patologia y la descripcion de las células Th17 y Th22 y de sus citocinas abren
nuevas posibilidades en el estudio del LEC y sus variantes. Por otra parte, los
mecanismos de regulacion relacionados con las células B productoras de IL-10 y las
dendriticas plasmacitoides IDO™ alin no han sido descritos en el LEC. Con base en la
escasa literatura existente, decidimos evaluar la presencia de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, asi como de células B y T reguladoras (CD20/IL-10
y CD25/Foxp3) y dendriticas plasmacitoides (CD123"/CD196*/IDO*) en biopsias de
piel y en células de sangre periférica de pacientes con LEC con manifestaciones
especificas (LED y LECS) y su correlacién con los niveles séricos de citocinas y con
la actividad de la enfermedad; asi como evaluar si estas respuestas son diferentes
entre el LED y LECS.

La evaluaciéon del comportamiento de estas citocinas permitira ampliar nuestro
conocimiento de la fisiopatogenia del LEC y en el futuro la identificacién de posibles

blancos terapéuticos.

IV. HIPOTESIS

El perfil de citocinas pro-inflamatorias predominara sobre el perfil de citocinas
anti-inflamatorias en pacientes con manifestaciones especificas de LEC activas.

Las células T y B reguladoras estaran disminuidas en biopsias de piel de
pacientes con LEC en comparacion con controles.

Las células dendriticas plasmacitoides estaran aumentadas en biopsias de
piel de pacientes con LEC en comparacién con controles.

La respuesta tanto inflamatoria como anti-inflamatoria sera similar en

pacientes con LED y en LECS.



V. OBJETIVOS

Objetivo general de la investigacion:

Determinar y comparar la expresion de citocinas y subpoblaciones de células

Th1 (IFN-y), Th2 (IL-4), Th17 (IL-17A, IL-22), asi como de células T (CD25/Foxp3), B
reguladoras (CD20/IL-10) y dendriticas plasmacitoides (CD123"/IDO*) en biopsias de

piel y sangre periférica de pacientes con LEC (LECS y LED) vs controles (individuos

sanos y cicatriz hipertréfica).

Objetivos especificos:

Cuantificar la expresiéon mediante inmunohistoquimica en biopsias de piel de
pacientes con manifestaciones especificas de LEC (LED y LECS) activo de
las siguientes subpoblaciones celulares: CD4/IL-4 (Th2), CD4/IL-17 (Th17),
CD4/IL-22, CD4/INF-y (Th1), CD20/IL-10 (Bregs), CD25/Foxp3 (Tregs) y
CD123"/IDO* (dendriticas plasmacitoides).

Comparar la expresion de las subpoblaciones celulares previamente
mencionadas entre los subtipos de LED y LECS vs controles sanos vy
cicatrices hipertréficas.

Conocer los niveles de las siguientes subpoblaciones celulares circulantes:
CD4"/CD25"/IL-4", CD4"/CD161*/IL-177, CD4'/CD161%/IL-22",
CD4'/CD25"/INF-y*, CD123"/CD196"/IDO* (dendriticas plasmacitoides),
CD19'/CD38"/IL-10" (Bregs) y CD4"/CD25"/Foxp3* (Tregs) en pacientes con
LEC (LED y LECS).

Comparar los niveles de dichas subpoblaciones celulares circulantes entre los
subtipos de LED y LECS vs controles sanos y cicatrices hipertroficas.
Determinar los niveles séricos de IL-10, IL17A e IL-22 en pacientes con Lupus
Eritematoso Cutédneo (LED y LECS), y compararlos en el suero de individuos
sanos y con cicatrices hipertroficas.

Correlacionar los hallazgos a nivel cutaneo y sérico en pacientes con LEC con
el puntaje de la escala validada de actividad CLASI.

Correlacionar los hallazgos en la expresion tisular con los niveles de las
subpoblaciones de células: Th22, Th17, Th2, Th1, Tregs, Bregs y pDCregs

circulantes.



VI. METODOLOGIA

Disenfo:

Se trata de un estudio transversal y comparativo.

Tamarno de muestra:

El calculo de tamafo de la muestra se realizé con féormula de comparacién de
promedios
n= 2s? (Za + ZB)?

(d)?
Con la cual se obtuvo un tamafio de muestra de 15 pacientes con LEC y 15 controles
sanos. Sin embargo ya que se evaluaron subtipos de LEC (LED y LECS) se

incluyeron al menos 15 pacientes de cada uno de los grupos; y como un control

adicional se incluyeron 5 pacientes con cicatriz hipertrofica.

Criterios de seleccioén del grupo en estudio

a) Criterios de inclusion:
1. Hombres o mujeres mayores de 18 afios de edad, con diagnodstico de
LEG mediante criterios del ACR.
2. Que tengan manifestaciones cutaneas de tipo LEC-especificas del tipo
LED y LECS activas basandose en la evaluacion de una reumatéloga y
dermatéloga en conjunto, y en estudio histopatolgico de la lesion.
3. Que el sujeto esté dispuesto a participar en el estudio y sea capaz de
proporcionar un consentimiento informado por escrito.
b) Criterios de exclusién
1. Pacientes con alguna otra manifestacién cutdnea concomitante que no sea
atribuida al LEG.
2. Pacientes que tengan otra enfermedad autoinmune agregada al LEG
3. Pacientes con diagnodstico concomitante de alguna neoplasia o proceso
infeccioso activo
c) Criterios de eliminacion
1. Pacientes en quienes la biopsia de piel no sea 6ptima para su correcta

evaluacion (muestra insuficiente o mal procesada).



Criterios de seleccioén del grupo control (Voluntarios Sanos)

a) Criterios de inclusion:

1. Hombres o mujeres mayores de 18 afios de edad sin enfermedades
autoinmunes.

2. Pacientes que sean sometidos a la reseccion de alguna lesion
dermatolégica no autoinmune benigna y en los cuales exista tejido
sobrante de la lesibn o se tenga que realizar la colocacion de algun
colgajo cutédneo. Se tomara un segmento de piel sana sobrante.

3. Que el sujeto esté dispuesto a participar en el estudio, y sea capaz de
proporcionar un consentimiento informado por escrito.

b) Criterios de exclusién:

1. Pacientes con alguna enfermedad autoinmune.

2. Pacientes con diagndstico cancer a cualquier nivel (organo sdélido o
hematologico)

3. Pacientes que estén tomado algun medicamento inmunosupresor o
antineoplasico.

4. Pacientes con algun proceso infeccioso activo

c) Criterios de eliminacion:
1. Pacientes en quienes la biopsia de piel no sea 6ptima para su correcta

evaluacion (muestra insuficiente o mal procesada)

Criterios de seleccion del grupo control (Cicatriz Hipertrdfica)

a) Criterios de inclusion:
1. Hombres o mujeres mayores de 18 afios de edad sin enfermedades
autoinmunes.
2. Pacientes que por cuestiones estéticas deseen retiro de una cicatriz
hipertréfica que se encuentre en zonas fotoexpuestas.
3. Que el sujeto esté dispuesto a participar en el estudio, y sea capaz de
proporcionar un consentimiento informado por escrito.
b) Criterios de exclusién:
1. Pacientes con alguna enfermedad autoinmune.
2. Pacientes con diagndstico de una neoplasia de 6rgano sélido conocido.
3. Pacientes que estén tomado algun medicamento inmunosupresor o

antineoplasico.
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4. Pacientes con algun proceso infeccioso activo
c) Criterios de eliminacion:
1. Pacientes en quienes la muestra piel no se Optima para su correcta

evaluacion (muestra insuficiente o mal procesada)

Procedimientos.

Los pacientes fueron evaluados por una reumatdloga y una dermatéloga en
forma conjunta. Se registraron variables demograficas, uso de farmacos
inmunosupresores y se calificé la escala de actividad de enfermedad CLASI,
instrumento validado para este fin (23).

Las biopsias se obtuvieron por medio de un sacabocados de piel de 6 mm.
Una parte de la biopsia fue enviada al Departamento de Patologia para su
procesamiento habitual (H&E) y el resto se utilizd para el anadlisis de

inmunohistoquimica con el método de doble tincion.

Inmunohistoquimica.

A fin de identificar las células que expresan IL-22, se realizaron cortes de
tejido embebido en parafina de 4-um de espesor, los cuales se colocaron en un
portaobjetos electrocargado. Las laminillas se desparafinaron durante 45 min a 54°C.
El tejido se hidratd con xileno, alcoholes al 100%, 96% y 50%) y agua destilada. Las
laminillas se incuban con una solucion de H,O al 3 % en metanol absoluto (1:9 vol/vol)
durante 30 min, para eliminar la actividad de peroxidasa enddgena. Los tejidos se
incubaron durante 18 horas a 4°C con un anticuerpo policlonal de cabra anti-IL-22
humana (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) a una concentracion
de 10 pg/ml. La unién del anticuerpo al antigeno se identific6 con un anticuerpo
biotinado de burro anti-lgG de cabra (ABC Staining System; Santa Cruz
Biotechnology). Las laminillas se incubaron con peroxidasa de rabano (HRP)-
estreptavidina por 45 min, posteriormente se revelaron con 3,3'-diaminobencidina
(DAB) (SIGMA-Aldrich) durante10 min. Las secciones se contratifieron con
hematoxilina, se deshidrataron con alcohol y xileno y se montaron en resina. El
control negativo se realizé6 empleando suero humano diluido 1:100, en lugar del
anticuerpo primario. El control de reactivos se llevo a cabo sustituyendo el anticuerpo
primario con amortiguador fosfato y albumina de huevo (Sigma-Aldrich). Estos

controles excluyen la tincién inespecifica y la actividad de peroxidasa endégena.24
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Procedimiento de Doble-Tincién.

