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= ANTECEDENTES:

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria y crénica de la piel de
severidad variable (2-6) que aun cuando no resulta mortal, afecta de forma
importante la calidad de vida de los pacientes, involucrando un gran impacto

econémico(6-8).

Se estima que el 2% de la poblacion en Europa y EUA padecen psoriasis
con mayor prevalencia en paises nordicos. No se han registrado cambios
importantes en cuanto a su incidencia en los ultimos 20 afios(1,9), En México se
calcula que su incidencia es de 1.8% lo que la convierte en una de las 15

primeras causas de consulta dermatologica(10).
Esta enfermedad puede afectar hasta el 90% de la piel, ufas y en
ocasiones articulaciones. A partir de la distribucion y morfologia de las lesiones

esta enfermedad se clasifica de la siguiente manera:

1. Clasificacidn morfolégica

= Psoriasis anular

= Psoriasis circinada

= Psoriasis folicular

» Psoriasis generalizada
» Psoriasis geografica

» Psoriasis gutata

» Psoriasis gyrata

= Psoriasis inversa

= Psoriasis numular

» Psoriasis pustular

» Psoriasis serpinginosa
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2. Clasificacion clinica

» Pustulosa
o Tipo Von Zumbusch
0 Pustulosis palmar y plantar
0 Acrodermatitis continua
0 Impétigo herpetiforme
o Tipo anular
= No pustulosa
o Vulgar de inicio temprano y tardio

o Eritrodérmica (45)

En cuanto a la topografia, ésta va a depender del tipo de psoriasis que se
presente. En la forma en placas o vulgar, las superficies extensoras estan
afectadas principalmente a nivel de codos y rodillas, asi como la region sacra,
piel cabelluda y ufias. En contraste las lesiones pueden presentarse en pliegues
como axilas e ingles dando la variedad conocida como psoriasis invertida(11).
En todos los tipos de psoriasis podemos encontrar afeccion ungueal manifestada
por onicolisis, pits, manchas en aceite y onicodistrofia, sin embargo existe una

forma puramente ungueal en donde no se encuentran lesiones en piel(11).

Dentro del grupo de pacientes con psoriasis del 10 al 15% presentan
afeccion de articulaciones periféricas o del esqueleto axial diagnosticandose asi
artritis psoriasica (AP)(9).

La forma clinica mas comun de la psoriasis es la variedad en placas
denominandose incluso “psoriasis vulgar”, pues constituye mas del 95% de los

casos (12).

Este tipo de psoriasis suele presentar con lesiones simétricas y bilaterales
que inician como papulas y confluyen formando placas cubiertas por escama

grisacea, que al ser removida provoca sangrado (signo de Auspitz); otro signo
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caracteristico es el fendmeno de Koebner, que corresponde a un fenémeno

isomorfico que se produce por friccion o presion sobre la piel(11).

ETIOPATOGENIA

A pesar de los multiples esfuerzos no se ha podido identificar a él o los

agentes causales de la psoriasis.

Se ha postulado que puede existir un componente genético en la
psoriasis(1-3,13) ya que tanto un inicio temprano como contar con antecedentes
familiares de la enfermedad, se relaciona con una evolucion mas grave(2). Se ha
determinado un loci de susceptibilidad para la psoriasis (PSORS1) localizado
cerca de la region del HLA en el cromosoma 6(4) Al menos otros 9 genes se han
relacionado con el desarrollo de psoriasis, dentro de ellos los mas estudiados
son 17925 (PSORS2), 4934 (PSORS3) y 1921 (PSORS4)(3,14,14); los cuales
se propone pudieran actuar de forma aditiva o sinérgica con PSORSI1, sin
embargo faltan estudios que demuestren esta teoria. Otros genes estudiados de
forma reciente son el gen PSORS5 y ZNF313/RNF114(15).

Ahora bien, al analizar gemelos se encuentra un 67% de concordancia en
monocigotos para el desarrollo de psoriasis y 18% en dicigotos, lo que sugiere
un tipo de herencia multifactorial, con participaciéon de factores ambientales(2),

habiéndose incluso descrito algunos factores epigenéticos(16).

Entre los pacientes con psoriasis hay mayor morbillidad cardiovascular,
probablemente ralacionado con los incrementos en la actividad de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) tisular, identificados en pacientes
psoriasicos con eritrodermia (4,72+/-0,65) mas que en aquellos con enfermedad
diseminada (4,24+/-0,63) o en pacientes con lesiones Uunicas (3,47+/-0,48).
Consecuentemente, los niveles de ECA disminuyen al disminuir la gravedad del

cuadro clinico después del tratamiento(17,18). En otro estudio realizado por
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Ludwig y cols se encontr6 una importante asociacién entre psoriasis Yy
calcificacion arterial coronaria(19). Concordantemente, en un estudio realizado
con 50 pacientes psoriasicos se evidencian incrementos en los niveles de
colesterol, HDL y VLDL en estos pacientes respecto a sujetos control(20). En
este mismo sentido, los pacientes con artritis psoriasica presentan mayor riesgo
a padecer diabetes mellitus(21). Tanto diabetes, como la hiperlipidemia y la
disfuncion endotelial observada los pacientes psoriasicos(22), se relacionan

directamente con estados proinflamatorios sistémicos.

Correspondientemente, los factores desencadenantes o “disparadores” de
la psoriasis, como son estrés mecanico, infecciones y farmacos pueden resultar

proinflamatorios(1,11,13).

