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RESUMEN

El lupus eritematoso (LE) es una enfermedad autoinmune caracterizada por un amplio espectro clinico
que va desde lesiones exclusivamente cutaneas, hasta una enfermedad sistémica. La manifestacion
exclusivamente cutdnea de esta enfermedad habitualmente no guarda relacién con ningun otro érgano
ademas de la piel y abarca un espectro de manifestaciones bien definidas que son englobadas bajo el
término Lupus Eritematoso Cutaneo (LEC). Dentro de esta clasificacion encontramos al lupus

eritematoso discoide (LED).

Se sabe que en numerosas enfermedades autoinmunes las células Th17 tienen un papel patogénico, ya
que perpetian el fendmeno inflamatorio que da lugar a la enfermedad. Por otro lado, las células Treg
desempefian un papel importante en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes contribuyendo

con el control de la expansién y de la activacion de las células T efectoras autorreactivas.

Recientemente se ha descrito que el factor de transcripcion inducible por hipoxia (HIF-1) participa en el
control del balance Th17/T.g. Se ha propuesto que HIF-1o. aumenta la diferenciacion hacia Th17 a
través de la activacion transcripcional directa de RORyt y formando un complejo terciario con RORyt y
p300 con el promotor de IL-17. Al mismo tiempo, HIF-1a disminuye el desarrollo hacia Treq por la union a
FOXP3 y dirigiéndolo hacia su degradacién proteosomal. Sin embargo, en otros estudios se ha sefialado
que particularmente durante un ambiente inflamatorio hipoxico, el promotor de FOXP3 posee sitios de

unién a HIF-1a lo que promueve su transcripcion y aumenta asi la diferenciacion hacia Treg.

Con base en estos antecedentes se analiz6 la expresion de los factores de transcripcién RORyt, FOXP3
y HIF-1a en pacientes con LED por medio de la técnica de Inmunohistoquimica. Se encontré un
incremento significativo en la expresion RORyt tanto total como nuclear en las lesiones de pacientes con
LED con respecto a la piel control. Se encontrd ademas una menor expresion de FOXP3 nuclear en
lesiones de pacientes con LED con respecto a la piel control sugiriendo que en los pacientes con LED
existe una perdida en el balance Th17/Trg. Por otra parte se encontré un incremento significativo en la
expresion de HIF-1a. total y nuclear en lesiones de pacientes con LED con respecto a la piel control. Al
realizar un analisis de correlacion entre la expresion de estos marcadores se encontrd una correlacion
directamente proporcional entre la expresion de HIF-1o. y FOXP3 y una correlacion indirectamente
proporcional entre HIF-1a. y RORyt, lo que nos sugiere que en los pacientes con LED, HIF-1a podria
estar regulando de manera positiva a FOXP3. De esta manera la expresion de HIF-1a. podria ser clave

para incrementar los niveles de FOXP3 y restablecer el balance Th17/Tieg.
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INTRODUCCION

Estructura y Organizacion de la piel

La piel es la cubierta externa de los animales superiores, la cual separa y protege al cuerpo del
medio ambiente, también facilita la percepcion y comunicacion con el exterior (Cojocaru, et al.,
2011). La piel humana y las células inmunes que en ella se localizan proveen una proteccién

esencial al cuerpo humano de lesiones e infecciones asi como de dafios fisicos y quimicos.

La inmunovigilancia de un drgano tan grande y expuesto presenta retos unicos para los centinelas
inmunes y células efectoras. Si una respuesta es insuficiente, entonces infecciones o tumores
pueden llegar a aparecer; pero Si una respuesta inmune es excesiva, entonces se puede llegar a
desarrollar inflamacién cronica y autoinmunidad. Controlar a la respuesta inmune es a veces, el
mayor reto para el mantenimiento de la integridad de la piel que es de suma importancia para la
supervivencia del hospedero. Por lo tanto, ambos mecanismos activos, de defensa y tolerogénicos
son usados por el hospedero para alcanzar la homeostasis inmune, asegurando que las respuestas

inmunes en piel sean apropiadas para cada reto antigénico.

La piel humana tiene dos compartimientos: la dermis y la epidermis. La epidermis es el
compartimento externo y a su vez se compone de cuatro estratos. El estrato basal es la capa inferior
de la epidermis y es responsable de la renovacion constante de células que se lleva a cabo en la
epidermis. Esta capa contiene solo una fila de células epidermales indiferenciadas, conocidas como
queratinocitos basales que se dividen con frecuencia. Los queratinocitos basales se diferencian y
mueven a la siguiente capa: el estrato espinoso, para iniciar el proceso de maduracion, también se
dividen para reponer la capa basal. Las células que se movilizaron hacia el estrato espinoso
cambian de una forma cilindrica a una forma poligonal y empiezan a sintetizar queratinas las cuales
son distintas a las que se encuentran en la capa basal de queratina. Los queratinocitos en el estrato
granuloso estan caracterizados por cuerpos oscuros de material citoplasmico y estas células
producen activamente proteinas como queratina y lipidos. El estrato corneo como ultimo producto de
maduracion de los queratinocitos, es el estrato superior de los cuatro estratos de la epidermis y es
altamente responsable de la funcién de barrera de la piel. Las células que se encuentran en esta
capa son llamadas corneocitos, estas células son queratinocitos muertos. Una funcion de los

corneocitos es proveer una barrera hacia los agentes tdxicos y prevenir que la piel sufra




deshidratacion. Los melanocitos son células especializadas que se encuentran en la epidermis, su
principal funcién es producir el pigmento melanina, el cual actua como proteccidn contra la radiacion
ultravioleta. Las células de Langerhans, son otro tipo de células especializadas que se encuentran
en la epidermis; aunque también pueden encontrase en sitios extraepiteliales y son células del
sistema inmune residentes en la piel. Ademas de ellas, las células T, principalmente células TCD8*
también pueden ser encontradas en los estratos basal y espinoso. La diversidad celular incluye
células inmunes especializadas como son: Células Dendriticas, linfocitos CD4 T cooperadores,

celulas Ty, células T NK, macréfagos y células cebadas.

