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RESUMEN

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad ampollosa, autoinmune de piel y mucosas. Esta
mediada por autoanticuerpos dirigidos contra la superficie de queratinocitos (KC), pero
otros mediadores humorales, incluyendo el factor de necrosis tumoral (TNF), también
contribuyen a la patogénesis de la enfermedad. En la epidermis de pacientes con PV se
ha descrito la presencia de células apoptéticas y la acumulacion de células apoptéticas se
ha asociado a enfermedades inflamatorias cronicas. El objetivo de este trabajo fue
determinar la proporcion de células apoptéticas en epidermis y dermis de pacientes con
PV, asi como la presencia y distribucién de células fagociticas, y analizar si monocitos
expuestos a grandes cantidades de células apoptdticas podrian contribuir a la respuesta
inflamatoria a través de la produccion de TNF. Mediante TUNEL e inmunohistoquimica
para caspasa 3 activada encontramos un incremento significativo en el porcentaje de
células apoptéticas tanto en epidermis como en dermis con lesién y perilesional de
pacientes con PV en comparacidon con epidermis y dermis de controles sanos. Las células
dendriticas CD1a y monocitos/macréfagos CD14+, que en general estuvieron
incrementados en piel con lesion y perilesional de pacientes con PV en comparacion con
piel de controles sanos, estuvieron localizadas predominantemente en la dermis. También
se detectd una mayor tincién de TNF en piel con lesién y perilesional de pacientes con PV
mediante IHQ, especialmente en la dermis, que en piel de controles sanos.
Adicionalmente, monocitos derivados de sangre periférica cocultivados in vitro con KC
apoptéticos (KC-A), pero no con KC vivos (KC-V) ni necréticos (KC-N), produjeron TNF,
que se correlacion6 con el numero de KC-A. Tomando en cuenta los resultados,
proponemos que la acumulacion de células apoptoéticas en dermis y epidermis de
pacientes con PV puede contribuir al dafo a través de la produccién de TNF por
monocitos, que a su vez, puede causar una mayor muerte celular, cerrando asi un circulo

vicioso que puede favorecer la progresion de la enfermedad.
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1. INTRODUCCION

1.1 Pénfigo vulgar

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad humoral autoinmune, de piel y mucosas, que
clinicamente se caracteriza por la presencia de ampollas fragiles. Estas se rompen
facilmente, causando excoriaciones y, en ocasiones, denudaciones extensas. La
caracteristica histolégica principal, responsable de la formaciébn de ampollas, es la
acantélisis, pérdida de adhesidén entre los queratinocitos (KC), por encima de la capa

basal de la epidermis (Fig. 1).

—— Ampolla

Epidermis— 4
Piel —

Dermis —
, Capa basal

de la epidermis

Fig. 1: Acantdlisis suprabasal. Micrografia de luz de un corte de piel donde se observa, del lado derecho,
acantélisis por encima de la capa basal de la epidermis. (Fotografia: Dr. Armando Pérez Torres, Laboratorio

de Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM).

1.1.1 Epidemiologia

El PV, a diferencia de la mayoria de las enfermedades autoinmunes, afecta a mujeres y

hombres en la misma proporcidn, e inicia tardiamente en la vida, entre los 40 y los 60
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anos de edad [1]. La incidencia en México se desconoce, pero en otros paises se ha

reportado que afecta desde 2 hasta 6.8 personas por millon de habitantes por ano [2, 3].

1.1.2 Etiologia
Hasta el momento, la etiologia del PV sigue sin conocerse, pero se cree que esta
enfermedad se presenta en personas genéticamente susceptibles tras el contacto con

ciertos factores ambientales.

El PV se encuentra en un grupo de enfermedades autoinmunes con asociacion HLA casi
absoluta. Se han encontrado consistentemente, y en muy diversas poblaciones, dos
alelos HLA-DR que incrementan la susceptibilidad a desarrollar PV: HLA-DR4 y HLA-
DR14, especificamente HLA-B1*0402 y HLA-DRB1*1401 [4-8]. Otros dos alelos HLA-
DQB1 que también se han asociado con un mayor riesgo de padecer PV son: HLA-
DQB1*0302 y HLA-DQB1*0503 [7-10]. En poblacion mexicana, especificamente, se ha
encontrado una asociacion con HLA-DR14 [11]. Los alelos HLA-DR y HLA-DQ codifican
para complejos de histocompatibilidad mayor (MHC, por sus siglas en inglés, Major
Histocompatibility Complex) de clase Il que se han implicado en la presentacion de
epitopos de desmogleina (Dsg) 3 a linfocitos T auto-reactivos [12]. La Dsg3 es el

autoantigeno principal en PV.

Aun no se sabe con certeza cual es el estimulo (;0 los estimulos?) que causa(n) la
pérdida de tolerancia a ese autoantigeno en personas genéticamente susceptibles; sin
embargo, la exposicién a ciertos factores ambientales se ha asociado con un mayor
riesgo de desarrollar la enfermedad. Entre ellos estan farmacos con un grupo tiol en su
estructura como la D-penicilamina y el captopril [13], materiales de jardineria, pesticidas,
vapor de metales [14] y el virus herpes humano tipo 8 [15].
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1.1.3 Autoanticuerpos

La pérdida de tolerancia, favorecida por la carga genética y la exposicion a ciertos
factores ambientales, lleva entonces a la produccion de autoanticuerpos. El PV es una
enfermedad autoinmune mediada por anticuerpos de tipo IgG dirigidos contra antigenos
presentes en la superficie de los KC [16]. Todos los pacientes tienen anticuerpos contra
desmogleina (Dsg)3 [17] y muchos pacientes tienen también anticuerpos contra Dsg1
[18]. Las desmogleinas son glucoproteinas transmembranales de adhesién. La mayoria
de las desmogleinas forma parte de los desmosomas, uniones de adhesion intercelular
[19] (Fig. 2), pero existen también desmogleinas no desmosomales transadherentes que
juegan un papel importante en la homeostasis celular [20]. Debido a que los
autoanticuerpos estan dirigidos contra moléculas de adhesion, es tentador pensar que la
acantdlisis ocurre cuando los autoanticuerpos bloquean la funcion de adhesion de las
desmogleinas. Sin embrago, el mecanismo de accién de los autoanticuerpos es mucho

mas complejo de lo que parece, como se vera mas adelante.
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Fig. 2: Desomosomas, uniones de adhesion intercelular. Del lado izquierdo se muestra una

microfotografia de un corte de piel donde se resaltan dos queratinocitos (KC) en la epidermis. Si se
observara a mayor aumento con un microscopio electrénico de transmision el espacio entre los dos KC, se
veria algo similar a lo de la imagen central, que es una micrografia electronica de una union intercelular tipo
desmosoma. Del lado derecho se observa un esquema de un desmosoma donde se muestran las proteinas
que forman parte de una unién intercelular. (Fotografias: Dr. Armando Pérez Torres, Laboratorio de Biologia

Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM).

Los anticuerpos contra Dsg3 y Dsg1 no son los Unicos que se han encontrado. Muchos
pacientes también tienen autoanticuerpos contra otras proteinas desmosomales como
desmoplaquina [21] y placoglobina [22], contra otras moléculas de adhesiéon como E-
cadherina [23], contra receptores como la anexina 31 [24] y el receptor para acetilcolina

a9 [25], e incluso, se han reportado anticuerpos anti-mitocondriales [26].

Esta bien establecido que los autoanticuerpos en PV son patogénicos: los bebés de
madres con PV pueden presentar la enfermedad durante las primeras semanas de vida,

hasta que catabolizan las inmunoglobulinas maternas [27]. En el modelo murino de
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transferencia pasiva, al inyectar suero de pacientes con PV a ratones neonatos BALB/c se
produce acantdlisis con histologia tipica de PV y formacién de ampollas [28]. La IgG de
pacientes con PV, sin complemento y sin células inflamatorias, puede inducir pérdida de
adhesién celular en cultivos de KC [29]. La evidencia que apoya la participacion de los

autoanticuerpos es abundante. El problema ha sido descubrir su mecanismo de accion.

1.1.4 Mecanismo de acantdlisis dependiente de anticuerpos

A lo largo de los anos, se han propuesto muchas hip6tesis para tratar de explicar la
pérdida de adhesion entre los KC: bloqueo estérico [17, 30], activacidbn de complemento
[31], activacidn de proteasas [32] y sefalizacion de afuera hacia adentro [20]. La
activaciéon del complemento [33] y la activacion de proteasas [34, 35] ya se han
descartado, pero el bloqueo estérico y la sefalizacién de afuera hacia adentro parecen

estar relacionadas entre si y estan directamente involucrados con la acantdlisis.

La hipétesis del bloqueo estérico propone que los autoanticuerpos anti-Dsg3 bloquean
fisicamente el sitio de adhesion de la Dsg3, evitando su unidn. Existe evidencia que
apoya a esta hipdtesis. Primero, los autoanticuerpos en PV son policlonales [36, 37] y
solo aquellos dirigidos contra la porcidbn aminoterminal de la Dsg3, que es la parte
adhesiva de la molécula, son patogénicos [37, 38]. Segundo, se ha comprobado, tanto
con microscopia de fuerza atbmica de molécula Unica en un sistema libre de células,
como con pinzas de laser en células HaCat (una linea celular de KC humanos), que los
autoanticuerpos de PV inhiben directamente la transinteraccion entre moléculas de Dsg3
[39]. Tercero, péptido- miméticos que estabilizan la transinteraccion de moléculas de Dsg3
bloquean parcialmente la acantélisis inducida por anticuerpos de PV [40].
Interesantemente, micrografias electronicas de lesiones de PV demuestran que los KC se
separan primero en areas interdesmosomales, mientras que los desmosmas permanecen

15



adheridos [41, 42]. Esto indica que son las desmogleinas interdesmosomales las que

pierden el contacto unas con otras, no asi las desmosomales.

Las moléculas de Dsg3 transadherentes, que son las moléculas de Dsg3 de células
adyacentes que estan haciendo contacto, estan senalizando constantemente. Al ser
bloqueado el sitio de adhesion de la Dsg3 por los autoanticuerpos, la sefializacion normal
se ve interrumpida y comienza una nueva transduccion de sefhales de afuera hacia
adentro [20]. Esta senalizacién contribuye a la acantélisis por lo menos de tres maneras
distintas: 1) promoviendo la proliferacion de la capa basal de la epidermis [20], 2)
favoreciendo el encogimiento de los KC por desestabilizacién del citoesqueleto [43] y 3)

induciendo apoptosis de los KC [20, 44, 45].

La proliferacion de la capa basal de la epidermis ocurre porque la Dsg3 transadherente
interdesmosomal esta involucrada, junto con la E-cadherina, en el control del ciclo celular.
Ambas actuan sinérgicamente para inducir arresto celular via Fosfatidilinositol 3-cinasa
(PIBK)/Akt [20]. La via PI3K/Akt tiene diversas actividades en la epidermis, incluyendo
arresto de la proliferacion en la capa basal, asi como diferenciaciébn terminal y
supervivencia de KC en las capas suprabasales [46, 47]. En la capa basal de la
epidermis, cuando se interrumpe la transadhesion de Dsg3 por anticuerpos anti-Dsg3,
ocurre proliferacion de KC [48, 49], probablemente por interrupcién de la via PI3K/Akt [20].
Dado que las células proliferantes reducen su adhesiéon y sufren “redondeo celular”, el

fendbmeno de proliferacion contribuye a la acantdlisis [20].

Ademas de la proliferacion de la capa basal de la epidermis, se ha propuesto que la
desestabilizacion del citoesqueleto también favorece al encogimiento de los KC vy la
acantélisis. Poco tiempo después de la unién de autoanticuerpos de PV a la superficie de
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los KC se ha observado retraccion de tonofilamentos en los KC, asi como ruptura de la
unién entre tonofilamentos y desmosomas, que culminan en el encogimiento de las
células basales [43]. Se ha propuesto que este encogimiento de células basales causa
pérdida de adhesion intercelular al lograr que los desmosomas se desprendan unos de
otros por fuerza mecanica [43]. En este proceso de encogimiento celular se ha observado
participacion tanto del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR por sus siglas
en inglés, Epidermal Growth Factor Receptor) como de Src. Mediante estudios con PP2 y
PD169316, que son inhibidores de la cinasa Src y del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), respectivamente, se ha logrado evitar el encogimiento celular y la
agregacion de filamentos de queratina en cultivos de KC tratados con autoanticuerpos de

PV [50].

Finalmente, aunque ha habido mucho debate al respecto, también se ha propuesto que la
apoptosis de KC causada por anticuerpos de PV es otra de las causas de la acantélisis.
En PV se ha demostrado que ocurre apoptosis de KC. Lo que hasta la fecha se discute es
si la apoptosis es causa o consecuencia de la acantdlisis. Se han propuesto diversos
mecanismos para explicar la induccién de apoptosis por los anticuerpos de PV. Uno de
ellos es la interrupcion de la via PI3K/Akt. En las capas basales de la epidermis, donde los
KC tienen contacto con la membrana basal, la interrupcién de la via PI3K/Akt causa
proliferacion de estas células. En las capas suprabasales, donde los KC no tienen
contacto con la membrana basal, la interrupciéon de la via PIBK/Akt mas bien causaria
apoptosis de los KC [20]. Otro de los mecanismos propuestos depende de EGFR. Tras la
union de autoanticuerpos de PV con sus antigenos membranales, ocurre activacion del
EGFR [44, 50, 51]. EI EGFR pertenece al grupo de tirocincinasas asociadas a receptor,
proteinas transmembranales con actividad intrinseca de tirocincinasa. El EGFR fosforilado
fosforila a su vez a la proteina Src en la capa basal de la epidermis, que a su vez activa a
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mTOR, una cinasa involucrada en la regulacibn de la supervivencia celular [44].
Aparentemente, la activacion de mTOR esta relacionada con la induccion de apoptosis en
las células de la capa basal de la epidermis, ya que si se inhibe mTOR con Rapamicina,
Src con PP1 o las isoformas HER con Erlotinib, se evita la apoptosis de las células
basales y la acantélisis en un modelo murino de PV [44]. Las proteasas involucradas en la
ejecucion de la apoptosis se han implicado en el encogimiento celular por la escision de
tonofilamentos y de las colas citoplasmaticas de las desmogleinas [45]. Debido a que
EGFR y Src estan involucradas tanto en el encogimiento celular como en la apoptosis de
los KC, es dificil saber cual de los dos mecanismos es la causa de la acantélisis. De
hecho, el escenario se complica todavia mas porque se ha observado que no solo los
anticuerpos de PV causan pérdida de adhesion entre los KC, sino que otros mecanismos

humorales también contribuyen.

