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RESUMEN

Objetivo General: Actualmente se reporta una incidencia de Psoriasis en México
del 2% y su fisiopatologia no se encuentra completamente establecida, se ha
relacionado con factores proinflamatorios y mayor actividad de linfocitos t
principalmente TH17 en la produccion de lesiones. Actualmente existe una
subpoblacién de linfocitos TH17 considerados mas patogénicos que el resto, esto
solo ha sido demostrado en modelos murinos y en pacientes con Artritis
reumatoide, el propdsito de este estudio es identificar dicha poblacién en piel con

lesiones de psoriasis.

Material y Métodos: Se tomaron biopsias de pacientes con psoriasis en placas de
la consulta del Centro Dermatolégico Ladislao de la Pascua en dichas biopsias
se separo la epidermis de la dermis y las suspensiones celulares obtenidas
después del cultivo se trataron para tedir los factores de transcripcion y/o
citocinas intracelulares para identificar a las poblaciones TH17 convencionales y
patogénicas con los anticuerpos anti- Roryt, anti- Runx-1 y anti- T-bet, ademas
de anti-IL-17A, anti-IFN- y.

Resultados: Se obtuvieron datos estadisticamente significativos al realizar la
comparacion Inter grupos de las células activadas con SEB vs las no activadas,
sin embargo, al realizar el analisis individualmente no se obtuvo diferencia

significativa.

Conclusiones: Al comparar a los distintos grupos si se observa una diferencia

significativa entre las células no activadas vs las células activadas, tanto en la



proporcion de linfocitos TH17 productores de IL-17 como en los productores de
IFN-y. Sin embargo, tenemos un reducido numero de pacientes estudiados y esto
limita de forma importante el poder estadistico de las pruebas realizadas.

Palabras Clave: Psoriasis, linfocitos TH17.



INTRODUCCION
SEDE

Laboratorio de Inmunodermatologia, Centro Dermatologico “Dr. Ladislao de la
Pascua” y Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica, CMN Siglo XXI,

IMSS.

HISTORIA

Se consideran que las primeras descripciones que se realizaron de la psoriasis
fueron en la época de Hipdcrates (460-377 BC) ya que él realizo diversas
descripciones de enfermedades dermatoldgicas, sin embargo, englobaba a todas
enfermedades eritemato-escamosas como una sola patologia. Existen otros
autores que consideran que la psoriasis se confundia con la lepra e incluso en

algun tiempo se pensaba que era una variante de esta ultima.(1,2)

Durante el 129-99 BC la palabra “psoria” que significa condicion descamativa, fue
primeramente usada por Galeno, para describir una enfermedad caracterizada
por costras en los parpados, cantos y escroto; esta condicion era pruriginosa y

las excoriaciones estaban presentes, aunque fue llamada psoriasis esta afeccion



probablemente se trataba de un tipo de eczema. Fue hasta el siglo XIX; cuando
se le considerd una entidad diferente a la lepra.(2)

Fue hasta 1841 cuando Hebra definitivamente separé estas 2 entidades, en 1879
Heinrich Koebner fue el primero en describir lesiones iguales a la lepra en piel
sana que habia sufrido algun traumatismo, a mediados del siglo XIX fue cuando
se inicia con tratamientos, principalmente basadas en el empirismo y es hasta la
segunda mitad del siglo XX cuando se abandonan la mayoria de estos

tratamientos dejando solo radiacién con rayos UV vy el acido salicilico. (2)

EPIDEMIOLOGIA

En la literatura general se reporta una incidencia que va desde el 1.1% de la
poblacion mundial hasta el 4%(1,3,4). En México representa 2% de la consulta
dermatolégica, con una incidencia aproximada de 2.5 millones de personas
afectadas, de las cuales, 25-30% cursa con un cuadro clinico de moderado a
severo(5). No se existe predominio de sexos, hay dos picos de edad en la
presentacion, el primero de los 20-30 afos y el segundo de los 50 -60 anos; en
aproximadamente el 75 % de los casos de presenta antes de los 45 afos(2,4).

Enun 5 a 10 % se presenta en ninos(2,5).

CUADRO CLINICO



La psoriasis es una enfermedad autoinmunitaria, crénica, inflamatoria y sistémica
de etiologia genética, que afecta principalmente la piel y las articulaciones, y
puede ser modificada por factores inmunitarios, ambientales, psicosomaticos y

bacterianos(1,5).

La psoriasis se caracteriza por placas de diferentes formas y tamafos que
pueden ir desde puntiformes hasta grandes placas que pueden cubrir todo el
cuerpo; se caracteriza por placas rojas, escamosas en la superficie e infiltradas.
Debajo de la escama la piel tiene un eritema homogéneo y puntos hemorragicos
aparecen cuando la escama es removida (signo de Auspitz); tiene predileccién
por ciertas areas como codos, rodillas y piel cabelluda, tiende a la simetria y

este hallazgo nos puede orientar hacia el diagnéstico.(1,4)

El fendbmeno de Koebner generalmente se presenta en los brotes de la
enfermedad y es todo o nada; es decir si se presenta una vez en piel traumatizada
siempre se presentara en piel con raumas, este fendmeno aparece generalmente
de 7 a 14 dias posterior al trauma y se presenta en aproximadamente el 25 % de

los pacientes. (4)
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Existen multiples variantes de la psoriasis:

Psoriasis Guttata: se caracteriza por erupciones pequefias que pueden ir
de 0.5 a 1 cm de diametro, con predileccion por tronco y extremidades, se
asocia con infecciones estreptocdcicas de garganta y es mas frecuente en
NiRoS.

Psoriasis de pequefias placas: se puede parecer a la forma guttata sin
embargo se distingue de ésta, en que, predominantemente la edad de
presentacion es en pacientes adultos; las lesiones son mayores,
aproximadamente de 1 a 2 cm de diametro, y son mas infiltradas y
escamosas que la guttata.

Psoriasis Inversa: Se localiza en grandes pliegues como los axilares,
genito-crurales y cuello; la escama es minima o puede no presentarse,
ademas tienden presentar un eritema bien demarcado.

Psoriasis Eritrodermica: representa la forma generalizada de Ila
enfermedad que afecta todo el cuerpo, el eritema es la caracteristica mas
prominente, la escama es blanquecina y superficial. Los pacientes suelen
perder mucho calor secundario a la vasodilatacion tan importante que

presentan y puede ocasionar hipotermia.
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Existen dos formas de presentacion de la psoriasis eritrodérmica; en la
primera, las placas cronicas tienden a empeorar involucrando la mayor
parte de la superficie corporal y los pacientes responden parcialmente al
tratamiento. En la segunda forma, la eritrodermia se presenta subita e
inesperadamente o como resultado de un tratamiento externo no tolerado.
Psoriasis Papulopustular: que puede ser localizada a o generalizada.
Sebo psoriasis, se presenta como placas eritematosas con escama oleosa
localizada en areas seborreicas (piel cabelluda, glabela, pliegues naso
genianos, perioral, térax, areas interdigitales), es relativamente resistente
al tratamiento.

Psoriasis “napkin”: comienza entre los 3 y 6 meses de edad, aparece en
las areas de panal como un area roja confluente, unos dias después de
pequefias papulas rojas en el tronco y puede afectar extremidades
también; tiende a desaparecer después del primer afio de vida.

Psoriasis Linear: forma muy rara, se presenta como una lesién linear
generalmente en las extremidades puede estar limitada por un dermatoma

en el tronco.(4,6)
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Las uias se afectan con frecuencia en la Psoriasis, generalmente entre el 30 al
50% de los individuos, con mayor involucro en las ufias de las manos que las de

los pies.(7) Las alteraciones ungueales mas frecuentes y significativas son:

a. Pits ungueales a modo de depresiones puntiformes.
b. Leuconiquia y pérdida de transparencia de las ufas.

c. Onicodistrofia severa.

La piel cabelluda se afecta hasta un 70-80 % de los pacientes con psoriasis y en
esta localizacion la enfermedad tiene caracteristicas peculiares, que la
diferencian de la localizada en otras zonas corporales y que comparten un mayor
desafio terapéutico. Cerca de la mitad de los pacientes con psoriasis en piel
cabelluda aparece como placas eritematosas con escama gruesa o fina de
coloracién plateada, con sintomas descamativos y de prurito intenso lo que
implica que tenga un impacto negativo sobre la calidad de vida dada la
persistencia y visibilidad de las lesiones. El cabello dificulta la accesibilidad de los
tratamientos tépicos, muchos de estos tienen poca aceptacién por parte de los

pacientes debido a sus caracteristicas poco cosméticas.(3)

HISTOPATOLOGIA
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Los cambios histoldgicos observados en la piel lesionada incluyen una epidermis
engrosada por la rapida proliferacion de queratinocitos y su diferenciacion
aberrante, una muy disminuida o ausente capa granular, una marcada dilatacion
de los vasos en la dermis papilar y gruesas capas de células inflamatorias
compuestas de células T células dendriticas en la dermis y células T CD8* y

neutroéfilos en la epidermis.(8)

ETIOPATOGENIA

La psoriasis puede ser disparada por muchos factores incluyendo lesiones y
traumas, infecciones, medicamentos y como respuesta a la aplicacion tépica de
imiquimod.