Para determinar la sub-poblaciones de células T-CD4"/IL-17A*, CD4"/IL-4",
CD4"/IFN-y*, células T reguladoras CD25"/Foxp3”, células B productoras CD20"/IL-
10" y subpoblacion de células CD123"/IDO", se realiz6 deteccion simultanea [15]. Se
utilizé sistema de doble-tincion de segunda generacion de EnVision™ GJ|2
Doublestain System (Dako, Glostrup, Denmark) para la deteccién simultanea de dos
antigenos presentes a bajas concentraciones en la misma biopsia. El procedimiento
es una doble tincion secuencial, donde el primer antigeno es visualizado utilizando
peroxidasa de rabano (HRP)/3'3'-diaminobenzidine (DAB) y el segundo antigeno es
visualizado utilizando fosfatasa alcalina (AP)/Permanent Red. Brevemente, se realiza
una incubacion de las muestras con 200 yl de bloqueadores de enzimas enddgenas
por 5 min. Este procedimiento inhibe la AP enddgena, peroxidasa, y la actividad de la
pseudoperoxidasa presente en los tejidos. Posteriormente los tejidos son incubados
con 200 ul de suero normal como control negativo o con los anticuerpos policlonales
primarios de conejo anti—IL-17A, anti—-IL-4, anti-IFN-y, anti-IDO IgG o anticuerpos
monoclonales de ratén anti—-IL-10 o anti—-Foxp3 1gG+ (Santa Cruz Biotechnology) a 10
pg/ml por 15 min, a temperatura ambiente.

Las muestras fueron incubadas con 200 pl de polimero/HRP por 10 min. La
reaccion se visualizé con 200 pl de DAB durante 5-15 min.

Posteriormente los tejidos fueron incubados con 200 ul inhibidor de AP por 3
min y luego se incubaron con un suero normal como control negativo o con el
segundo anticuerpo policlonal de conejo anti-CD20, anti-CD25 o un anticuerpo
monoclonal anti-CD4 (Santa Cruz Biotecnologia) o anti-CD123 (Abcam pcl, CA,
Reino Unido) a una concentracion de 10 pg/ml, durante 15 min a temperatura
ambiente. Después los tejidos se incubaron con 200 pl del LINK durante 10 min.
Finalmente, los tejidos se incubaron con 200 yl de polimero AP durante 10 min. La
reaccion se visualizé con 200 pl de cromdgeno Permanent Red durante 5-20 min.
Los tejidos fueron contra-tefiidos con hematoxilina y montados en resina acuosa.

Para determinar el porcentaje de células inmunorreactivas se cuantificaron las
CD4'/IL-17A", CD4%/IL-4*, CD4*/IFN-y*, T reguladoras CD25"/Foxp3®, B productoras
de IL-10"/CD20" y las pDCs CD123*/IDO" en al menos dos campos (X320) en dos
diferentes secciones de la epidermis y de la dermis de cada biopsia. Los resultados
se reportaron como el promedio * error estandar y la mediana del porcentaje de

células inmunorreactivas empleando el programa Image Pro Plus version 5 - 1 - 1. %
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Citometria de Flujo.

Un total de 16 donadores sanos (HD), 5 pacientes con cicatriz hipertrofica
(CH), 20 pacientes con LED y 15 pacientes con LECS fueron reclutados para el
estudio. Para realizar la inmunofenotipificacion de las células circulantes, se obtuvo
una muestra de sangre venosa periférica (20 ml) de cada paciente y de ésta se
aislaron las células mononucleares (CMNs) a través de un gradiente de densidad
[Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway)].
Para determinar el porcentaje de células Th22 (CD3*/CD4'/CD1617/IL-22), Th17
(CD3'/CD4*/CD1617/IL-17A"), Th2 (CD3*/CD4*/CD25"/IL-4%), Th1
(CD3*/CD4*/CD25*/IFN-y"), de células T reguladoras (CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3*), de
Bregs (CD19/CD24"/CD38"/IL-10") y pDCs (CD123"/CD196*/IDO*) las CMNs fueron
incubadas con 5 pL de anticuerpo monoclonal anti-CD3-FITC, anti-CD4-PeCy5 vy
anti-CD161-APC (BD Biosciences, San Jose, CA); anti-CD3-FITC, anti-CD4-PeCy5 y
anti-CD25-APC (BD Biosciences, San Jose, CA); anti-CD19-APC, anti-CD38-PeCy5,
anti CD24- FITC o anti-CD123-FITC, anti-CCR6-PeCy5 en tubos separados durante
20 min a 37°C en obscuridad. Las células fueron permeabilizadas con 200 yL de
solucion cytofix/cytoperm (BD Biosciences) a 4°C por 30 min. La tincién intracelular
se llevd a cabo mediante la incubacién con 5 L de un anticuerpo anti-IL-22-PE, anti-
IL-17A-PE, anti-IL-4-PE, anti-IFN-y-PE, anti-Foxp3-PE anti-IL-10-PE o anti-IDO-PE
(BD Biosciences) durante 30 min a 4°C y en obscuridad. Finalmente, un total de
500,000-1,000,000 de eventos fueron adquiridos de cada muestra en un citdbmetro
de flujo Accuri C6 (BD Biosciences) y se analizaron con el programa FlowJo X
software (Tree Star, Inc.). ?°

Para el analisis de las muestras adquiridas se traz6é una ventana electrénica
para las células CD3'/CD4"/CD161, CD3'/CD4'/CD161", CD3*/CD4'/CD25",
CD3'/CD4/CD25", CD19'/CD38"/CD24" o CD123"/CCR6". Los resultados se
expresaron como el porcentaje relativo de las células IL-22%, IL-17A", IL-4", IFN-y",

Foxp3®, IL-10" o IDO" en cada ventana electrénica.

Como control de isotipo se empleé una mezcla de anticuerpos monoclonales
de ratén de tipo 1gG+ k-FITC/IgG,-PE/CD45-PeCy5 (BD Tritest™, BD Biosciences).
Ademas se realizé un control de autofluorescencia y los respectivos controles FMO

(fluorescence minus one).
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ELISA.
Los niveles séricos de IL-22, IL-17A e IL-10 fueron medidos por ensayos
inmunoenzimaticos de tipo ELISA utilizando kits comerciales (BioLegend Inc., San

Diego, CA, USA.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Consideraciones Eticas.
Este trabajo fue realizado de acuerdo con los principios expresados en la
Declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado por el comité de ética de nuestra

institucion y se obtuvo consentimiento informado por escrito de todos los sujetos.

Estadistica.

Se realiz6 estadistica descriptiva no parametrica, de acuerdo a la distribucion
de las varaibles. Las variables categodricas se compararon mediante la prueba de x2
o0 la prueba exacta de Fisher. Se realiz6 estadistica no paramétrica para la
comparacion de medianas entre grupos mediante el analisis de Kruskall Wallis,
utilizando la prueba de Holm-Sidak, para todos los procedimientos de comparacion
multiple. Para el analisis de correlacion se utilizé la prueba de Rho de Sperman. El
analisis estadistico se realizé utilizando el programa SPSS 20.0 y Sigma Stat 11.2
(Aspire Software International, Leesburg, VA, EE.UU.). Los datos se expresan como
la mediana, el intervalo minimo-maximo y el promedio *+ desviacién estandar (SD) /
Error estandar de la media (SEM) de acuerdo a la distribuciéon de cada variable. Los

valores de P menores o iguales a 0,05 fueron considerados como significativos.
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VII. RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes

Se incluyeron 35 pacientes con diagnéstico de Lupus Cutaneo, de los cuales 20
pacientes tenian LED y 15 pacientes con LECS; 16 muestras de sujetos voluntarios

sanos y 5 muestras de cicatrices hipertroficas.

El 95% de la muestra de pacientes con LEC; asi como todos los controles sanos y

con cicatrices hipertroficas eran mujeres.

La mediana de edad en el grupo de LED fue de 35 afios (20-62), en el grupo de
LECS de 39 afnos (18-74).

El tiempo de evolucién del LEG en los pacientes con LED fue de 7 (1-26) anos y de
aquellos con LECS fue de 6 (0.5-41) afos, no hubo diferencia significativa entre las
medianas de ambos grupos.

En relacion con la puntuacion de actividad cutanea evaluada mediante el CLASI, los
pacientes con LED tuvieron una mediana de 11 puntos (intervalo: 2-25), mientras que
los pacientes con LECS tuvieron una mediana de puntuacién de actividad de 21

puntos (intervalo: 9-37).

El 80% de los pacientes con diagnostico de LECS recibian prednisona via oral al
momento de la evaluacion, la mediana de dosis en dicho grupo fue de 10 mg/dia;
mientras que en el grupo de pacientes con LED el 65% recibian prednisona, la

mediana de dosis fue de 5mg/dia en dicho grupo.