Corneocitos
) diferenciados
Células de Corneocitos terminales
Langerhans
Estrato
corneo
Estrato
granulo-
SO Epidermis
Estrato
Espino-so
Estrato
basal
. . . Basamento
. Melanocitos Queratinocitos
Células basales de la
T CD8+ membrana
B CélulasCD4 T 2
Células
dermales
Fibroblastos
pDC . + + Dermi
Células CD4 Células CD4 T, 17 ermis
THl
Vasos linfaticos Vaso
sanguineo
) Células
Células T y8 Células NKT cebadas
Macré6fagos

Nestlé F, et al. Nat Rev Immunology 2009.

Figura 1. Anatomia de la piel y células efectoras. La estructura de la piel refleja la complejidad
de sus funciones como una barrera protectora, en el mantenimiento de la temperatura corporal y
recopilacién de informacion sensorial del medio ambiente y en tener un papel activo en el
sistema inmune.




La unién dermoepidérmica (UDE) es una zona de la membrana basal que forma la interfase entre la
epidermis y la dermis. La principal funcién de la UDE es adherir la epidermis contra la dermis y
viceversa, para proporcionarles resistencia contra las fuerzas externas que podrian desgarrarlas.
Sirve como soporte de la epidermis, dirige la organizacion del citoesqueleto y cumple funciones de

barrera semi-permeable (Rodriguez, Gil, 2000).

La dermis es un sistema integrado de elementos fibrosos, filamentosos, difusos y celulares del tejido
conjuntivo, en el que se localizan las redes vasculares y nerviosas. Contiene muchos tipos de
células residentes, entre ellos fibroblastos, macrofagos, células dendriticas, linfocitos T CD4+y CD8*
y mastocitos. La dermis es el constituyente mayor de la piel y le confiere flexibilidad, elasticidad y
fuerza ténsil ademas, interactua con la epidermis en mantener las propiedades de ambos tejidos. La
dermis es drenada por conductos linfaticos y vasculares a través de los cuales las células pueden
migrar (Rodriguez & Gil, 2000) (Nestle, Di Meglio, Qin & Nickoloff, 2009).




La piel forma parte del sistema inmune

La piel es un érgano complejo que realiza diversas funciones, entre las que se encuentran: el servir
como barrera entre el medio interno y externo para la proteccion contra agresiones fisicas, quimicas
y microbiol6gicas, como 6rgano de percepcion, termorregulacion, entre otras funciones. Ademas, es

un componente del sistema inmunitario.

La respuesta inmune cuténea (tanto innata como adaptativa) involucra una coordinada accién de
celulas dérmicas y epidérmicas mediada por una red de citocinas. En 1978, Streilein propuso que un
sistema inmunoespecializado proporciona inmunidad cutanea e introdujo el concepto de ‘“tejido
linfoide asociado a la piel” (SALT). EI SALT se encuentra clasicamente integrado por células
residentes de la epidermis, queratinocitos, células de Langerhans, melanocitos, linfocitos T y
ganglios regionales asociados a la piel. Posteriormente el concepto de SALT ha sido modificado al

término “sistema inmunitario dérmico” (SID) (Castrillon et al., 2008).

Los componentes del sistema inmune innato comprenden las barreras fisicas (como la piel y
mucosas) y factores solubles como citocinas y quimiocinas producidas por queratinocitos,
fibroblastos, células dendriticas y células polimorfonucleares (PMN). EI primer mecanismo de
defensa que enfrentan a los patdgenos que ingresan la barrera epitelial es la via del complemento.
La via clasica del complemento se inicia tras la union antigeno — anticuerpo, el anticuerpo debe ser

de tipo IgM o IgG.

Los péptidos antimicrobianos constituyen otro mecanismo de defensa innato del huésped, su

mecanismo de accion es la insercidn en la membrana de patdgenos gracias a la formacién de poros.

La respuesta inmune adaptativa esta mediada principalmente por linfocitos T, quimiocinas, citocinas
y linfocitos B, aunque éstos no se localizan en la piel. En la piel normal reside una poblacién de
linfocitos T localizada principalmente en la dermis y por debajo de la UDE, esta poblacién expresa al
marcador CLA (Antigeno asociado a Linfocitos Cutaneos, CLA por sus siglas en inglés), dicha
molécula se sintetiza cuando los linfocitos T se activan en el microambiente cutaneo. La molécula
CLA es reconocida por la selectina-E que, a su vez, es una molécula de adhesién que se expresa
tempranamente en la superficie de las células endoteliales durante las respuestas inflamatorias.
(Robert et al., 1999). (Castrillon et al., 2008) (Modlin et al., 2003).




Lupus Eritematoso Discoide

El LE es una enfermedad cronica y autoinmune y aunque se desconoce su etiopatogenia (Jessop &
Whitelaw, 2003), la interaccién de factores genéticos, ambientales, factores hormonales y la
ineficacia de mecanismos que protegen al individuo de la presencia de clonas autorreactivas son
elementos que se consideran imprescindibles para que se desarrolle la enfermedad (Gronhagen et
al., 2010a). El LE puede afectar a personas de todas las edades, grupos étnicos y ambos sexos,
pero mas del 90% de los pacientes que la presentan son mujeres en edad fértil (Callen, 2006; Petri &
Magder, 2004). Hay evidencias que sugieren que los estrogenos estimulan el sistema inmune, lo

cual puede ser larazén de una mayor de incidencia en muijeres (Jessop et al., 2003).