1.1.5 Mecanismo de acantdélisis independiente de anticuerpos

Existe evidencia de que los autoanticuerpos no son los Unicos mediadores de la
acantolisis en PV [52-54]. Recientemente se reportdé que células HaCaT expuestas a
suero de pacientes con PV depletado de anticuerpos, presentan pérdida parcial de las
interacciones intercelulares, reducciéon de la viabilidad celular y reduccién de la fuerza de
adhesion intercelular [52], eventos directamente ligados a la acantélisis. Se cree que
estos fendbmenos se deben a la accién de distintos mediadores inflamatorios producidos al
presentarse la enfermedad. En el suero y en el liquido de ampollas de pacientes con PV
se han encontrado niveles elevados de diferentes mediadores inflamatorios como
interleucina (IL)-1, IL-6, factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés, Tumor
Necrosis Factor) e IL-10 [55, 56]. Mas aun, los niveles de estas citocinas correlacionan
con la actividad de la enfermedad [57-59]. De estas citocinas, la participacion de IL-1 'y
TNF en la acantélisis ha sido demostrada tanto in vivo como in vitro [53]. Al incubar KC
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humanos con suero de pacientes con PV activo, se incrementd la expresidon de ambas
citocinas y los KC presentaron pérdida de la adhesion intercelular. Ambos fenbmenos
disminuyeron al incubar previamente a los KC con anticuerpos anti-IL-1a y anti-TNF [53].
Mas aun, ratones deficientes en IL-1a, TNF-R1 y TNF-R2 fueron menos susceptibles a
desarrollar lesiones tras la transferencia pasiva de anticuerpos de PV que los ratones
normales [53]. Otro mediador inflamatorio que se ha encontrado elevado en el suero de
pacientes con PV es Fas ligando soluble (sFasL) [60, 61]. Interesantemente, se demostrd
gue existe un sinergismo entre los autoanticuerpos de PV, sFasL y TNF en la disminucion
del tamafo celular y la generacion de acantélisis en KC in vitro [54]. Aunque no se ha
estudiado aun, es probable que tanto TNF como sFasL induzcan apoptosis de los KC y de
esa manera contribuyan a la acantolisis. Sobre todo si consideramos que si se inhibe
PI3K, fendmeno que ocurre al interrumpirse el contacto de la Dsg3 transadherente, los KC
se vuelven susceptibles a la apoptosis inducida por TNF [62]. Al final, los mecanismos de
accion tanto de autoanticuerpos como de otros factores humorales en PV parecen

convergir en un mismo fenémeno: apoptosis.

1.1.6 Apoptosis en PV

La apoptosis en PV se descubrié desde hace mas de una década al intentar determinar si
la pérdida de adhesién entre los KC podria llevar a anoikis en enfermedades ampollosas.
La anoikis es un tipo de apoptosis desencadenado por pérdida de adhesiéon al substrato.
Se tomaron biopsias de pacientes con diversas enfermedades ampollosas, entre ellos 4
pacientes con PV, y se buscé apoptosis de KC mediante TUNEL (por sus siglas en inglés,
Terminal dUTP Nick End Labeling). No en todas las enfermedades ampollosas se observo
apoptosis, pero en PV se encontraron abundantes KC positivos para TUNEL, con
morfologia de células apoptéticas, tanto en zonas con acantélisis como en zonas
cohesivas. En ese momento se propuso que la apoptosis probablemente dependia del
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tipo de union intercelular que estaba afectada en PV pero no en las otras enfermedades
ampollosas [63]. Después de eso, la apoptosis cay6 en el olvido y no fue hasta que se
propuso como posible causa de la acantdlisis [61], que resurgié como un tema importante
en PV. En biopsias de pacientes con PV se ha demostrado la presencia de KC
apoptéticos (KC-A), tanto en epidermis con lesibn como perilesional [60, 61, 63]. También
in vitro se ha demostrado que los autoanticuerpos de PV inducen apoptosis de KC [61,
64-66]. Recientemente se publicd que la apoptosis no es necesaria para que ocurra
acantélisis en PV [67], sin embargo, es innegable que, ya sea antes o después de la

acantolisis, los KC mueren por apoptosis en la epidermis de pacientes con PV.

1.2 Apoptosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que confiere a las células ciertas
caracteristicas morfolégicas bien definidas. Entre ellas se encuentran reduccion del
volumen celular y nuclear (encogimiento celular), redondeo de la célula, vesiculacion de la
membrana y fragmentacion nuclear [68]. La apoptosis ocurre como consecuencia de la
accion de caspasas, proteasas de serina presentes en todas las células como precursores
inactivos. Las caspasas pueden ser activadas por dos vias diferentes, la extrinseca que
es activada por receptores celulares como Fas o TNFR-1, y la intrinseca o mitocondrial,
que depende de la familia Bcl-2. Independientemente del estimulo que desencadene la
apoptosis, ambas vias activan a las caspasas efectoras 3, 6 y 7, que se encargan de
cortar un gran numero de proteinas intracelulares que pierden su funcion por completo o
adquieren una nueva funcion [69, 70]. Este procesamiento de sustratos vuelve Unicas a
las células apoptoéticas, les permite llamar refuerzos y desaparecer sin dejar rastro. La
escision de proteinas les confiere la morfologia tipica [71], les permite generar
lisofosfatidilcolina, un quimioatrayente potente para fagocitos [72] y les da ciertas
caracteristicas bioquimicas que las hacen irresistibles para ser fagocitadas, entre ellas la
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exposicion de fosfatidilserina en la parte externa de la membrana celular [73]. Es por todo
€eso que, en condiciones normales, las células apoptéticas son eliminadas rapidamente,
antes de que puedan perder la integridad de la membrana y liberar el contenido
intracelular. La integridad membranal las distingue de las células necréticas y hace que la
eferocitosis (o fagocitosis de células apoptéticas) tenga consecuencias diferentes a la

fagocitosis de células necroticas.

1.2.1 Eferocitosis

El nombre de eferocitosis viene del latin effero que quiere decir llevar a la tumba o
enterrar. Este evento final de la muerte apoptética es un proceso altamente eficiente. En
un estudio de eliminacién celular se administr6 dexametasona a ratones para inducir
apoptosis de timocitos. A diferentes tiempos, solo se podia detectar una proporcion
pequefia de timocitos apoptbticos, lo cual no sucedia cuando los ratones presentaban
defectos en mecanismos de eliminacidén de células apoptéticas [74]. De igual forma, en la
retina murina en desarrollo, la mayoria de las células apoptéticas que se observan ya
fueron fagocitadas por macréfagos infiltrantes [75]. Por lo tanto, no sorprende que la
proporcién de células apoptdticas que se pueden observar en una seccidn de tejido
normal tefiida con hematoxilina y eosina, es baja debido al rapido proceso de eliminacion
[76]. La eferocitosis no solo depende de fagocitos profesionales. En condiciones normales
se cree que las células apoptéticas son reconocidas y eliminadas por células vecinas
viables, ya que diferentes células mesenquimales y epiteliales tienen la capacidad de
fagocitar células apoptoticas [77]. Sin embargo, cuando se generan muchas células
apoptéticas, como en lesiones tisulares o inflamacién, entonces acuden células del

sistema fagocitico mononuclear para participar en la eferocitosis [78].
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Ademas de ser altamente eficiente, la eferocitosis se considera clasicamente un proceso
antiinflamatorio. Existe evidencia de que las células apoptdticas no solo no causan
inflamacion, sino que activamente suprimen la liberacion de citocinas proinflamatorias por
parte de los fagocitos. La presencia de linfocitos apoptéticos durante la activacion de
monocitos humanos incrementé la secrecion de IL-10, una citocina antiinflamatoria y
reguladora, y disminuyé la produccidon de las citocinas proinflamatorias TNF, IL-1 e IL-12
[79]. Estos resultados se repitieron con neutrofilos apoptéticos [80]. Se ha observado
también que macr6fagos humanos, al fagocitar neutréfilos apoptéticos, producen menores
cantidades de IL-1p3, IL-8, IL-10, GM-CSF, TNF, leucotrieno C4 y tromboxano B2 al ser
estimulados, e incrementan la produccion de TGF-B1, prostaglandina E2 y PAF. Las
células apoptéticas no suprimen solamente la respuesta inflamatoria de fagocitos
profesionales, también la de fagocitos no profesionales. La producciéon de TNF por células
epiteliales de la glandula mamaria disminuyé cuando éstas fagocitaron células
apoptoéticas [81] y fibroblastos estimulados con IL-1B dejaron de producir IL-6 al ser

incubados con células apoptoticas [82].

El problema ocurre cuando la apoptosis es excesiva y las células no pueden ser
removidas oportunamente porque entonces hay riesgo de que éstas evolucionen a células

necroticas secundarias y generen una respuesta inflamatoria.

1.2.2 Necrosis secundaria

La necrosis secundaria ocurre cuando se retrasa o falla el proceso de eliminacion de
células apoptoéticas. Las células pierden la integridad de la membrana celular y parte del
contenido intracelular es liberado. Dado que algunas de las moléculas intracelulares ya se
liberaron durante la apoptosis normal y otras moléculas inmunogénicas fueron procesadas
por caspasas, las células necréticas secundarias tienen sefales de peligro distintas a las
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de las células necréticas primarias [83]. Aun asi, las que se han descrito son
proinflamatorias. Entre ellas estan acido urico, que en células necréticas secundarias se
ha encontrado aun mas elevado que en las primarias, probablemente por la degradacion
de la cromatina, que incrementa en las fases finales de la apoptosis [84]. También se han
detectado fragmentos de DNA en forma de oligonucleosomas en sobrenadantes libres de
células, provenientes de linfocitos apoptéticos, capaces de estimular e inducir proliferacion
de linfocitos [85]. Mas aun, la molécula HMGB-1 se ha encontrado asociada a esos
nucleosomas [86, 87]. Se ha observado que los complejos nucleosoma-HMGB1 de
células necréticas secundarias pueden inducir la expresién de citocinas proinflamatorias
en macréfagos, accion mediada en parte por la activacion de MyD88 secundaria a la

activacion de TLR2 [87, 88].

Aun cuando la apoptosis es una forma fisiolégica muy segura para eliminar células que
sobran o se encuentran dafnadas, es posible que cuando ocurre en exceso, como en PV,
pierda sus efectos antiinflamatorios y favorezca dafio por liberacibn de mediadores

inflamatorios.

2. ANTECEDENTES

El PV es una enfermedad ampollosa autoinmune que involucra piel y membranas
mediada por autoanticuerpos dirigidos contra antigenos de superficie de los KC [16].
Todos los pacientes con PV tienen autoanticuerpos contra Dsg3 [17] y muchos tienen
también anticuerpos contra Dsg1 [18], sin embargo, se han descrito muchos otros
autoanticuerpos dirigidos contra una gran variedad de antigenos de los KC [89]. La
consecuencia de la union antigeno-anticuerpo es la acantolisis, o pérdida de adhesion de
los KC, que causa la aparicion de ampollas intraepidérmicas. Durante muchos anos se
han tratado de descifrar los mecanismos exactos que llevan a la acantdlisis, pero aun no
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se han logrado comprender por completo. Aunque existe evidencia in vitro [29] e in vivo
[28] de que los autoanticuerpos son patogénicos, se ha encontrado que otros mediadores
humorales también contribuyen a la formacion de las lesiones. Al iniciar el PV, comienza
un proceso inflamatorio que lleva a la produccién de diferentes mediadores humorales. Se
han encontrado niveles incrementados de TNF, IL-1 e IL-6 en el suero y en el liquido de
ampollas de pacientes con PV y sus niveles correlacionan con la actividad de la
enfermedad [57, 59]. Especificamente, se ha demostrado in vitro e in vivo que las
citocinas proinflamatorias TNF e IL-1B desempenan un papel importante en la acantélisis
[53]. Mas aun, TNF y FasL se han asociado directamente al desarrollo de la acantélisis
actuando sinérgicamente con los autoanticuerpos contra Dsg3 [54]. Evidencia directa de
la contribucion del TNF a la patogénesis del PV proviene de reportes de casos acerca del
tratamiento exitoso de pacientes con los antagonistas de TNF etanercept e infliximab.
Ambos han sido utilizados exitosamente en pacientes con PV grave y resistente a
tratamiento. Especificamente, etanercept caus6 una reduccién dramatica de la actividad
de la enfermedad en 4 pacientes que no habian respondido a diversos agentes
ahorradores de esteroides, permitiendo la reduccion de la dosis de prednisona requerida
para controlar los sintomas [90]. Interesantemente, en un paciente con PV recalcitrante
tratado con infliximab se observd cese de la formacion de ampollas en solo 48 horas [91].
Esto sugiere que el TNF participa directamente en la formacion de lesiones, ademas de
participar como inductor de la respuesta inmune. Aunque en PV el TNF es producido por
KC como se demostré por RT-PCR [53], en ensayos de hibridacion fluorescente in situ
(FISH) solo se detectd6 TNF en una proporcidon pequefia de pacientes, en células
acantoliticas y células alrededor de la ampolla [92]. Por lo tanto es probable que exista

otra fuente aun no identificada de TNF en pacientes con PV.
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La accion combinada de Dsg3, TNF y FasL sobre los KC causa acantélisis, pero también
induce apoptosis. En 1998, Gniadecki et al., describieron la presencia de células
apoptéticas en la epidermis de pacientes con PV [63] y desde entonces se ha reportado la
presencia de células apoptéticas en la epidermis de pacientes con PV en varias

ocasiones [60, 61, 93].