El uso de antimalaricos fue en el 67% en el grupo de pacientes con LECSy 75% en

el grupo de pacientes con LED.

El resumen de las caracteristicas basales en los grupos de estudios se describe en la
Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas Demograficas, Clinicas y de Laboratorio de los Pacientes con
Lupus Cutaneo

Lupus Eritematoso

- Cicatriz
Cutaneo ?na:lc;s) Hipertrofica Valor P
LECSA LED (N=5)
(n=15) (n=20)
Edad (afios)
Mediana 35 39 45 28.5 0.003
Intervalo (20-62) (18-74) (21-76) (24-33) :
Sexo (Mujer %) (93%) (95%) (100%) (100%) NS
Leucocitos (cél/ml)
Mediana 6,100 5,200 5,500 ND NS
Intervalo (2,200-15,700)  (2,400-6,700) (4,200-8,200)
Linfocitos %
Mediana 19% 19.5% 29% ND 0.028
Intervalo (8%-33%) (14%-33%) (18%-47%)
VSG (mmHg)
Mediana
Intervalo 9.5 25 6 1 0.0024
(2-48) (2-28) (2-18) (1-14.5)
Duracién LEG (afios)
Mediana
Intervalo 6 7 - NS
(0.5 -41) (1-26)
Anti-dDNA (Ul/ml)
Mediana 45.3 15.7 <
0.001
Intervalo (12-447) (8-111)
Actividad CLASI
Mediana 21 11 <0.001
Intervalo (9-37) (2-25)
Prednisona Dosis
(mg/dia) 10 5
Mediana (0-50) (0-30) 0.0037
Intervalo
Antimaléricos n (%) 66.7 75 0.043

Intervalo (minimo-maximo)
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Determinacion tisular de la subpoblacién de células Th122 (CD4"/IL-22%)

Mediante la técnica de inmunohistoquimica en las biopsias de piel se determiné el
numero de células que expresd IL-22 tanto en la epidermis como en dermis,
encontrado que en las muestras de pacientes con LED la mediana del porcentaje
relativo de células inmunorreactivas en la epidermis fue del 21% (intervalo 7-49) y en
la dermis del 28% (intervalo 8-55), mientras que en las muestras de pacientes con
LECS fue del 16% (intervalo 2-55) y del 19% (intervalo 7-31) en la dermis y epidermis
respectivamente. En relacion al porcentaje de expresion en los controles,
encontramos que en el tejido de individuos sanos la mediana de células
inmunorreactivas en la epidermis fue del 5% (intervalo 2-10.5) y en la dermis del 3%
(intervalo 1-14); mientras que en las muestras de cicatriz hipertréfica la mediana fue
del 16% (intervalo 14-18) y del 17.5% (intervalo 15-22) en la dermis y epidermis,

respectivamente como se resume en la Tabla 2a.

El porcentaje de células IL-22" fue significativamente mayor en ambos grupos de
LEC en comparacion con el tejido de individuos sanos. Ademas, el porcentaje de
células productoras de IL-22 fue mayor en pacientes con LED versus el grupo de
LECS y de cicatrices hipertroficas (Figura 1).

Figura 1.
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Determinacion del Porcentaje de Células Th22 Circulantes

La evaluacion por citometria de flujo de las diferentes subpoblaciones de células T
mostré que el porcentaje de células Th22 en sangre periférica de los pacientes con
LEC fue significativamente mayor en comparacion con ambos grupos de controles
(sanos y cicatrices hipertréficas). Al igual que lo reportado mediante
inmunohistoquimica, en las muestras de sangre periférica de pacientes con LED el
porcentaje de células Th22 (mediana 12.1%, intervalo: 10.2-15.2), fue
significativamente mayor que en pacientes con LECS (10.3%, intervalo: 9.5-12.5).
Ver Tabla 3a, 3b y Figura 2.

Figura 2.
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Determinacion tisular de la subpoblacién de células Th17 (CD4"/IL-17")

El porcentaje de células T CD4" que expresaron IL-17 en la epidermis de pacientes
con LED fue del 24% (intervalo: 19 — 44) y en la dermis del 28.5% (intervalo: 20 - 50),
en las muestras de LECS l|a mediana en la epidermis fue del 13% (intervalo: 3 - 21)
y en la dermis fue 13.5% (intervalo: 4 - 18), mientras que en los controles sanos en la
epidermis fue 2% (intervalo: 1-8), en la dermis 2% (intervalo: 0-7) y en cicatrices
hipertréficas en la epidermis fue 5% (intervalo: 2-8) y en la dermis 4.5% (intervalo: 1-
6) (Tabla 2a).

La determinacién de células CD4%/IL-17" fue significativamente mayor en ambos
grupos de LEC en comparacién con el tejido de los controles sanos y de las
cicatrices. El porcentaje de células CD4"/IL-17" fue significativamente mayor tanto
en epidermis como en dermis en las muestras de pacientes con LED versus

controles (sanos y cicatriz) y versus pacientes con LECS. (Figura 3 y Tabla 2a - 2b).

Figura 3.
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Determinacion del Porcentaje de Células Th17 Circulantes

El porcentaje de células circulantes CD3*/CD4*/CD161%/IL-17A" de los pacientes con
LED fue del 10.3% (intervalo: 8.5 — 11.9) y en pacientes con LECS fue del 4.7%
(intervalo: 3.9 — 9.0), en ambos grupos el porcentaje fue significativamente mayor
que en sujetos sanos (mediana: 2.2%, intervalo 1.1 — 2.8) (Tabla 3a y 3b). Como se
observa en la Figura 4 y en la tabla 3b el porcentaje de células Th17 circulantes en
sangre periférica, al igual que lo observado en tejido, fue significativamente mayor en

el grupo de pacientes con LED.

Figura 4.
40°
—~ 35°
>
% 30
N~
)
J 25
+
© .
= 20 %
O r 1
;1- 15- r * r |
O
O o*
— 10° %
™ r I 4 -
S : 38
5 -
Cmj— L 1 1
O + 1
BN S (n=16) =21 CH (n=5) == LED (n=20) B LECS (n=15)

20



Evaluacién del porcentaje tisular de células Th2 (CD4"/IL-4")

En las biopsias de epidermis de los pacientes con LED el porcentaje de células T
CD4" que expresaron IL-4" fue del 12% (intervalo: 4 — 25) y en la dermis del 13%
(intervalo: 2 - 21), en las muestras de LECS l|a mediana en la epidermis fue del
10.5% (intervalo: 6 - 18) y en la dermis fue del 11% (intervalo: 4 - 22), mientras que
en los controles sanos en la epidermis fue del 2% (intervalo: 1 - 15), en la dermis 3%
(intervalo: 0 - 13) y en cicatrices hipertroficas en la epidermis fue del 9% (intervalo: 3
- 14) y en la dermis 14% (intervalo: 12 - 17). (Tabla 2a).

La expresion de células CD4%/IL-4" fue significativamente mayor en ambos grupos de
LEC (LED y LECS) en comparacion con el porcentaje encontrado en el tejido de
controles sanos. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de células
CD4"/IL-4" entre las muestras de pacientes con LED y LECS, asi como entre ambos

subtipos y las muestras de cicatriz. (Figura 5 y Tabla 2a - 2b).

Figura 5
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Determinacion del Porcentaje de Células Th2 Circulantes

El porcentaje de células circulantes CD3*/CD4/CD25"/IL-4" de los pacientes con
LECS fue del 7.3% (intervalo: 6 — 8) y en pacientes con LED fue del 7% (intervalo: 5
—9), en ambos grupos fue significativamente mayor que en sujetos sanos (mediana:
2%, intervalo 1 — 3). Como se observa en la figura y en la tabla 3a y 3b, No hubo
diferencia significativa en el porcentaje de células CD3"/CD4"/CD25"/IL-4" en sangre
periférica entre los subgrupos de LEC (LED versus LECS). Se encontré6 un
porcentaje significativamente mayor de células Th2 en sujetos con cicatriz en

comparacion con el resto de los grupos (Figura 6)

Figura 6.
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Determinacion del Porcentaje Tisular de Células Th1 (CD4"/IFN-y)

En las biopsias de epidermis de pacientes con LED el porcentaje de células T CD4"
que expresaron IFN-y fue del 10% (intervalo: 5 — 18) y en la dermis del 11%
(intervalo: 1 - 18), en las de LECS la mediana en la epidermis fue del 6% (intervalo:
3 - 22) y en la dermis fue del 6% (intervalo: 3.5 - 16), mientras que en los controles
sanos en la epidermis fue del 2% (intervalo: 0 — 6), en la dermis del 2% (intervalo: O -
9) y en las cicatrices hipertroficas fue del 8% (intervalo: 2 - 11) y del 9% (intervalo: 7 -

12) en epidermis y dermis, respectivamente (Tabla 2a).

La expresion de células CD4"/IFN-y* fue significativamente mayor en ambos subtipos
de LEC en comparacion el porcentaje expresado con tejido de controles sanos. El
porcentaje de células Th1 fue significativamente mayor tanto en epidermis como en
dermis en las muestras de pacientes con LED, en comparacion con LECS. No hubo
diferencia significativa en el porcentaje de estas células entre los subtipos de LEC y

cicatriz hipertréfica. (Figura 7 y Tabla 2a - 2b).