Ademas de los factores antes sefialados, el LE puede estar inducido por algunos medicamentos
entre los que se encuentran: hidralazina, procainamida, isoniazida, metildopa, quinidina, minociclina
y clorpromazina; cabe sefialar que se presenta en adultos mayores con mayor frecuencia y esta

asociado con un periodo largo de medicacion (Zandman — Goddard, et al., 2012)

Esta enfermedad se caracteriza por un amplio espectro de manifestaciones clinicas con una
evolucién variable derivada de la formacién de autoanticuerpos y complejos autoinmunes. Las
personas afectadas pueden producir autoanticuerpos contra gran variedad de antigenos tisulares,
como ADN, histonas, eritrocitos, plaquetas, leucocitos y factores de coagulacion. El diagndstico de
LE depende del reconocimiento de sintomas especificos y de la identificacion de anticuerpos tales
como los antinucleares (ANA), ADN de doble cadena (dsADN) y anticuerpos extraibles del nicleo
(ENA) que comprenden 6 tipos: anti Sm, anti RNP, anti Ro/SSA, anti La/SSB, anti Scl70 y anti Jo1.
(Rodriguez, Gutiérrez & Ramos, 2006).

Las expresiones de esta enfermedad van desde la forma cutdnea localizada hasta una forma
sistémica que puede poner en peligro la vida del paciente (Méndez, 2009). La mortalidad esta
asociada con la enfermedad sistémica severa principalmente cuando se encuentran afectados
drganos del sistema nervioso central y del sistema renal; sin embargo, la afectaciéon cutanea aunque
no esta asociada con la mortalidad per se, frecuentemente produce cicatrices con una afectacion

considerable, tanto fisica como psicolégica (Jessop et al., 2003) .

Algunos pacientes sélo desarrollan la enfermedad en piel, mientras que aproximadamente la mitad

de los pacientes con la enfermedad sistémica desarrolla lesiones en piel (Johnson-Huang, Scott,
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Krueger & Lowes, 2009). Las expresiones Unicamente cutdneas de LE abarcan un espectro de

subconjuntos bien definidos que son englobados bajo el término Lupus Eritematoso Cutaneo (LEC).

Hoy en dia, los diversos subtipos de LEC se subdividen en cuatro categorias diferentes de acuerdo a
las caracteristicas histologicas de las lesiones en piel. Gilliam y Sontheimer propusieron una
clasificacion. Estos subtipos son: Lupus eritematoso cutaneo agudo (LECA), lupus eritematoso
cutdneo subagudo (LECS), lupus eritematoso cutaneo intermitente (LECI) y lupus eritematoso
cutaneo cronico (LECC) el cual incluye al lupus eritematoso discoide (LED) y al lupus profundus
(Vera — Recabarren et al., 2010a, 2010b) (Samalvides & Gutiérrez, 2009).

Las caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de cada uno de los subtipos de Lupus Cutédneo pueden

observarse en la Tabla 1.




Tabla 1. Diferencias clinicas e inmunolégicas entre los distintos tipos de lupus cutaneo.

Tipo de Descripcion Distribuciéon  Cicatriz Asociacién Histopatologia Fotosen-
lupus con LES sibilidad
cutaneo
LECA Lesién de
Localizado Maculas y Frente, area queratinocitos
erupciones V del cuello, aislados,
pequefias parpado No 72 -90% edema, Si
asociadas a superior, vasodilatacion
escama fina que tronco. con
puede extravasacion
congregarse. de eritrocitos.
Menos  comin. Localizada en Atrofia
L EEFEB Erupcion cualquier area  No 5-10% epidérmica con  Si
do maculopapular. por arriba de alteracion de la
Lesiones muy la cintura. capa cornea.
rojas.
LECS! Lesiones anulares Zonas de la Queratinocitos
con bordes piel dafiados,
eritematosos expuestas al atrofia
elevados y sol. Zona No? 50% epidérmica. Si
aclaramiento medio facial Infiltrado
central. Hay libre de linfocitario  en
formas lesiones. dermis
papuloescamosas.  Afecta la zona superior.
V del cuello y
zonas de los
antebrazos.
LECC Placas de eritema, Cara, piel Afectacion en
Discoide escama, cabelluda, toda la zona de
telangiectasias orejas. dermis y
con zonas de Escasas en Si® 5-10% epidermis,
hipopigmentacion  zonas por lesiones  en Ocasional
bien delimitadas y debajo  del queratinocitos,
redondas. cuello. melanéfagos,
membrana
basal
engrosada,
tapones
foliculares.

1 Acompariado de manifestaciones musculoesqueléticas y presencia de anticuerpos anti-Ro/SSA (70%)
2 Deja zona hipopigmentada ocasionalmente
3 Zona hipopigmentada y cicatricial; en piel cabelluda alopecia cicatricial.

Tomado de Méndez, 2009.