En organismos multicelulares, la apoptosis es un medio muy efectivo para eliminar células
innecesarias, danadas o peligrosas. La apoptosis ocurre en gran cantidad en el cuerpo,
sin embargo, rara vez se detectan células apoptéticas en los tejidos [76] ya que son
rapidamente fagocitadas y eliminadas [74]. En la mayoria de los tejidos, la remocion de
células apoptéticas la llevan a cabo las células vecinas y, cuando hay demasiadas células
apoptoticas, fagocitos profesionales [78]. En condiciones normales, la eferocitosis resulta
en inmunosupresion activa a través de la produccion de citocinas antiinflamatorias por
parte de los fagocitos [94]. Sin embargo, si la eferocitosis no es oportuna y eficiente, las
células apoptoéticas se acumulan y existe el peligro de que evolucionen a células
necroticas secundarias (postapoptéticas), que pierden la integridad membranal y dejan
salir moléculas intracelulares citotoxicas y antigénicas a los tejidos circundantes [95]. De
hecho, alteraciones en la eliminacién de las células apoptéticas se han asociado a

enfermedades inflamatorias crénicas y a autoinmunidad [96].

El hecho que se hayan detectado células apoptéticas en la epidermis de pacientes con
PV es una indicacién de que se estan acumulando. Existe evidencia de que el TNF esta
elevado en el suero de los pacientes con PV. Aunque se ha visto que los KC pueden
producir TNF [53], solo se ha detectado en pocos pacientes y se limita a células
acantoliticas y a células alrededor de la ampolla [92]. Esto sugiere que debe de haber otra
fuente de TNF en los pacientes con PV. El objetivo de este estudio fue determinar la
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proporcién de células apoptoéticas, la presencia y distribucion de células fagociticas CD1a
+y CD14+ en piel de pacientes con PV y analizar, tanto en biopsias de pacientes con PV
como in vitro, si una elevada proporcion de células apoptdticas pudiera estar
contribuyendo a la respuesta inflamatoria al incrementar la produccién de TNF por parte

de monocitos CD14+.

3. HIPOTESIS
Los monocitos, al ser estimulados con un exceso de KC-A, secretaran TNF que podria ser

responsable de perpetuar la apoptosis presente en las lesiones de pacientes con PV.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar la participacion de monocitos en el dafio epidérmico de pacientes con PV.

4.2 Objetivos especificos
1. Buscar apoptosis en piel con lesion y perilesional de pacientes con PV.
2. Realizar andlisis inmunohistoquimico de piel con lesion y perilesional de pacientes con
PV.
a. Determinar distribucion y presencia de monocitos/macréfagos CD14+ y células
dendriticas CD1a+.
b. Determinar distribucidén y presencia de TNF.
3. Analizar in vitro la respuesta de monocitos estimulados con KC-A:
a. Realizar cultivo de KC.
b. Inducir apoptosis de KC.

c. Cuantificar produccion de TNF en co-cultivos de monocitos y KC-A.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Pacientes y controles

Se incluyeron 5 pacientes, 2 mujeres y 3 hombres, con diagnéstico clinico e histolégico de

PV. Al momento de la biopsia los pacientes tenian entre 25 y 47 anos, habian tenido una

evolucion de la enfermedad de entre 2 y 12 meses, y ninguno habia recibido tratamiento

especifico al momento de la biopsia (Tabla 1). Como controles se incluyeron 4 voluntarios

sanos, de los cuales 3 tenian la misma edad y el mismo género que los pacientes. La

biopsia de los controles fue tomada de la misma region que la de los pacientes (Tabla 2).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital General de México. Todas las

personas incluidas en el estudio dieron su consentimiento informado para participar en él.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes con PV incluidos en el estudio.

Pacientes | Género | Edad | Tiempo de Sitio de Fenotipo Inmuno- indice de Sitio de toma
evolucion Inicio fluorescencia | Dsgl y Dsg3* de biopsia

JCMH M 47 4 meses Mucosa oral | Mucocutaneo | IgG ND Torax anterior
intercelular

JGE M 46 12 meses Cara Mucocutaneo | IgGy C3 ND Espalda
intercelular

RGC F 31 4 meses Mucosa oral | Mucocutaneo | IgG ND Brazo
intercelular

ISH M 25 2 meses Mucosa oral | Mucocutaneo | IgG Dsgi1- 14 Hombro

y cuerpo intercelular Dsg 3- 103

NMS F 30 5 meses Axilas Mucocutaneo | IgG Dsg1- 55 Abdomen

intercelular Dsg3- 103

* Determinado utilizando MESACUP Dsg1 and Dsg3 ELISA Test System (MBL). Un resultado > 20 es

considerado positivo. ND - no determinado.
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Tabla 2: Caracteristicas de los controles sanos incluidos en el estudio.

Controles Género Edad Sitio de toma
de biopsia
MCD F 57 Espalda
EFF F 30 Brazo
JOR M 25 Hombro
MCL F 30 Abdomen
5.2 Biopsias

De cada paciente se obtuvieron dos biopsias, una de piel lesional y otra de piel
macroscopicamente perilesional adyacente a la lesion. De los controles solo se obtuvo
una biopsia. Las biopsias se obtuvieron mediante sacabocados (punches) de 4 mm de
diametro (Stiefel Laboratories), se incluyeron en compuesto O.C.T. (Tissue-Tek, Sakura

Finetek U.S.A. 4583) y se congelaron a -70°C hasta su uso.

5.3 Inmunohistoquimica (IHQ)

De cada biopsia se realizaron cortes de 7 um con un criostato (Microm HM 505N) y se
montaron sobre portaobjetos cargados positivamente (Shandon Microscope Slides,
Superfrost Plus, Thermo, Ref. 6776214). Los cortes se fijaron en acetona anhidra durante
10 minutos a temperatura ambiente. La actividad de peroxidasa endogena fue inactivada
con Peroxoblock (Zymed, Invitrogen, No. Cat.00-2015) durante 45 segundos. Para
anticuerpos primarios hechos en raton, los sitios inespecificos se bloquearon con Serum
Blocking Solution (Histostain Plus Mouse Primary Aminoetilcarbazol (AEC), Invitrogen, No.
Cat. 85-6543) durante 10 minutos. Para el anticuerpo primario hecho en conejo, no
biotinilado, el bloqueo de sitios inespecificos se realiz6 con una solucidon bloqueadora
compuesta por D-PBS (por sus siglas en inglés, Dulbecco’s-Phosphate Buffered Saline)

con albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés, Bovine Serum Albumin) (PAA,
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No. Cat. K41-001) al 2%, Triton X-100 (Sigma, No. Cat. T8787) al 0.1% y Tween 20
(Sigma, No. Cat. P1379) al 0.05% , durante 60 minutos. Se utilizaron anticuerpos
primarios hechos en raton contra: CD1a (1:50, Clona NA1/34, Dako, No. Cat. M0721),
CD4 (1:20, Clona MT310, Dako), CD14 (1:25, Clona TUK4, Dako, No. Cat. M0825) y TNF
(1:300, Clona MAb1, BioLegend, No. Cat. 502802). Se usaron dos anticuerpos primarios
contra la forma activa de caspasa-3, uno conjugado con biotina (1:25, BD Pharmingen,
No. Cat. 557038) y uno sin conjugar (1:1000, Abcam, No. Cat. ab 13847). Los tejidos con
los anticuerpos primarios se incubaron toda la noche, en cdmara humeda, a 4°C. Para los
anticuerpos primarios hechos en ratdn, se utilizé un anticuerpo secundario biotinilado
(Histostain Plus Mouse Primary (AEC), Invitrogen, No. Cat. 85-6543) durante 10 minutos.
Para el anticuerpo primario hecho en conejo, no biotinilado, se utiliz6 como secundario un
anticuerpo biotinilado cabra anti-conejo ((Biotin (Fab’)2 IgG, 1:300, Zymed, No. Cat.
62-1840) durante 30 minutos a temperatura ambiente. Todas las laminillas fueron
entonces incubadas con el conjugado enzimatico (Histostain Plus Mouse Primary (AEC),
Invitrogen, No. Cat. 85-6543) durante 10 minutos y se revelaron con aminoetilcarbazol
(AEC Single Solution Chromogen, Histostain Plus Mouse Primary (AEC), Invitrogen, No.
Cat. 85-6543). La contratincion se realiz6 con hematoxilina acuosa. Para obtener el
porcentaje de células positivas, se fotografiaron 15 campos de cada una de las capas de
la piel (epidermis, dermis papilar y dermis reticular) con el objetivo de 63x. Cada campo
corresponde a 0.27 mmz2. En cada microfotografia, se contaron todas las células positivas
y negativas que se observaron y se calcul6 el porcentaje de células positivas. En el caso
de marcadores membranales como CD1a, CD14 y caspasa 3 activada, las células se
consideraron positivas si tenia tanto nucleo como citoplasma y la tincién estaba en el

contorno celular.
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5.4 TUNEL (Terminal dUTP nick end labeling)

Cortes de tejido de 7 um fueron fijados con paraformaldehido al 4% en D-PBS PH 7.4,
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras un lavado con D-PBS durante 30
minutos, se bloqued la actividad de peroxidasa enddgena como se describié para la IHQ.
Posteriormente, se incubaron las laminillas 2 minutos en hielo con solucién de
permeabilizacion que contiene Tritbn X-100 (Sigma, No. Cat. T8787) al 0.1% y citrato de
sodio (Sigma, No. Cat. S-4641) al 0.1% en D-PBS. Después de enjuagarlas, las laminillas
fueron incubadas con mezcla de reaccion de TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit
Peroxidase (POD), Roche, No. Cat. 11684817910), compuesta por 5 pl de enzima y 45 pl
de nucle6tidos marcados, durante 60 minutos a 37°C en camara humeda. Las laminillas
se lavaron y fueron incubadas 30 minutos con convertidor de peroxidasa (POD Converter,
In Situ Cell Death Detection Kit POD, Roche, No. Cat. 11684817910) bajo las mismas
condiciones. Las laminillas fueron reveladas y contratefiidas como se describi6é para IHQ.
En el caso de TUNEL, las células eran consideradas positivas si tenian ndcleo y

citoplasma y la tincién era nuclear.

5.5 Dobles tinciones

Las dobles tinciones se realizaron en cortes de tejido de 4 um. Los cortes fueron fijados
con paraformaldehido al 2% en D-PBS pH 7.4. A continuacion se realiz6 TUNEL como se
describié previamente, con una excepcion. El revelador o cromdgeno que se utilizd fue
diaminobencidina (DAB Substrate, Roche, No. Cat. 11 718 096 001) en lugar de AEC. Una
vez revelado el TUNEL, se realizé IHQ con los reactivos del kit Histostain Plus Mouse
Primary (AEC) (Invitrogen, No. Cat. 85-6543) siguiendo las instrucciones del fabricante,
hasta la incubacidén con el anticuerpo secundario biotinilado. Posteriormente se agrego el
complejo enzimatico con fosfatasa alcalina (AP) ABComplex/AP (Dako, No, Cat. K 0376)
durante 30 minutos. La fosfatasa alcalina se revel6 con el kit AP Red Substrate (Zymed,
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No. Cat. 00-2203) mas levamisol (Zymed, No. Cat. 00-2205) para bloquear la actividad

enddgena de fosfatasa alcalina. Los cortes se contratifieron con hematoxilina acuosa.

5.6 Cultivo de 3T3 y KC

Fibroblastos 3T3, que fueron utilizados como células nodrizas para el cultivo de KC,
fueron cultivados con DMEM (GIBCO, No. Cat. 31600-026) mas 10% de suero fetal
bovino (SFB) (GIBCO, No. Cat. 26140-079) a 37°C con 5% de CO.. Para volverlos post-
mit6ticos se incubaron 4 horas con Mitomicina C 8 pug/ml (Sigma Aldrich, No. Cat. M0503)
a 37°C con 5% de CO2. Se enjuagaron varias veces con D-PBS con Ca2+ y Mg2+ y se
dejaron con DMEM mas 10% SFB durante 24 horas, a 37°C con 5% de CO: antes de ser

utilizados.