Por otro lado, los cortes histologicos de piel psoriasica, muestran
imagenes compatibles con inflamacién crénica acompafiando a los fenbmenos
de hiperqueratosis paraqueratdsica, es decir que las células conservan el
nucleo al llegar a la capa cérnea, a diferencia de lo que se observa en la piel
normal donde la capa cornea es menos gruesa y los queratinocitos pierden su
nacleo al llegar a la capa mas superficial de epidermis (FIG 1). Clasicamente la
imagen de la capa cérnea de las lesiones psoridsicas simula una red de canasta.
Se observa asimismo gran cantidad de neutrofilos que presentan agranulosis en
la epidermis. Los acumulos de estos neutrofilos en la capa cérnea se conocen
en patologia como microabscesos de Munro-Sabouraud y cuando se localizan
en la en la capa espinosa, donde los neutréfilos se mezclan con linfocitos, se les

denomina pustulas espongiformes de kogoj(1,23,24).

En la dermis papilar se observa dilatacion marcada de vasos con infiltrado
perivascular linfocitario que no se observa en piel normal. En estudios
moleculares se ha determinado que localmente se encuentran citocinas que
favorecen la angiogénesis como Interleucina 8 (IL8) y Factor de necrosis tumoral

alfa (TNF alfa)(25). Por otro lado el reclutamiento de linfocitos a dermis es
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favorecido por la presencia del leucotrieno B4 y el factor activador de

plaguetas(26).

Figura 1. Diferencias entre los estratos dérmicos de piel sanay piel
psoriasica. En los cortes histologicos de piel que se muestran, se observan las diferencias
entre una piel sana (figura superior) y una piel psoriésica (figura inferior). En esta ultima
claramente se observa el engrosamiento del estrato espinoso y granular, asi como la presencia
de queratinocitos con nicleo en el estrato cérneo (paraqueratosis)1. Escala de la barra 200 um.




Estimulacion de células mononucleares expuestas a colagena | y IV en pacientes con y sin
psoriasis en placas

La participacion de la respuesta inmunolégica en el desarrollo de psoriasis
también se sugiere porque en enfermedades inmunologicas como la enfermedad
de Crohn la frecuencia es 5 veces mas alta que en el resto de la poblacion(1),
sin embargo la causa de esta relacion no estéa clara. Dado que en pacientes con
VIH aumenta la incidencia de psoriasis, afectando a entre el 2% al 5% de estos
pacientes, algunos autores proponen que la inmunodisregulacion
desencadenada por el virus puede desencadenar psoriasis en individuos

genéticamente predispuestos por el alelo CW-060227 (42).

LINFOCITOS Y MONOCITOS EN LA PSORIASIS

Una de las propuestas mas solidas acerca del desarrollo de las placas
psoriasicas, sugiere que ante un estimulo desencadenante, los queratinocitos
y/lo células inmunolégicas residentes de piel se activan y liberan factores
solubles, como citocinas y quimiocinas que atraen a otras células
proinflamatorias que liberan citocinas y factores de crecimiento que favorecen la

proliferacion exacerbada de los queratinocitos(13,28).

El que los pacientes con psoriasis mejoren con la administracion de
ciclosporina confirma la participacion de los linfocitos en la psoriasis(2). Wang y
cols. estudiando un modelo murido de psoriasis que presenta CD18 hipomorfico
(CD18/hyp) relacionan la cronicidad de la enfermedad con la presencia de

linfocitos T CD4+ o cooperadores(29).

La activacién de los monocitos y células dendriticas puede darse por el
reconocimiento de moléculas como los patrones asociados a patdégenos
(PAMPs) a traves de los receptores que reconocen PAMPs (PPRs) entre los que
se encuentran los recientemente descritos receptores tipo Toll (TLRs)(30,31).
Para que se lleve a cabo la activacién del linfocito T es necesaria la identificacion
de antigenos (Ag) no especificados por células presentadoras de antigenos

(CPA)(que incluye a células dendriticas y macréfagos) en dermis vy
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epidermis(2,13). Este proceso se lleva a cabo por medio de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Posteriormente las CPA migran
al nodo linfatico en donde se une a células T en reposo mediante la interaccion
de moléculas de superficie, para después presentar al Ag por medio del CMH y
activar al linfocito T. La siguiente sefial de activacion es la interaccién no
dependiente de Ag (coestimulacion), la cual es necesaria pues si no el linfocito T
presenta apoptosis 0 no se activa. Hay autores que proponen que el estimulo
antigénico en la psoriasis corresponde a un factor ambiental como particulas
virales o baterianos, medicamentos (litio, beta bloqueadores, antimalaricos,

antiinflamatorios no esteroideos y supresion por el uso de esteroides) (11,13).

En la blsqueda del probable antigeno se ha estudiado el papel del
estreptococo, principalmente en las formas clinicas de psoriasis en gotas(1,13)
de hecho se han buscado reactividad cruzada de queratinocitos con proteina M
del estreptococo poniendo énfasis en la inmunidad innata, sin resultados claros
hasta el momento(1,19,32). La posibilidad de que un autoantigeno presente en
la epidermis, probablemente un epitopo de la queratina sea el desencadenante,
ha sido propuesto por los expertos, sin embargo no existen suficientes
evidencias que apoyen esta hipétesis(1). Hay experimentos que demuestran la
abundante distribucion de células dendriticas (CD) en piel perilesional donde los
cambios inflamatorios mas tempranos ocurren, y sugieren la participacion de los
queratinocitos como desencadenantes de la inflamacion(33). El papel de la CD
es fundamental, incluso se sugiere que la falla de éste grupo celular puede
llevar al desarrollo de enfermedades autoinmunes y/o inflamatorias, entre ellas la

psoriasis(34,35).