Se ha confirmado en diversos estudios que los factores proinflamatorios
demostraron tener un gran involucro en la patogénesis de la psoriasis; en placas
de psoriasis se han visto mayor actividad de Células T, células dendriticas tipo

mieloide y neutrofilos principalmente.(6,9)

Las lesiones de Psoriasis contienen células T que producen IFN-v, IL-17, IL-22,

producidas por células Th1, TH17 y Th22 respectivamente. También hay células
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CD8* que producen el mismo rango de citiocinas las cuales se han denominado
Tc1, Tc17, Tc22 respectivamente.(6)

Las interacciones de citocinas en psoriasis se han ilustrado como "via tipo-1”, lo
que supone una relacion lineal entre inductores proximales (IL-23 o IL-12), la
produccion de IFN-y y TNF por células Th1, y la activacion de numerosos genes
de IFN-y a través del transductor de sefial y activador de la transcripcion 1 (STAT -
1). Aunque este modelo es conceptualmente util, representa sélo una pequena
fraccion de los mas de 1.300 genes que se activan positivamente en las lesiones
psoriasicas. Existe una explicacion alternativa a la respuesta inflamatoria en la
psoriasis, donde se propone que los factores de transcripcion STAT-1, STAT-3y
el factor nuclear kappa B (NF-kB) se activan. Se ha propuesto que IFN puede ser
la sefial de activaciéon STAT-1, y el TNF o la IL-1 la de activacién de NF-kB;
ademas, recientemente se han descubierto citocinas tales como IL-20 y IL-22 que
también tienen la capacidad de activar las vias STAT y NF-kB. Lo anterior que
apoya el concepto de que en esta patologia existe un entrelazamiento de sefiales

que la manifiestan.(1,10)
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Se ha estudiado que las células dendriticas tipo mieloide producen también IL-
12 e IL-23 que actuan en el mantenimiento de la activacion y diferenciacion de

los subtipos de linfocitos T.

Los queratinocitos responden a diferentes citocinas promoviendo RNA
mensajeros para producir una gama de productos inflamatorios. En términos
generales, los productos de queratinocitos tienen la capacidad de inducir
regeneracion en las células inmunes en la piel para que la activacion de células
T persista. Las citocinas producidas por los queratinocitos se proponen
importantes para la continua migracion de los subtipos de leucocitos que tienen
una vida media corta; por ejemplo, los neutréfilos y células dendriticas, dandole
a la piel una forma de tejido linfoide terciario parecido al que se encuentra en el

intestino.(1)

Se ha confirmado que el TNF actua en los queratinocitos regulando la expresion
de genes para la respuesta inmune e inflamatoria, el remodelado celular, ciclo
celular y apoptosis. Se ha demostrado que la IL-22 promueve parcialmente la
inmunidad innata mediante la regulacién de genes en los queratinocitos(11).

Muchas citocinas incluyendo IL-1, IL-6, IL-17, IL-19, IL-20, IL-22, TNF e IFN v,

también pueden regular la proliferacion de queratinocitos.(1)
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El queratinocito es el principal tipo celular que expresa receptores para IL-17; sin
embargo, la IL-17 regula unicamente 35-40 genes en los queratinocitos

humanos.(6,12)

Hablando especificamente de la IL-17 y las células T cooperadoras (células
TH17) estan a menudo presentes en los sitios de inflamacién de los tejidos en
las enfermedades autoinmunes, lo que ha llevado a la conclusion de que las
células TH17 son la principal causa de lesién del tejido. Sin embargo, no todas
las células TH17 son patogénicas; de hecho, las células TH17 producen el factor

de crecimiento transformante g1 (TGF-p1), IL-6 e IL-17 pero no inducen

facilmente enfermedad autoinmune sin la exposicion a IL-23. Se encontré en un

estudio que la produccion del TGF- 3 por las células TH17 era dependiente de

la IL-23 y la IL-6 y que, ademas, correspondia a células patdogenas. Ademas, las

células TH17 inducidas por TGF-83 eran funcionalmente, y molecularmente,
distintas de las células TH17 inducidas por TGF-g1 y tenian una firma molecular

que define células efectoras TH17 patogénicas en otras enfermedades

autoinmunes.(13)
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Existen varios subtipos de IL-17 que van de la IL-17A a la F, de todas, la IL-17A
es la mas abundante. Se ha demostrado que los anticuerpos que van contra la
IL-17A tienen el potencial para tratar enfermedades autoinmunes en
humanos.(14)

No todos los linfocitos TH17 son patogénicos, las células TH17 que se inducen
con el factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1) e IL-6 producen IL-17,
pero no inducen autoinmunidad sin la exposicién a la IL-23. Se ha encontrado
que las TH17 inducidas por TGF-B3 son funcional y molecularmente distintas a
las inducidas por TGF-B1 y tienen una firma molecular que las define como
células TH17 patogénicas. La exposicion a IL-23 disminuye la concentracion de
la citocina antiinflamatoria IL-10 en el desarrollo de células TH17, lo que hace

que estas células sean patégenas.(13,15)

Esto se demostré6 usando modelos murinos donde se induce encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE por sus siglas en inglés ) que es el equivalente a
un modelo animal de la esclerosis multiple en humanos. En este modelo se
transfirio de forma adoptiva las células T CD4* de ratones de la cepa 2D2, que
tienen expresién transgénica de un receptor de antigeno de células T especifico
para los aminodacidos 35-55 de la glicoproteina de oligodendrocito mielina (MOG);

y se encontrd que solo la transferencia de células T diferenciadas con TGF-1,
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IL-6 e IL-23 dio lugar a la induccién de enfermedad grave, mientras que la
transferencia de células T diferenciadas con TGF-B1 e IL-6 dio lugar al desarrollo
de un cuadro leve o de no enfermedad, y la mayoria de los ratones receptores se
recuperaron rapidamente dentro de los 20 dias al inicio de la enfermedad clinica.
Se realiz6 ademas un analisis cuantitativo por medio de RT-PCR que confirmé la

induccion de TGF-B3 en células TH17. (13)

En este mismo estudio de modelos murinos se establecié que las células TH17
inducidas por TGF-B3 e IL-6 tenian una expresion reducida de genes que
codificaban para moléculas asociadas con inmunorregulacion (modulo
regulador), incluyendo IL 10, y genes que codificaban moléculas implicadas en la
regulacion de la produccion de IL-10 (Ahr y Maf), asi como 119, ll1rn e |kzf3 (que
codifica el factor de transcripcion Aiolos), mientras que las células TH17
inducidas por TGF-B1 e IL-6 tenian expresion regulada de esos genes. (13,15)

Recientemente, Ghoreschi Et al. desafiaron el concepto del TGF-f como un
componente para el desarrollo de TH17 patdégenos , y propusieron que las células

TH17 se pueden generar independientemente de TGF-f. (15)

Es dificil probar que las células TH17 pueden ser generadas in vivo en la

ausencia completa de TGF-B, ya que TGF-B, asi como su receptor son
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omnipresentes: las células T activadas y especialmente las células TH17 mismas
son una fuente importante de TGF-3. Ademas, hay tres formas de TGF- que se
activan a través del mismo receptor, y seria necesario bloquear efectivamente las
tres formas de TGF- antes de llegar a la conclusién de que las células TH17 se
pueden generar en ausencia completa de sefalizacion por TGF-B.(15)

Ademas de todas las interleucinas mencionadas previamente, existe otro factor
que convierte a los TH17 en patogénicos, este es el factor de crecimiento
estimulante de colonias mieloides y granulociticas (GM-CSF). EI GMCSF no es
producido exclusivamente por células TH17, sino también por otros subconjuntos
de células T que incluyen células TH1. GM-CSF no sélo induce a células
presentadoras de antigeno profesionales para producir citocinas pro-
inflamatorias Incluyendo IL-6 e IL-23, por lo tanto, promoviendo la maduracion /
supervivencia y generacion de novo de células TH17; sino que también atrae una
ola de células secundarias infiltrantes principalmente macrofagos, que luego

amplifican la inflamacion. (15)

Las células TH17 que producen IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22, se han sugerido
que tienen un papel critico en conducir la inflamacion tisular en la autoinmunidad.
Las células TH17 estan presentes en los sitios de inflamacion tisular y estan

asociadas con la induccién de muchas enfermedades autoinmunes como:
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enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, diabetes tipo 1 y esclerosis

multiple. (13)

En Artritis reumatoide (AR) existe un desbalance entre as células TH17 y T
reguladoras (Treg), por lo que esta postulado que restaurando ese balance se
podria tener una droga con muchas oportunidades terapeuticas. Estudios
demuestran que la IL-17 aumenta la produccién de IL-13 y TNFa en las células
presentadoras de antigeno en las articulaciones artriticas; ademas de que el

liquido sinovial de pacientes con AR presenta altos niveles de IL-17. (14)

En pacientes con enfermedad de Behcet se ha demostrado que los TH17 tienen
un rol importante en la presentaciéon de uveitis. Similarmente, en pacientes con
LES fue evaluado la presencia de CCR4 y CCR6 que estan asociados con la
produccion de CD4 que producen TH17, se encontré una elevada produccion de
IL-22 e IL-17 comparada con los controles y se ha visto en esta misma
enfermedad una relacién entre la expresion de TH17 y la actividad de la
enfermedad. Otras patologias donde se ha comprobado esto ultimo es en el asma
alérgico, donde se correlaciona positivamente con el remodelado de la via aérea,

y la enfermedad de Sjogren. (14)
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En multiples tipos de cancer incluyendo ovario, hepatocelular, cabeza y células
escamosas del cuello, gastrico, color rectal, mama, pancreas y melanoma se
encuentran altas cantidades linfocitos TH17 entre el infiltrado linfocitario
comparado contra o el tejido adyacente tumoral; lo que sugiere que las células

TH17 son reclutadas, inducidas o expandidas en el microambiente tumoral. (14)

COMORBILIDADES Y PSORIASIS

Existen numerosas enfermedades que han sido relacionadas con la psoriasis,
entre ellas se encuentran la obesidad, diabetes mellitus, entre otras; ya sea como
un factor de agravamiento o desencadenante de la psoriasis, todas relacionadas

con un aumento de las citocinas proinflamatorias.