Figura 7
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El porcentaje de células circulantes en sangre periférica con inmunofenotipificacién
CD3*/CD4*/CD25"/IFN-y*, de los pacientes con LED fue 8.7% (intervalo: 8.0 — 10.9) y
en pacientes con LECS fue 6.8% (intervalo: 6.1 — 8.4). (Tabla 3a).

Determinacion del Porcentaje de Células Th1 (CD4'/IFN-y) circulantes

El porcentaje de células circulantes CD3*/CD4"/CD25"/IFN-y* fue significativamente
mayor en ambos subtipos de LEC en comparacion con los controles sanos (mediana:
2%, intervalo 1 — 3) y de cicatriz (mediana: 6%, intervalo: 3 - 7). Asimismo el
porcentaje de células CD3'/CD4'/CD25"/IFN-y* fue significativamente mayor en
sangre periférica entre en el subgrupo de LED versus con el resto de los grupos,

incluyendo aquellos con LECS (Figura 8, Tabla 3a y 3b).

Figura 8
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Evaluacion de Células Treg (CD25"Foxp3*) en tejido

En las biopsias de epidermis de pacientes con LED el porcentaje de células CD25"
que expresaron Foxp3 en la epidermis de pacientes con LED fue del 16% (intervalo:
4 — 23) y en la dermis del 18% (intervalo: 11 - 27), en las biopsias de LECS Ia
mediana en la epidermis fue del 12% (intervalo: 7 - 24) y en la dermis fue del 15%
(intervalo: 9 — 22), mientras que en los controles sanos en la epidermis fue del 5%
(intervalo: 1 — 14), en la dermis 3% (intervalo: 1 - 15) y en cicatrices hipertroficas en
la epidermis fue del 50% (intervalo: 40 - 52) y en la dermis del 56% (intervalo: 50 -
58) (Tabla 2a).

El porcentaje de células CD25"/Foxp3” en biopsias de piel fue significativamente
mayor en ambos subtipos de LEC en comparacién con el de controles sanos. No
hubo diferencia significativa en el porcentaje de células CD25"/Foxp3” en la dermis y
epidermis de las muestras de los pacientes con LED versus los de LECS. Sin
embargo, el porcentaje de CD25"/Foxp3" fue significativamente mayor en las

cicatrices en comparacion con el resto de los grupos estudiados (Tabla 2a - 2b y

Figura 9).

Figura 9.
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Determinacion del Porcentaje de Células Tregs Periféricas

El porcentaje de células circulantes CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3* de los pacientes con
LED fue del 8% (intervalo: 6 — 9) y en pacientes con LECS fue del 9% (intervalo: 7 —
10), ( Tabla 3a).

El porcentaje de células circulantes CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3* fue significativamente
mayor en ambos subtipos de LEC en comparacién con los sujetos sanos (mediana:
6%, intervalo 4 — 7).

No hubo  diferencia  significativa en el porcentaje  de  células
CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3* en sangre periférica entre los subgrupos de LEC (LED vs
LECS). Sin embrago, encontramos un porcentaje significativamente mayor de células
Treg (CD3*/CD4'/CD25"/Foxp3*) en los sujetos con cicatriz hipertréfica en

comparacion con el resto de los grupos (Tabla 3a y 3b y Figura 10)

Figura 10.
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Evaluacion del Porcentaje de Células Breg (CD20%/IL-10%)

En las biopsias de epidermis de los pacientes con LED el porcentaje de células
CD20" que expresaron IL-10" fue del 11% (intervalo: 3 — 18) y en la dermis del 13%
(intervalo: 2 - 23), en las biopsias de LECS la mediana en la epidermis fue del 8%
(intervalo: 1 — 16) y en la dermis fue del 11% (intervalo: 6 — 24), mientras que en los
controles sanos en la epidermis fue del 6% (intervalo: 2 — 15), en la dermis del 7%
(intervalo: 2 - 20) y en cicatrices hipertréficas fue del 11% (intervalo: 9 - 14) y del 16%

(intervalo: 13 - 22) en la epidermis y la dermis, respectivamente (Tabla 2a).

No hubo diferencia significativa en el porcentaje de células CD20%/IL-10", entre los
subtipos de LEC y los controles sanos y con cicatriz hipertréfica. Tampoco
encontramos diferencia significativa en el porcentaje de dichas células entre las
muestras de LED y LECS (Tabla 2a - 2b, Figura 11).

Figura 11.
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Determinacion del Porcentaje de Células Breg (CD20%/IL-10%) Periféricas

El porcentaje de células circulantes CD19*/CD24"/CD38"/IL-10* de los pacientes con
LED fue del 13% (intervalo: 10 — 15) y en pacientes con LECS del 10% (intervalo: 9 —
13), (Tabla 2a).

El numero de células Bregs fue significativamente mayor en los pacientes con LED
versus los sujetos sanos (mediana: 10%, intervalo 8 — 13) y con los pacientes con
LECS. No hubo diferencias significativas en el porcentaje de células
CD19%/CD24"/CD38"/IL-10" en sangre periférica entre los otros grupos estudiados
(Tabla 3a,3b y Figura 12).
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Evaluacion Tisular de Células pDCregs (CD123"/CD196*/IDO")

En las biopsias de epidermis de pacientes con LED el porcentaje de células CD123"
que expresan IDO fue del 9% (intervalo: 4 — 18) y en la dermis del 11% (intervalo: 5 -
29), en muestras de LECS la mediana en la epidermis fue del 4% (intervalo: 1 — 12)
y en la dermis fue del 8% (intervalo: 4 — 16), mientras que en los controles sanos en
la epidermis fue del 4% (intervalo: 1 — 11), en la dermis del 4% (intervalo: 1 - 8) y en
cicatrices hipertréficas del 16% (intervalo: 12 - 26) y 20% (intervalo: 16 - 26) en la

epidermis y dermis, respectivamente (Tabla 2a).

El porcentaje de células CD123"/ IDO", fue significativamente mayor en las muestras
de pacientes con LED, tanto en la epidermis como en la dermis en comparacioén con
controles sanos; mientras que en las muestras de pacientes con LECS, solo fue
significativamente mayor el porcentaje de células pDCregs en la dermis en
comparacion con los controles sanos. Encontramos un porcentaje de expresién de
células pDCs significativamente mayor tanto en epidermis y dermis en las muestras

de pacientes con subtipo LED en comparacion con LECS (Tabla 2a - 2b, Figura 13).

Figura 13.
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Determinacion del Porcentaje de pDCregs (CD123"/ CD196*/IDO*) Periféricas

El porcentaje de células circulantes CD123"/CD196*/IDO* de los pacientes con LED
fue del 32% (intervalo: 29 — 39) y en pacientes con LECS fue del 23% (intervalo: 20 —
27).

El numero de células pDCregs fue significativamente mayor en ambos subtipos de
LEC en comparacién con los sujetos sanos (mediana: 18%, intervalo 15 — 22) y los

de cicatriz hipertréfica (mediana: 19%, intervalo: 17 — 22)
Los pacientes con LED presentaron un numero mayor de células pDCregs en

comparacion con el resto de los grupos, incluyendo aquellos con LECS (Tabla 3a y
3b, Figura 14).

Figura 14
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Niveles séricos de IL-22, IL-17A e IL-10

Mediante la técnica de ELISA se determinaron los niveles séricos de IL-22, IL-17A e
IL-10 en los grupos en estudio (LED, LECS, controles sanos y con cicatriz
hipertréfica) (Tabla 4a y 4b).

La mediana de IL-22 en los pacientes con LED fue de 126.4 pg/ml (intervalo: 85.8 —
955.5 pg/ml) mientras que en pacientes con LECS fue 101.9 pg/ml (intervalo: 34.4 -
249.9 pg/ml), siendo la diferencia entre ambos grupos significativa.

En controles sanos la mediana de concentracion sérica de IL-22 fue de 211 pg/ml
(intervalo: 106.3 — 517.5 pg/ml), significativamente mayor en comparaciéon con la
concentracion en el grupo de LECS, mientras que los controles con cicatriz
hipertréfica la mediana de concentracion sérica fue de 37.5 pg/ml (intervalo: 32.2 -
45.2 pg/ml) significativamente menor a la concentracién observada en el grupo de

LED y controles sanos. (Tabla 4a y 4b, Figura 15)
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Las concentraciones séricas de IL-17 en los pacientes con LED fue de 5.3 pg/ml
(intervalo: 3.4 — 10.4 pg/ml) mientras que en pacientes con LECS fue de 4.5 pg/ml
(intervalo: 2.3 — 6.8 pg/ml), siendo la diferencia entre ambos grupos significativa
P=0.05.