Ya sea entonces por la presencia de estimulos de la respuesta inmune
adaptativa (antigenos) y/o de la respuesta inmune innata (ligandos de los TLRS),
las células inmunes pertenecientes a ambos tipos de inmunidad, pueden liberar
una gran cantidad de citocinas que no solo tendra repercusiones sobre el

sistema inmunologico, sino también hacia células como los queratinocitos(36).
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CITOCINAS Y PSORIASIS

Al llegar a la piel, el linfocito T activado (sobre todo los de tipo cooperador
Th) puede producir una serie de citocinas proinflamatorias, que resultan de gran
importancia en las manifestaciones clinicas.. Tanto linfocitos CD4+ como CD8+
producen Interferon gamma (IFN-gama), interleucina (IL)-2, y TNF-alfa(37). Los
macrofagos infiltrantes de piel pueden ser una importante fuente de esta ultima

citocina(29).

El TNF-alfa puede contribuir al desarrollo de psoriasis al estimular la
proliferacion de queratinocitos al aumentar la produccidn de citocinas
proinflamatorias por linfocitos T, macrofagos, células NK, y moléculas de
adhesion endotelial(1,5,11,35). Incluso, la presencia del polimorfismo -238G>A -
308G>A que incrementa la transcripcién del gen TNF-alfa, ha sido implicado
como factor de riesgo para desarrollar psoriasis(38) Wang y cols encontraron
que el mantenimiento de la lesion solo sucedia con el reclutamiento de

macrofagos y la produccion sostenida de TNF-alfa(39).

Por otro lado, la IL-2 estimula la proliferacion de linfocitos-T, mientras que
el IFN-gama es capaz de inhibir la apoptosis de queratinocitos al estimular la
expresion de la proteina antiapoptotica Bcl-x1,40. Esto explicaria en parte la

acumulacion de queratinocitos hacia las capas epidérmicas en psoriasis.

MATRIZ EXTRCELULAR

La matriz extracelular (MEC) es una red de proteinas que forman fibras y
proveen asi una red a la que se adhieren las células de los tejidos(41,42). Esta

red puede establecer puntos de comunicacion por contacto directo, ademas del
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soporte que proporciona a las células. Se sabe que a través de la expresion en

la superficie celular de moléculas como las integrinas se pueden regular directa

o indirectamente actividades celulares como adhesién, migracion, diferenciacion,

proliferacion y apoptosis(43).

Ahora bien, la matriz extracelular se compone por proteoglucanos y

proteinas, primordialmente. De estas ultimas, las mas abundantes la constituyen

las colagenas (80% de las proteinas totales de MEC). Los diferentes tipos de

coldgenas descritas, varian por las subunidades que las conforman, asi como

también por su distribucion en los diferentes tejidos y la funcion que cumplen en

ellos (Tabla 1).

Tipo Funcién Porcentaje de Distribucién en el
distribucion en piel organismo
I Soporte 80-90% Hueso, piel, tendones,
ligamentos y cornea
[l Soporte 12% Piel, vasos sanguineos y
Organos internos
\Y No se polimeriza en No determinado |Membrana basal de los
fibrillas, se orienta al tejidos, pared endotelial
azar
\Y, Se intercala con <5% Piel, huesos, tendones,
colagenas ly lll y se ligamentos y 6rganos
cree que regula el internos
diametro delas fibras
\ Es polimorfa 'y No determinado |Piel
adopta diferentes
formas
Vii Forma fibrillas de  [No determinado |Debajo del epitelio
anclaje en la union escamoso estratificado
dermoepidérmica.
XVII Forma parte de los |No determinado [Forma parte de los
hemidesmosomas hemidesmosomas

Tabla 1. Diferentes tipos de colagena y su funcion(44,45).

En piel, los tipos de colagena predominante corresponden a colagena I, Il

y V.
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Colagena | tiene una distribucion preferencial en la dermis, mientras que
colagena IV se encuentra tanto en la membrana basal de las células epidérmicas

como en la periferia vascular. (44)

Cualquier célula que infiltra hacia piel desde la circulacion sanguinea,
debera entonces entrar en contacto con estas colagenas y otras proteinas como

fibronectina y laminina.

Hay que recordar que el estudio histologico de las lesiones psoriasicas
revela la infiltracion de diferentes células, que incluye a neutréfilos, macréfagos y
linfocitos T CD4+ y CD8+(46). La mayoria de estas células expresan moléculas
de adhesion como ICAM-1 y VCAM-1 lo que les permiten migrar hacia la dermis
y epidermis(47). Interesantemente, entre estas células se ha identificado una
mayor expresion de la molécula CD69, que se asocia con el fenotipo activado de

macrdéfagos y linfocitos(48).

En el caso de la psoriasis, aunque se sabe que la fibronectina puede
participar como agente co-estimulador del receptor de células T (TCR) (Camp et
al) y que las células de pacientes con psoriasis producen mayor cantidad de la
citocina proinflamatoria, TNF-alfa al estimularse inespecificamente con
fitohemaglutinina o ésteres de forbol, hasta el momento se desconoce si la
exposicion a componentes de matriz de las células que infiltran hacia la piel de
sujetos psoriasicos favorece la generacion respuestas inflamatorias por parte de
estas células, lo cual se correlacionaria con la generacion de las lesiones

psoriasicas.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Multiples estudios han buscado la presencia de autoanticuerpos, de

antigenos en piel y la interaccidon de multiples citocinas en el desarrollo de la
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psoriasis. Sin embargo no ha quedado resuelto que moléculas son el
desencadenante y cuales el producto. Por tal nos proponemos estudiar si
componentes abundantes de la matriz extracelular pueden activar
diferencialmente células mononucleares de individuos sanos y con psoriasis en
placas. Con lo que se estableceria si es que la interaccion de las células con la

matriz extracelular tienen algun papel en la psoriasis.

JUSTIFICACION
A pesar de la alta prevalencia de la psoriasis, es un campo todavia poco

estudiado y aun no se ha determinado claramente la etiologia ni ha sido posible

identificar todas las moléculas implicadas en su etiopatogenia.