Se ha estudiado la relacion entre la elevacion de la proteina C reactiva (PCR) y
el desarrollo de sindrome metabdlico (SM). Los resultados de un estudio en el
que siguieron por 12 semanas a 34 pacientes con psoriasis vulgar y 37 controles
sugieren que los factores que pueden inducir inflamacion, con el consecuente
aumento de las proteinas sensibles a la inflamacion, puede ser un precedente en

la aparicion de diabetes y enfermedad cardiovascular, sobre todo en los
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pacientes con obesidad. En dicho estudio concluyen que los pacientes con
psoriasis estan en mayor riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 vy
enfermedades cardiovasculares; esto podria estar ligado a los efectos producidos
por los cambios inflamatorios crénicos como la secrecion de citocinas

proinflamatorias, sobre todo TNF-a. (5)(16)

Sin embargo, la psoriasis y la obesidad son ambos trastornos inflamatorios que
comparten cambios fisiopatoldgicos incluyendo vias inflamatorias y niveles
elevados de citocinas. La obesidad se considera actualmente como una
enfermedad inflamatoria crénica de bajo grado caracterizada por una elevacion
de niveles plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias, tales como TNF e IL-6, y

de proteinas de fase aguda tales como la proteina C reactiva (CRP).(17)

En un analisis comparativo de 40,000 pacientes hospitalizados con psoriasis
versus enfermos con algun otro padecimiento dermatoldgico, se encontro en los
primeros mayor frecuencia a lo esperado en: obesidad (2.05, p <0.05),
hipertension (1.90, p <0.01), insuficiencia cardiaca (1.83, p <0.001) y diabetes

mellitus (1.47, p <0.05). Un analisis adicional de 753 pacientes confirmé la
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presencia de comorbilidades en pacientes con psoriasis; en 551 (73%) se

diagnosticé dislipidemia, diabetes mellitus e hipertension arterial sistémica. (5,16)

El alcoholismo y la cirrosis hepatica son mas frecuentes en estos pacientes. La
prevalencia de alcoholismo en los enfermos con psoriasis es de 18%, comparada
con 2% en controles. El tabaquismo se ha relacionado especialmente con la

variedad pustulosa. (16)

Neimann y asociados han confirmado esta ultima asociacion; al parecer la
nicotina altera la respuesta inmune tanto innata como adaptativa. La nicotina
puede modular la capacidad funcional de las células dendriticas y aumentar la
secrecion de citocinas proinflamatorias que aparecen en la psoriasis, y que
ademas tienen un perfil de lipidos pro-aterogénico que incluye
hipertrigliceridemia, concentraciones elevadas de colesterol de baja densidad
(LDLc) y lipoproteina (L-a), asi como niveles disminuidos de colesterol de alta
densidad (HDLc) y apolipoproteina B (Apo B). La dislipidemia es mas acentuada

en pacientes con psoriasis severa en comparacion con sujetos control. (16)

SUPERNATIGENOS Y PSORIASIS

Los superantigenos estreptocécicos y estafilococicos (SAgs) son una familia

unica de toxinas bacterianas que activan grandes poblaciones de células T CD4
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y CD8 y también pueden inducir la activacion policlonal de células B. A diferencia
de los antigenos peptidicos nominales, los superantigenos se unen al receptor
de células T (TCR) fuera del surco de union del péptido del TCR, junto con la
molécula de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de la
célula presentadora de antigeno (APC). (18)

Se ha comprobado que el tratamiento de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) con enterotoxina B estafilococica (SEB), la toxina-1 del
sindrome de shock toxico (TSST-1) y exotoxinas pirdgenas estreptocdocicas A
(SPEA) y C (SPEC) regulan significativamente al alta la expresién cutanea del
antigeno linfocitario cutaneo (CLA). El superantigeno conduce a la activacion

policlonal de células T y liberacion de citocinas. (18,19)

Diversos estudios han demostrado una mayor representacion de ciertas células
T que expresan VB en la psoriasis en placa cronica en comparacion con las
células T sanguineas del mismo paciente y un mayor numero de células T V2*
entre los linfocitos CLA™ periféricos de pacientes con psoriasis en comparacion

con sujetos normales. (18)

Wrone-Smith y Nickoloff confirmaron la importancia de la activacion de células T

estimulando PBMC autdlogas de pacientes con psoriasis con IL-2 y SEB. La
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inyeccion intradérmica de estas PBMC estimuladas en la piel clinicamente no
involucrada, proveniente de pacientes psoriasicos, injertada en ratones
inmunodeficientes (ratones SCID) resulté en el desarrollo de placas con
descamacion de la piel y caracteristicas histoldgicas que recuerdan a la psoriasis.
Luego se demostré mediante tincién con inmunoperoxidasa que la epidermis y la

dermis del injerto de piel se enriquecieron para las células T CD4 y CD8. (18)

Con estos datos podemos decir que los superantigenos estan implicados en el
desarrollo y mantenimiento de algunas enfermedades de la piel, ya que también
se ha demostrado la activacion de estas células en la dermatitis atopica y en la

enfermedad de Kawasaki. (18-20)

ESCALAS DE MEDICION DE LA GRAVEDAD DE LA PSORIASIS

Existen multiples escalas que se encargan de evaluar la gravedad de esta
enfermedad. Sin embargo, la mayoria son médico dependiente, es decir muy
subjetivas o no cuentan con estudios que respalden su validez. Por mencionar

algunas, tenemos el Body Surface Area ( BSA) donde se utiliza la palma de la
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mano del paciente como instrumento de medicion para calcular el porcentaje de
superficie corporal afectada; el Physician’s Global Assessment (PGA) y su
variante modificada que evaluan la intensidad de la enfermedad pero no la
superficie total afectada; el que actualmente estda mas validado y es usado en

todo el mundo es el indice de Severidad del Area de la Psoriasis (PASI). (21,22)

PASI

Fue definido por Frediksson y Pettersson en 1978 para evaluar el efecto del

tratamiento con retinoides en psoriasis crénica en placas. (21,22)

Este indice combina la valoracién de cada lesion de psoriasis del 0 al 4
(O=ninguno, 1=leve, 2=moderado, 3=marcado, 4=muy marcado) en base a tres
parametros: eritema, infiltracion y descamacion, asi como una evaluacion
ponderada del area afectada, dividiendo el cuerpo en partes, es decir, cabeza,

tronco, extremidades superiores y extremidades inferiores. (21)

Al porcentaje de compromiso de las cuatro regiones anatomicas se le asigna un

valor numérico de 0-6; con 0 se indica que no hay compromiso, 1 =1-9%, 2 = 10-
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29%, 3 = 30-49%, 4 =50-69%, 5 = 70-89% y 6 = 90-100% de implicacion de BSA.

(22)

Una valoracion de intensidad del PASI es considerar leve a los pacientes entre
0-5; moderada de 5-10 y grave en los PASI mayores de 10. Otra clasificaciéon
aceptada los divide en leve 0-7; moderada 7-12 y grave en PASI superiores a 12.

(21)

Los problemas de este instrumento es que solo se puede usar en pacientes de
psoriasis en placa, sigue siendo subjetivo y no incluye la gravedad de los

sintomas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen actualmente diversos estudios que indican que los linfocitos TH17 juegan
un papel importante en la patogénesis de la psoriasis, sin embargo, en la mayoria
de estos no se especifican las caracteristicas ni variables de este tipo de
linfocitos, ni en qué porcentaje se encuentran en la piel de pacientes con
psoriasis. Conocer esto ultimo seria de vital importancia si consideramos que los

diferentes tipos de TH17 responden a diferentes estimulos, liberando diferentes
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tipos de interleucinas y por consiguiente pueden inducir diversas caracteristicas
clinicas en los pacientes y probablemente respuestas variables al tratamiento.
(14)

En multiples estudios se ha demostrado que la IL-17, y los TH17 se encuentran
aumentados en el liquido sinovial de pacientes con artritis reumatoide, asi como
en ratones donde se ha inducido lupus eritematoso sistémico, y en secreciones
bronquiales de pacientes con asma (14); tomando en cuenta que son los TH17
patogénicos los que liberan este tipo de citocinas podriamos deducir que en los
pacientes con psoriasis se encontrara este tipo de linfocitos aumentados asi
como las citocinas proinflamatorias correspondientes.