En controles sanos la mediana de concentracion sérica de IL-17 fue de 2.0 pg/ml
(intervalo: 1.1 — 3.9 pg/ml), significativamente menor en comparacién con la
concentracion en los grupos de LED y LECS. No hubo diferencias significativas
entre ambos subtipos de LEC y los sujetos con cicatriz hipertréfica. (Tabla 4a y 4b,
Figura 16)
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La mediana de la concentracion sérica de IL-10 en los pacientes con LED fue de 3.2

pg/ml (intervalo: 2.0 — 51.9 pg/ml) mientras que en pacientes con LECS fue 2.5 pg/ml

(intervalo: 1.1 — 3.5 pg/ml), siendo la diferencia entre ambos grupos significativa
P=0.05.

No hubo diferencias significativas entre las concentraciones séricas de los pacientes

con LEC , la de los controles sanos (mediana 2.1 pg/ml, intervalo: 1.6 -5.4 pg/ml) y

con cicatriz hipertréfica (mediana: 2.1 pg/ml, intervalo: 1.6 — 3.5 pg/ml) (Tabla 4a 'y
4b, Figura 17)

Figura 17
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Correlacion de Poblaciones Celulares y la Escala de CLASI en Lupus Cutaneo
(LEC).

Se encontrd una correlacion negativa entre la puntuacién de actividad mediante el
CLASI y el porcentaje de células Th22 en la epidermis y dermis evaluadas mediante
inmunohistoquimica (Rho de Sperman: -0.464 p<0.001; y -0.494 p<0.001;
respectivamente); asi como con el porcentaje de células Th22 circulantes evaluadas

mediante citometria de flujo (Rho de Sperman: -0.355 p<0.043).

Encontramos una correlacion positiva entre la puntuacion de actividad de CLASI y el

porcentaje de células Treg circulantes (Rho de Sperman: +0.45 p=0.009).

El resto de las correlaciones no fueron significativas.

Correlacién de poblaciones celulares en tejido y circulantes.

En el grupo de pacientes con LEC, en porcentaje de células en tejido IL-22+ tuvo una
correlacion positiva con el porcentaje de células CD4+/CD161-/IL-22+ circulantes
(Rho de Sperman: 0.665 p<0.001); de igual manera que el porcentaje de células en
tejido y circulantes Th1 (Rho de Sperman: 0.436 p=0.13), y de células pDCregs (Rho
de Sperman: 0.611 p<0.001).

El resto de las correlaciones no fueron significativas.

VIII. DISCUSION

El término 'lupus eritematoso cutaneo' (LEC) es una enfermedad autoinmune
inflamatoria crénica con manifestaciones clinicas heterogéneas confinadas
principalmente a la piel, comprende varios trastornos relacionados al LEG, los cuales
se definen como manifestaciones "especificas" del LEC.

El espectro de presentacion clinica del LEC es amplio, va desde eritema leve
hasta extensas placas diseminadas que dejan cicatrices y deformidad. La
heterogeneidad del LEC (o subgrupos de enfermedad) contribuye a la dificultad de

entender su patogénesis.
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Con el objetivo de conocer la fisiopatologia del LEC, se han publicado estudios
que demuestran el papel de algunas citocinas y moléculas de adhesién, pero con

resultados contradictorios.

El LED es el subtipo mas frecuente de LEC, puede estar localizado en la
cabeza o diseminarse al térax, brazos y piernas. Histolégicamente, las lesiones
presentan paraqueratosis e hiperqueratosis folicular, dermatitis de interfase, infiltrado
inflamatorio denso y profundo con afeccion perivascular y perianexial y depdsitos de
mucina. Dichas lesiones dejan secuelas como cicatrices, atrofia, hiper o

hipopigmentacion.®*

El LECS es la segunda variedad mas frecuente de LEC, se caracteriza por ser
lesiones altamente fotosensibles, se presenta principalmente en cuello, térax,
hombros y brazos. Son placas anulares, eritematosas, papuloescamosa o
psoriasiformes y las lesiones se curan sin dejar cicatriz. Histolégicamente, muestran
hiperqueratosis leve, epidermis atréfica, dermatitis de interfase leve e infiltrado

inflamatorio en dermis superficial. **

La patogénesis del LEC es compleja, multifactorial y poco definida. Por ello,
este trabajo evalué la presencia de algunas subpoblaciones celulares productoras de
diversas citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias asi como poblaciones celulares

reguladoras en las variedades LECS y LED, subtipos frecuentes de LEC.

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la participacion de las células
Th22 las cuales conforman una subpoblacién de células CD4" T cooperadoras que
se diferencian a partir de células T virgenes en respuesta a TNF-a e IL-6, y se
caracterizan por la secrecion de IL-22 pero no de IL-17 o IFN-y. Las células Th22
también producen IL-26 e IL-13 ademas de IL-22; siendo IL-22 la citocina funcional
mas relevante cuyo papel es importante en la proliferacion y supervivencia celular asi
como en la produccién de péptidos antibacterianos?, por lo que participa en la

inmunidad y la remodelacion de los epitelios?.

La expresién anormal de las células Th22 se ha observado en sangre periférica
de pacientes con enfermedades autoinmunes como psoriasis, esclerosis sistémica y

artritis reumatoide. Hasta el momento se considera que su participacion en diferentes
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tejidos es paraddjica, ya que puede tener un comportamiento inflamatorio o anti-

inflamatorio.?"%’

La relacion de las células Th22 con la actividad del LEG es incierta. Asi por
ejemplo, un estudio mostrd correlacion positiva entre la presencia de IL-22 y la

actividad global de la enfermedad evaluada por SLEDAI*

. En contraste, Pen y cols.
no encontraron asociacién entre los niveles séricos de IL-22 y la actividad de la
enfermedad®’. Otros autores como Cheng y cols. describieron una correlacion
negativa entre la actividad de la enfermedad y la presencia de IL-22 sérica®. Otro
estudio que evaludé pacientes con LEG de reciente diagnéstico y virgenes a
tratamiento con esteroides e inmunosupresores, se encontr6 que los niveles
plasmaticos de IL-22 estaban disminuidos pero que incrementaban en el seguimiento
con la mejoria de los sintomas y el uso del tratamiento. Asimismo los niveles de IL-
22 correlacionaron negativamente con el SLEDAI*.

Por otra parte Yang y cols. ¥, buscaron la asociacién de las células Th22 y
niveles de IL-22 con afeccion especifica a ciertos 6rganos. Este estudio encontré un
incremento en niveles séricos de IL-22 y células circulantes Th22 en los sujetos con
LEC, pero no en aquellos con nefropatia lupica al compararlos con controles sanos.
En dicho estudio, ademas se observd una correlacidon positiva entre los niveles
séricos de IL-22 y células productoras Th22*'. Sin embrago, no hubo diferencia entre

los subtipos de LEC, ni determinacion del numero de células en el tejido afectado.

En el presente trabajo de investigacidn encontramos que el porcentajes de
células Th22 en tejido, evaluado mediante inmunohistoquimica, fue
significativamente mayor en ambos subtipos de LEC (LECS y LED) en comparacion
con piel sana; predominando tanto a nivel de la epidermis y dermis en lesiones de
LED. Estos hallazgos son similares a los encontrados por citometria de flujo en
relacion al porcentaje de células Th22 circulantes, que de igual manera predominé en
sujetos con LED. Asimismo documentamos una correlacion positiva entre el
porcentaje de células Th22 circulantes con el de dichas células en tejido y una
correlacion negativos de ambos porcentajes celulares (piel y sangre) con el puntaje

de actividad cutanea evaluado con CLASI.

De manera opuesta los niveles séricos de |L-22 no correlacionaron con el

porcentaje de células Th22 circulantes, ni en tejido. Los niveles séricos de IL-22 de
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los pacientes con LECS fueron menores a los encontrados en sujetos sanos y los
pacientes con LED. Lo anterior podria deberse a que esta subpoblacién celular

sintetiza y libera su contenido primordialmente en el tejido y no en la circulacion.

Por lo que en relacién a los hallazgos encontrados respecto a la participacion de
IL-22, que como se menciond previamente puede tener funcion dual inflamatoria y/o
anti-inflamatoria, consideramos que en los sujetos con LEC su accion predominante

pudiera ser anti-inflamatoria e inductora de la reparacion tisular.

Otra de las poblaciones celulares que estudiamos fue la Th17. En relacién a las
células Th17, cada vez hay mas estudios en humanos y en modelos murinos* que
sugieren un papel dentro de la fisiopatogenia de LEG. Dicha poblaciéon celular
produce IL-17A que desempefia un papel pro-inflamatorio en enfermedades
autoinmunes® a través de la regulacion de quimiocinas y el reclutamiento de
neutréfilos®. La mayoria de los estudios en LEG han reportado niveles séricos

12,13,22,35,36,37

elevados en comparacién con los controles sanos . Mas aun, algunos

estudios han reportado una correlacion entre los niveles de IL-17 y la actividad de la

32,35
d

enfermeda , mientras que otros no lo han confirmado?.

En piel de pacientes con LECS y LED, la IL-17A se expresa en células
endoteliales, fibroblastos y linfocitos; y se ha reportado una mayor concentracién en

pacientes con LED que en LECS™.

De igual forma Tanasescu C y cols., reportaron incremento de niveles séricos
en sujetos con LED'™ Por otra parte, los niveles séricos de IL-17A se han
correlacionado positivamente con el numero de células Th17" en LED. Mientras que
niveles séricos de IL-17F se han reportado incrementados en LED y LECS,
sugiriendo que la heterogeneidad de las poblaciones de linfocitos Th17 pudiera estar
implicada en el subtipo de LEC". Finalmente se han reportado casos asilados con

respuesta satisfactoria de LEC con inhibidores de IL-17 como el ustekinumab***.