El LED se presenta en individuos entre los 20 y 40 afios de vida. Sin embargo también puede

presentarse en pacientes menores de 15 afios 0 mayores de 80 afios (aproximadamente el 5% del
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total de los casos) (Crowson & Magro, 2011). La proporcidn de incidencia en Mujeres/Hombres es de
2:1a 3:1 (Xie, 2011). Ocurre en todas las razas, aunque existen investigaciones que sugieren que el
LED tiene una mayor prevalencia en personas de raza negra (Myrna et al., 2006). Las lesiones del
LED se caracterizan por la presencia de eritema, telangiectasia, escamacién que varia de fino a
grueso, obstruccién folicular, atrofia y cicatrizacion. Las lesiones por lo general se encuentran bien
delimitadas y pueden tener forma redondeada (Uva et al., 2012; Xie, 2011); éstas varian en tamafio
desde unos pocos milimetros a 15 centimetros de diametro. La presencia de cicatrices y/o atrofia es
la caracteristica que separa estas lesiones de LECS (Callen, 2006). Tipicamente, las lesiones estan
confinadas en la cabeza, en la regién del cuello, el &rea periorbital y los oidos, principalmente en las
zonas fotoexpuestas del cuerpo (Myrna et al., 2006). Suele afectar la piel cabelluda dejando como
resultado alopecia cicatrizante. Las palmas y las plantas de los pies también pueden estar

involucradas, pero esto ocurre en menos del 2% de los pacientes (Uva et al., 2012).

B d

Figura 2. Lesiones caracteristicas de LED. Las lesiones son en forma de disco, placas
eritematosas de diversos tamafios y contienen areas de hiperqueratosis foliculares. (a) Alopecia
cicatrizante. (b) Lesién en los oidos y area periorbital. (c) Lesiones en la mejilla. (d) Lesiones en
extremidades superiores.
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La aparicion de las lesiones puede ser desencadenada por una variedad de factores. Pueden iniciar
después de un traumatismo (11%), estrés mental (12%), quemadura solar (5%), infeccion (3%),
exposicion al frio (2%) y embarazo (1%). Aunque también se ha reportado que dos terceras partes
de las lesiones inician espontaneamente. Una vez que las lesiones se desarrollaron, las
exacerbaciones ocurren después de la exposicion solar o traumatismo (Myrna et al., 2006).

En cuanto a la histopatologia se refiere, el cambio principal se lleva a cabo en la dermis y esta dado
por un infiltrado celular mononuclear denso, el cual principalmente consiste en linfocitos y células
plasmaticas predominantemente en el area perivascular.

En la epidermis, los cambios constan de hiperqueratosis y atrofia variable. En las lesiones activas, el
infiltrado se puede encontrar en la UDE. Un infiltrado inflamatorio heterogéneo puede presentarse en
la dermis superior, este infiltrado por lo general es denso y puede llegar hasta la dermis reticular
profunda (Xie, 2011).

La incidencia de transformacion de LED a una forma sistémica es baja, probablemente del 5 al 10%
(Kind P, Lipsky P & Sontheimer R, 1986; Xie, 2011). La presencia de ANA en un titulo bajo no
parece indicar un riesgo elevado de influir en esta transformacion, incluso en pacientes expuestos a
trauma, estrés o luz UV (Angotti, 2003; Crowson & Magro, 2001).

El diagndstico de LED generalmente de realiza por examinacion clinica y la realizacion de una
historia clinica detallada atendiendo al historial familiar del paciente; la biopsia de piel es utilizada
para confirmar el diagnéstico cuando la examinacion clinica es dudosa. El test de autoanticuerpos
(tales como el titulo de anticuerpos antinucleares) pueden ser positivos en LEC pero no
necesariamente implica una enfermedad sistémica. Una vez diagnosticada la enfermedad se
procede a indicarle un tratamiento. El objetivo del tratamiento es detener el proceso inflamatorio para
que las lesiones no crezcan o causen dafios adicionales. El grueso de las placas del eritema debe
desaparecer, pero la pérdida del cabello y la hipopigmentacion de la piel pueden persistir (Jessop et
al., 2003).
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Linfocitos T requladores.

Existen varios mecanismos que protegen al individuo contra linfocitos potencialmente autorreactivos;
uno de éstos mecanismos es la tolerancia inmunoldgica (Tl). Un mecanismo primario denominado
tolerancia central, elimina clonas de células T o B antes de que las células maduren si poseen
receptores que reconocen antigenos propios (autorreactivos). Dado que algunos linfocitos
autorreactivos logran llegar a los tejidos linfoides periféricos, la participacion de otro mecanismo
denominado tolerancia periférica torna inactivos o anérgicos a los linfocitos autorreactivos presentes
en tejidos linfoides secundarios. Sin embargo, la tolerancia periférica es inducida por linfocitos T
reguladores (Treg). Al actuar en tejidos linfoides secundarios y sitios de inflamacién, los linfocitos Treg
aminoran procesos autoinmunitarios. (Schwartz, 2002) (Fehérvari Z, Sakaguchi S, 2004) (Kind,
2007).

Se ha demostrado tanto in vitro como in vivo la existencia de defectos en la capacidad reguladora de
los linfocitos Treg relacionados con enfermedades autoinmunes y procesos inflamatorios crénicos
(Bonelli, Savitskaya, Von Dalwigk, Steiner, Aletaha, Smolen & Scheinecker, 2008; La Cava, 2009).