HIPOTESIS

Las células mononucleares de pacientes con psoriasis expuestas a

colagena secretan mas citocinas proinflamatorias que las células de sujetos

sanos.

OBJETIVOS.

GENERAL:

- Determinar la activacion de células mononucleares pacientes con y sin

psoriasis al entrar en contacto con colagena y posterior al estimulo con
LPS in vitro.
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ESPECIFICOS:

- Cuantificar en el sobrenadante de células mononucleares de sangre
periférica expuestas 0 no a colagena | y IV y expuestas o0 no a LPS de

pacientes con y sin psoriasis las citocinas TNF-alfa e IL-6.

- Determinar en la superficie celular el marcador de activacion CD69 en las

diferentes condiciones analizadas

MATERIAL

e 30 contenedores con heparina de litio (tubo para 10 cc con 87 unidades
USP - 14.5 u/cc).

e Placas de incubacion de 24 pozos

e Micropipetas

e Colagenatipolo IV

e LPS

e Anticuerpos anti CD4 humano

¢ Anticuerpo anti CD8 humano

e Anticuerpo anti CD69 humano (anti-CD69/PE,Caltag)

e Solucion fijadora (FLS, Becton Dickinson, San José, Ca, USA).

e Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4)

e Centrifugador

e citémetro Cyan de Dako (Dakocytomation, EUA)
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METODO Y TECNICAS

a) Disefo

Se realizar4d un estudio transversal y comparativo entre el grupo de

pacientes con psoriasis y el grupo control.

b) Poblacion

Pacientes que sean atendidos en el Centro Dermatologico Ladislao de la

Pascua del mes de Julio del 2007 a diciembre del mismo afio.
c) Muestra
La muestra se obtendrd de todos los pacientes con diagndstico clinico de
psoriasis en placas que acudan a la consulta del el mes de julio a diciembre del
2007 y que firmen voluntariamente el consentimiento informado del estudio.
d) Criterios
Grupo Problema.
De inclusion: Todo paciente con diagnostico de psoriasis en placas de 18 a
50 afios de edad que acuda a la consulta de dermatologia en el Centro
Dermatologico Ladislao de la Pascua del mes de Julio del 2007 a diciembre

del mismo afo y que acepten firmar el consentimiento informado.

De exclusién: Pacientes que se encuentren bajo tratamiento con

inmunomoduladores sistémicos en los ultimos dos afios, quienes presenten

alguna enfermedad autoinmune y/o metabdlica conocida o quienes hayan
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presentado alguna infeccion el dltimo mes. Agquellos en los que haya duda

diagnéstica.

De eliminacién: Los pacientes a los que no pueda realizarseles

personalmente una exploracién fisica y aquellos que retiren su

consentimiento.

Grupo Control

De inclusién: Personas de 18 a 50 afos de edad, sin enfermedades

conocidas Yy que acepten firmar el consentimiento informado.

De exclusién: Pacientes que se encuentren bajo tratamiento con

inmunomoduladores sistémicos en los ultimos dos afios, quienes presenten
alguna enfermedad autoinmune y/o metabdlica conocida o quienes hayan

presentado alguna infeccion el dltimo mes.

De eliminacién: Los pacientes a los que no pueda realizarseles

personalmente una exploracién fisica y aquellos que retiren su

consentimiento.

e) Técnica

Se realizd una exploracion fisica completa de los pacientes que firmaron
el consentimiento informado y cumplieron con los criterios de inclusion.
(ANEXO1)
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Se realizé un interrogatorio dirigido acerca de antecedentes personales
patolégicos. Los datos obtenidos durante el interrogatorio se anotaron en una
hoja de recoleccién de datos donde ademas se anotaron las caracteristicas
topogréficas y morfologicas de las dermatosis encontradas. (ANEXO2)

La hoja de recoleccién de datos incluyé las siguientes categorias:

Sexo

Edad del paciente

Fecha de la revision

Numero de registro
Infecciones recientes
Antecedentes heredofamiliares
Edad de inicio de la psoriasis
Enfermedades asociadas
Medicamentos usados por mas de un mes tépicos y sistémicos
Otras dermatosis

Topografia

Tiempo de evolucion del brote

A todos los pacientes del estudio se les tom6 una muestra de sangre de 6
cc de sangre periférica, en condiciones asépticas en un contenedor con heparina
de litio (tubo para 6 cc con 87 unidades USP — 14.5 u/cc).

Se extrajeron las células mononucleares en esterilidad, por la técnica de
gradiente de Ficoll, a las cuales se les realizaron dos lavados con PBS (pH 7.4)
estéril. ElI boton celular se resuspendié en medio RPMI a una concentracion

celular de 1x10° células/cc.
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Esta suspension celular se colocé en placas de incubacion de 24 pozos,
recubiertos o0 no con colagena tipo |1 o IV y se incubaron durante 12 hrs a 370C,
80% de humedad y 5% de CO2. Pasado este tiempo, las células se expusieron a
un conocido estimulo proinflamatorio, el LPS, a una concentracion de 1 ug/mL.

Se incubaron las células por 4 horas mas.

Una vez terminado el tiempo de incubacion total, se colecté el medio de
cultivo de cada pozo, teniendo cuidado en eliminar todas las células en
suspensién y almacend a —70 °C para su posteriormente hacer la cuantificacion
de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-6) por citometria de flujo con el sistema
CBA (Cytokine Bead Array, Becton Dickinson, San Diego, Ca, USA) .