En nuestro estudio encontramos un incremento de células Th17 en el tejido de
sujetos con LED y LECS en comparacién con lo observado en piel sana y en cicatriz
hipertréfica; dicho incremento predomind en lesiones de LED. El porcentaje de
células Th17 en sangre periferica, tambien predominé en sujetos con LED. Los

niveles séricos de IL-17 fueron significativamente mayores en sujetos con LEC en
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comparacion con sujetos sanos, manteniendo predominio en el grupo de LED en
comparacion con LECS, tal y como fue reportado previamente por Tanasescu y
cols."™ Sin embargo el incremento en los niveles séricos de IL-17 en dichos grupos no

fue mayor a lo encontrado en sujetos con cicatrices hipertréficas.

Otra de las citocinas estudiadas fue el IFN-y. El IFN-y esta involucrado en la
inmunidad mediada por células y activacion de macrofagos, defensa del huésped a
patogenos intracelulares, respuesta celular de tipo Th1. En paralelo, el IFN-y ejerce
funciones reguladoras para limitar el dafo tisular asociado a la inflamacion, modula
a las células T cooperadoras y la diferenciacion de células T reguladoras (Tregs).
Puede aumentar o suprimir la autoinmunidad y la patologia asociada en un contexto
o enfermedad de manera especifica. Esta citocina es producida por las células NK
durante la respuesta inmune temprana, y por células Th1 activadas durante la
respuesta inmune adaptativa. En ratones, la presencia del INF-y demostro
incrementar la velocidad de progresién de la enfermedad, y el tratamiento con
anticuerpos anti-INF-y condujo a una remisién significativa’®. También se ha
demostrado en modelos murinos que la delecién del gen del INF-y y el de su receptor
reduce la severidad de la enfermedad y prolonga la supervivencia*'“?. En humanos la
mayoria de los estudios han demostrado que los pacientes con LEG tienen niveles

elevados de INF-y asociados con actividad de la enfermedad***°.

A nivel cutaneo, se ha determinado que la expresion transgénica del INF-y en la
epidermis de ratones, origina enfermedad inflamatoria de la piel y sindrome lupus-

like con presencia de anticuerpos antinucleares positivos*®.

Por otra parte, las quimiocinas CXCL10 y CXCL9, pertenecientes a la familia
Th1, se encuentran sobre-expresadas en LEC predominantemente en pacientes con
LECS versus LED*. En nuestro trabajo evidenciamos expresion de células
productoras de IFN-y en tejido y a nivel periférico en ambas variedades de LEC,
comparativamente mayor que en sanos; predominando en la variedad LED versus
LECS. Aunque este hallazgo es de menor magnitud que la respuesta Th17

previamente descrita.

Por otra parte, la repuesta mediada por células Th2 se encuentra definida por la
produccién de IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, la cual puede ser patogénica o protectora. La

inmunidad tipo 2 promueve la repuesta contra helmintos, suprime la enfermedad
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autoinmune mediada por células Th1, neutraliza las toxinas, mantiene la homeostasis
metabdlica, pero sobre todo regula la cicatrizacion, la regeneracion tisular y la
fibrosis*®. En cuanto a la respuesta Th2 mediada por IL-4 documentamos mayores
porcentajes en ambos subtipos de LEC (LED y LECS) versus controles sanos.
Aunque esta respuesta anti-inflamatoria fue de mucho menor magnitud que la
mediada por IL-22. Ademas no hubo diferencia entre los subtipos de LEC
estudiados. Previamente la respuesta Th2 en LEC ha sido descrita por incremento en
la expresion de IL-6*°. Asi por ejemplo una mayor expresiéon del ARNm de IL-6 se ha
observado en la capa basal de queratinocitos de pacientes con LEC. En el presente
trabajo también observamos la participacion de la respuesta Th2 por IL-4 |a cual fue
significativamente mayor que en los controles sanos, pero similar a los casos de
cicatrices hipertréficas, o que probablemente se encuentra relacionado a procesos

de reparacion tisular y/o fibrosis.

En cuanto a las células con un papel regulatorio, estudiamos a las Tregs son un
subtipo de linfocitos T CD4" que tiene un papel crucial en el control de las
enfermedades autoinmunes asi como en el mantenimiento de la homeostasis
después de la respuesta inmune, previniendo el desarrollo de inmunopatologias'*.
Estas células son distinguidas por ser positivas para CD25 y expresar el factor de
transcripcién Foxp3, definido por diversos autores como el gen maestro controlador
del desarrollo y funcién de las células T reguladoras y es considerado como el
principal marcador molecular de esta subpoblacion aunque también se han descrito
otros marcadores asociados con su estado de maduracién y actividad funcional como
CD45RA, CTLA4, CD62L, CCR7, GITR y CD103. Estas células se pueden generar
en el timo donde requieren la combinacion de fuertes sefiales antigénicas asi como
una maxima coestimulacion y reciben el nombre de células T reguladoras naturales
(nTregs) y expresan FOXP3. Pero también se pueden generar en la periferia a partir
de linfocitos T virgenes después del encuentro con antigenos propios o externos, en
condiciones de coestimulacién limitante y en funcion de las citocinas presentes en el
momento de la activacion y reciben el nombre de células T reguladoras inducibles
(iTregs). Las células Tregs pueden suprimir las respuestas inmunoldgicas en
multiples pasos: mediante la produccion de granzimas y perforinas que induce
citotoxicidad en las células T efectoras, por el consumo de IL-2 que es necesaria
para la proliferacién celular, la secrecion de moléculas supresoras como IL-10 y TGF-

B y/o a través de mecanismos dependientes de contacto celular atenuando la
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funciones de las células presentadoras de antigenos (APC) que pueden promover
anergia u apoptosis en la células T efectora. Ambas sub-poblaciones de Tregs tienen
la region TSDR del gen Foxp3 desmetilada, por lo que comparten un patron global de
expresion génica similar, estabilidad y fenotipo, aunque sus mecanismo de supresion
pueden diferir entre ambos subtipos, las iTregs suprimen principalmente via
produccién de citocinas inhibidoras mientras que las nTreg usan el contacto celular

para ejercer su supresion®.

Varios grupos han analizado el numero de células Treg en pacientes con LEG y

han descrito una disminucion en la proporcion celular en pacientes con enfermedad

activa®>®,

También se ha observado una reduccion significante de las Trgg en correlacion

con la produccion de autoanticuerpos y el inicio del sindrome lupus-like en diferentes

55,56

modelos murinos De igual forma Lee cols.”’, encontraron una disminucién

significativa de células Treg en pacientes pediatricos con LEG, demostrando una

correlacion inversa entre el numero de células y la actividad de la enfermedad, asi

como el nivel de autoanticuerpos.

En cuanto al LEC, en un estudio previo se reportd una baja prevalencia de esta
poblacién en lesiones cutaneas por lupus versus controles sanos. Y no se encontrd
diferencia entre los subtipos de LED, LECS y lupus timido mientras que el numero

de células Treg fue mayor €n otras enfermedades inflamatorias de la piel como

dermatitis atdpica, psoriasis y liquen plano®.

En el presente trabajo de investigacion, documentamos un incremento en las
células Treg circulantes y en tejido afectado en LED y LECS al compararlo con el
grupo de controles sanos. Sin embargo, semejante a lo reportado en estudio de
Franz B cols.,*® fue menor el porcentaje de células Treg en ambos subgrupos de LEC

en comparacion con el grupo de sujetos con cicatrices hipertréficas.

Otra poblacion celular implicada en el LEG, debido a la produccién de
autoanticuerpos, son las células B*. No obstante, el concepto de células B
supresoras ha resurgido en la Ultima década. Son células que suprimen la respuesta
inmune, incluyendo los procesos autoinmunes, las repuestas infecciosas

exacerbadas y el cancer. Las células Bregs poseen un fenotipo variable, sin embargo

40



en su mayoria son células inmaduras, transicionales T2, CD19*/CD24"/CD38"
productoras de IL-10%°. La IL-10 es la principal citocina con efectos anti-inflamatorios,
producida por células B activadas, y en menor cantidad por los monocitos y las
células T CD4* y CD8"'®"". La participacion de las células Bregs en la fisiopatogenia

de lupus aun esta en estudio.