El cultivo de KC humanos se realizé a partir de la vaina radicular externa del pelo,
siguiendo la técnica de Limat y Hunziker [97]. La unica variacion fue la sustitucion de
fibroblastos dérmicos por 3T3. Brevemente, para cada cultivo se recolectaron 15-20 pelos,
con raiz, de voluntarios sanos. En un estereomicroscopio, con un bisturi, se cortd el
extremo del pelo que tenia la raiz y se desechoé el resto del pelo. Los bulbos pilosos asi
obtenidos se lavaron mediante pipeteo vigoroso con DMEM mas 10% SFB. Luego se
incubaron con tripsina (GIBCO, No. Cat. 15090046) 0.1% /EDTA (Baker, No. Cat.
8991-01) 0.02%, durante 18 minutos a 37°C, para desprender las células de la vaina
radicular externa. La tripsina se neutralizé con medio primario para KC que contiene 3
partes de DMEM y 1 parte de Ham F12 (Cambrex, No. Cat. 12-615-F), 10% SFB,
penicilina 100 U/ml/estreptomicina 100 pg/ml (GIBCO, No. Cat. 15070-063), adenina
(Sigma Aldrich, No. Cat. A-2786) 0.135 mM, insulina (Novolin R, Novo-Nordisk) 5 pug/ml ,
triiodotironina (Sigma Aldrich, No. Cat. T-2877) 4 nM , hidrocortisona (Sigma Aldrich, No.
Cat. H-4001) 0.4 pg/ml. Los bulbos pilosos fueron pipeteados varias veces para
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desprender las células. Estas fueron sembradas en 5 cajas de 35 mm con una monocapa
de fibroblastos 3T3 post-mitéticos (20 000 3T3/ml) con medio primario para KC, a 37°C
con 5% de COz2. Siete dias después se cambi6 el medio de cultivo a medio final para KC
que consiste en medio primario para KC mas factor de crecimiento epidérmico (EGF, por
sus siglas en inglés, Epidermal Growth Factor) (Sigma Aldrich, No. Cat. E-4127) 10 ng/ml,
toxina del célera (Sigma Aldrich, No. Cat. C-8052) 84 ng/ml, anfotericina B (GIBCO, No.
Cat. 15290018) 0.25 pg/ml y L-glutamina (GIBCO, No. Cat. 25030-081) 2 mM. Se les hizo
cambio parcial de medio cada tercer dia durante 7-10 dias, hasta que los KC pudieran ser
subcultivados sin células nodrizas. Los KC se subcultivaron en 2 medios diferentes, uno
gue permitiera obtener células apoptoticas y el otro que permitiera obtener células vivas o
necroticas. Los KC a los que se les iba a inducir apoptosis se subcultivaron en Defined
Keratinocyte Serum Free Medium (D-KC-SFM) (GIBCO, No. Cat. 10744-019), que esta
suplementado con factores de crecimiento recombinantes. Los KC que se iban a ocupar
como controles vivos o necroticos se subcultivaron en Keratinocyte Serum Free Medium
(KC-SFM) (GIBCO, No. Cat. 17005-042), que esta suplementado con extracto de hipdfisis

bovina y EGF.

5.7 Separacion y cultivo de monocitos de sangre periférica

Para la separacidon de monocitos se obtuvieron “buffy coats” de donadores de sangre
sanos. Las células mononucleares de sangre periférica se aislaron mediante un gradiente
de Histopaque (Sigma Aldrich, No. Cat. 10771). En cajas petri de vidrio de 20 cm se
sembraron 100-150 millones de células con RPMI 10% SFB y se dejaron adherir durante
90 minutos a 37°C con 5% de CO2. Los mononucleares no adherentes se quitaron
mediante cuatro lavados con D-PBS a temperatura ambiente. Las células adherentes se
incubaron durante 15 minutos con EDTA (Baker, No. Cat. 8991-01) 5 mM en D-PBS 50% /
RPMI 50%, a 4°C y se desprendieron con un policia de caucho. Se centrifugaron a 400 X
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g, 10 minutos, a 4°C y se sembraron 7 x 105 células en placas de 24 pozos con RPMI
(GIBCO, No. Cat. 31800-014 ) mas 10% SFB. Se dejaron reposar 24 horas a 37°C con

5% de COz2 antes de usarlos.

Para determinar la pureza de los monocitos, se incubaron 108 células por condicidén. Se
incluyeron tres condiciones: sin tefiir, tenidas con un anticuerpo contra CD14 acoplado a
ficoeritrina (PE, por sus siglas en inglés, Phycoerythrin) y tefiidas con el control de isotipo
correspondiente. Las células fueron tefidas incubandolas con anti-CD14PE (BD
Pharmingen, No. Cat. 555398) o control de isotipo (BD Pharmingen, No. Cat. 555749)
1:25, durante 15 minutos, a temperatura ambiente. Posteriormente fueron lavadas con D-
PBS, centrifugadas a 400 X g, 10 minutos, a 4°C y resuspendidas en 500 ul de D-PBS.
Se analizaron en un citbmetro de flujo FACSort (BD Biosciences) y se registraron 104

eventos.

5.8 Induccién de apoptosis y necrosis de KC

Para inducirles apoptosis, los KC que habian sido cultivados en D-KC-SFM y se
encontraban en el dia 13 desde el subcultivo, fueron tratados con camptotecina (Sigma
Aldrich, No. Cat. C9911) 5 uM en medio fresco, por 72 horas a 37°C con 5% de COo. Tras
recolectar el sobrenadante, las células que aun se encontraban adheridas fueron
incubadas con tripsina 0.1%/ EDTA 0.02%, a 37°C por 9 minutos, y se desprendieron por
pipeteo. Células y sobrenadante se combinaron y se centrifugaron a 260 X g a 4° C por
10 minutos. Para obtener KC vivos (KC-V), a los KC que habian sido cultivados en KC-
SFM y se encontraban en el dia 13 desde el subcultivo, se les hizo cambio completo de
medio y se dejaron durante 72 horas mas a 37° C con 5% de CO2. A las 72 horas se
desech6 el sobrenadante, las células fueron desprendidas y recolectadas como se
especificd arriba. La mitad de las células cultivadas con KC-SFM se sometieron a 3 ciclos
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de congelacion/descongelacion para inducirles necrosis. Las células apoptéticas,
necréticas o vivas asi obtenidas se emplearon después para ensayos con anexina V-
FITC/loduro de propidio (IP) o para co-cultivos de monocitos/KC. Para determinar si las
células estaban vivas, apoptéticas o necréticas, se realizé un ensayo de anexina V-FITC/
IP. 105 KC se incubaron en un buffer de HEPES-calcio (HEPES-NaOH 10 mM pH7.4,
NaCl 140 mM, CaClz> 2.5 mM) con anexina-V-FITC (BD Pharmingen, No. Cat. 556419)
1:25 y IP 1.5 pg/ml (Sigma Aldrich, No. Cat. P4170), durante 15 minutos, en la oscuridad,
a temperatura ambiente. Las células se colocaron en hielo y se analizaron

inmediatamente en un citdmetro de flujo FACSort. Se registraron 104 eventos.

5.9 Marcaje de KC con CFSE y ensayo de fagocitosis

Cuatro dias antes del co-cultivo de monocitos y KC, se marcaron los KC con CFSE (por
sus siglas en inglés, Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester). Los KC se desprendieron y
se centrifugaron como se describidé previamente. Las células se resuspendieron en 1 ml
de medio correspondiente, ya sea D-KC-SFM o KC-SFM, con CFSE 10 uM (Molecular
Probes, No. Cat. C1157). Se incubaron durante 10 minutos a 37°C en la oscuridad, y
luego se lavaron 3 veces con 10 ml de medio de cultivo frio. Se resembraron en botellas
de 75 cm con el medio de cultivo correspondiente y se colocaron en la incubadora a 37°C
con 5% de COz2, protegidas de la luz. Al siguiente dia, se les hizo cambio de medio de
cultivo total y a aquellos KC cultivados en D-KC-SFM, también se les agreg6
camptotecina 5 pM. La induccién de apoptosis y necrosis de los KC se llevé a cabo como

se describi6é previamente.

Para el ensayo de fagocitosis, monocitos purificados previamente fueron co-cultivados
con KC-V, KC-A y KC-N marcados con CFSE, en una relacion 1:1, en cajas de 24 pozos
protegidas de la luz. El co-cultivo se dej6 3 horas a 37°C con 5% de COa2. Los
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sobrenadantes se retiraron cuidadosamente y las células restantes se incubaron con
EDTA 5 mM a 4°C por 15 minutos y se desprendieron por pipeteo. Las células se
centrifugaron a 360 X g, 10 minutos a 4°C, se resuspendieron en D-PBS y se incubaron
con anti-CD14PE (BD Pharmingen, No. Cat. 555398) 1:25 durante 15 minutos, en la
oscuridad. Las células fueron analizadas en un citdmetro de flujo FACSort y se registraron
104 eventos. Las células restantes se examinaron posteriormente en un microscopio de
fluorescencia Zeiss Axio Imager M1 (Zeiss) y se fotografiaron con una camara Axiocam

MR c5 (Zeiss).

5.10 Co-cultivo de monocitos y KC para determinacion de TNF

Para analizar la produccion de TNF, monocitos purificados previamente fueron co-
cultivados con KC-V, KC-A o KC necréticos (KC-N), o bien con esferas de poliestireno en
una relaciéon 7:1, 5:1, 1:1 6 1:2, respectivamente, en placas de 24 pozos. Como controles,
ambas células fueron cultivadas solas y monocitos también fueron estimulados con
lipopolisacéarido (LPS) 10 ng/ml. Los cultivos se colocaron a 37°C con 5% de COz2 durante
18 horas. Posteriormente se retiraron los sobrenadantes, se centrifugaron a 360 X g
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se almacenaron a -70°C hasta su uso. La
concentracion de TNF en los sobrenadantes se determindé mediante ELISA sandwich. En
una placa de 96 pozos de alta union y de fondo plano (Costar, Corning Incorporated, No.
Cat. 3590) se colocaron 50 ul por pozo de anticuerpo de captura diluido en buffer de
fosfato dibasico de sodio 0.1M a pH 9. El anticuerpo de captura para TNF (BD
Pharmingen, No. Cat. 551220) se utiliz6 a una concentracién de 4 pg/ml. La placa con el
anticuerpo de captura se tap6 y se dejdé a 4°C durante toda la noche. Se lavé la placa 4
veces con una solucion de PBS con Tween 80 (Sigma Aldrich, No. Cat. P1754) 0.01% en
un lavador de placas de ELISA (Autostrip Washer ELx50, Bio-Tek Instruments). Para
bloguear la placa se agregaron 200 pl por pozo de solucién bloqueadora y se incub6 30
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minutos a temperatura ambiente. Se lavd la placa 3 veces, se colocaron 100 ul por pozo
de la curva de concentracién estandar y de los sobrenadantes y se incubd la placa 2
horas a temperatura ambiente. EI TNF recombinante que se utilizd fue de BD
Pharmingen, No. Cat. 554618 y las concentraciones que se utilizaron para la curva
estandar fueron de 10 a 200 pg/ml. Se lavo la placa 4 veces, se agregaron 100 pl de
anticuerpo de deteccion (BD Pharmingen, No. Cat. 554511) diluido en BSA al 1% con
0.05% de Tween 20 a una concentracion de 0.5 ug/ml y se dejé 1 hora a temperatura
ambiente. Se lavo la placa 6 veces, se colocaron 100 ul por pozo del complejo
estreptavidina-AP (Invitrogen, No. Cat. 19542-018) diluido 1:2000 en BSA al 1% con
0.05% de Tween 20 y se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavo la
placa 8 veces y a cada pozo se le agregaron 100 pl de solucién reveladora, compuesta
por buffer sustrato y sustrato de fosfatasa a 5 ug/ml y se dejo en la oscuridad durante 30
minutos para TNF. La lectura se realizé a 405 nm en un lector de ELISA (pQuant, Bio-Tek)

y las concentraciones de las citocinas se obtuvieron mediante el programa KC4.

5.11 Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante el programa de estadistica Minitab 15. Dado que
el numero de biopsias fue pequefio y no se puede asumir una distribucion normal, en las
graficas de las biopsias se presenta la mediana. Para el analisis estadistico se aplico la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Cuando habia diferencias entre los grupos, se
aplico la prueba U de Mann-Whitney. Un valor de P menor a 0.05 se considero
estadisticamente significativo. Para los resultados in vitro se aplic6 ANOVA de una via
seguida de la prueba de rangos de Tukey en caso de encontrarse diferencias entre los

grupos. Un valor de P menor a 0.05 se consider6 estadisticamente significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Abundante apoptosis en la piel de pacientes con PV