Los linfocitos Treg SON comunmente categorizados en derivados naturales del timo (nTreg) € inducidos
(iTreg). Se ha observado que el 5% de los timocitos expresan CD4* expresan CD25. La frecuencia y
caracteristicas funcionales de los timocitos CD25*CD4+*CD8- son similares a los linfocitos con el
mismo fenotipo encontrados en los linfocitos de sangre periférica (Abdulahad et al., 2011;
Dieckmann et al., 2001). La diferenciacion de los linfocitos Treg e lleva a cabo en el timo y requiere
de la interaccion del TCR con el péptido propio presentado por las células estromales del timo. Los
corpusculos de Hassall, presentes en la médula del timo secretan linfopoyetina estromal timica
(TSLP) la cual, activa células dendriticas CD11c. Las células dendriticas activadas favorecen la
expresion de FOXP3 en timocitos inmaduros con fenotipo CD4*CD8-CD25%, lo que favorece su
diferenciacion hacia linfocitos Treg FOXP3* (Norihiko et. al., 2005.) Una vez diferenciados, los
linfocitos Treq timicos que son liberados a la circulacion para el control de respuestas auto-reactivas,
son referidas como nTieg. Otro tipo de linfocitos Treg pueden inducirse en la periferia al encontrarse
con antigenos extratimicos y un ambiente rico en TGF-B, a éstos se les denomina
adaptativos/inducidos Treg, iTreg (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009).

12



Como se menciono, los linfocitos nTreg expresan al factor de transcripcion FOXP3, el cual participa
directamente en la funcién de los linfocitos reguladores T CD4* humanos y murinos. FOXP3 ha sido
definido por diversos autores como el gen maestro controlador del desarrollo y funcién de los
linfocitos reguladores y es considerado el principal marcador molecular, de esta subpoblacién
reguladora; fue descrito inicialmente en ratones “escurfi’, los cuales presentan mutaciones
espontaneas en el marco de lectura del gen denominado Foxp3. Este gen codifica para la proteina
escurfina, cuya deficiencia estd asociada a trastornos autoinmunes y linfoproliferativos severos
(Gonzéles Parias et al., 2010). Este factor de transcripcion activa un gran banco de genes que
median el fenotipo supresor de las Treg ¥ también silencian otros genes efectores de los linfocitos T.
(Dang et al., 2011; Sakaguchi et al., 2008).

Se han propuesto diferentes mecanismos de accién por los cuales los linfocitos Treg median la
supresion; dentro de los principales se encuentran: a) un mecanismo dependiente de citocinas,
especialmente de la IL-10 y TGF-B, en el que los factores solubles con caracteristicas
antiinflamatorias tienen una accién directa sobre la poblacién de linfocitos T efectores o bien un
efecto inhibidor sobre las células presentadoras de antigeno (CPA), induciendo de esta manera una
respuesta tolerogénica; b) un mecanismo de eliminacién por medio de la via de granzimas —
perforinas; c) un mecanismo de competencia en el que las células Trq consumen factores de
crecimiento y supervivencia tales como la IL-2 en el microambiente, la ausencia de esta citocina
conduce a apoptosis a los linfocitos efectores y finalmente d) a través de la unién de TCR (Treg) ¥
MHC Il (CPA) y por la interaccion entre el receptor inhibitorio CTLA-4 (Treg) y los receptores
CD80/CD86 (CPA) se induce una respuesta negativa que inhibe la maduracion y funcionalidad de
las CPA (Sakaguchi, Miyara, Costantino & Hafler, 2010).

El LED, como ejemplo de enfermedad autoinmune se debe a una falla de los mecanismos de Tl

tanto en linfocitos T como B. (Green, Droin & Pinkosk, 2003)
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Linfocitos efectores Th17

En el LED, asi como en otras enfermedades autoinmunes, la inflamacion puede persistir por una
falla en los mecanismos que regulan la respuesta inmune. En este sentido, las células Th17 tienen
un papel importante en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria en el paciente (Solomon &
Magro, 2008; Abdulahad et al., 2011; Murphy et al., 2003).

Se sabe que los linfocitos Th17 son una subpoblacion de linfocitos T CD4* descritos en 2005 y han
sido definidos como aquéllos que producen principalmente IL-17A, IL-17F, IL-21, e IL-22. La IL-17,
es una potente citocina inflamatoria que amplifica la inflamacion local gracias a la induccién de la
expresion del factor de necrosis-alfa (TNF-au), IL-1B e IL-6 (Waite & Skokos, 2012). Ademas, esta
citocina recluta macréfagos y neutréfilos, estimula la produccién de citocinas pro-inflamatorias y

péptidos antimicrobianos en una variedad de células tanto inmunes como no inmunes.

Para la diferenciacion de los linfocitos Th17 se requiere de la sefalizacion de IL-6, IL-23 e IL-21
(Waite & Skokos, 2012). La IL-6, producida por las células dendriticas activadas es un factor clave
que promueve la diferenciacion de células Th17 a partir de células T naive. Todas estas citocinas
activan a la proteina STAT3, la cual interviene en la regulacion de la expresion de la IL-17, IL-21 e
IL-23R, asi como del factor RORy (Abdulahad et al., 2011; Yang et al., 2007; Dang et al., 2011).
RORyt pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares a esteroides y esta relacionado a la
subfamilia del receptor de &cido retinoico la cual incluye también a RORa y RORp. Sin embargo,
cabe sefialar que RORyt esta expresado unicamente en células del sistema inmune (lvanov et al.,
2006).