En ratones susceptibles a desarrollar lupus, se han descrito niveles altos de IL-
10 y la administracion de anticuerpos anti-IL-10 retrasa el desarrollo de la
enfermedad®’. Estos resultados sugieren que la IL-10 contribuye a la patogénesis de
LEG mediante la promocion de la produccién de anticuerpos con la activacion de
células B. Sin embargo, los ratones knockout para IL-10 demostraron enfermedad
grave, y la administracion de IL-10 recombinante redujo dicha exacerbacién de la
enfermedad®. Otros estudios en humanos con LEG exhibieron un incremento en los

niveles séricos de IL-10 que tienen correlacion con la actividad de la enfermedad®'"
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En cuanto a su participacién en LEC, Thorpe RB y cols.®* reportaron depdsitos
de células B en lesiones de LED. Sin embrago, Tebbe cols.*® y Lee cols.®® no
encontraron niveles mayores de células B productoras de IL-10 en lesiones de LED.
En un estudio de citometria de flujo se documenté que la poblacién de células Bregs
se encuentra incrementada en pacientes con lesiones cutaneas de lupus y que esta
expansion fue mayor al comparar pacientes activos versus inactivos. Incluso
mostraron una correlacion positiva entre la poblacion Bregs y el valor de SLEDAI.
Este mismo estudio también evalué 10 biopsias de piel de los mismos pacientes con
LEC, encontrando la presencia de células B productoras de IL-10" por

inmunohistoquimica y por inmunofluorescencia.®’

En este proyecto no encontramos diferencia en la expresion de células
CD20"/IL-10" en el grupo de pacientes con LEC en comparacion con los controles
sanos ni cicatrices hipertréficas, tal como describen Tebbe y Lee®*®®. Sin embargo, si
se observo una tendencia al incremento en el porcentaje de células Bregs en las
biopsias de los pacientes con LEC, principalmente en los pacientes con LED. Por
otro lado, el porcentaje de células B CD19'/CD24"/CD38"/IL-10" circulantes, fue
mayor en los pacientes con LED versus los individuos sanos y los pacientes con

LECS. No se determind correlaciéon con la actividad de la enfermedad.
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Finalmente se conoce que las células dendriticas plasmacitoides reguladoras
(pDCregs) son una subpoblacion que expresan 2,3-dioxigenasa de indolamina (IDO),
una enzima que participa en el metabolismo del triptéfano, suprime la actividad de
células T efectoras e induce la polarizacion de células Tregs. IDO es regulada
positivamente durante la presentacion antigénica y la union de CTLA-4/B7-1/B7-2
(CD80/CD86) en los linfocitos y células dendriticas; en respuesta a la infeccion y a la
presencia de acidos nucleicos circulantes a través de la activacion del TLR4 y TLRS9;
y por la inflamacion tisular (TNF-a, PGE,, IFN-a/B/y)*® y son reguladoras criticas de la

inmunidad adaptativa contribuyendo a la supresion del proceso inflamatorio.

Solo existe en estudio donde se ha reportado mayor frecuencia de esta
poblacion en pacientes con LEC versus piel normal.®® Tomasini y cols. demostraron
que la presencia de pDCs en biopsias de pacientes con lupus cutaneo tienden a
formar pequenos agregados nodulares, en comparacién con las biopsias de
pacientes con psoriasis y liquen en donde se encontraron de forma aislada.
Asimismo describieron una distribucién superficial en el LED’. En lupus cutaneo, las
células pDCs producen IFN tipo | en respuesta a antigenos nucleares,
inmunocomplejos y luz UV. A su vez el IFN tipo | incrementa el reclutamiento
leucocitario mediante la producciéon de citocinas, quimiocinas y moléculas de

adhesion’’.

En nuestro estudio encontramos que el porcentaje de células CD123" que
expresan IDO, tanto en tejido afectado como circulantes, fue mayor en el grupo de
LED en comparacion con controles sanos y el grupo de LECS, correlacionado el

porcentaje de células a nivel sérico con el numero de células en tejido.

Las cicatrices hipertroficas presentaron un porcentaje elevado de células
pDCregs en comparacion con las biopsias de individuos sanos y los pacientes con
LED y LECS.

Con base en nuestros resultados podemos concluir que la piel es un érgano
inmunogénico capaz de generar una respuesta celular T ante diversos estimulos. En
el caso de LEC observamos un predominio de la respuesta por Th17 y Th22,
aunque en menor medida también se documentd una respuesta Th1 y Th2. En
general, nuestros resultados refuerzan que el estado inflamatorio de pacientes con

LEC se caracteriza por un aumenté en el numero de células Th17 a nivel cutaneo y
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sugiere su participacion en los procesos pro-inflamatorios, por otra parte
documentamos incremento de las células Th22 cuyo papel es aun controversial. Sin
embargo, nuestros hallazgos sugieren que esta poblacion celular tiene un papel
potencial como regulador negativo o anti-inflamatorio y como inductor de la
reparacion tisular en el LEC. En cuanto a las células inmunoreguladoras la mayor
participacién en relacion al porcentaje estuvo dado por las pDCregs y en menor

grado por las Tregs.

También observamos que si bien ambas variedades de LEC (LED y LECS)
tuvieron un comportamiento similar en cuanto a las poblaciones celulares estudiadas
al compararlas con controles; la respuesta en LED siempre fue de mayor intensidad.
Por otra parte, en un reporte previo se ha sefialado una mayor expresiéon de ARNm
para el INF-y, TNF-a, TGF-p1, IL-6, IL-10, IL12p40, CXCL9 y CXCL10 en la variedad
LECS versus LED".

Un punto importante y que debe de tomarse en cuenta para la interpretacion y
contextualizacion de los resultados obtenidos en el estudio, en funcion de los datos
publicados es el tratamiento recibido por los pacientes. El tratamiento estandar en
lupus es a base de glucocorticoides (GCs) y agentes inmunosupresores. Los GCs
siguen siendo la piedra angular del tratamiento y tienen accion directa en la
polarizacién de las células Th1, lo que modifica el balance y perfil de citocinas
Th1/Th2". Por otra parte, la hidroxicloroquina ha demostrado inhibir la produccién de
citocinas pro-inflamatorias derivadas de macréfagos y la presentacién antigénica,
aunque los efectos potenciales sobre las células T permanecen poco claros’. De tal
suerte que las diferencias en los niveles de citocinas y subpoblaciones celulares
encontradas en nuestro estudio con respecto a lo previamente reportado, bien

podrian deberse al tratamiento aplicado en la poblacion de estudio.
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IX. CONCLUSIONES

En conclusion, en el presente estudio encontramos un incremento
estadisticamente significativo en el porcentaje de células Th22, Th17 y Th1 en los
pacientes con LED versus los de LECS. El numero de células pDCregs y en menor
grado las Tregs pero no de las Bregs en los pacientes con LED presentaron un
incremento estadisticamente significativo versus los pacientes con LECS. Nuestros
resultados sugieren que el balance entre las subpoblaciones de células pro- y anti-
inflamatorias favorece a la primera, con la incapacidad de la ultima de mantener la

homeostasis.

Nuestros resultados contribuyen a elucidar el papel de diversas poblaciones
celulares y citocinas en la fisiopatogenia del LED y del LECS. Un conocimiento mas
profundo de estas redes de citocinas y células permitira el desarrollo de nuevas
herramientas terapéuticas mas especificas para esta patologia.
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Tabla 2a. Expresion de Citocinas y Células Reguladoras en biopsias de Piel (Inmunohistoquimica)

Epidermis Dermis
s CH LED LECS s CH LED LECS
(n=16) (n=5) (n=20) (n=15) (n=16) (n=5) (n=20) (n=15)
IL-22(% de células)

Media + SEM 57+0.7 156 £ 0.5 23.4+2.1 16.1+1.8 47+1.0 17.3+0.8 28925 17.0£1.9
Mediana 5.0 16.0 21.0 16.0 3.0 17.5 28.0 19.0
Intervalo 2.0-105 14.0 - 18.0 7.0-49.0 2.0-55 1.0-14.0 15.0 -22.0 8.0 -55.0 7.0-31.0

IL-17A/ CD4"(% de células)

Media + SEM 28+05 50+0.7 27.1+1.8 11.9+15 21+05 41+05 29.53 + 1.8 12.4 £ 1.1
Mediana 2.0 5.0 24.0 13.0 2.0 45 28.50 13.5
Intervalo 1.0-8.0 2.0-8.0 19.0 - 44.0 3.0-21.0 0.0-7.0 1.0-6.0 20.0 - 50.0 4.0-18.0

IL-4/CD4"(% de células)

Media + SEM 3.0+0.9 85+0.9 126 £ 1.4 11.0 £ 1.1 32+0.9 13.8+0.5 12.3+£1.3 11.8+£1.5
Mediana 2.0 9.0 12.0 10.5 25 14.0 13.0 11.0
Intervalo 0.5-15.0 3.0-14.0 4.0-25.0 5.5-18.0 0.0-13.0 12.0-17.0 1.5-21.0 4.0-22.0

IFN-/CD4"(% de células)

Media + SEM 22+05 75+0.8 11.0£0.8 8.0+14 25+07 9.0+0.5 11.3+0.7 7.7+1.1
Mediana 2.0 8.0 10.0 6.0 2.0 9.0 11.0 6.0
Intervalo 0.0-6.0 20-11.0 45-18.0 25-22.0 0.0-9.0 7.0-12.0 0.5-18.0 3.5-16.0
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Foxp3/CD25" (% de células)
Media + SEM
Mediana