Esto ultimo se puede ser apoyado en la publicacion realizado por Diani Et al,
donde se identifica un mayor aumento de T cooperadoras en este caso TH17 en
pacientes con un PASI elevado ademas de un PCR elevada a comparacioén con

los controles (23).

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se encontrara en la piel enferma de pacientes de 18 a 80 afnos con psoriasis en

placas, linfocitos TH17 patogénicos activos y sus interleucinas?
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JUSTIFICACION

La psoriasis es una de las causas mas frecuentes de consulta en la practica
dermatoldgica, llegando a afectar hasta el 5% de la poblacién segun algunos
reportes y teniendo en cuenta que los pacientes con psoriasis presentan otras
comorbilidades como hipertension, diabetes y otras enfermedades autoinmunes;
el conocimiento de la patogenia especifica y de cuales son las citocinas que
condicionan las caracteristicas clinicas de la enfermedad podria ser determinante
en el tipo de terapéutica a utilizar, asi como en definir el curso que podria seguir

la enfermedad en determinados pacientes.

Los resultados que se obtengan de este proyecto podrian tener repercusiones
importantes acerca del tratamiento y la evolucion a corto y largo plazo de los
pacientes con psoriasis, en el Centro Dermatologico Pascua se podrian adecuar
a los recursos que se tienen para atender con mayor enfoque a este tipo de

pacientes.

HIPOTESIS
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HI: Existira un predominio en el numero o proporcién de linfocitos TH17 con
caracteristicas patogénicas y sus interleucinas proinflamatorias en piel afectada

de los pacientes con psoriasis en placas activa.

HO: Existiran linfocitos TH17 no patogénicos en la piel afectada de pacientes con

psoriasis en placas activa.

OBJETIVOS

GENERALES:
Identificar y cuantificar la presencia de linfocitos TH17 patogénicos, ademas del
tipo de citocinas predominantes en piel enferma de pacientes con psoriasis en

placas.

ESPECIFICOS:

1. Determinar el indice de actividad y severidad de psoriasis (PASI) en pacientes
incluidos en el protocolo.
2. Determinar y cuantificar la presencia de linfocitos TH17 patogénicos en dermis

lesionada en pacientes con psoriasis en placa.
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4. Correlacionar la presencia de linfocitos TH17 patogénicos en dermis lesionada
de pacientes con psoriasis en placa con el subtipo de esta.

5. ldentificar cuales son las citocinas predominantes en dermis lesionada de
pacientes con psoriasis en placa.

6. Correlacionar la presencia de interleucinas proinflamatorias en dermis

lesionada de pacientes con psoriasis en placa con el PASI que presentan.
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MATERIALES Y METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio trasversal, descriptivo comparativo.

DESCRIPCION DE VARIABLES

Variable Definicién Definicion Tipo de Unidad Escala
Conceptual Operacional Variable de de medicion
medicién
Sexo Identificacion de Se registra en Independiente | Hombre- | Dicotémica
género base al sexo de Mujer
asignacion social
Edad Afos cumplidos al | Edad en afos al Independiente | Valor De razén
momento del momento del numérico
estudio estudio segun
algun registro
oficial
PASI indice de severidad| Se registra en Independiente | Valor Nominal
del area de puntos segun la numeérico
psoriasis extension y las

caracteristicas

clinicas de la

enfermedad
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Tiempo de Numero de meses | Numero de meses| Independiente | Valor Ordinal
evolucion que el paciente que ha numerico

refiere haber presentado

padecido la lesiones clinicas

enfermedad de psoriasis
Porcentaje de Linfocitos que no | Se obtiene a partir| Dependiente Valor Nominal
Linfocitos TH17 | son capaces de de los datos de numeérico
convencionales | activar respuesta | citometria de flujo

inflamatoria
Porcentaje de Linfocitos que son | Se obtiene a partir| Dependiente Valor Nominal
Linfocitos TH17 | capaces de activar | de los datos de numeérico
Patogénicos respuesta citometria de flujo.

inflamatoria
Porcentaje de Interleucinas SE obtiene a partiri Dependiente Valor Nominal
IL17,IL 22, proinflamatorias de los resultados numerico
IFNy e IL 9 de citometria de

flujo.

UNIVERSO DEL ESTUDIO

Pacientes con psoriasis en placas de la consulta externa del Centro

Dermatologico Ladislao de la Pascua y pacientes sin enfermedades
dermatoldgicas a los que se les realiz6 abdominoplastia del departamento de

cirugia plastica del CMN Siglo XXI.

TAMANO DE MUESTRA
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n=NZ2(P*Q)/d2(N-1)+Z2P Q

n =N (1.96)2 (0.02) (0.98) / (0.05)2 (N - 1) + (1.96)2 (0.02) (0.98)

n = 120,000 (0.07530) / (0.0025) (120,000 - 1) + 0.07530

n=30.11

En donde, N = tamafo de la poblaciéon Z = nivel de confianza, P = probabilidad
de éxito, o proporcion esperada Q = probabilidad de fracaso D = precision (Error
maximo admisible en términos de proporcién).

Tomando en cuenta que a nivel mundial afecta al 2 % de la poblacion, se

requeririan 30 pacientes.

CRITERIOS DE SELECCION

e CRITERIOS DE INCLUSION

1. Pacientes de 18 a 80 anos con cualquier estado socioeconomico.

2. Pacientes con diagndstico clinico de psoriasis en placas.
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. Pacientes con lesiones en cualquier topografia y porcentaje de superficie
corporal afectada.

. Pacientes que no hayan utilizado tratamiento topico en el sitio de la biopsia
en los ultimos 15 dias previos al estudio o tratamiento sistémico en el
ultimo mes, solo se permitira el uso de emoliente.

. Pacientes que bajo consentimiento informado hayan aceptado participar

en el estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

. Pacientes con psoriasis papulopustular.

. Pacientes con psoriasis guttata.

. Pacientes con psoriasis eritrodermica.

Pacientes que por ocupacion o lugar de residencia no puedan acudir a
control periodico.

. Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

. Pacientes con alguna enfermedad autoinmune concomitante (rinitis,
sindrome de Sjogren, enfermedad inflamatoria intestinal, Artritis
reumatoide, Lupus Eritematoso sistémico o cutaneo, vitiligo,

enfermedades autoinmunes tiroideas).
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7. Pacientes en quienes exista la duda diagnodstica entre psoriasis y otra
dermatosis.

8. Pacientes portadores del virus de inmunodeficiencia humana.

9. Pacientes en tratamiento que no puedan ser sometidos a lavado
terapéutico secundario a la gravedad de su enfermedad.

10.Pacientes con algun tipo de neoplasia.

11.Pacientes que se encuentren bajo tratamiento con corticoides sistémicos
o topicos, anti psoriasicos como tazaroteno, retinoides, psoralenos, acido
salicilico, antralina, inmunosupresores o quimioterapia.

12.Pacientes bajo tratamiento con litio, beta bloqueadores adrenérgicos,

antimalaricos.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTOS

MUESTRAS DE PIEL

Se tomaron muestras de piel lesionada de pacientes adultos con diagndstico

clinico de psoriasis en placas en la consulta externa del Centro Dermatoldgico
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“Dr. Ladislao de la Pascua”, previa explicacion de los objetivos del protocolo y
firma una carta de consentimiento informado.

Se tomaron en cuenta los siguientes criterios clinicos: pacientes con presencia
de psoriasis en placas en cualquier topografia, asi como superficie corporal
afectada. La determinacion de PASI fue confirmada por el jefe del Servicio de
Psoriasis. Se realiz6 ademas una historia clinica completa incluyendo la parte
dermatoldgica.

La piel lesionada fue obtenida mediante un huso de 1 a 2 cm aproximadamente.

SUSPENSIONES CELULARES DE DERMIS.

Las biopsias de los pacientes fueron tratadas durante toda la noche con Dispasa
Il para separar la epidermis de la dermis. La dermis fue colocada en medio de
cultivo durante 6 dias para permitir la migracion de las células infiltrantes hacia el
medio. Transcurrido el cultivo las células migrantes fueron cosechadas vy
contadas para su posterior tratamiento. Las células obtenidas fueron cultivadas
por 3 dias adicionales en presencia o en ausencia de la enterotoxina B de

Staphylococcusaureus (SEB; 1ug/mL).

CITOMETRIA DE FLUJO.

38



Las suspensiones celulares obtenidas después del cultivo se tiferon usando
anticuerpos monoclonales que permiten la identificacion de los linfocitos T
cooperadores (TH) (anti-CD3 y anti-CD4). Posteriormente se trataron para tenir
los factores de transcripcion y/o citocinas intracelulares para identificar a las
poblaciones TH17 convencionales y patogénicas con los anticuerpos anti- Roryt,
anti- Runx-1 y anti- T-bet, ademas de anti-IL-17A, anti-IFN- y. Esta tincion realizo
usando el kit para tinciones intracelulares de eBioscience de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las células marcadas se analizaron en un citdmetro
de flujo FACS Aria o FACS Canto. El analisis post-adquisicion se realizé usando

el paquete FlowJo version 8.7 (TreeStar Inc.).