En la diferenciacién a Th17, si hubiera ausencia de STAT3 dicha diferenciacion puede ser
parcialmente rescatada por la sobrexpresién de RORyt, ademas aunque STAT3 se une a la mayoria
de los genes involucrados en la diferenciacion a Th17, también lo hace para los genes involucrados
en la supervivencia y proliferacion de linfocitos T. Los genes que se unen a RORyt, son especificos
para el programa de diferenciacién de Th17 (Durant et. al., 2010). Sin embargo, algunos linfocitos T
pueden co-expresan RORyt y FOXP3 en respuesta a TGF-3 (Bettelli et.al., 2006). Dependiendo de
la interaccidn entre sefiales del ambiente tales como las cantidades relativas de IL-6 y TGF-B una u

otra poblacién emerge como el fenotipo dominante. Altos niveles de TGF-f en la ausencia de IL-6
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induce FOXP3, éste ultimo se puede unir a la proteina de RORyt y antagonizar su habilidad de unir
ADN, favoreciendo asi la diferenciacion hacia linfocitos Treq. Por otro lado, citocinas pro-inflamatorias
como lo son IL-6 o IL-21 en la presencia de niveles bajos de TGF-B, activan a STAT3 favoreciendo
la transcripcion de RORyt. Lo anterior permite la regulacion positiva a través del IL-23R,
favoreciendo asi la diferenciacion de los linfocitos T hacia un fenotipo Th17 (Abdulahad et al., 2011,
Dang et al., 2011).

HIF -1a y el balance Treq / Th17

A pesar de sus diversas funciones, las diferentes poblaciones de linfocitos T se diferencian del
mismo grupo de linfocitos T CD4* naive en el momento de la estimulacion del antigeno por las

citocinas que estan presentes en el microambiente (Dang et al., 2011).

El desequilibrio entre los linfocitos Treg y Th17 es apoyado por estudios moleculares que muestran la

presencia de interaccidn reciproca entre ambas poblaciones. Aunque ambas requieren la misma
citocina TGF-P1, durante etapas tempranas de diferenciacion, en la presencia de citocinas pro-
inflamatorias IL-1B, e IL-6, FOXP3 es regulado negativamente y los linfocitos T con fenotipo
transcripcional expresan un conjunto de proteinas esenciales para el desarrollo Th17 (por ejemplo
RORyt e IL-23R) (Kleczynska et al., 2011).

Como se menciond, juntos IL-6 y TGF-B inducen la expresién de RORyt y la diferenciacion hacia
Th17. A bajas concentraciones, TGF-f3 presenta actividad sinérgica con IL-6 para promover la
diferenciacion hacia Th17. Sin embargo, altas concentraciones de TGF-p favorecen a la
diferenciacion hacia las Treg FOXP3* y la regulacion positiva de FOXP3 permite la inhibicidn de la
actividad de RORyt (Yang et al., 2011). Por lo tanto, un ambiente inflamatorio controla el equilibrio

entre Treg Y la diferenciacion a linfocitos Th17 (Shi et al., 2011).

Recientemente se describio al factor de transcripcion HIF-1a., el cual es un regulador metabdlico

que puede participar en la regulacién de la diferenciacion de los linfocitos T CD4* (Dang et al., 2011).

El factor de transcripcion HIF-1 es el principal factor de transcripcion activado en condiciones de

hipoxia, la cual se describe como la falta de oxigeno tisular y se presenta cuando los niveles de

N
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oxigeno son menores a los requeridos para el mantenimiento fisiologico de la tension de O, en los
tejidos (Hopfl et al., 2003).

HIF-1 se compone de dos subunidades, la subunidad alfa (HIF-1a) y la subunidad beta (HIF-13), es
la subunidad inducible en hipoxia, tiene una vida media de 1-2 minutos en condiciones de normoxia.
En condiciones de hipoxia la acumulacion de HIF-1a. en el citoplasma provoca su traslocacion hacia
el nucleo en donde se une a HIF-13 y a otros cofactores, este complejo reconoce las secuencias
TACGT, que son elementos de respuesta a hipoxia presentes en las regiones promotoras de una
gran cantidad de genes que regulan diversos procesos como: metabolismo energético,

angiogénesis, tono vascular, migracion celular, metastasis, entre otros (Aquino A, Gonzélez G, 2011)

Sin embargo, en los ultimos afios se han generado evidencias de que HIF-1o es regulado en

procesos de inflamacion (Stasinopoulos et al., 2009; Sharma et al., 2011).
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ANTECEDENTES

Linfocitos Treq en Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

Los linfocitos Treg tienen participacion en enfermedades como LES. La falta de funcién de esta
poblacion celular asi como una disminucion en ndmeros de ella, se encuentra vinculada con el
desarrollo de autoinmunidad. (Campbell & Koch, 2011; Buckner, 2011). En el caso especifico de
esta enfermedad se han encontrado nimeros reducidos de Treg tanto en modelos murinos como en
pacientes con LES comparados con controles sanos (Bonelli et al., 2008; Alunno et al., 2012).
Ademas se ha encontrado que los linfocitos Treg N0 Se encuentran distribuidos en los sitios de
actividad de la enfermedad o en drganos linfoides. Asimismo existe una correlacion inversa entre la
proporcion de linfocitos Treg ¥ €l deterioro causado por la enfermedad independientemente de los

drganos que se encuentran implicados (Miyara et al., 2005).

El estudio del grupo de trabajo de Bonelli revela la presencia de linfocitos Treg €n pacientes con LES,
sin embargo, existen trabajos que demuestran una deficiencia en la funcién de los linfocitos Treg €n
los pacientes con LES lo que podria repercutir en una falla del control de la autoinmunidad. (Bonelli
etal., 2008).

Linfocitos Th17 en LES

Se ha observado en varios grupos de pacientes con LES incluyendo a pacientes de nuevo inicio de
la enfermedad, un incremento en el porcentaje de células Th17 y elevadas concentraciones de IL-
17A en suero y plasma asi como infiltracion de linfocitos Th17 en los érganos afectados por LES,
como los rifiones (Balanescu et al., 2010). Los linfocitos Th17 pueden infiltrar la piel, pulmones y

rifiones en pacientes con lupus (Yang et al., 2011).