El concentrado celular se resuspendié en PBS estéril hasta alcanzar una
densidad de 1x10° células/mL y se utiliz6 para examinar la expresién en
superficie de CD69 en linfocitos T cooperadores y citotoxicos. Para esto, se
incubaron durante 15 min, 1x10° células con anticuerpos anti CD4 humano para
la identificacion de linfocitos T cooperadores, anti CD8 humano para la
identificacion de T citotoxicos y anti CD69 humano (anti-CD69/PE,Caltag); todos
ellos a concentraciones de 1 uM. Pasado este tiempo de incubacion se
agregaron 250 uL de solucién fijadora comercial a concentracion 1x (FLS,
Becton Dickinson, San José, Ca, USA). Se incub6 durante otros 10 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad y se agregdé 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS, pH 7.4) a cada tubo y se centrifugd a 382 g
durante 5 min. El sobrenadante se retir0 por decantacion y las células se
resuspendieron en 100 uL de PBS, para su posterior andlisis utilizando un
citbmetro Cyan de Dako (Dakocytomation, EUA), con el software Summit v 2.0.
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f) Variables del estudio

Variable | Tipo Definicion operacional Escala de|Calificacion| Fuente Analisis/
(indicef/indic medicion (Forma control
ador) enérica)
Sexo Indep [Caracteristicas fenotipicas y Nominal [Masculino [Cuestionario |Porcentaje/es-
genotipicas de los individuos o femenino tratificacion
Cuestionario
Edad Indep [Tiempo que ha vivido una Ordinal  |Afios Porcentaje/es-
persona tratificacion
Hoja pg/ ml vs
Colagena IV(Indep De Razo6n [TNF-alfa  [recoleccidén |curva
Estimulacion de células IL-6 de datos estandar
mononucleares obtenidas de CD-69
Colagena sangre periférica
IV+LPS Indep TNF-alfa [Hoja pg/ ml vs
Estimulacion de células De Razon |IL-6 recoleccion |curva
mononucleares obtenidas de CD-69 de datos estandar
sangre periférica
Presencia |Depend Nominal [Si Exploracién
de psoriasis iente  |Persona con o sin evidencia No Fisica
clinica o histopatoldgica
compatibles con la enfermedad
Tiempo de |Indep Ordinal |Meses Cuestionario Porcentaje/es-
inicio del Tiempo de evolucion desde que tratificacion
brote se presento el ultimo brote
Depend Ordinal |[NUmero de [Exploraciéon |Porcentaje/es-
Topografia |iente [Localizacion donde se presenta la segmentos [Fisica tratificacion
dermatosis corporales
afectados
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Analisis de la informacion

a) Recuento y tabulacién de la informacion

El instrumento a utilizar fue una hoja de recoleccién de datos, misma que
incluyd las siguientes categorias:

Sexo

Edad del paciente

Fecha de la revision

Numero de registro

AHF

Enfermedades asociadas

Medicamentos usados por mas de un mes

Edad de inicio

Tiempo transcurrido desde el inicio del ultimo brote (en semanas)

Otras dermatosis presentadas

Topografia de las otras dermatosis

Exploracion fisica:

Topografia

Posteriormente los datos obtenidos se analizaron estadisticamente con el

programa (software) SPSS version 11.

ANALISIS ESTADISTICO

La prueba de la Chi cuadrada se utilizé para determinar las diferencias en
los promedios de la concentracién tanto de TNF-alfa como de IL-6, asi como de
las células que expresan CD69 entre los diferentes estimulos y entre los grupos

analizados. Un valor de p<0.05 se interpreto como significativa.
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Se realiz6 un andlisis bivariado para buscar correlacién entre la actividad
de citocinas y las variables clinicas. Se utiliz6 una prueba de correlacion de
Spearman en busqueda de asociacion entre variables categoricas y las variables

continuas que corresponden a los valores de TNF-alfa.

RESULTADOS

Grupo problema

Para el presente estudio se reclutaron 29 pacientes, 16 masculinos y 13
femeninos. Del grupo de problema, psoriasis, se reclutaron a 16 pacientes, de
los cuales no se incluyo a una paciente femenino porque se encontraba
ingiriendo antibidticos al momento de la entrevista y colecciéon de muestra. Del
grupo testigo o control, se reclutaron 13 sujetos. La distribucion por edad y sexo

de cada grupo se muestra en la Tabla 2.

PSORIASIS N=15 CONTROLES N=13
EDAD 41 (22-50) 32 (23-49)
SEXO 8 H- 7M 8H 5M

Tabla 2. Datos demograficos de los sujetos estudiados. Se muestran los
datos de edad y sexo de los sujetos pertenecientes a los dos grupos estudiados
(Psoriasis y Controles)

EXPRESION DE CD69 EN LINFOCITOS

Se analizé la expresion del marcador de activacion CD69 en la superficie
celular de los linfocitos T CD4+ (cooperadores) y T CD8+ (citotoxicos), con el fin
de observar si la exposicion de estas células a las colagenas tipo | y IV, y su

posterior estimulaciéon con lipopolisacarido puede activar diferencialmente a
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estas células dependiendo si provienen de sujetos sanos o de pacientes
psoriasicos. Se encontr0 que los linfocitos T de pacientes con psoriasis
presentan mayor capacidad de activacion frente a los estimulos colagena y LPS

con respecto a los linfocitos T de pacientes sanos.
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Figura 2. Porcentaje de linfocltos T cooperadores CD4+ con el marcador de superficle
CDE8+.Se muestren las proporciones de linfocitos T cooperadores CD44 de sujetos sanos (0) y sujetos
psorifsicos (m) que coexpresan el marcador de superficie CD69:  SE: Testige Sin Estimulo, LPS:
Lipopolisacérido, Col IV: Colégens tipo IV, Col [V¥/ LPS: Coliigens tipo 1Y y Lipopolisacérido, Col I: Coligenn
tipo [ y Col L/LPS: Coldgena tipo 1 y Lipopolisacérido. Las harras representan los valores promedios y el error
estiindar. Prueha estadistica t de student modificada (Wilcoxon).