RIESGO ETICO
Riesgo mayor al minimo

FLUJOGRAMA PROCESADO MUESTRAS
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Dia 1 : Obtencién de muestra de biopsia de piel lesionada y sin
lesion

Dia 2: Procesamiento de la muestra de piel para separacion de
dermis y epidermis. Inicio del cultivo de dermis.

Dia 8: Recoleccidn de las células emigrantes presentes en el
cultivo de dermis de piel lesionada y sin lesion del paciente.

Dia 8: Estimulacidn con superantigeno de las células obtenidas
durante el cultivo de dermis.

Dia 11: Recoleccién y procesamiento para tincidn de citometria
de flujo de las células estimuladas con superantigeno. También
se colectan los sobrenadantes para la determinacion de citocinas.

INSTRUMENTO DE MEDICION

PASI
Area SCA Eritema Induracién Escama Subtotal | Fecha de aplicacién
%
Cabeza Puntaje total
Tronco Interpretacion
M.T.
MP.

INSTRUMENTO DATOS
INSTRUMENTO 1

Formato de consentimiento informado
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Carta de consentimiento informado
Centro Dermatoldgico Dr. Ladislao de la Pascua
Secretaria de Salud Ciudad de México
Departamento de ensefianza e Investigacion UNAM

“Identificacion y cuantificacion de linfocitos Th17 patogénicos en piel afectada de pacientes de 18* 59
afios, con Psoriasis activa, del Centro Dermatologico Dr. Ladislao de la Pascua.”

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio de investigacion que se lleva a cabo en la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de Especialidades “Bernardo

Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

El estudio servird para evaluar las caracteristicas de algunas células que estdn
presentes en las lesiones de su piel y en su sangre y de esa manera ayudamos a conocer mas

de la enfermedad.

Usted ha sido invitado(a) a participar en este estudio porque tiene lesiones cutaneas
consistentes con un cuadro de psoriasis en placas, por lo que pensamos que pudiera ser un

buen candidato para participar en este proyecto.

rticipacion en i mpletamente voluntaria.
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Por favor, lea la informacién que le proporcionamos, y haga las preguntas que desee antes
de decidir si desea o no participar en este estudio. Si usted acepta participar ocurrird lo

siguiente:

Le pediremos que asista a una visita, en la cual se le tomara una muestra de sangre
y se le podrdn realizar dos biopsias; la primera biopsia es de piel lesionada con psoriasis, y la

segunda biopsia es de piel no lesionada.

Adicionalmente a estos procedimientos se le pedird que responda algunas
preguntas, por ejemplo: su edad, el tiempo que lleva enfermo (a), el tipo de medicamentos

qgue ha tomado, en caso de que lo haya hecho, etc.

Para poder realizarle la toma de muestra de sangre

NO es necesario que se presente en ayuno.
1. Tomaremos una muestra de sangre venosa de uno de sus brazos, aproximadamente 15
mL o el equivalente a una cucharada sopera.

2. Nos tardaremos aproximadamente de 5 a 10 minutos en tomarle la muestra de sangre.

Las molestias que se producen durante la toma de muestra de sangre son minimas;
pero se puede ocasionar un poco de dolor o una discreta molestia, y es posible que se le

pueda formar un moreton.

Con respecto a las biopsias:

En caso de la piel lesionada, la biopsia serd tomada de una zona de piel que se

encuentre afectada por una lesién de psoriasis al momento de su consulta. El sitio de la
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biopsia sera definido entre usted y el médico, ya que al ser un procedimiento que deja

cicatriz, usted podria preferir que se realice en zonas no expuestas.

No necesita presentarse en ayuno o con alguna preparacién especial, también es
probable que presente dolor y/o ardor al momento de aplicar la anestesia y algunas molestias
durante el procedimiento. En este caso la biopsia sera tomada con bisturi y serd de
aproximadamente de 2 cm (semejante al largo de la ufia del dedo pulgar). La toma de biopsia
tomara de 15 a 20min; y como se comentd anteriormente este procedimiento deja una
cicatriz permanente en el sitio. El sitio de la biopsia puede presentar dolor o incomodidad
una vez que haya pasado el efecto de la anestesia. Debera seguir las indicaciones del médico
del estudio en cuanto al cuidado de la herida para evitar cualquier complicacién posterior,

como pudieran ser ruptura de puntos o infecciones.

Posteriormente a la toma de la primera biopsia, la de piel lesionada, se procederd a tomar
una biopsia, la cual es opcional, de piel no lesionada. La toma de la biopsia de piel no
lesionada seguird el mismo procedimiento, con la diferencia que en este caso se usard, para
su extraccién, un sacabocado quiridrgico de 6mm. El corte es un poco mayor al tamafio de un
confeti. De forma similar a la biopsia anterior, ésta también deja una cicatriz permanente y
puede presentar dolor e/o incomodidad una vez que pase el efecto del anestésico. Asimismo
debera seguir las indicaciones de su médico para evitar complicaciones. Finalmente, en una
minoria de casos se ha reportado la aparicién de una nueva lesidn psoridtica en el sitio de la
biopsia (posible fendmeno de Koebner), por lo que reiteramos que, aunque de gran utilidad

para el estudio, esta biopsia de piel no lesionada es opcional.
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Le reiteramos que su participacidn en este estudio es completamente voluntaria. Si
usted decide no participar, de cualquier manera recibird la atencién médica que suele recibir
en esta institucién. Esto es, su decisién de no participar no afectara su relacién con la misma

y tampoco afectard su derecho a obtener los servicios de salud u otros servicios que recibe.

Si en un principio desea participar y posteriormente cambia de opinién, usted puede
abandonar el estudio en cualquier momento. El abandonar el estudio tampoco modificara

de ninguna manera la atencién médica que se le brinda.

Usted puede hacer las preguntas que desee al inicio o a lo largo del estudio a las
personas encargadas

de éste.
La informacion que nos proporcione que pudiera ser utilizada para identificarla/o
(como su nombre, teléfono, direccion, etc.) serd guardada de manera confidencial y por
separado, al igual que sus respuestas a los cuestionarios y los resultados de sus pruebas

clinicas, en caso de ser solicitadas; todo esto con la finalidad de garantizar su privacidad.

El equipo de investigadores, su médico en el Centro Dermatolégico Ladislao de la
Pascua, su médico familiar y las personas que estén involucradas en el cuidado de su salud
sabrdn que usted esta participando en este estudio. Sin embargo, nadie mas tendrd acceso a

la informacion que usted nos proporcione durante su participacion en este estudio.

Su informacién personal solo sera liberada si fuera necesario para proteger sus
derechos o su bienestar (por ejemplo si llegara a sufrir algin dafio fisico o si llegara a necesitar

cuidados de emergencia), o si lo requiere la ley.
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Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en
conferencias o congresos, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. Su
identidad sera protegida y ocultada. Para proteger su identidad le asignaremos un nimero
gue utilizaremos para identificar sus datos, y usaremos ese nimero en lugar de su nombre

en nuestras bases de datos.

Las muestras y células obtenidas a partir de ellas no se usardn para extraccion de
material genético ni para la generacidn de lineas celulares inmortalizadas. En caso de que
algun resultado obtenido sugiriera que podria ser de importancia realizar estudios genéticos
se le informara y se tomara un nuevo consentimiento informado, el cual estard usted en

completa libertad de aceptar o rechazar.

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio de investigacidén puede
comunicarse de 9:00 a 16:00 hrs., de lunes a viernes con la Dra. Laura Bonifaz Alfonzo, que
es la investigadora responsable del estudio a los teléfonos: 5627 6900 ext. 21370, en la
Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica ubicada en el Hospital de Especialidades

del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

En caso de presentarse alguna molestia o complicacién relacionada con la toma de
la muestra de sangre o la biopsia, debera comunicarse con su médico local responsable del

estudio, quien le brindard la atencién médica necesaria.

Dr. César Maldonado
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Clinica de Psoriasis Centro Dermatolégico Dr. Ladislao
de la Pascua Tel. 55 32 56 38 ext: 310

Dra. Elizabeth Gonzalez
Ladislao de la Pascua

Tel 3314405

Asimismo, si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estudio de investigacion,
puede comunicarse con los responsables del Comité de Etica en Investigacion del Centro Dermatoldgico

Ladislao de la Pascua, al teléfono 55387033, de 9:00 a 15:00 hrs.

Declaratoria del Paciente.

Se me ha explicado con claridad en qué consiste este estudio y ademas he leido el contenido
del presente formato de consentimiento informado. Se me ha dado la oportunidad de hacer
preguntas y todas mis preguntas han sido contestadas a mi satisfaccién. Se me ha

proporcionado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacidon que aqui se
describe.

Deseo proporcionar la biopsia de piel no lesionada (Sh) (NO)

Nombre del Participante
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Firma del Participante Fechay hora

Declaratoria de quien toma el consentimiento informado.