También se sabe que en las enfermedades autoinmunes y en este caso en el LED, los linfocitos
Th17 tienen un papel importante en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria en el paciente
(Solomon & Magro, 2008; Kleczynska et al., 2011).

Tomando en cuenta estas referencias previas, se puede sefialar que los linfocitos Th17 participan
mediacién de dafio del 6rgano blanco principalmente en la destruccion de tejidos, tanto en etapas

tempranas como tardias de la enfermedad (Kwan et al., 2009).
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Balance Treq/ Th17

Shi et al, sefialan que en la diferenciacién de los linfocitos Th17 es requerido el factor de
transcripcién HIF-1a., por lo que al evaluar a linfocitos HIF-1a - se observd una reduccion de la
expresion de IL-17 asi como un incremento reciproco en los niveles de FOXP3, aunque el
experimento se encuentre bajo condiciones Th17 polarizantes. Lo anterior va de acuerdo con que la
dicotomia de los linfocitos Th17 y Tweg es dependiente de las condiciones inflamatorias,
especialmente de la concentracion de IL-6. Estos trabajos demuestran que HIF-1a es requerido para
promover la diferenciacion celular a Th17 pero inhibe la induccion de los linfocitos Treg. Este grupo de
trabajo estudio los niveles de glicolisis en los linfocitos diferenciados, observando que todos los
linfocitos realizan glicdlisis, sin embargo los linfocitos Treq lo hacen en niveles bajos. Por medio de un
western blot detectaron a la proteina HIF-1 en los linfocitos Th17 asi como también detectaron
niveles elevados de moléculas relacionadas con la glicdlisis en este tipo de linfocitos. Por lo tanto
ellos sugieren que HIF-1a sirve como punto de control metabolico, para distinguir el destino entre

dos linajes celulares estrechamente relacionados. (Shi et al., 2011).

Asi mismo, el grupo de trabajo de Dang, demuestra que HIF-1a promueve el desarrollo hacia Th17
a través de una transcripcion directa de RORyt y una colaboracion directa con RORyt para activar
genes que lleven a un destino Th17. Se conoce que HIF-1a es un sensor importante de la tension
de oxigeno que media a la fosforilacion oxidativa y la glicélisis anaerdbica en respuesta a hipoxia
(Semenza, 2007); y la diferenciaciéon hacia Th17 aumenta en virtud de una hipoxia de manera
HIF-1o. dependiente. Con relacion a ello, varios estudios han demostrado que los ambientes
inflamatorios son relativamente hipéxicos. Estos autores proponen que HIF-1o puede ser activado
mediante factores como IL-6; los niveles de HIF-1a estarian regulados por la tension de oxigeno y
otros metabolitos. HIF-1a activa la transcripcion del gen Rorc y, ademas, recluta a p300 y a RORyt
en los genes promotores de Th17. Estas actividades promueven la diferenciacion hacia Th17. Al
mismo tiempo, HIF-1a. induce la degradacion de la proteina FOXP3 a través de su sefializacién para

su ubiquitinacion y degradacion proteosomal (Dang et al., 2011).

No obstante, el grupo de trabajo de Ben — Shoshan indica que existe una relacién entre HIF-1a. y la
homeostasis de los linfocitos Treg ya que se ha visto que un ambiente hipoxico aumenta la expresion
de FOXP3 en esplenacitos de ratén y linfocitos mononucleares humanos de sangre periférica y que

N
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la transfeccion de HIF-1ow en linfocitos de raton resulté en un aumento de la expresion de FOXP3

tanto in vivo, como in vitro (Ben — Shoshan et al., 2008).

De acuerdo con lo anterior, Clambey et. al., sefialan que particularmente durante el ambiente
inflamatorio hipéxico, HIF-1a. dependiente de transcripcidn puede activar multiples mecanismos anti-
inflamatorios. Un ejemplo de ello es la induccidn coordinada de la ruta de adenosina extracelular,
una ruta que en contexto de linfocitos T puede promover la diferenciacion hacia linfocitos Treg a
través de tres mecanismos distintos: (i) la activacion transcripcional directa de mARN de FOXP3
después de una hipoxia temprana, (i) una hipoxia conducida de manera dependiente de TGF-8,
necesaria para la induccion hipdxica completa de mARN de FOXP3 y proteinas después de la
activacion de linfocitos T y su diferenciacion y (iii) un papel Treg intrinseco para HIF-1a., el cual se
requiere para una oOptima funcion supresora de los linfocitos Treg in vivo € in vitro. Ademas, este
grupo de trabajo menciona que el promotor de FoxP3 posee sitios de union a HIF-1a y que en
condiciones de hipoxia promueve la abundancia y funcién de los linfocitos Treq (Zarek et al., 2008;
Clambey et al., 2012).

En estado de salud, la respuesta Th17 puede ser efectivamente controlada por los linfocitos Treg. Sin
embargo la deplecion condicional de FOXP3 en ratones adultos resulta en la expresion tanto de
RORyt como de IL-17 (Korn et al., 2009). Por otra parte, en estudios anteriores se ha visto una
disminucién del porcentaje de la poblacién de linfocitos Treg y un incremento en el porcentaje de la
poblacion de linfocitos Th17 en enfermedades autoinmunes (por ejemplo en la enfermedad de
Crohn, colitis y artritis reumatoide). Particularmente en LES, el grupo de trabajo de Yang sefiala que
en pacientes con LES activo se ha encontrado un incremento en la poblacion de linfocitos Th17 y
una disminucion de linfocitos Treg cON una correlacion negativa entre ambas poblaciones en sangre

periférica (Yang et. al., 2009)

En cuanto a linfocitos Treq Se refiere Kleczynska et.al., observaron una disminucion cuantitativa de
linfocitos Treg €n comparacion con sujetos sanos, sin embargo, ellos no notaron diferencias
significativas en la frecuencia de linfocitos Th17 entre pacientes con LES y controles sanos
(Kleczynska et al., 2011). Tomando en conjunto estas evidencias, se sugiere que el balance de las
poblaciones de linfocitos Th17/Treq parece ser determinante en el curso de distintas enfermedades

autoinmunes incluyendo el LES.