Intervalo

IL-10/CD20" (% de células)
Media + SEM
Mediana

Intervalo

IDO/CD123+(% de células)
Media + SEM
Mediana

Intervalo

54+1.0

5.0

1.0-14.0

5.5

20-15.0

4007

4.0

1.0-11.0

459+1.1

45.5

40.0 -52.0

11.4+0.6

10.5

9.0-14.0

171+£1.6

16.0

12.0-26.0

148 +1.1

16.0

3.56-23.0

10.9+0.8

10.5

3.0-18.0

9.9+09

8.5

4.0-18.0

12512

12.0

7.0-24.0

8.0

1.0-15.5

50+1.0

4.0

1.0-12.0

54+12

3.0

0.5-15.0

8.8+1.5

6.5

2.0-20.0

4.0+ 0.5

4.0

1.0-8.0

56.1+0.8

56.0

50.0 - 58.0

16.7+0.8

16.0

13.0-22.0

207 1.2

20.0

16.0-26.0

178 +1.1

17.5

11.0-27.0

129+1.2

13.0

1.5-23.0

12712

45-29.0

15.0+1.1

15.0

9.0-22.0

12.3+13

6.0-24.0

8.2+0.9

8.0

4.0-16.0

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo
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Tabla 2b. Valores de P en la Expresion de Citocinas y Células Reguladoras en biopsias de Piel (Inmunohistoquimica)

IL-22 CD4/IL-17A CD4/IL-4 CD4/IFN-y CD25/Foxp3 CD20/IL-10 CD123/IDO

Epidermis Dermis Epidermis Dermis Epidermis Dermis Epidermis Dermis Epidermis Dermis Epidermis Dermis Epidermis Dermis
Svs. CH 0.002 <0.001 NS NS 0.008 <0.001 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 NS 0.002 <0.001 <0.001
S vs. LED <0.001  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS NS <0.001 <0.001
S vs. LECS <0.001  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS NS NS 0.007
CH vs. LED 0.008 <0.001 <0.001 <0.001 NS NS 0.043 NS <0.001 <0.001 NS NS <0.001 <0.001
CH vs. LECS NS NS 0.01 <0.001 NS NS NS NS <0.001 <0.001 NS NS <0.001 <0.001
LED vs. LECS 0.007 <0.001 <0.001 <0.001 NS NS 0.036 0.004 NS NS NS NS 0.002 0.004

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo
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Tabla3a. Expresion de Citocinas y Células Reguladoras Circulantes en pacientes con Lupus cutaneo y controles

S CH LED LECS
(n=16) (n=5) (n=20) (n=15)
CD3'/CD47/CD1617/IL-22" (% de células)
_ 24+0.1 6.0+0.8 124 +0.4 10.5+0.3
Media + SEM
2.8 5.9 12.1 10.3
Mediana
1.5-3.0 44-8.9 10.2 -15.2 9.5-125
Intervalo
CD3'/CD4"/CD161*/IL-17A" (% de células)
2.1+0.1 0+04 10.3 + 0. 2+04
Media + SEM 0 6.0+0 0.3+0.3 520
2.2 6.4 10.3 4.7
Mediana
1.1-28 43-6.7 85-11.9 3.9-9.0
Intervalo
CD3'/CD4"/CD25"/IL-4" (% de células)
2.0+0.1 4 +0. 6%0. 7.1+0.2
Media + SEM 00 8406 6.6+0.3 0
2.1 8.6 6.9 7.3
Mediana
1.2-29 6.2-9.6 4.6-8.8 55-8.4
Intervalo
CD3"/CD4"/CD25' /IFN-y* (% de células)
1.9+0.2 56+0.6 9.0+0.2 7.0+0.2
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Media + SEM

Mediana 1.7 6.1 8.7 6.8
Intervalo 1.1-3.0 3.2-6.8 8.0-10.9 6.1-8.4
CD3"/CD4"/CD25"/Foxp3* (% de células)
7+0.2 10.1 £ 0. 1+0.2 3%0.
Media + SEM 57+0 0.1+0.3 81+0 8.3+0.3
. 5.6 10.4 8.3 8.5
Mediana
43-73 9.5-10.7 55-9.3 6.6-9.8
Intervalo
CD19%/CD24"/CD38™/IL-10" (% de células)
10.3+0. 12111 129+ 0.4 10.8 +0.4
Media + SEM 0.3£0.3 90 0-8£0
10.0 10.8 13.0 10.3
Mediana
7.8-125 9.8-155 10.4 -14.8 9.1-13.0
Intervalo
CD123"/CD196*/IDO* (% de células)
Media + SEM 18.6 + 0.4 19.0+0.9 33.2+0.7 23.4+0.7
Mediana 18.4 18.6 32.3 22.6
Intervalo 15.2-22.4 17.0-21.9 28.5-39.0 20.0 — 27.1

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo

Fluorescence activated cell scarter (FACSCalibur) de Becton-Dickinson
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Tabla 3b. Valores de P en la Expresion de Citocinas y Células Reguladoras Circulantes en Pacientes con Lupus

Eritematoso
CD4'/CD161° CD4+/CD161" CD4'/CD25° CD4'/CD25° CD4'/CcD25" CD19'/CcD38" CD123"/CD196"
/IL-22* /IL-17A+ /IL-4* NIFN=y* IFoxp3* /CD24"/IL-10" /IDO*
S vs. CH <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 0.043 NS
S vs. LED <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
S vs. LECS <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 NS <0.001
CH vs. LED <0.001 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 NS <0.001
CH vs. LECS <0.001 NS 0.028 0.003 0.002 NS 0.004
LED vs. LECS <0.001 <0.001 NS <0.001 NS 0.001 <0.001

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutdaneo Subagudo
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Tabla 4a. Niveles de Citocinas en Suero de Pacientes con Lupus Eritematoso (ELISA)

S CH LED LECS
(n=16) (n=5) (n=20) (n=15)

IL-22 (pg/ml)

Media + SEM 229.0 + 28.1 385+22 211.8 £ 53.1 96.6 £ 16.3
Mediana 211.2 37.5 126.4 101.9
Intervalo 106.3 - 517.5 32.2-45.2 85.8 —955.5 34.4 -249.9

IL-17A (pg/ml)

Media + SEM 22+0.2 6.5+1.8 58+0.4 45+04
Mediana 2.0 8.1 5.3 4.5
Intervalo 1.1-3.9 0.9-10.0 34-104 23-6.8

IL-10 (pg/ml)

Media + SEM 2503 2304 71+26 25+0.2
Mediana 21 21 3.2 25
Intervalo 1.6 -5.4 1.6-3.5 20-51.9 1.1-3.5

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay: 'Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas')
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Tabla 4b. Valores de P en los Niveles de Citocinas en Suero de Pacientes con Lupus Eritematoso

IL-22 IL-17A IL-10
S vs.CH 0.05 0.05 NS
S vs. LED NS 0.05 NS
S vs. LECS 0.05 0.05 NS
CH vs. LED 0.05 NS NS
CH vs. LECS NS NS NS
LED vs. LECS 0.05 0.05 0.05

S: Donadores Sanos; CH: Cicatriz Hipertréfica; LED: Lupus Eritematoso Discoide; LECS: Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo
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Anexo 1

INDICE DE SEVERIDAD Y AREA DE LUPUS CUTANEO (CLASI):

=]

o

4 ACTIVIDAD 4 DANO
LOCALIZACION ERITEMA ESCAMA/ VASCULITIS DESPIGMENTACION COSTRA/ LOCALIZACION
HIPERTROFIA ATROFIA/

O:ausente 0: ausente 0: ausente 0: Ausente PANICULITIS

1:rosa/ligero 1: escama 1: presente 1: Presente 0: Ausente

2:Rojo 2:verrucosa/ 1: costra o

3:Rojo hipetrofica ciatriz

intenso;purpura 2: atrofia severa

Violaceo/ o paniculitis

hemorragico
Piel cabelluda Piel cabelluda
Orejas Orejas
Nariz (region Nariz (region
malar) malar)
Resto de cara Resto de cara
“V” cuello “V” cuello
Cuello posterior Cuello posterior
Toérax Toérax
Abdomen Abdomen
Espalda/gluteos Espalda/gluteos
Brazos Brazos
Manos Manos
Piernas Piernas
Pies Pies
MUCOSAS DESPIGMENTACION

LESIONES DE MEMBRANAS MUCOSA

Despigmentacion después que las lesiones resolvieron

0: NO o Despigmentacion dura menos de 12 meses
1: SI

Despigmentacién dura mas de 12 meses
ALOPECIA

RESIENTE PERDIDA DE CABELLO
(dentro de los ultimos 30 dias)

1: Difusa; no inflamatoria
2: Focal o en placa (o parche) en un cuadrante
3: Focal o En parche en mas de un cuadrante

3: En un cuadrante
4: En dos cuadrantes
5: En tres cuadrantes
6: todo craneo

0: NO

1:SI

ALOPECIA ALOPECIA CICATRIZAL

CLINICAMNETE NO CICATRIZAL

0: Ausente 0: Ausente '

INDICE DE ACTIVIDAD TOTAL o

OTROS EN ESCALA ANALOGA DE 0AL 10

PRURITO

0 (nada) A 10 (el méaximo)

DOLOR

0 (nada) A 10 (el méaximo)

INDICE DE SEVRIDAD TOTAL
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Anexo 2. Micrografias de Inmunohistoquimica
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Anexo 3. Fotografias Clinicas

Lupus Eritematoso Cutaneo Subagudo

Lupus Eritematoso Cutaneo Discoide
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