La poblacion de linfocitos T CD4+ de pacientes con psoriasis presenta un
mayor porcentaje de células T CD4+ CD69+ (Figura 2) que la de sujetos sanos,
encontrandose diferencias estadisticamente significativas en las condiciones
basales (18.35 + 27.01% vs. 11.29 + 26.1%, p = 0.0475). En las demas
condiciones de estimulacion se observa una clara tendencia en donde la
expresion de CD69 en el grupo de casos es mayor que en sujetos sanos (LPS =
14.37 + 20.21 vs. 9.757 + 22.14, Col | = 17.8 + 29.63 vs. 14.17 + 32.94, Col |
LPS = 16.83 + 27.98 vs. 15.83 + 31.25) predominando en el estimulo con Col IV
y Col IV LPS con un incremento en la expresion del marcador de activacion (Col




Estimulacion de células mononucleares expuestas a colagena | y IV en pacientes con y sin
psoriasis en placas

IV = 28.96 + 36.63 vs. 14.71 + 34.93 y Col IV LPS = 24.71 + 34.82 vs. 14.77 +
34.57).

Parcentaje de linfocites T CD8+ CDE%M
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Figura 3. Porcentaje de linfocitos T citotéxicos CD8+ con el marcador de
superficie CD69+. Se muestran las proporciones de linfocitos T citotéxicos CD8+ de sujetos sanos
(o) y sujetos psoriasicos (m) que coexpresan el marcador de superficie CD69: SE: Testigo Sin Estimulo,
LPS: Lipopolisacarido, Col 1V: Colagena tipo IV, Col 1V/ LPS: Colagena tipo IV y Lipopolisacarido, Col
I: Colagena tipo | y Col I/LPS: Colagena tipo | y Lipopolisacarido. Las barras representan los valores
promedios v el error estdndar. Prueba estadistica t de student modificada (Wilcoxon).

Los linfocitos T citotoxicos CD8+ de pacientes con psoriasis coexpresaron
CD69 en mayores proporciones que los linfocitos T CD8+ de sujetos sanos
(Figura 3) y se encontraron valores estadisticamente significativos (p < 0.05) al
comparar las diferentes condiciones de estimulacion SE = 18.16 + 12.59 vs. 6.8
+5.058, p =0.0156; LPS =17.73 + 11.52 vs. 7.038 + 4.225, p = 0.0156; Col IV =
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18.11 + 11.41 vs. 7.438 + 5.714, p = 0.0234; Col IV LPS = 20.87 + 12.04 vs. 6.4
+ 4.504, p = 0.0078; Col | = 15.28 + 10.17 vs. 6.4 + 4.351, p = 0.0078 y Col |
LPS =17.59 + 11.01 vs. 8.912 + 12.98, p = 0.0078.

SECRECION DE IL-6 y TNF-alfa POR LAS CELULAS MONONUCLEARES DE
PACIENTES CON Y SIN PSORIASIS

Se determinaron los niveles de IL-6 y TNF-alfa en el sobrenadante de las

células mononucleares de sangre periférica de pacientes con y sin psoriasis

mediante citometria de flujo utilizando el sistema CBA de captura de citocinas

por perlas fluorescentes.

Produccin de IL-6 por cwoonucleares de pacienies peonksicos ¥ 50 paoriases
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Figura 4. Produccion de IL-6 por CMSPs de sujetos psoriasicos y no psoriasicos ante
diferentes estimulos. Las concentraciones de IL-6 fueron determinadas en el sobrenadante de CMSP aisladas de
sujetos no psoriasicos (o), n = 5, y sujetos psoriasicos (m), n = 5, que se sometieron a las diferentes condiciones de
estimulacién: SE: Testigo sin estimulo, LPS: Lipopolisacarido, Col IV: Colagena tipo 1V, Col IV/LPS: Coléagena tipo
IV y Lipopolisacérido, Col I: Colagena tipo I, Col I/LPS: Colagena tipo | y Lipopolisacarido. Las barras representan los
valores nromedins v el errar estandar. Priieha estadistica Mann Whitnev
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La concentracion de IL-6 en células de pacientes con psoriasis fue mayor
que en las células de sujetos sanos. En la figura 4 se observa la tendencia en
donde la mayor concentracion de IL-6 se produjo en las células estimuladas con
Col IV (23.63 + 29.17 ng vs. 19.33 + 24.08 ng) Col IV LPS (27.45 + 32.75 ng vs.
19.99 + 27.68 ng) sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas en

ninguno de los estimulos.

Produccién de TNF-o por mononuckenres de pacientes psondsicos ¥ sin peonxsis
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Figura 5. Produccién de TNF-a por CMSPs de sujetos psoriasicos y no psoriasicos ante
diferentes estimulos. Las concentraciones de TNF-alfa fueron determinadas en el sobrenadante de CMSP aisladas
de sujetos no psoriasicos (o), n = 5, y sujetos psoriasicos (m), n = 5, que se sometieron a las diferentes condiciones de
estimulacion: SE: Testigo sin estimulo, LPS: Lipopolisacarido, Col IV: Colagena tipo 1V, Col IV/LPS: Colagena tipo
IV y Lipopolisacarido, Col I: Colagena tipo I, Col I/LPS: Coléagena tipo | y Lipopolisacarido. Las barras representan los
valores nromedios v el error estAndar. Prueba estadistica Mann Whitnev

La concentracién de TNF-alfa (Figura 5) al igual que la de IL-6 fue mayor
en las células mononucleares de pacientes con psoriasis que en sujetos sanos
inclusive desde condiciones basales (SE = 4.872 + 6.087 ng vs. 1.153 + 2.316

ng, p = 0.0481). El estimulo con LPS indujo la mayor produccion de esta citocina
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(LPS =18.95 + 24.18 ng vs. 4.947 + 6.087 ng, p = 0.0403) en psoriasicos, en las
demas condiciones las concentraciones de TNF-alfa producidas en Col IV y Col |
fueron similares siempre los pacientes con psoriasis mayor a los sujetos sanos
(Col IV = 8.493 + 8.323 ng vs. 1.651 + 1.721 ng, p = 0.0227 y Col | = 6.424 +
8.295 ng vs. 1.241 + 1.897, p = 0.1825) y se incrementaron en presencia de LPS
(Col IV LPS = 13.55 + 10.52 ng vs. 3.403 + 3.529 ng, p = 0.0151 y Col | LPS =
13.09 + 9.691 ng vs. 3.441 + 4.129 ng, p = 0.005).