Era importante determinar si la apoptosis es un componente relevante de las lesiones de
PV. En este estudio se incluyeron cinco pacientes con PV activo, con una evolucién de la
enfermedad de 2 a 12 meses, que no habian recibido tratamiento previo. De cada
paciente se obtuvieron dos biopsias, una de piel macroscépicamente lesional y otra de
piel macroscOpicamente perilesional. De los controles se obtuvo una sola biopsia de piel
sana. La presencia de muerte celular en las biopsias de piel se determin6 mediante
TUNEL y se corroboré con IHQ para caspasa 3 activada. En la epidermis lesional y
perilesional de pacientes con PV se observd un incremento notable de células positivas
para TUNEL en comparacion con la epidermis de los controles (Fig. 3A, arriba). Para
obtener el porcentaje de células positivas en la epidermis, se fotografiaron 15 campos de
epidermis con el objetivo de 63x y se contaron todas las células, tanto negativas como
positivas, para cada persona incluida en el estudio. El 62.8% (rango 46-64.6%) y 54.9%
(rango 39.9-56.6%) de células fueron positivas para TUNEL en epidermis lesional y
perilesional, respectivamente, en comparaciéon con 2.4% (rango 1.03-3.9%) de células
positivas en epidermis control (Fig. 3B). La técnica de TUNEL no es apropiada como
marcador especifico de apoptosis, ya que puede detectar tanto células apoptdticas como
necréticas. Por esa razdn, se decidié corroborar los hallazgos mediante IHQ, utilizando un
anticuerpo contra caspasa 3 activada. Los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con TUNEL. Tanto en epidermis lesional como perilesional se observd un incremento en la
cantidad de células tefidas, en comparacion con la epidermis control (Fig. 3A, abajo).
56.6% (rango 42.9-71%) de células en la epidermis lesional y 53.3% (rango 48.5-57%) en
la perilesional fueron positivas para caspasa 3 activada, mientras que en la epidermis
control solo el 3% (rango 2.1-4.9%) fueron positivas (Fig. 3B). La diferencia entre la
apoptosis presente en la epidermis de pacientes (tanto lesional como perilesional) y
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controles fue estadisticamente significativa, tanto con TUNEL como con IHQ contra
caspasa 3 activada. Sin embargo, no se encontr6 diferencia significativa entre la
apoptosis presente en la epidermis lesional y la perilesional (Fig. 3B). Es importante
mencionar que aunque macroscopicamente la piel perilesional parecia no tener lesiones,
encontramos que microscopicamente, 3 de 5 biopsias perilesionales presentaron
acantdlisis. Aun asi, el porcentaje de células apoptéticas en esas 2 biopsias sin acantélisis
no fue menor que en las otras 3. En la epidermis lesional y perilesional, las células
apoptéticas estaban presentes en todas las capas de la epidermis, no solo en areas de

acantolisis, sino también en areas cohesivas.
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Fig. 3: Incremento de células apoptoéticas en epidermis de pacientes con PV. (A) Fotomicrografia de
epidermis control (columna izquierda), epidermis con lesion (columna central) y perilesional (columna
derecha). Células positivas para TUNEL (fila superior) y para caspasa 3 activada (fila inferior) estan
presentes en epidermis con lesion y perilesional de pacientes con PV, pero no en epidermis de controles
sanos. Barra: 20 um. (B) Los porcentajes de células positivas para TUNEL (TUNEL) y para caspasa 3
activada (C3A) son significativamente mayores en epidermis lesional y perilesional de pacientes con PV que

en epidermis de controles sanos. O - mediana. * Diferencia significativa con el control, p<0.05.
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Un hallazgo que nos llamoé la atencion fue que la apoptosis no se limitaba a la epidermis
en PV. También en la dermis de los pacientes con PV habia abundante muerte celular
detectable mediante TUNEL e IHQ contra caspasa 3 activada. (Fig. 4 A). Para determinar
si la muerte celular ocurria diferencialmente en dermis papilar y reticular, se contaron 15
microfotografias de dermis papilar y 15 de dermis reticular para cada persona. En la
dermis papilar lesional y perilesional, 59.3% (rango 40.1-65.2%) y 53.3% (rango
49-60.2%) de células, respectivamente, fueron positivas para TUNEL, mientras que 47.2%
(rango 28.9-55%) y 50.5% (rango 34.3-60.1%), en el mismo orden, fueron positivas para
caspasa 3 activada (Fig. 4B, izquierda). Esto contrasta con 4.3% (rango 2.3-4.8%) de
células positivas para TUNEL y 4.2% (rango 3.7-6%) para caspasa 3 activada en dermis
papilar de controles sanos (Fig. 4B, izquierda). Los resultados no fueron muy diferentes
en la dermis reticular. 50.8% (rango 32.6-63.6%) y 52% (rango 47.1-62.5%) de células en
dermis reticular lesional y perilesional, respectivamente, fueron positivas para TUNEL,
mientras que 43.2% (rango 32.8-58.4%) y 48% (rango 33.3-56.8%) de células, en el
mismo orden, fueron positivas para caspasa 3 activada (Fig. 4B, derecha). En la dermis
reticular de controles sanos, solo 6.6% (rango 5.9-7.4%) de células fueron positivas para
TUNEL y 5.4% (rango 4.1-6.5%) lo fueron para caspasa 3 activada (Fig. 4B, derecha). La
diferencia entre la dermis papilar y reticular de pacientes, tanto lesional como perilesional,
fue significativamente diferente a la de los controles, mediante TUNEL e IHQ contra
caspasa 3 activada (Fig. 4B). Sin embargo, como ocurrié en epidermis, no se encontraron
diferencias significativas en los porcentajes de muerte celular entre dermis lesional y

perilesional. Tampoco se encontro diferencia entre aquellas biopsias con y sin acantolisis.
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Fig. 4: Incremento de células apoptoticas en dermis de pacientes con PV. (A) Fotomicrografia de
dermis control (columna izquierda), dermis con lesion (columna central) y perilesional (columna derecha).
Células positivas para TUNEL (fila superior) y para caspasa 3 activada (fila inferior) estan presentes en
dermis con lesion y perilesional de pacientes con PV, pero no en dermis de controles sanos. Barra: 20 um.
(B) Los porcentajes de células positivas para TUNEL (TUNEL) y para caspasa 3 activada (C3A) son
significativamente mayores en dermis lesional y perilesional de pacientes con PV que en dermis de

controles sanos. O - mediana. * Diferencia significativa con el control, p<0.05.

6.2 Células del sistema fagocitico mononuclear en la piel de pacientes con PV
Las células apoptéticas son capaces de producir sefiales quimiotacticas para atraer

fagocitos [98] y favorecer su remociéon. Con tal acumulacion de células apoptéticas en la
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piel de los pacientes con PV esperabamos encontrar células del sistema fagocitico
mononuclear infiltrando tanto epidermis como dermis. Buscamos células dendriticas CD1a
+ y monocitos/macrofagos CD14+ en biopsias lesionales y perilesionales de pacientes

con PV y de controles sanos.

6.2.1 CD1a+

En la epidermis lesional, se detectaron pocas células CD1a+ y estaban distribuidas por
todas las capas epidérmicas. En la epidermis perilesional, las células CD1a+ se
encontraron principalmente en la capa basal y en la parte inferior de la capa espinosa,
aunque algunas células CD1a+ se observaron en la parte superior de la capa espinosa y
en la capa granular. En los controles, la distribucion de células CD1a+ fue similar a la de

la epidermis perilesional.

En dermis papilar lesional y perilesional, la mayoria de las células CD1a+ se encontraban
inmediatamente por debajo de la epidermis formando grupos de células alrededor de
vasos y, menos frecuentemente se observaban como células individuales. En dermis
reticular lesional, las células CD1a+ se veian con la misma frecuencia aisladas que
formando grupos. En la dermis reticular perilesional la mayoria de las células estaban
esparcidas y solo unas pocas se veian formando grupos. En lo que se refiere a anexos
cutaneos de la dermis lesional, las células CD1a+ se observaban frecuentemente tanto en
foliculos pilosos como en glandulas, mientras que en la dermis perilesional, esto no era
tan frecuente y la mayoria de las células CD1a+ estaba en foliculos pilosos. En dermis
papilar y reticular control, las células CD1a+ estaban principalmente formando grupos con
otras células. Se encontraban frecuentemente alrededor de vasos y en apéndices tanto

en foliculos pilosos como en glandulas.
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Ademas de su localizacibn microanatomica, también fue analizado el porcentaje de
células CD1a+. Las células CD1a+ estuvieron incrementadas no solo en epidermis
perilesional, sino en dermis lesional y perilesional (Fig. 5A). En la piel perilesional
encontramos los siguientes porcentajes de células CD1a+ en comparacion con la piel
control: 6.4% vs 3.1% en epidermis, 11.7% vs 6% en dermis papilar y 20% vs 6.6% en
dermis reticular (Fig. 5B). En piel lesional, el porcentaje de células CD1a+ en epidermis
tendié a ser menor que aquel de epidermis control (2.6% vs 3.1%), aunque la diferencia
no fue significativa. Cuando analizamos la dermis lesional encontramos que el porcentaje
de células CD1a+ estaba significativamente incrementado en comparacion con la dermis

control: 13.5% vs 6% en la dermis papilar y 20.8% vs 6.6% en la dermis reticular (Fig. 5B).
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Fig. 5: Distribucion y proporcién de células CD1a+ en epidermis y dermis de pacientes con PV. (A) En
cortes de piel control (izquierda), con lesion (centro) y perilesional (derecha) se realizé IHQ para CD1a. Las
fotomicrografias muestran mas células CD1a+ en epidermis perilesional que en aquélla con lesién y que en
la epidermis de controles sanos. También se ve un nimero mayor de células CD1a+ en dermis (papilar y
reticular) con lesion y perilesional de pacientes con PV en comparacion con dermis (papilar y reticular) de
controles sanos. (B) El porcentaje de células CD1a+ es significativamente mayor en epidermis perilesional
que en aquélla con lesion y que en epidermis de controles sanos (grafica superior). El porcentaje de células
CD1a+ esta elevado significativamente en dermis papilar con lesién y perilesional (grafica inferior, izquierda)
asi como en dermis reticular con lesion y perilesional (gréfica inferior, derecha), en comparacién con la
dermis papilar y reticular de controles sanos. C- control, L- con lesion, PL- perilesional, O - mediana. Barra
de microfotografia panoramica: 100 um, barra de los acercamientos: 30 um. * Diferencia significativa con el

control, p<0.05.

6.2.2 CD14+
Tanto en epidermis lesional como perilesional se encontraron células CD14+ esparcidas
por todas las capas, incluyendo la capa basal. En cambio, en la epidermis control se

identificaron pocas células CD14+ y todas localizadas en la capa basal.

En la dermis papilar lesional y perilesional, las células CD14+ se encontraban formando
parte de infiltrados inflamatorios y alrededor de vasos, solo unas pocas estaban en
anexos y aisladas. En la dermis reticular lesional y perilesional, la mayoria estaban
aisladas pero unas cuantas estaban formando grupos en unidades dérmicas y en
apéndices (Fig. 6A). En la dermis papilar control, la mayoria de las células CD14+ se
observaron alrededor de vasos y en anexos, especialmente glandulas (Fig. 6A), sblo unas
pocas células se encontraban aisladas, mientras que en la dermis reticular control la

mayoria de las células CD14+ tendian a estar solas, no en grupos.
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En epidermis lesional y perilesional, las células CD14+ solo mostraron un leve
incremento, sin embargo, en dermis lesional y perilesional el aumento fue mayor (Fig. 6A).
En comparacién con la epidermis control (0.1%) el porcentaje de células CD14+ tendi6 a
incrementar en la epidermis lesional (1.2%) y perilesional (0.4%), sin embargo, la
diferencia no fue estadisticamente significativa (Fig. 6B, izquierda). En dermis, sin
embargo, si se observé una diferencia significativa entre dermis papilar perilesional y
dermis control (17.9% vs 6.6%) (Fig. 6B, derecha) y una tendencia a la alta se observé en
dermis papilar lesional en comparacién con la dermis control (10.6% vs 6.6%) Al analizar
la dermis reticular se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre la dermis
lesional (16.1%) y perilesional (22%), con la dermis reticular control (6.9%) (Fig. 6B,
derecha). No se encontraron diferencias significativas entre la piel lesional y perilesional,
aunque el porcentaje de células CD14+ tendi6é a ser mayor en la dermis papilar y reticular

perilesional que en las mismas capas lesionales (Fig. 6B, derecha).
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Fig. 6: Distribucion y proporcién de células CD14+ en epidermis y dermis de pacientes con PV. (A) En
cortes de piel control (izquierda), con lesion (centro) y perilesional (derecha) se realizé IHQ para CD14. Las
fotomicrografias muestran una mayor tinciébn para CD14 en dermis con lesion y perilesional (papilar y
reticular) de pacientes con PV en comparacién con dermis (papilar y reticular) de controles sanos. (B) El
porcentaje de células CD14+ tiende a ser mayor en epidermis con lesiéon y perilesional que en aquélla de
controles sanos (grafica superior). El porcentaje de células CD14+ esta elevado significativamente en
dermis papilar perilesional (grafica inferior, izquierda) asi como en dermis reticular con lesion y perilesional
(grafica inferior, derecha), en comparacién con dermis papilar y reticular de controles sanos. C- control, L-
con lesion, PL- perilesional, O - mediana. Barra de microfotografia panoramica: 100 um, barra de los

acercamientos: 30 um. * Diferencia significativa con el control, p<0.05.

6.3 Las células dérmicas apoptéticas incluyen células dendriticas CD1a+,
monocitos/macréfagos CD14+ y linfocitos CD4+

Es posible que la razon por la cual no muchas células CD14+ llegan a la epidermis y
células CD1a+ no incrementan en la epidermis lesional, sea que estan muriendo por
apoptosis en la dermis o estan siendo reclutadas a la dermis por otras células apoptéticas.
Por esa causa se decidid determinar si leucocitos estaban formando parte del infiltrado
apoptético en la dermis. Con los resultados previos y mediante analisis por IHQ de las
poblaciones de células CD8+, CD56+ y CD4+ (no se muestra), encontramos que los
linajes mas abundantes de células en la piel de pacientes con PV eran linfocitos T CD4+
ayudadores, células dendriticas CD1a+ y monocitos/macréfagos CD14+. Los linfocitos
CD8+ y las células NK CD56+, aunque incrementadas tanto en piel lesional como
perilesional de pacientes con PV en comparacion con la de los controles (no se muestra)
contribuyen con menos de 15% al infiltrado inflamatorio total. Como no es un gran
porcentaje, decidimos enfocarnos a los linajes mas comunes. Se realiz6 una doble tincién
con TUNEL y alguno de los siguientes marcadores celulares: CD1a, CD4 o CD14. En la

dermis perilesional, muchas células fueron positivas para TUNEL y, de estas, algunas
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eran también CD1a+, muchas eran CD4+ y también algunas eran CD14+ (Fig. 7 arriba).
En la dermis lesional, una gran proporcién de células fueron también positivas para
TUNEL y muchas de ellas fueron también positivas para CD1a+, CD4+ o CD14+ (Fig. 7
abajo). Tanto en dermis lesional como perilesional, se detectaron células negativas para
TUNEL que eran positivas para CD1a, CD4 o CD14 (Fig. 7), lo que indica que aun
estaban vivas al momento que se tomé la biopsia. Entonces, muchas de las células
apoptéticas presentes en la dermis de los pacientes con PV pertenecen a los linajes
CD1a, CD4 y CD14, pero otras células inflamatorias también pueden estar involucradas.
Es importante mencionar que varias de las células CD1a+, CD4+ y CD14+ contintan

vivas, y por lo tanto, funcionales.
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Fig. 7: Entre las células dérmicas apoptéticas se encuentran células dendriticas CD1a+, monocitos/
macréfagos CD14+ y linfocitos CD4+. Cortes de piel perilesional (fila superior) y con lesion (fila inferior)
de pacientes con PV fueron sometidos a una doble tincion con TUNEL y uno de los siguientes marcadores:
CD1a (izquierda), CD4 (centro) o CD14 (derecha). Las fotomicrografias muestran células positivas para
CD1a, CD4 y CD14 tanto vivas (cabeza de flecha) como apoptéticas (flechas). Barra de microfotografia

principal: 20 um, barra del acercamiento: 10 um. PL- perilesional, L- con lesion.