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus
preguntas y considero que comprendid la informacién descrita en este documento y que libre
y voluntariamente proporciona su consentimiento a participar en este estudio de

investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el Cl Fechay hora

Declaratoria de testigos.
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Mi firma como testigo certifica que el/la participante accedio a participar en el estudio, que

todas sus preguntas y dudas fueron contestadas a su satisfaccion y firmé este formato de

consentimiento informado en mi presencia y de manera voluntaria.
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Short title: Pathogenic features in Th17
cells from psoriasis.

Abbreviations: IL-17, Interleukin 17; IFN-y, Interferon gamma; LS,
Lesional Skin; NLS, Non Lesional Skin; PASI, Psoriasis Area Severity
Index; PB, Peripheral Blood; SEB, Staphylococcus aureus enterotoxin-B; Th,

T helper Lymphocytes.

To—HummI—oO-

Psoriasis is a chronic inflammatory cutaneous disease where CD4" T
cell lymphocytes expressing IL-17 have been identified (Lowes et al., 2014),
and IL-17 blockers have shown outstanding results in psoriasis treatment
(Leonardi et al., 2012). Chronic inflammatory models have shown
plasticity of Th17 cells to acquire Thl features. Conventional Th17 cells
express RORyt and IL-17 but not IFN-y, whereas after plasticity, Th17 cells
express RORyt, T-bet, Runx1, and IFN-y and lose IL-17 expression (Lee et
al., 2012). Thus, the balance of

these master transcription factors and the cytokine environment including IL-
1 and IL-23 (Annunziato et al., 2014) is critical in the regulation of the

Th17 phenotype. Remarkably, after plasticity Th17 cells appear to have
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increased proliferation (Maggi et al., 2012), and they are defined as
pathogenic because they can exacerbate disease in experimental models
(Hirota et al., 2011).

In human pathologies including psoriasis, high numbers of IL-17/IFN-y
double-positive CD4"

T cells have been identified (Lowes et al., 2008; Kagami et al., 2010).
Recently, the lesional skin microbiome in psoriasis patients exhibited an
increased presence of Staphylococcus aureus (Alekseyenko et al., 2013;
Tett et al., 2017). In addition, Staphylococcus aureus enterotoxin-B (SEB)
superantigen has been associated with psoriasis severity (Balci et al.,

2009). Therefore, we evaluated the Th17 cell features in 52 lesional (LS) and
30 non-lesional skin (NLS) biopsies of psoriasis vulgaris patients after

SEB stimulation (Supplementary
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Material). Medical ethics committees from the Centro Dermatoldgico Dr.
Ladislao de la Pascua and Instituto Mexicano del Seguro Social approved
this study and written informed consent was obtained from all patients.

In LS, we found several CD4", CD4 RORyt' T cells and some CD4” RORyt"
cells compared

with NLS from the same patient (Figure 1a). The number of Thl7 cells
determined through the expression of transcription factor RORyt
(Supplementary Figure Sla) was higher in LS than that in NLS (Figure 1b).
SEB stimulation increased the expression of RORyt in CD4" T cells and T-
bet in Th17 cells in both LS and NLS, whereas Runx1 expression was only
increased in LS (Figure 1c, Supplementary Figure S1b). These findings are
consistent with a decrease and an increase in the percentage of conventional
Th17 and pathogenic Th17 cell phenotypes in LS, respectively (Figure 1d).
Moreover, the pathogenic/conventional index increased significantly in NLS
and LS after SEB stimulation (Figure 1e). Interestingly, after SEB activation
the percentage of Th17 cells with a pathogenic phenotype increased only in
patients with large plaques (Figure 1f). These results indicate that SEB
stimulation increases the pathogenic phenotype of Th17 cells, suggesting an
association with the large plaque form of the disease.

Considering the mixture of conventional and pathogenic Th17 lymphocytes
in NLS and LS, we sought to determine the in situ expression of IL-17 and
IFN-y in CD4" T cells. NLS contains few CD4" T cells, and we could not
detect the expression of IL-17 and IFN-y. In contrast, LS images of the same

patient showed high CD4" T cell infiltration that expressed either IL-17 or

55



IFN-vy and, strikingly, IL-17/IFN-y double-positive CD4" T cells (Figure 2a,

white arrows).

Next, we evaluated whether SEB stimulation impacted the function of Th17
cells. In LS, most Th17 cells lack IL-17 but highly express IFN-y while a

small population expresses both IL-17 and IFN-y after SEB stimulation. In

contrast, there were IL-17" and IL-17"/ IFN-y" and fewer
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IFN-y" Th17 cells after PMA/ionomycin activation (Figure 2b). In NLS,
healthy skin or another skin pathology such as atopic dermatitis, Th17 cells
lack or have a lower expression of IL-17 and IFN-y after activation
(Supplementary Figure S2a). In addition, in patients with a high PASI score,
SEB stimulation induces a pathogenic microenvironment as evidenced by
significant quantities of IFN-y and TNF- and low levels of IL-17 and IL-9
(Supplementary Figures S3a-S3d). These results strongly suggest the
acquisition of functional plasticity features in Th17 cells from LS after SEB
stimulation; this could be explained by the increase in Runx1 only in LS,
which could dimerize with T-bet and in turn inhibit IL-17 expression
(Lazarevic et al., 2010).

To elucidate whether the acquisition of plasticity features in Th17 cells was
restricted to skin- resident Th17 cells, we compared the proliferation and
cytokine expression of Thl7 cells from LS and peripheral blood (PB)
from the same patient. LS cells without stimulation showed proliferation,
which increased after SEB stimulation, whereas PB cells showed lower
proliferative capabilities (Figure 2c). Interestingly, the expansion of CD4"
T cells from LS occurred with increased expression of the transcription
factors RORyt and T-bet (Figure 2c). In addition, the plasticity features were
evaluated with another TCR stimulus such as anti- CD3/CD28. After SEB

stimulation the Th17 cells from LS only expressed IFN-y, whereas the anti-

CD3/CD28-stimulated cells were IL-17" and IFN-y". In contrast, after
SEB or anti-

CD3/CD28 activation of the PB Th17 cells we found IL-17", IFN-y+/ IL-17",
and IFN-y" cells
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(Figure 2d). These results suggest that the acquisition of plasticity features
in Th17 cells occurs in LS and PB after SEB or anti-CD3/CD28 stimulation;

however, fully functional plasticity features were observed only in LS.

Finally, using CD161 as a Th17 cell marker (Cosmi et al., 2008), we sorted
the Th17 cells from the PB of psoriasis patients (Supplementary Figure

S4a) and investigated whether
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plasticity features are acquired in isolated cells with TCR stimulation only or
TCR stimulation with IL-1p and IL-23, which are increased in LS (Pietrzak
et al., 2008). After activation with anti-CD3/CD28 or anti-CD3/CD28 plus
cytokines we found an increased expression of RORyt and T-bet. The
Th17 cells activated with anti-CD3/CD28 expressed both IL-17 and IFN-y;
however, anti-CD3/CD28 plus cytokine stimulation showed a decrease in

IL-17" and

increase in IFN-y" cells (Figure 2e). We also found the proliferation of Th17
cells after anti-

CD3/CD28 activation, whereas the cytokines induced a more robust
proliferation in the last cycle (Figure 2f). These results suggest that
proliferation and plasticity features are acquired in isolated Th17 cells after
TCR stimulation and can be enhanced by the presence of inflammatory
cytokines. This research unveils a role for SEB in the physiopathology of
psoriasis through the induction of plasticity features of Thl7 cells
towards a pathogenic profile that could contribute to inflammation. The
acquisition of Th17 plasticity features might have implications in disease

severity and in the biological treatment of psoriasis patients.
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FIGURE
LEGENDS

Figure 1. Increased pathogenic phenotype in Thl17 cells after SEB
stimulation in LS of psoriasis patients. (@) NLS and LS
Immunofluorescence with anti-CD4 (green), anti-RORyt (red) and nuclei
(blue). Arrows indicate CD4 /RORyt" (yellow) and CD4” RORyt" cells (red).
(b) Percentage and absolute numbers of Th17 cells in NLS and LS. (c)

Median fluorescence
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intensities (MFI) of RORyt, T-bet and Runx1 before and after SEB treatment.
(d) Representative plots and percentages of conventional and pathogenic
Th17 cells in NLS and LS. (e) Pathogenic/conventional index, according to
the cell percentage in each condition. (f) Percentage of conventional and
pathogenic Th17 cells in patients with small and large plaques after SEB
stimulation. NLS n=23, LS n=38. *p<0.05, ***p<0.001 Mann-Whitney U

test. Wilcoxon’s signed-rank test.

Figure 2. SEB and CD3/CD28 induce functional plasticity features in the
Th1l7 Ilymphocytes of psoriasis patients. (@) NLS and LS

Immunofluorescence for CD4 (green), IL-17 (red), IFN-y (cyan) and nuclei
(blue). Zoom region (white square). Arrows indicate CD4"/IL-17" (yellow),
CD4"/IFN-y" (cyan) and CD47/IL-17"/IFN-y" (white) cells.