Al comparar el estimulo basal de pacientes con psoriasis con los demas
estimulo con
lipopolisacéarido (p = 0.0303), con Col IV LPS (p = 0.0256) y con Col | LPS (p =

0.0181). De la misma manera se encontré diferencia entre la estimulacién con

estimulos se encontraron diferencias significativas con el
LPS y la estimulacion con Col | (p = 0.0285) y la estimulaciéon Col | contra Col |
LPS (p = 0.0503).

En comparacidbn en los sujetos sanos Unicamente se encontraron
diferencias al comparar el estimulo basal contra LPS (p = 0.047) y contra Col IV

LPS (p = 0.0503).

Correlacién de variables clinicas con valores de TNF-alfa

TNF TNF con TNF TNF con
con TNF con|COL IVy [con COL 1y
ni2 TNF LPS COL IV [LPS COL1 [LPS
Edad menor de 35 P
afos P 0.199 |P0.577|P 0.031 [P 0.947* [0.746* |P 0.397
Tiempo de
evolucion menor a P P
36 meses P 0.266 |0.718* |P 0.004 [P 0.505 0.954* [P 0.13
Género masculino|P 0.141 |P 0.15 |P 0.401 [P 0.028 P 0.035|P 0.043

Figura 6. Correlacion de los valores de TNF-alfa producido por CMSPs expuestas a
diferentes estimulos en pacientes con psoriasis. Se realizdé una analisis bivariado mediante la
prueba de Spearman en donde P>0.7 equivale a p 0.01, P>0.7545 equivale a p 0.005 y P>0.836
equivale a p 0.001. Los valores marcados * se consideraron significativos.
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A pesar de contar con 15 pacientes, lo cual consideramos una muestra
insuficiente para valorar significancia clinica, correlacionamos los niveles de
TNF-alfa obtenidos en las diferentes condiciones en el grupo de pacientes con

psoriasis.

Encontramos que la edad menor a 35 afios se asocié con la produccion
aumentada de TNF-alfa por CMN al ser estimuladas con Col IV+LPS y con
COL | (P=0.947, P=0.746) respectivamente. Asimismo el tiempo de evolucién de
la enfermedad menor a 36 meses se asocid con la produccion aumentada de
TNF-alfa por CMN estimuladas con LPS y col | (P=0.718. P=0.954)

respectivamente.

Discusiodn

En este trabajo evidenciamos que las células de sujetos psoriasicos
tienden a incrementar la secrecion de citocinas proinflamatorias como TNF -alfa
e IL-6 y ain mas, que esta secrecion puede modificarse ante el reconocimiento
de colagena I, pero primordialmente colagena tipo IV. Previamente se habia
reportado que era factible que los componentes de matriz extracelular jugaran un
papel dentro de la fisiopatologia de la psoriasis, dado que los linfocitos de
pacientes psoriasicos presentan, respecto a sujetos sanos, mayor expresion de
la integrina alfa 1-beta 1, la cual reconoce primordialmente a laminina, colagena |
y IV. Desde el punto de vista funcional, en este mismo estudio, comprobaron que
la inhibicion de esta integrina con anticuerpos antagonistas, disminuye la
expresion de IL-8 y la generacion de paraqueratosis en las lesiones(49).
Concordantemente nosotros observamos una tendencia a mayor produccion de
IL-6 y un incremento significativo de TNF-alfa por las células mononucleares,
tanto de sujetos psoriasicos como sanos, en las células expuestas a colagena | 6
IV, con respecto a células no expuestas previamente a colagena y estimulados

con el estimulo proinflamatorio de LPS. Adicionalmente el que la produccion de
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estas citocinas proinflamatorias sea mayor en células de sujetos psoriasicos
respecto a no psoriasicos, sugiere fuertemente que el reconocimiento de los
componentes de matriz extracelular puede predisponer a las células
mononucleares que infiltran piel en sujetos psoriasicos a generar mas
eficientemente respuestas proinflamatorias. Esto pudiera estar en relacion
directa con el desarrollo de las lesiones psoriasicas, ya que cualquier agente que
funcione como disparador puede entonces liberar factores quimiotacticos que
convoquen las células hacia piel; las células infiltrantes que respondan a estos
factores quimiotacticos y entrar en contacto con los componentes de matriz,
generardn una respuesta inflamatoria mas exacerbada que si se tratara de

células que no entraron en contacto con componentes de matriz.

Asi mismo, es factible que esta respuesta exacerbada a componentes de
matriz se deba a una “predisposicion” por parte de las células infiltrantes,
favorecido, probablemente por el estado proinflamatorio sistémico que se

sugiere existe en los sujetos psoriasicos(25).