6.4 TNF esta incrementado en la dermis de pacientes con PV

Dado que el exceso de células apoptéticas en la piel de pacientes con PV era evidente,
se decidio buscar la presencia de TNF por IHQ en tejido lesional, perilesional y control
(Fig. 8). En la epidermis lesional encontramos células positivas predominantemente en
dos de los cinco pacientes. Uno tenia una tincion fuerte en un area no acantolitica y
algunas células positivas en la capa basal. El otro mostro tincidn en células acantoliticas.

En la epidermis perilesional encontramos positividad en dos pacientes también. Uno tenia
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una marca tenue en células basales de epidermis cohesiva y el otro tenia unas cuantas
células positivas alrededor de la cavidad de la ampolla. El resto de los pacientes mostrd
una tincion minima. No detectamos TNF en epidermis control (Fig. 8B, izquierda). Al
comparar los porcentajes de células positivas en epidermis lesional (1.4%) y perilesional
(2.9%) con aquellos de la epidermis control (0%), se encontraron diferencias significativas

(Fig. 8B, izquierda).

A diferencia de lo observado en epidermis, en la dermis de todos los pacientes se detectd
abundante TNF. Ademas, la marca fue mayor en dermis que en epidermis. En la dermis,
la intensidad de la marca fue mayor en dermis reticular que en papilar y, en ambos casos,
la marca fue mas evidente en dermis perilesional que lesional (Fig. 8A). En los controles
solo se encontraron unas cuantas células positivas en dermis papilar y reticular. En dermis
papilar lesional (28.4%) y perilesional (28.7%) se encontrd un incremento significativo de
células positivas para TNF en comparacion con dermis papilar control (4.1%) (Fig. 8B,
derecha). La diferencia fue también significativa en dermis reticular lesional (56.5%) y
perilesional (56.3%) en comparacion con dermis reticular control (2.3%) (Fig. 8B,

derecha).
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Fig. 8: TNF esta incrementado en dermis de pacientes con PV. A) En cortes de piel control (izquierda),
con lesion (centro) y perilesional (derecha) se realiz6 IHQ para TNF. Las fotomicrografias muestran tincion
para TNF tanto en dermis papilar como reticular de piel con lesidén y perilesional de pacientes con PV. No se
observé tincion en piel de controles sanos. Las flechas muestran células positivas representativas. B) El
porcentaje de células positivas para TNF en epidermis lesional y perilesional es significativamente mayor
que aquél de epidermis control (gréfica izquierda). El porcentaje de células TNF+ es significativamente
mayor en dermis papilar lesional y perilesional (grafica derecha, izquierda), asi como en dermis reticular
lesional y perilesional (grafica derecha, derecha), en comparacion con dermis control papilar y reticular. C-
control, L- con lesién, PL- perilesional, O - mediana. Barra de microfotografia panoramica: 100 um, barra de

los acercamientos: 30 um. * Diferencia significativa con el control, p<0.05.

6.5 Monocitos fagocitan KC-A pero no KC-V ni KC-N

La presencia de TNF en la piel de los pacientes con PV no era prueba de que se estuviera
produciendo en respuesta a un exceso de células apoptéticas. Por esa razén, se decidid
determinar la produccién de TNF por monocitos humanos derivados de sangre periférica
tras el estimulo con cantidades ascendentes de KC-A. Elegimos monocitos derivados de
sangre periférica porque se ha descrito que pueden extravasarse y llegar a sitios
inflamatorios en procesos inflamatorios de la piel [99]. La pureza de monocitos siempre

fue mayor a 85% (Fig. 9).
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Fig. 9: Pureza de monocitos. Los monocitos se enriquecieron de PBMC por adherencia. Para determinar

la pureza de la poblacién, las células se tifieron con un anticuerpo contra CD14 acoplado a PE o con el
isotipo correspondiente y se analizaron por citometria. La pureza tras la adhesion fue aproximadamente de

87%.

Era importante determinar primero si los monocitos eran capaces de fagocitar KC-A
porque se ha descrito que no son capaces de fagocitar neutrofilos senescentes [100]. Se
cultivaron KC de la vaina radicular externa del pelo y se dividio el cultivo en tres grupos,
dos se cultivaron en KC-SFM y uno en D-KC-SFM. El KC-SFM es un medio de cultivo
para KC adicionado con extracto de hip6fisis bovina y EGF, mientras que el D-KC-SFM
esta adicionado con factores de crecimiento recombinantes. Se utilizaron dos medios
diferentes de cultivo porque con KC-SFM los KC permanecian vivos en cultivo méas dias
que con D-KC-SFM, lo que era necesario para el control de células vivas, pero al tratar de
inducirles apoptosis con camptotecina solo un porcentaje pequeno de las células moria
por apoptosis (no se muestra). En cambio, con D-KC-SFM la mayor parte de las células
moria por apoptosis al inducirla con camptotecina, como se vera mas adelante. De los dos
grupos cultivados en KC-SFM, el primero se mantuvo como control de células vivas y el

segundo fue sometido a tres ciclos de congelacion/descongelacion para inducirle
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necrosis. Al grupo cultivado con D-KC-SFM se le indujo apoptosis mediante tratamiento
con camptotecina 5 uM durante 72 h. Para asegurarse que los diferentes tipos de KC
realmente estaban vivos, apoptéticos o necréticos, tras los tratamientos correspondientes
se tineron con ioduro de propidio (IP) y Anexina V-FITC. Mas del 93% del control de
células vivas fueron negativas para IP y Anexina V-FITC, lo que indica que estaban vivas.
En cambio, mas de 82% de los KC tratados con camptotecina 5 uM por 72 horas fueron
positivos para anexina V-FITC-pero negativos para |IP, caracteristicas de células
apoptoéticas. Finalmente, mas de 86% de los KC sometidos a 3 ciclos de congelacion/
descongelaciéon fueron positivos para IP, lo que indica que estaban muertos con pérdida

de la integridad de la membrana (Fig. 10B).

Para los experimentos de fagocitosis, se tifieron los KC con CFSE 10 uM antes de
someterlos a cualquier tratamiento, y antes del co-cultivo con los monocitos. En placas de
24 pozos se cultivaron monocitos derivados de sangre periférica junto con KC-V, KC-A o
KC-N en una relacion 1:1 por 3 horas. Las células se tifieron después con un anticuerpo
contra CD14 acoplado a PE y se analizaron por citometria y por microscopia de
fluorescencia (Fig. 10A). En el citbmetro solo se analiz6 la regiobn que incluia a la
poblaciéon de monocitos (R1). Cuando se co-cultivaron monocitos y KC-V, los primeros no
fagocitaron a los segundos. Cuando los monocitos fueron cultivados junto con KC-N, solo
un porcentaje pequefio de monocitos fagocitdé KC. Sin embargo, cuando los monocitos se
co-cultivaron con KC-A, los primeros si fagocitaron KC o cuerpos apoptéticos (Fig. 10A
izq.). Estos hallazgos fueron corroborados por microscopia de fluorescencia. Los
monocitos co-cultivados con KC-V no contenian marcas de CFSE, aquellos cultivados con
KC-N solo algunas veces presentaban marcas, mientras los monocitos cultivados junto

con los KC-A frecuentemente se encontraban con marcas de CFSE (Fig. 10A derecha).
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Fig. 10: Monocitos fagocitan a KC-A, pero no KC-V ni KC-N. (A) Monocitos fueron co-cultivados con KC -
V (arriba), KC-A (centro) y KC-N (abajo) marcados con CFSE, y posteriormente fueron tefidos con una
anticuerpo anti-CD14 conjugado a ficoeritrina (PE). La fagocitosis de KC-A se detectd mediante citometria
de flujo (izquierda) y se confirm6 por microscopia de fluorescencia (derecha). (B) KC en cultivo se dejaron
sin tratamiento (control, izquierda), se incubaron durante 72 horas con camptotecina 5 uM (centro) o se
sometieron a 3 ciclos de congelacion/descongelacién (derecha), antes de ser tefiidos con anexina V-FITC y
ioduro de propidio (IP). El 93% de los KC control continuaban vivos (anexina V-FITC -/ IP-), 82.4% de los KC

tratados con camptotecina se encontraron apoptéticos (anexina V-FITC +/ IP-) y 87.1% de los KC sometidos
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a congelacion/descongelacion estuvieron necréticos (Pl+). Barra de microfotografia panoramica: 20 um,

barra de los acercamientos: 10 um.

6.6 Una menor relacion monocitos/KC-A ocasiona una mayor produccion de TNF
por parte de los monocitos

Habiendo comprobado que los monocitos de sangre periférica si fagocitaban KC-A, el
siguiente paso era evaluar la produccién de TNF por monocitos en respuesta a KC -A. Los
monocitos fueron incubados con cantidades ascendentes de KC-V, KC-A y KC-N. Como
controles se agregaron también KC-V, KC-A y KC-N solos, asi como monocitos solos, con
esferas de poliestireno o estimulados con LPS. Los cultivos se incubaron 18 horas y la
produccion de TNF se cuantificd en los sobrenadantes mediante ELISA. Los KC-V, KC-Ay

KC-N produjeron niveles bajos de TNF (Fig. 11).
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Fig. 11: KC-A producen una cantidad minima de TNF. KC-V, KC-A y KC-N fueron cultivados solos por 18

horas, en la misma cantidad que cuando se cultivaban con monocitos en una relacién de 7:1, 5:1, 1:1 y 1:2
(relacion monocito:KC). Se recolectaron los sobrenadantes y se determind la concentracion de TNF
mediante ELISA. Los KC-V produjeron una mayor cantidad de TNF que los KC-A o KC-N. En promedio, el
mayor nivel detectado de TNF fue 233.9 pg/ml para KC-V, 130.2 pg/ml para KC-A 'y 159.1 pg/ml para KC-N.
La produccion de TNF por KC-A cultivados solos siempre fue menor que la produccién de TNF en el co-
cultivo de monocitos/KC-A.
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Los monocitos solos no produjeron TNF, pero cuando se estimularon con LPS produjeron
un promedio de 1835.1 pg/ml de TNF (Desviacion estandar (DE): 356.1) (Fig. 12).
Monocitos incubados con esferas de poliestireno tampoco produjeron TNF, igual que
cuando fueron incubados con KC-V y KC-N en pocas cantidades. Sin embargo, cuando
los monocitos fueron cultivados con KC-V o KC-N en una relacion 1:1 6 1:2, la produccién
de TNF varié entre 140.6 pg/ml y 196.8 pg/ml (Fig. 12). Estas cantidades de TNF fueron
pequefias en comparacion con aquéllas producidas por monocitos cocultivados con KC-A.
La produccién de TNF depende de la relacion monocitos:KC, ya que una relacidon
pequefia lleva a una mayor produccion de TNF. La produccion mas baja de TNF, que fue
155.1 pg/ml (DE: 55.1), se detecté con una relacién de 7:1 (monocitos :KC), seguida por
274.8 pg/ml (DE: 114.8) con una relacion 5:1, 569.5 pg/ml con una relacion 1:1 y
finalmente 1096.5 pg/ml (DE: 303) con una proporcion 1:2 (Fig. 12). Por lo tanto,
monocitos co-cultivados con KC-A producen una mayor cantidad de TNF que aquéllos co-
cultivados con KC-V o KC-N. Mas aun, este incremento correlaciona directamente con el

numero de KC-A co-cultivados con monocitos.
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Fig. 12: Una mayor proporcion de KC-A lleva a una mayor produccion de TNF por parte de
monocitos. Monocitos (Mo) se cultivaron solos (1:0), se estimularon con LPS 10 ng/ml (Mo+LPS 10 ng/ml),
se co-cultivaron con KC-V (Mo/KC-V), KC-A (Mo/KC-A), KC-N (Mo/KC-N) o con esferas de poliestireno (Mo+
Esferas) en una relacion monocito:KC de 7:1, 5:1, 1:1 o 1:2, durante 18 horas. Posteriormente se
recolectaron los sobrenadantes y se determin6 la concentraciébn de TNF mediante ELISA. Una mayor
proporcion de KC-A en el co-cultivo lleva a una mayor produccion de TNF por los monocitos. Los KC-A
inducen una mayor produccion de TNF por parte de los monocitos que KC-V o KC-N. * Diferencia

significativa, p <0.05.

7. DISCUSION

Durante muchos afos, la apoptosis ha sido causa de debate en PV. La discusion ha
girado siempre en torno a la participacion de la apoptosis como causa directa de la
acantolisis, sin embargo, nunca se habia considerado que pudiera estar participando de
forma indirecta en la formacion de las lesiones. En este trabajo nosotros demostramos
que la apoptosis no tiene que ser causa directa de la acantélisis para ser perjudicial en

PV. La acumulacion de células apoptoticas puede contribuir al dafio epidérmico a través
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de la produccién de TNF que, a su vez, puede causar mas muerte celular, cerrando un
circulo vicioso. Estamos conscientes del pequefio nimero de pacientes en este estudio;
sin embargo, hay que considerar que se trata de pacientes nuevos, sin tratamiento previo,

de una enfermedad con una incidencia muy baja.