Representative of three patients. (b) Plots and percentage of the Th17 cells
IL-17" or IFN-y"

after SEB or PMA/ionomycin activation (P/I) (n=10). (c) CD4" T cell
proliferation and expression of RORyt and T-bet after SEB treatment. (d)
IL-17" or IFN-y" Th17 cells after SEB or anti-CD3/CD28 stimulation. (LS
orange plots, PB red plots). (¢) Expression of RORyt, T-bet, IL-17, IFN-
vy and (f) proliferation in purified PB Th17 cells after CD3/CD28 or
CD3/CD28  plus IL-1P/IL-23  stimulation.  *p<0.05, **p<0.01,

*#%p<0.001. Wilcoxon’s signed-rank test.
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RECURSOS HUMANOS

Dr. César Maldonado. Realiz6 la evaluacion y entrevista al paciente y en
casos necesarios obtuvo el consentimiento informado. Asimismo, realizé
personalmente o supervis6 directamente a un residente en el
procedimiento quirurgico para obtener las biopsias de piel lesionada y sin
lesién. Realizé6 también la evaluacién fisica del paciente para
determinacién del PASI. Participd limitadamente en el procesamiento y
analisis de las muestras.

QFB, Candidato a Dr. Gibran Pérez Montesinos. Realiz6 la obtencion de
algunos consentimientos informados, proceso6 y analizé algunas de las
biopsias de piel lesionada y sin lesion.

Candidato a Dr. Octavio Castro Escamilla (Miembro de la UIMIQ). Realiz
el procesamiento y analisis de las biopsias de piel lesionada y sin lesion.
Dra. Elizabeth Gonzalez Palacios. Realizd reclutamiento de pacientes,
toma de biopsias, toma de consentimiento informado, Calculo de PASI,
evalucion fisica del paciente, y participd cuando fue posible en el analisis
de las muestras de biopsias de piel lesionada.

Residentes del Centro Dermatolégico Pascua. Primer contacto de
pacientes y evaluacion de posibles candidatos para el estudio, asi mismo

cuando fue necesario realizaron calculo de PASI y toma de biopsias.
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RECURSOS MATERIALES

e Material para la extraccion de las biopsias. (Sera proporcionado por la
UIMIQ).

e Anestésico (Proporcionado por el Dermatoldgico Pascua).

e Material de flebotomia (Proporcionado por la UIMIQ).

e Centrifuga (Inmunodermatologia y/o UIMIQ).

e Campana de flujo laminar (Inmunodermatologia y/ UIMIQ).

e Incubadora de CO2 (UIMIQ).

e Insumos de laboratorio (UIMIQ).

e Citdmetro de flujo (UIMIQ).

e Hojas tamafio carta para la recolecciéon de consentimiento informado y
datos.

e Plumas y Lapices.

e Computadora con programa SPSS y/o GraphPad Prism para analisis y
recoleccion de datos.

e Impresora para impresion de consentimiento informado e historia clinica.

RECURSOS FiSICOS

e Consultorios del Centro Dermatolégico Dr. Ladislao de la Pascua, donde

se tendra el primer contacto con el paciente y reclutamiento de estos.
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e El laboratorio de inmunodermatologia cuenta con una campana de flujo
laminar, asi como una centrifuga para poder llevar a cabo el
procesamiento inicial de las biopsias de piel.

e El laboratorio de la unidad de investigacién médica en inmunoquimica en
el CMN siglo XXI, cuenta también con campanas de flujo laminar,
centrifugas e incubadoras para cultivos celulares y de tejidos, y es aqui
donde se realizara la obtencion de linfocitos infiltrantes. Asimismo, cuenta
con acceso a citometros de flujo que permitiran hacer el analisis de las

poblaciones de linfocitos TH17.

RESULTADOS

ESTRATEGIA DE ANALISIS DE CITOCINAS INTRACELULARES

Una vez extraidas las células de la epidermis, éstas se incubaron en un
amortiguador para posteriormente determinar la viabilidad de los linfocitos T
(células CD3*) y se realizaron tinciones para identificar los linfocitos TH17
patogénicos de los no patogénicos usando anticuerpos especificos para CD4,
RORyt, T-bet, Runx-1, IL-17 e IFN-y. Todas las muestras se estimularon con

SEB para identificar las mismas citocinas que en las células basales (figura

1),
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Esta estrategia se utilizo6 en todas las muestras de los pacientes.

Figura 1. Estrategia de analisis para citocinas intracelulares. Se determiné la viabilidad de
las células obtenidas y se analizaron los linfocitos T CD3*. Las células TH17 se identificaron
por co-expresion de CD4 y RORyt. La expresion de IL-17 e IFN-y se estudié en esta

poblacion.
PACIENTES
En la tabla | se muestran las caracteristicas clinicas de los pacientes
reclutados.
TIPO EVOLUCION
FOLIO | INICIALES | EDAD SEXO | PSORIASIS | PASI COMORBILIDADES | (MESES)
1 FMO 59 [ masculino | Grandes 7.99| NINGUNA 180
2 RSLP 26 [ femenino | Pequefias 3| OTROS 120
3 MHDL 33 | femenino Grandes 6.7 NINGUNA 6
DISLIPIDEMIA, 24
TABAQUISMO,
4 ADJL 55 | masculino Grandes 2.4 DM2
5 BVGM 60 | femenino | Grandes 5.3| OBESIDAD 156
6 AGMA 37 | femenino pequenas 0.98 OBESIDAD 36
7 GGMA 55 | masculino | Grandes 5.5| DISLIPIDEMIA 204
8 PZG 45 | masculino Grandes 6.2 NINGUNA 24
DM2, 12
9 SRILR 61 | Masculino | Grandes 53 TABAQUISMO
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10 HFM 25 | Masculino | pequefias 7.1 NINGUNA 12
11 OAC 44 | Masculino | pequefias 7.8| NINGUNA 132
12 CCML 56 | Femenino Grandes 9.2 NINGUNA 24
13 MGA 33 | Masculino | Grandes 18.9| NINGUNA 108
14 AQC 60 | masculino Grandes 7.8 HAS 12
15 VCMT 80 | femenino | Grandes 6.6 HAS 60
16 AC 46 | femenino | Grandes 15| DISLIPIDEMIA 12
17 AGR 64 | masculino Grandes 53 NINGUNA 12
18 LcC 24 | femenino | Pequefias 2.9 TABAQUISMO 36

Tabla 1. Caracteristicas clinicas pacientes HAS (Hipertension Arterial sistémica), DM
(Diabetes Mellitus tipo2).

Se obtuvieron en total 18 pacientes 10 hombres y 8 mujeres con una media
de edad de 47.9 afos (Desviacion estandar; D.E. de 15.4), con una media de
evolucion de 65 meses (D.E. 66.1), PASI con una media de 6.88 (D.E. 4.3).
Del total de pacientes, 9 (50 %) no presentaban comorbilidades, dos
pacientes presentaban obesidad (11.11%), tres pacientes tabaquismo
(16.66%), dos Hipertensién Arterial Sistémica (11.11%), tres poseian
Dislipidemia (16.66%), y dos de ellos Diabetes Mellitus tipo 2 (11.11%).

El 72 % de los pacientes presentaba psoriasis en pacas grandes. Dos de las
18 muestras obtenidas (folios 18 y 17) presentaron contaminacién del cultivo
por lo que la medicidon de citocinas intracelulares no fue posible; dejandonos

un total de 16 muestras para analizar.

En la tabla Il se muestran los resultados del porcentaje de linfocitos T TH17
(CD3* CD4* RORyt*) que expresaban las citocinas IL-17 6 INFy en estado

basal o bien cuando fueron estimuladas con SEB. En algunas muestras, el
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tejido fue insuficiente por lo que no se alcanzaron a realizar algunas

determinaciones (NA).

%TH17 IL-17*

%TH17 IL-17*

%TH17 INF-y*

%TH17 INF-y*

FOLIO SIN ESTIMULO SEB SIN ESTIMULO SEB
1 0 1.95 0.8 69.4
2 0 0 0 55.3
3 0.72 0.18 0.66 29.2
4 0 0 3.73 28.9
5 0 0.45 2.39 10.8
6 1.5 NA NA NA
7 0.32 0.5 3.96 18.1
8 0.19 0.9 2.11 11.8
9 2.31 7.53 0.77 30.1
10 2.61 3.96 3.96 13.6
11 0.77 1.9 0.55 13.3
12 0.56 7.47 0.53 8
13 0.58 3.97 0.21 0.5
14 0.31 4 0 21.1
15 0.2 0.29 1.73 30
16 0 1.94 5.88 40.8
17 MUESTRA CONTAMINADA
18 MUESTRA CONTAMINADA

Tabla Il. Porcentaje de linfocitos TH17 productores de las citocinas IL-17 o IFN-y por folio y

estimuladas con SEB vy sin estimulo. NA (no aplica).

Para todos los datos se realizaron pruebas de normalidad y en aquéllos donde

se observaba una distribucion normal se realizaron pruebas paramétricas y

en las que no se obtuvo una distribucidon normal; pruebas no paramétricas. Se

usaron los programas IBM SPSS y el programa Prism de GraphPad para

realizar mediciones, correlaciones y los graficos de relacion de variables. Para
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todos los valores de tomara un resultado significativamente estadistico si la P

es menor a 0.05.