Por otro lado, previamente se ha reportado que las células T de sangre
periférica coexpresan marcadores de activacion (CD69) y de infiltracion celular
(CD44, ICAM-1 y CCR5 pero no CD11b) ademés de elevarse los niveles de
leucocitos totales (células T CD4+ y CD8+) y de secrecidon de citocinas
proinflamatorias (TNF-alfa e INF-gamma) ante la existencia de estados
proinflamatorios sistémicos, como obesidad y compromisos
cardiovasculares(50). En este caso, es concordante que la mayor produccion de
citocinas por células de sujetos psoriasicos se relacione con una expresion
incrementada de CDG69 por los linfocitos analizados. Que en el caso de los
linfocitos cooperadores (CD4+) este incremento de CD69 sea mas evidente
posterior a la exposicion a colagena IV , también apoya el que el nivel de
activacion de los linfocitos infiltrantes puede modificarse por el reconocimiento

de componentes de matriz.
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La cuantificacién de las citocinas por citometria de flujo representé un
método rapido y practico para la cuantificacion sincrénica de diferentes citocinas,

y determinar mas claramente el perfil de citocinas prevalente.

La colagena tipo IV por si sola gener6 cambios en la respuesta de las
CMSP tanto en expresion de marcadores como en secrecion de citocinas,
participando activamente en la activacion de células de proinflamatorias,
principalmente en las células mononucleares totales y en las células T CD8+, las
cuales participan activamente en la promocion de las lesiones psoriasicas.
Aunque se desconocen los mecanismos por los cuales la colagena induce esta
respuesta, existen propuestas como la del grupo de Roberts, A. I. et. al. en
donde se realiza el reconocimiento de las coldgenas via integrina alpl; pero a
pesar de esto, no se puede descartar la activacion celular via TCR por
presentacion de antigeno, pues se ha encontrado que este receptor se
encuentra diferenciado hacia el reconocimiento de un cierto antigeno hasta
ahora desconocido primordialmente en células T CD8+(51). Por tanto, la
colagena tipo IV podria al ser reconocida via integrinas y participar
sinérgicamente en la activacion celular por la presentacion de antigeno,
promoviendo la migracion hacia la epidermis y la secrecidn de citocinas
proinflamatorias contribuyendo en la formacion de las lesiones psoriasicas y
estimulando a los queratinocitos para su proliferacién, y estos a su vez

secretando citocinas proinflamatorias.

Es claro que existen una serie de eventos sucesivos que colaboran en la formacion de las placas
psoriasicas. En base a nuestros resultados y otros antecedentes, proponemos que es factible que las células
de los pacientes con psoriasis se activen mas que las células de sujetos normales por la interaccion con
proteinas de la matriz extracelular. Esto las vuelve susceptibles a desencadenar respuestas inflamatorias
exacerbadas al sumarse un segundo evento, como podrian ser las infecciones locales, la activacion

endotelial o los traumatismos, que se han reconocido como disparadores de la psoriasis.
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El que exista una correlacion entre la edad de los pacientes (menor a 35
afos) y la capacidad de secrecion de TNF-alfa posterior a la estimulacion con
Col IV-LPS y coldgena | pobablemente se correlacione con el estado general del
sistema inmunolégico de los sujetos. Se sabe que el sistema inmunoldgico
presenta una mejor capacidad de respuesta durante la tercera década de la vida,
y va decayendo conforme se avanza en edad, al menos en lo referente a
capacidad de produccion de anticuerpos y de respuesta de células T citotoxicas
(52). Es factible entonces que en estos pacientes “mas jévenes” se encuentre
esta correlacion positiva, debido a que la capacidad de produccion de TNF-alfa

€S mayor.

Conclusion:

La exposicidn de células a colagena | y sobre todo a colagena IV favorece
en estas la secrecion de citocinas proinflamatorias ante el estimulo con LPS.
Esta respuesta proinflamatoria es mucho mayor en el caso de las células de
sujetos psoriasicos, lo que probablemenete esta involucrado en la generacion de

las placas psoriasicas.
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ANEXO 1

Cuestionario

Folio
Fecha

Caso Control

Expediente

Nombre
Edad

SOLO PARA SER LLENADO POR LOS CASOS
= Tiempo de evolucién de la enfermedad
= Tiempo de evolucién del brote

= Tratamientos en los Ultimos dos afos

» ¢Ha presentado alguna infeccion en las ultimas 6 semanas?

= ;Hatomado antibidtico en las Ultimas 6 semanas?

= ¢Toma algun medicamento?

»= En caso afirmativo ¢ Cual?

= ¢Padece alguna otra enfermedad?

= En caso afirmativo ¢, Cual?

EXPLORACION FISICA

TOPOGRAFIA
» Cabeza
= Tronco__
= MS

= Ml
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ANEXO 2

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
MEXICO D.F A DEL 2007.
Yo

Por medio de la presente, manifiesto:
Que tengo conocimiento respecto a la naturaleza crénica e impredecible de mi
enfermedad , la cual en la mayoria de las ocasiones
requiere de tratamiento prolongado con posibilidad de recidiva.
Que se me ha informado sobre el protocolo de estudio que se lleva a cabo para
poder esclarecer mejor la causa de mi enfermedad para lo cual es necesario
tomar una muestra de sangre periférica.
Este procedimiento se lleva a cabo con agujal estéril, recolectando 6 ml de
sangre mediante una puncién de 21g de diametro en la cara interna del brazo,
la cual puede dejar una mancha temporal.
Con pleno consentimiento de lo anterior acepto voluntariamente y bajo mi
estricta responsabilidad participar en el estudio “Respuesta de células
mononucleares de sangre periférica de sujetos con psoriasis en placas y sin
psoriasis expuestas a colagena tipo | y IV“. Entiendo que del presente estudio
se derivaran beneficios al ampliar el conocimiento sobre la patogenia de la
psoriasis.
Deslindo a los investigadores de cualquier responsabilidad por secuelas o
complicaciones derivadas de la toma de muestra y no especificada en este
formato.
Asi mismo es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente
investigacion en el momento que asi lo desee conveniente y de solicitar
informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacion en
dicho estudio. En caso de que decida retirarme, la atencién que recibo como
paciente en esta institucion no se vera afectada.

Firma del paciente o tutor Firma de testigo

Firma del investigador
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