Tras muchos afios de investigacion tratando de establecer si la apoptosis es causa de, o
mas bien, es consecuencia de la acantdlisis [60, 61, 63-65, 67, 101], recientemente se
public6 que la apoptosis no es necesaria para que ocurra acantélisis en PV [67]. Aun
siendo asi, en PV ocurre apoptosis y esta presente en la epidermis de los pacientes,
como se ha demostrado previamente [60, 61, 63] y como nosotros demostramos en este
trabajo. En cinco pacientes con PV que no habian recibido tratamiento previo
encontramos, mediante TUNEL e IHQ contra caspasa 3 activada, que mas del 40% de las
células estdn muertas, tanto en epidermis lesional como perilesional (Fig. 3C).
Aparentemente, la apoptosis en la epidermis aparece conforme las lesiones progresan, ya
que no fue detectada en lesiones muy tempranas [67] pero es evidente en lesiones bien
establecidas (Fig. 3). Nosotros también observamos muerte celular en epidermis
perilesional sin acantélisis, como otros han reportado [60, 61, 63], pero esto no puede ser
tomado como argumento para sefalar a la apoptosis como causa de acantolisis, ya que
también se encontraron células apoptéticas por encima de la capa suprabasal de la

epidermis, donde no ocurre acantélisis en PV.

Sorprendentemente, la apoptosis no solo afecta la epidermis de los pacientes, también
esta presente en la dermis papilar y reticular de todos ellos, algo que no habia sido
reportado antes. Los porcentajes de muerte celular fueron ligeramente mas bajos que
aquellos de epidermis, pero aun asi, por lo menos 30% de las células fueron positivas
para TUNEL y caspasa 3 activada (Fig. 4B, C). Como en la epidermis, las células
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apoptoéticas dérmicas estan presentes en casi la misma proporcién que las células vivas,
lo que las hace un componente principal de las lesiones de PV. Las células apoptoticas
rara vez se detectan en tejidos humanos sanos, gracias a una remocion rapida y eficiente
[76]. La presencia detectable de células apoptéticas en la epidermis de pacientes con PV
podria ser el resultado de una carga excesiva de células en ese estado, un proceso de
remocion ineficiente o una combinacion de los dos. Nosotros creemos que este ultimo
fendmeno esta contribuyendo al exceso de células apoptéticas en PV. Los
autoanticuerpos y otros factores humorales causan un incremento en la cantidad de KC-A
en PV [60, 61, 65]. La eliminacion de células apoptoticas en la epidermis sana ocurre por
descamacion y, probablemente por fagocitosis por KC vecinos; la remocién por células del
sistema fagocitico mononuclear ocurre infrecuentemente [100]. En PV, el proceso de
eliminacién ineficiente puede deberse a dos factores: el primero, que solo algunas células
apoptéticas se pierden por descamacion cuando la ampolla se forma y se rompe. El
segundo, que los KC-A que quedan en la epidermis cohesiva, que deberian de ser
removidos por células vecinas, no son fagocitadas porque la mayoria de los KC vecinos
también estan muertos. Eso deja a las células del sistema fagocitico mononuclear a cargo
de la remocion de los KC-A acumulados. Sin embargo, no estan teniendo éxito, lo que es
mas, ni siquiera estan logrando alcanzar la epidermis en grandes numeros. En la
epidermis perilesional, las células CD1a+ estuvieron significativamente incrementadas en
comparacion con la epidermis control: 6.4 vs. 3.1%. En la epidermis lesional, sin embargo,
tendieron a estar disminuidas en comparacion con la epidermis control: 2.6 vs. 3.1% (Fig.
5B). Una posibilidad es que en lesiones tempranas (epidermis perilesional) las células
CD1a+ epidérmicas si incrementan, fagocitan células apoptéticas y luego migran para
presentar antigenos a linfocitos T y por eso, se encuentran en una proporcibn menor en
lesiones mas avanzadas (epidermis lesional). Otro dato que sugiere que eso pueda estar
pasando es la tendencia a que una mayor proporcidén de células CD1a+ esta presente en
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la dermis lesional que en la perilesional (Fig. 5B). Aunque la proporcion de monocitos/
macréfagos CD14+ tendidé a incrementar en la epidermis perilesional (0.4%) y lesional
(1.2%) de los pacientes con PV en comparacion con la epidermis control (0.1%), la
diferencia no fue estadisticamente significativa. No obstante, la proporcion de células
CD14+ estuvo incrementada en la dermis lesional (10.6% en la papilar y 16.1% en la
reticular) y aun mas en la dermis perilesional (17.9% en la papilar y 22% en la reticular) en
comparacion con la dermis control (6.6% en la papilar y 6.9% en la reticular) (Fig. 6B).
Esos datos llevan a preguntar qué puede estar impidiendo que las células CD14+ lleguen
hasta la epidermis. Una posibilidad es que sean retenidas en la dermis por las células

apoptoticas ahi presentes, o bien, que mueran antes de poder llegar a la epidermis.

La siguiente duda que habia que resolver entonces era qué células estaban muriendo en
la dermis. A diferencia de la epidermis, la apoptosis en la dermis no puede ser explicada
por los autoanticuerpos de PV ni por la acantélisis. Cuando ocurre inflamacion, la
apoptosis juega un papel muy importante en el control de la respuesta inflamatoria. De
hecho, ya se ha descrito que 26-35% de las células de un infiltrado inflamatorio dérmico
de heridas de 7 dias estan apoptéticas [102]. Aunque encontramos mencionado en la
literatura en repetidas ocasiones que en las lesiones de pénfigo se encuentra escaso
infiltrado inflamatorio [103-105], un estudio inmunohistoldégico previo reportd un infiltrado
inflamatorio en piel lesional de pacientes con pénfigo [106] y nosotros corroboramos un
infiltrado en PV compuesto por células CD1a+, CD14+, CD8+ (no se muestra) y CD56+
(no se muestra). Eso nos hizo pensar que las células apoptéticas acumuladas en la
dermis pudieran ser leucocitos. Efectivamente, mediante una doble tincion con TUNEL y
un marcador de superficie, se corrobord que células pertenecientes a tres linajes de
células inflamatorias, linfocitos CD4+, células dendriticas CD1a+ y monocitos/macréfagos
CD14+, forman parte de las células apoptdticas dérmicas acumuladas (Fig. 7). Es
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importante mencionar que no todas las células con esos marcadores estaban muertas.
Eso hace posible que, efectivamente, los monocitos/macréfagos CD14+ no estén llegando
a la epidermis en mayor cantidad porque mueren o son retenidos en la dermis por las

otras células apoptéticas dérmicas.

Generalmente se acepta que las células apoptdticas son antiinflamatorias y, cuando son
removidas por monocitos o macrofagos, suprimen la respuesta inmune innata vy
promueven la resolucidén de la inflamacién [79, 107]. Sin embargo, hay evidencia in vivo
de que la eliminacion de células apoptéticas puede activar a macrofagos [108] vy, si las
células apoptoticas no son removidas a tiempo, pueden evolucionar a células necroticas
secundarias, promover inflamacion e incluso volverse inmunogénicas [107]. Se ha
demostrado que las células necroticas secundarias (postapoptoticas) liberan moléculas
conocidas como patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs, por sus siglas en
inglés, Damage Associated Molecular Patterns) que pueden ser reconocidas por
receptores de reconocimiento de patrones (PRR, por sus siglas en inglés, Pattern
Recognition Receptors) como TLRs (por sus siglas en inglés, Toll-Like Receptors) o
RAGE (por sus siglas en inglés, Receptor for Advanced Glycosilation End products) y
promover una respuesta inflamatoria [109]. Las células necréticas secundarias liberan
especificamente acido urico, HMGB-1 (por sus siglas en inglés High Mobility Group
Binding Protein-1), una molécula que se asocia con nucleosomas derivados de células
necréticas secundarias, y autoantigenos modificados [98]. ElI complejo HMGB-1-
nucleosoma puede ser reconocido por RAGE y TLR-2, mientras que el acido urico puede
activar directamente al inflamasoma NALP 3, induciendo la produccion de IL-13 [109]. De
esta forma, directa o indirectamente, ambos pueden promover la produccion de TNF por
células del sistema fagocitico mononuclear como monocitos, macrofagos y células
dendriticas. Nos preguntamos si la acumulacion de células apoptéticas podria ser
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inflamatoria en este caso. Se decidid buscar la presencia de TNF en la piel de los
pacientes con PV. Similar a lo que ya se habia descrito [92], encontramos tincion positiva
para TNF en la epidermis de 2 de los 5 pacientes con PV estudiados. El TNF estuvo
presente predominantemente en células acantoliticas y células alrededor de la cavidad de
la ampolla, aunque en un paciente si encontramos tincion en todas las capas de la
epidermis en un area. La distribucién de TNF en células acantoliticas y alrededor de la
ampolla coincide con un estudio previo en el que se buscd la presencia de TNF en la
epidermis de pacientes con pénfigo por FISH e inmunofluorescencia indirecta [92].
Nosotros, ademas, encontramos que hay una produccion muy importante de TNF en la
dermis de pacientes con PV, algo no descrito previamente. La intensidad de la marca es
mayor en la dermis perilesional que en la lesional y es mayor en dermis reticular que en
dermis papilar (Fig. 8). EI TNF podria ser uno de los factores involucrados en la muerte
celular dérmica, ya que la apoptosis de leucocitos puede ser inducida por la union del TNF
con su receptor [110]. La intensidad incrementada de la tincidbn en la piel perilesional
refleja una mayor cantidad de TNF, que puede estar causando la muerte de muchas
células. Una vez que las células mueren, dejan de producir TNF. Posiblemente, el hecho
de que las células en la piel lesional llevan mas tiempo muertas que las células en la piel
perilesional sea la causa de una menor intensidad de la marca del TNF en la piel lesional.
Seria interesante saber si hay TNF presente en dermis no afectada de pacientes con PV.
El incremento progresivo de la intensidad de la tincidn desde la epidermis hasta la dermis
reticular podria ser explicado de la misma manera: la lesibn de PV comienza en la
epidermis, luego se involucra la dermis papilar y, finalmente, la reticular, lo que causa que
la produccion y la presencia de TNF empiece a disminuir desde la capa mas superior

hasta la mas profunda.
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La produccidén de TNF en la dermis puede ser inducida por muchos estimulos diferentes,
por ejemplo, pérdida de la barrera epitelial, infecciones potenciales y activacion de
linfocitos. Otro estimulo podria ser el exceso de células apoptéticas mismo. En nuestros
experimentos, monocitos derivados de sangre periférica estimulados con KC-A produjeron
TNF. Lo que es mas, un mayor numero de KC-A caus6 una mayor producciéon de TNF
(Fig. 12). No se vio el mismo efecto con cantidades ascendentes de KC-V o KC-N, lo que
apoya la idea de que uno o varios factores derivados de las células apoptoticas estan
generando esa respuesta. Los monocitos también fueron incubados con esferas de
poliestireno y, aunque también las fagocitaron (no se muestra), no produjeron TNF. Esto
excluye que la simple fagocitosis lleve a la produccion de TNF. Era de esperarse que se
produjera TNF tras la incubacion de los monocitos con células necroéticas, pero no fue asi
(Fig. 12). Es posible que durante la generacibn de células necréticas ocurriera
degradacion o inactivacion de las moléculas intracelulares proinflamatorias. Dado que los
monocitos producen TNF tras la remocién de KC-A es posible que ocurra un circulo
vicioso en PV. Los KC producen primero TNF en respuesta a los autoanticuerpos de PV,
ambos estimulos inducen apoptosis de los KC, éstos se acumulan y entonces promueven
una mayor produccién de TNF por parte de monocitos que a su vez genera mas muerte
celular. Tal vez no solo el TNF esté implicado en esa muerte celular excesiva, la
fagocitosis de células apoptéticas por macréfagos provoca la liberacion de FasL
resultando en apoptosis de células vecinas [111]. Aunado a esto, FasL, otro inductor de

apoptosis, esta también incrementado en pacientes con PV.

Finalmente, vale la pena mencionar que en otras enfermedades autoinmunes, se ha
demostrado que las células apoptéticas sirven como reservorios de autoantigenos que
mantienen la autoinmunidad en personas susceptibles. Se ha observado que la
acumulacion de células apoptéticas perturba la tolerancia inducida por células apoptéticas
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[112]. Las células dendriticas pueden presentar antigenos propios a linfocitos T CD4+ y
CD8+ e inducir una respuesta inmune efectiva contra esos antigenos [113, 114]. Los
pacientes con PV desarrollan anticuerpos contra muchas moléculas diferentes de los KC
incluyendo desmocolinas, placoglobina, E-cadherina, FceRla, anexina 31, receptores de
acetilcolina [89] y, mas recientemente descritos, hasta anticuerpos antimitocondriales [26].
Seria interesante saber si la fagocitosis de células apoptéticas por células dendriticas
también esta contribuyendo a expandir el repertorio de autoantigenos en PV. La apoptosis
es un componente importante de las lesiones de PV y podria estar contribuyendo a la

acantolisis de diversas maneras.

8. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que un gran numero de células apoptéticas estan
presentes en la epidermis y dermis de la piel lesional y perilesional de pacientes con PV.
Ademas, en la piel de estos pacientes también hay niveles elevados de TNF, no solo en la
epidermis, como se habia descrito antes, sino también en las capas dérmicas. Asi mismo,
pudimos demostrar que la eferocitosis de KC-A por monocitos lleva a una mayor
produccion de TNF. Tomando todo esto en cuenta, nosotros proponemos que un
mecanismo adicional que favorece la persistencia de lesiones en PV es una producciéon
elevada de TNF por parte de monocitos que interactuan con una gran cantidad de células
apoptéticas acumuladas en dermis y epidermis de lesiones de pacientes con PV. La
elevada produccidén de TNF, a su vez, genera mayor numero de células apoptéticas, con

lo cual se establece un circulo vicioso que favorece la persistencia del PV.
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10. APENDICE

10.1 Reactivos

Acido clorhidrico, HCI (J.T. Baker, 9535-02)

Adenina (Sigma-Aldrich, No. Cat. A-2786)

Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, A7888)
Anfotericina B (Fungizone) (GIBCO, No. Cat. 15290018)
Bicarbonato de sodio, NaHCOs3 (J.T.Baker, 3506-01)

Caseina (Sigma-Aldrich, C7078)

Citrato de sodio (Sigma-Aldrich, W302600)

Cloruro de calcio, Ca2Cl (Sigma-Aldrich, 3306)

Cloruro de magnesio, MgCl> (Sigma-Aldrich, M0250)

Cloruro de potasio, KCI (Sigma-Aldrich, P9333)

Cloruro de sodio, NaCl (J.T. Baker, 3624-05)

Dietanolamina 98.5% (Sigma-Aldrich, 398179)

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) en polvo (GIBCO, 31600-026)
EDTA (J.T. Baker, 8991-01)

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Sigma-Aldrich, No. Cat. E-4127)
Fosfato dibasico de sodio, Na2HPO4 (Sigma-Aldrich, S7907)
Fosfato monobasico de potasio, KH2PO4 (Sigma-Aldrich, P0662)
Glutamina (GIBCO, No. Cat. 25030-081)

Ham’s F12 (Cambrex, No. Cat. 12-6156-F)

HEPES (J.T. Baker, 4018)

Hidrocortisona (Sigma-Aldrich, No. Cat. H-4001)

Hidroxido de sodio, NaOH (Sigma-Aldrich, S8045)

Insulina (Novolin R, Novo Nordisk)

Paraformaldehido (Sigma-Aldrich, 158127)
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Penicilina 5000 U/ estreptomicina 5000 pg (GIBCO, 15070-063)
RPMI 1640 en polvo (GIBCO, 31800-014)

Suero Fetal Bovino (GIBCO, 26140-079)

Toxina del célera (Sigma-Aldrich, No. Cat. C-8052)
Triiodotironina (T3) (Sigma-Aldrich, No. Cat. T-2877)

Tripsina 10x (GIBCO, No. Cat. 15090046)

Tritdbn X-100

Tween 20 (Sigma-Aldrich, P1379)

Tween 80 (Sigma-Aldrich, P1754)

10.2 Preparacion de soluciones
10.2.1 Buffer de unién
- Para ELISA
- Fosfato dibasico de sodio (Na2HPO4) 0.1 M, pH 9.0.
- Peso molecular del Na2HPO4: 142.
- Para preparar una solucion 0.1 M, disolver en 1 L de agua MiliQ:
- Na2HPO4-14.2 g
- Ajustar el pH con acido clorhidrico diluido (con una concentracibn 5 M se usan
aproximadamente 200 ul).
- Filtrar y guardar a 4°C.
10.2.2 Buffer de sustrato
- Para ELISA
- Pesar en un vaso de precipitados de plastico:
- Dietanolamina 98.5%- 70g
- Agregar:
- Agua MilliQ- 490 mi
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- Solucién 0.1M de cloruro de magnesio (MgClz)- 3500 ul
- Agitar, ajustar el pH a 9.8 con acido clorhidrico diluido.
- Filtrar y guardar a 4°C, protegido de la luz.
- Peso molecular del MgCl.: 203.31.
- Para preparar 4 ml de una soluciéon 0.1 M de MgCl», disolver en 4 ml de agua MiliQ:
- MgCl2-0.0813 g
10.2.3 D-PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
- Para IHQ, TUNEL, cultivo celular y ELISA.
- Disolver en 900 ml de agua MilliQ:
- Cloruro de sodio (NaCl)- 8.0 g
- Cloruro de potasio (KCI)- 0.2 g
- Fosfato dibasico de sodio (NazHPO4)- 1.15 g
- Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)- 0.2 g
- Ajustar el pH a 7.2 con &cido clorhidrico diluido.
- Aforar a 1L con agua MilliQ y filtrar en condiciones estériles.
10.2.4 D-PBS con Ca2+y Mg2+
- Para cultivo de fibroblastos 3T3.
- Disolver en 900 ml de agua MilliQ:
- Cloruro de sodio (NaCl)- 8.0 g
- Cloruro de potasio (KCI)- 0.2 g
- Fosfato dibasico de sodio (NazHPO4)- 1.15 g
- Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)- 0.2 g
- Cloruro de calcio (Ca2Cl)- 0.1g
- Cloruro de magnesio (Mg2Cl)- 0.1g
- Ajustar el pH a 7.2 con acido clorhidrico diluido.
- Aforar a 1L con agua MilliQ y filtrar en condiciones estériles.
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10.2.5 DMEM 10% SFB
- Para cultivo de fibroblastos 3T3 y KC.
- Disolver en 900 ml de agua MilliQ:
- Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) en polvo- 1 sobre
- Posteriormente agregar:
- HEPES 1M- 2.5 ml
- Penicilina 5000 U/ estreptomicina 5000 ug- 10 mli
- Bicarbonato de sodio (NaHCO3)- 3.7 g
- Ajustar el pH a 7.2 con acido clorhidrico diluido.
- Aforar a 1L con agua MilliQ y filtrar en condiciones estériles.
- Una vez filtrado, poner 50 ml de SFB en dos botellas de 500 ml estériles y agregar
450 ml de DMEM.
10.2.6 EDTA 5 mM en D-PBS 50%/ RPMI 50%
- Para cultivo de monocitos.
- Primero, preparar un stock de EDTA 100 mM diluyendo en 100 ml de D-PBS:
-EDTA-2.925¢
- Una lentejita de hidroxido de sodio (NaOH), para agilizar el proceso.
- Ajustar el pH con acido clorhidrico diluido y filtrar.
- Para preparar 30 ml de EDTA 5 mM en D-PBS 50%/ RPMI 50%, mezclar:
- EDTA 100 mM- 1.5 ml
- D-PBS estéril- 13.5 ml
- RPMI 10% SFB- 15 ml
10.2.7 HEPES calcio
- Para ensayo de anexina V-FITC y IP
- Para preparar HEPES-NaOH 10 mM pH 7.4, NaCl 140 mM y CaCl2 2.5 mM,
disolver en 400 ml de agua MilliQ:
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- HEPES- 1.192 g
- NaCl- 4.091 g
-CaCl2-0.139 ¢
- Ajustar el pH a 7.4 con NaOH.
- Aforar a 500 ml con agua MilliQ.
- Filtrar en condiciones estériles y almacenar a 4°C.
10.2.8 Medio primario para KC
- Para cultivo de KC.
- Agregar a una botella de 100 mil:
- DMEM 10% SFB- 75 ml
- Ham’s F12- 22.5 ml
- SFB- 2.5 ml
- Penicilina 5000 U/ estreptomicina 5000 ug- 800 pl
- Insulina- 12 U
- Solucion de adenina- 1 ml
- Solucién de hidrocortisona- 200 pl
- Solucién de triiodotironina (T3)- 100 ul
- Almacenar a 4°C, maximo 30 dias.
10.2.8.1 Solucidén de adenina
- Agregar a 100 ml de agua MilliQ:
- HCI 1N- 700 pl
- Adenina- 0.182 g
- Filtrar en condiciones estériles.
- Hacer alicuotas de 1.2 ml y almacenar a -20°C.
10.2.8.2 Solucidén de hidrocortisona

- Diluir en 10 ml de DMEM:
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- Stock de hidrocortisona- 400 pl
- Hacer alicuotas de 150 ul y almacenar a -20°C.
- Para preparar stock de hidrocortisona, disolver en 5 ml de etanol:
- Hidrocortisona- 0.025 g
- Filtrar en condiciones estériles.
- Hacer alicuotas de 450 ul y almacenar a -20°C.
10.2.8.3 Solucion de T3
- Diluir en 1960 pl de DMEM:
- Stock de T3- 40 pl
- Hacer alicuotas de 150 ul y almacenar a -20°C.
- Para preparar stock de T3, mezclar el volumen minimo necesario de NaOH 0.02N
para poder disolver:
-T3-0.0136 g
- Agregar la mezcla a 100 ml de agua MilliQ y agitar.
- Filtrar en condiciones estériles.
- Hacer alicuotas de 50 ul y almacenar a -20°C.
10.2.9 Medio final para KC
- Para cultivo de KC.
- Agregar a 50 ml de medio de cultivo 1°:
- Penicilina 5000 U/estreptomicina 5000 ug- 100 pl
- Glutamina- 500 pl
- Solucién de EGF- 5 ul
- Solucién de toxina del célera- 50 pl
- Anfotericina B (Fungizone)- 500 pl

- Almacenar a 4°C por 10 dias maximo.
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10.2.9.1 Solucién de EGF
- Disolver en 10 ml de DMEM 10% SFB:
-EGF-1g

- Hacer alicuotas de 15 ul y almacenar a -20°C.

10.2.9.2 Solucién de toxina del célera

= Diluir en 1 ml de DMEM 10% SFB:

- Stock de toxina del célera- 10 pl
- Aimacenar a 4°C.
- Para preparar stock de toxina del célera, disolver en 1.18 ml de agua MilliQ:
- Toxina del cOlera- 1 mg
- Aimacenar a 4°C.
10.2.10 Paraformaldehido al 2% 6 4%

- Para dobles tinciones y TUNEL.

- Utilizar lentes de proteccion y cubrebocas.

- Poner 100 ml de D-PBS en un vaso de precipitados de vidrio y colocarlo sobre un
agitador magnético con regulador de temperatura.

- Para preparar una solucién al 2%, agregar 2 g de paraformaldehido. Para prerarar
una al 4%, agregar 4 g de paraformaldehido.

- Cubrir el vaso de precipitados con papel aluminio, subir la temperatura a 100°C y
agitar hasta que se disuelva. Se puede agregar una lentejita de NaOH para agilizar
el proceso.

- En cuanto se disuelva el paraformaldehido, poner el vaso en hielo para evitar que
se precipite.

- Ajustar el pH a 7.4 con HCI.

- Filtrar y almacenar protegido de la luz a 4°C.

- Es preferible preparar solucién fresca cada vez.
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10.2.11 RPMI 1640 10% SFB
- Para cultivo de monocitos.
- Disolver en 900 ml de agua MilliQ:
- RPMI 1640 en polvo- 1 sobre
- Posteriormente agregar:
- Glutamina- 0.293 mg
- Penicilina 5000 U/ estreptomicina 5000 ug -10 mli
- NaHCOs - 2¢g
- Ajustar el pH a 7.2 con acido clorhidrico diluido.
- Aforar a 1L con agua MilliQ y filtrar en condiciones estériles.
- Una vez filtrado, poner 50 ml de SFB en dos botellas de 500 ml estériles y agregar
450 ml de RPMI 1640.
10.2.12 Solucién bloqueadora para ELISA
- Primero, preparar una solucién 0.1 N de hidroxido de sodio (NaOH):
-NaOH- 40 g-1L- 1N
- Para preparar una soluciéon 0.1N de NaOH, agregar a 100 ml de agua MilliQ:
- NaOH- 0.4g
- Poner sobre un agitador con regulador de temperatura y calentar.
- Cuando empiece a hervir, agregar lentamente:
- Caseina-5g
- Agitar lentamente hasta que se disuelva.
- Dejar de calentar pero continuar la agitacion y agregar lentamente 900 ml de PBS
pH 7.2.
- Una vez que la solucién se enfrie, ajustar el pH a 7.4 con acido clorhidrico diluido
(en una concentraciéon 5 M se agrega aproximadamente 1 ml).
- Hacer alicuotas de 40 ml y congelar a -20°C
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10.2.13 Solucién bloqueadora para IHQ
- Para preparar una solucion de albumina sérica bovina (BSA) al 1% vy tritébn X-100 al
0.1% en D-PBS, agregar a 10 ml de D-PBS estéril:
-BSA-0.1g
- Tritdn X-100- 10 pl
- Disolver bien y filtrar.
- Es preferible preparar solucion fresca cada vez.
10.2.14 Solucién de permeabilizacion
- Para TUNEL.
- Para preparar una solucion de D-PBS con citrato de sodio al 0.1% vy tritdbn X-100 al
0.1%, disolver en 10 ml de D-PBS pH 7.2:
- Citrato de sodio - 0.01 g
- Triton X-100- 10 pl
- Utilizar a 4°C.
- Preparar solucién fresca cada vez.
10.2.15 Solucidn para diluir el anticuerpo de deteccion
- Para ELISA.
- Albumina bovina al 1% con 0.05% de Tween 20.
- Disolver en 100 ml de PBS pH 7.2:
- Albdmina bovina- 1g
- Tween 20- 50 pl
- Filtrar y almacenar a 4°C.
10.2.16 Solucidn para lavar placas
- Para ELISA.
- Para preparar una solucion de Tween 80 al 0.01% en PBS 1x, agregar a cada litro
de PBS pH 7.2:
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- Tween 80- 100 pl

- Agitar suavemente

- Filtrar y almacenar a 4°C.

10.2.17 Tripsina 0.1%/EDTA 0.02%

- Para cultivo de KC.

- Diluir en 21.5 ml de D-PBS estéril:
- Tripsina 10x- 1 ml
- EDTA 0.2%- 2.5 ml

- Almacenar a 4°C por no mas de una semana.

- Para preparar el EDTA 0.2%, disolver en 100 ml de D-PBS:
-EDTA-0.2¢g

- Agitar hasta que se disuelva por completo. Para agilizar el proceso se le puede

agregar una lentejita de NaOH.
- Ajustar el pH a 7.2 con &cido clorhidrico.

- Filtrar en condiciones estériles y almacenar a 4°C.
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