IL-17A

Se obtuvo un valor minimo de 0.0% y un maximo de 2.61% con una mediana
de 2.33 yuna D.E. £ 0.82% en IL17 A de muestra sin estimulo. En porcentaje
de linfocitos TH17que producian IL-17 al ser estimuladas con SEB se obtuvo
una minima de 0.00% maxima de 7.53%, mediana de 1.90% con una DE. de
2.54%.

Se compararon estos resultados en porcentaje contra el PASI y el tiempo de
evolucion. Ademas, se compararon los niveles de citocinas con estimulo de

SEB y sin estimulo.

PASI VS IL17

SIN ESTIMULO.
Se observa que los datos no muestran una relacion fuerte entre si, siendo
los valores de interleucina bajos sin importar el PASI. Con un coeficiente de

correlacion de 1y un a P de 0.86.
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% Th17 IL-17+ Sin Est vs PASI
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Figura 2

CON ESTIMULO CON SEB.

Al estimular las células se observa un aumento con tendencia a ser lineal,
sin embargo, se muestran algunos valores atipicos que no muestran relacion
directa con el PASI. Se obtiene un coeficiente de correlacion de 0.594 y una

P de 0.019.
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% Th17 IL-17+ SEB vs PASI
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TIEMPO DE EVOLUCION VS IL17

SIN ESTIMULO

Al comparar el tiempo de evolucion con la proporcidn de linfocitos TH17

productores de IL-17A observamos que se mantiene en valores bajos sin

importar el tiempo de evolucion, aunque se observa una ligera tendencia a

disminuir con el tiempo sin llegar a ser significativa. Se obtiene un coeficiente

de correlacion de -0.335 con una P 0.205
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% Th17 IL-17+ Sin Est vs Evolucion
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Figura 4

CON ESTIMULO CON SEB.

Al estimular con SEB notamos que la proporcion de linfocitos TH17 que
producen IL-17 aumenta, sin embargo, la tendencia anterior se mantiene, ya
que se obtienen valores altos en pacientes con poco tiempo de evolucion.

Se obtiene un coeficiente de correlacion de -0.246 y una P de 0.376

% Th17 IL-17+ SEB vs Evolucion
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Figura 5

IONOMICINA

Adicionalmente en un pequefio grupo de pacientes se realizé la activacion
celular con ionomicina y PMA. El PMA es un éster de forbol, el cual es un
activador farmacolégico de la PKC. La lonomicina es un ionéforo que abre
canales de calcio en la membrana de la célula. La combinacién de lonomicina
y PMA induce una serie de eventos de activacion que mimetizan los

observados durante la activacion fisioldgica de la célula T. Obteniéndose los

resultados mostrados en la tabla lll.

1 2.00 7.08
2 0.0 24.70
3 2.25 6.76
4 0.03 9.86
5 1.07 10.20
6 5.50 NA
15 7.73 4.01

Tabla lll. Porcentaje de linfocitos TH17 productores de las citocinas IL-17 por folio y
estimuladas con SEB o sin estimulo. NA (no aplica).
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IL-17A CON ESTIMULO VS SIN ESTIMULO VS IONOMICINA

Por ultimo, se realiz6 una comparacion entre los 3 grupos para determinar si
realmente hubo una diferencia significativa en el porcentaje de linfocitos TH17
productores de IL-17A. A groso modo podemos observar que, con la
activacion, el porcentaje de linfocitos TH17 productores de IL-17 aumenté de
manera considerable en el grupo con estimulado con SEB y en el grupo con
ionomicina comparados con el control. Se realiz6é una prueba t de student para
la comparacion entre grupos obteniendo entre el grupo de estimulados con
SEB vy sin estimulo una p de 0.0017, y entre el grupo de ionomicina vs el grupo
sin estimulo una p de 0.0313, ambas diferencias significativas, mientras que
entre el grupo estimulado con ionomicina vs SEB no hay diferencia

significativa (p de 0.0625).
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% Th17 IL-17+

% Linfocitos Th17 IL-17+

Figura 6

INF y
En muestras de piel sin estimulo, la proporcion de linfocitos TH17 IFN-y*

obtenida fue de un valor minimo de 0.0%, un maximo de 5.88% una media de
1.81% con una D.E. £ 1.80. En las muestras con estimulo con SEB se obtuvo
un minimo de 0.5% un maximo de 69.4% con una media de 25.39% y una DE
+ 18.55.

Se compararon estos resultados en porcentaje contra el PASI y el tiempo de

evolucion. Ademas, se compararon los niveles con estimulo y sin estimulo.
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PASI VS INF-y.

SIN ESTIMULO.
Donde se muestra que la produccion de dicha citocina es uniforme sin
importar el PASI. Se realizé un coeficiente de correlacion con un resultado de

0.032 y una P de 0.909.

% Th17 IFN-g+ Sin Est vs PASI
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Figura 7

CON ESTIMULO DE SEB.

Donde vemos que la produccién de citocinas aumenta de forma general y es
mayor en pacientes con PASI mas bajos, se puede observar una relaciéon débil
lineal con tendencia negativa. Se realiz6é un coeficiente de correlacion con un

resultado de -0.256 con una P 0.356.
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% Th17 IFN-g+ SEB vs PASI
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TIEMPO DE EVOLUCION VS INF-y

SIN ESTIMULO
Observandose que a mayor tiempo de evolucion en niveles basales hay
mayor produccién de INF-y, no obstante, los datos se encuentran dispersos,

sin mostrar una relacion clara entre si. Con una correlacion de -0.094 y una p

de 0.739.
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% Th17 IFN-g+ Sin Est vs Evolucion
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Figura 8

CON ESTIMULO DE SEB.
Se muestra que el tiempo de evolucién es inversamente proporcional a la
produccion de INF-y con estimulo con SEB, con una correlacién de 0.172 y

una P de 0.539.

% Th17 IFN-g+ SEB vs Evolucion
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Figura 9

INF-y SIN ESTIMULO VS ESTIMULO CON SEB VS IONOMICINA.
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Al comparar la produccion de citocinas entre grupos se observa como, con
estimulo, ya sea de SEB o de lonomicina/PMA la proporcién de células
productoras de INF-y es mayor; los valores mas altos se encuentran en el
grupo estimulado con SEB lo que nos habla de una mayor activacion de
células TH17 patogénicas. Se realizd6 una prueba t de student para la
comparacion entre grupos obteniendo entre el grupo de sin estimulo vs el
grupo estimulado con SEB una p de 0.0002, y entre el grupo de ionomicina vs
el grupo sin estimulo una p de 0.0313, de nuevo, ambas diferencias
significativas. A diferencia del caso de la proporciéon de linfocitos TH17
productores de IL-17, en el caso de los linfocitos TH17 productores de IFN-y
si hubo una diferencia significativa entre el grupo estimulado con ionomicina

vs y el grupo estimulado con SEB (p de 0.0313).
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DISCUSION

Los linfocitos TH17 presentes en las lesiones de pacientes con psoriasis son
capaces de producir, en estado basal, alguna de las citocinas determinadas,
IL-17 o IFN-y, aunque lo hacen en bajas cantidades y su proporcién no

muestra una relacién directa con el PASI o el tiempo de evolucion.

Sin embargo, la relacion entre la proporcién de linfocitos TH17 productores de
citocinas, una vez activadas las células con SEB, y el PASI resulta
directamente proporcional con el porcentaje de linfocitos TH17 productores
de IL-17A e inversamente proporcional al porcentaje de linfocitos TH17
productores de INF-y, esto es, a mayor PASI mayor proporciéon de células IL-

17* y menor proporcién de linfocitos TH17 INF-y*.

Sin embargo, lo contrario ocurre cuando se comparan la proporcion de
linfocitos TH17 productores de IFN-y en células activadas, con el tiempo de
evolucion; ya que a mayor tiempo de evoluciéon mayor proporcidn de linfocitos

TH17 IFN-y*, pero menor proporcion de TH17 IL-17A*.
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CONCLUSIONES

Al comparar a los distintos grupos, podemos decir que, si se observa una
diferencia significativa entre las células no activadas vs las células activadas,
tanto en la proporcién de linfocitos TH17 productores de IL-17 como en los
productores de IFN-y, ya que, en éstas ultimas, la proporcion de ambas

células aumenta de forma considerable.

Todo esto sugiere que, los linfocitos TH17 que estan presentes en las placas
psoriasicas, al activarse, manifiestan propiedades patogénicas, ya que existe
un aumento significativo de éstos que es capaz de producir citocinas
proinflamatoriasTH17. Ademas, el aumento mas importante es en los
linfocitos productores de IFN-y, la cual promueve un ambiente proinflamatorio
mas importante. Esto lo podemos transpolar a la fisiopatologia de la psoriasis
donde en algunos casos, es alguna infeccion la que desencadena el cuadro

clinico caracteristico del mismo.

Dentro de las limitantes de este trabajo, la mas importante es el reducido
numero de pacientes estudiados, ya que esto limita de forma importante el

poder estadistico de las pruebas realizadas.

Es importante mencionar que los resultados obtenidos en este trabajo

contribuyeron de manera significativa para la finalizacion de un manuscrito
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sobre el tema, el cual ha sido aceptado para su publicacion en el Journal of

Investigative Dermatology; mismo que se adjunta a la presente tesis.(24)
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