19



Inmunidad en Lupus Eritematoso Cutaneo

La exposicion a la luz UV es considerado como un desencadenante para lesiones en LEC. La luz UV
induce la liberacion de citocinas y la apoptosis de queratinocitos en tejidos cutaneos. Los factores
pro-inflamatorios liberados en la piel expuesta a la luz UV incluyen: TNFa, IL-6, IL-1 entre otros. Las
celulas apoptéticas no fagocitadas liberan compuestos pro-inflamatorios y potenciales autoantigenos
que pueden contribuir a generar un micro-ambiente pro-inflamatorio que conduce a la formacién de
lesiones cutaneas. INF-1 se encuentra en las lesiones cutaneas, el cual también actia como una
citocina pro-inflamatoria; es liberada por células dendriticas plasmacitoides (pCD) y células
dendriticas convencionales (cCD) que se encuentran en la piel de los pacientes con LEC vy las
cuales emigraron de circulacion. Las lesiones cicatrizantes en piel de LED estan caracterizadas por
altos nimeros de linfocitos citotéxicos residentes de piel asociados con una fuerte expresion de
INF - 1. Las quimiocinas inducibles por INF-y e INF-3: CXCL9, CXCL10 y CXCL11 son expresadas
fuertemente en las lesiones en epidermis de pacientes con LEC, éstas contribuyen al reclutamiento
de linfocitos efectores CXCR3* (Wenzel, Zahn & Titing, 2010). Adicionalmente, las pCD, que
también expresan CXCR3 migran a la piel inflamada, donde el INF-1 local (secretado por
queratinocitos) las estimula para producir mas INF, perpetuando asi el proceso inflamatorio (Johnson
- Huang et al., 2010; Wenzel et al., 2010). Esto contribuye fuertemente a la hiperactividad de
linfocitos T y B caracteristica de esta enfermedad. Un desequilibrio entre CDs inmunogénicas y
tolerogénicas en LEG probablemente limita la expansidn de linfocitos Treg l0 que puede contribuir a la

disminucion en el numero de dichas células. (Horwitz, 2008).

Al analizar cuantitativa y cualitativamente a los linfocitos Ty FOXP3* en enfermedades
autoinmunes, los hallazgos de algunos grupos de trabajo son contradictorios; Suen et al.,
encontraron una frecuencia significativamente mayor de linfocitos T CD4*FOXP3* en pacientes con
LES, en comparacion con controles sanos (Suen, et al., 2009); el grupo de trabajo de Liu et al.,
sefiala que la frecuencia de linfocitos Treg FOXP3* circulantes es significativamente mayor sélo en
pacientes que inician con LES, a comparacion con controles sanos (Liu et al., 2011). Sin embargo al
analizar s6lo la expresion de FOXP3 en tejidos de pacientes afectados por LES y dermatomiositis,
se encontr6 una baja o nula expresion de FOXP3 en comparacién con controles sanos (Solomon &
Magro, 2008).
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En pacientes con LECS, se observé una baja expresion de linfocitos FOXP3* en el infiltrado celular
de dermis en lesiones a diferencia de lesiones de otras enfermedades inflamatorias de la piel como

son: dermatitis atopica y eczema (Franz et al., 2007).

Cabe sefialar que la expresion de este marcador no ha sido reportada en lesiones de LED. Tampoco
se conoce si existe expresion de HIF-1a. en lesiones de dicha enfermedad y si tiene un papel

regulador en el factor de transcripcién FOXP3, especificamente en esta enfermedad.
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ANTECEDENTES DIRECTOS AL TRABAJO

En un trabajo previo realizado en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica (UIMIQ) del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional SXXI se evalto la expresion de HIF-1o en
lesiones de Linfoma Cutaneo de Células T (LCCT), encontrandose expresion en los linfocitos de
dichos pacientes. Cabe sefialar que la expresién de HIF-1a correlaciona con la severidad de la

enfermedad.

De igual forma, se analizo la expresion de FOXP3 en biopsias de lesiones cutaneas de los pacientes
y se encontré menor porcentaje de nucleos positivos comparado con los controles sanos. Al realizar
un analisis de la expresion de IL-17 y RORyt en las mismas muestras se encontr6 una sobrexpresion

de estas moléculas en las lesiones de los pacientes con LCCT comparando con los controles sanos.

Ademas también se encontr que la expresion de HIF-1o y FOXP3 en la piel de los pacientes,
correlacionan de manera inversa, lo que sugiere de acuerdo a los antecedentes que HIF-1a pudiera
estar favoreciendo la degradacion de FOXP3. También se realizaron experimentos con cultivos de
piel de pacientes con LCCT a los que se les agregaron drogas que evitan especificamente la
degradacion de HIF-1a, y se observé un incremento significativo en la frecuencia de linfocitos
FOXP3*, lo que confirma que HIF-1a tiene la capacidad de regular la expresion de FOXP3 en los

linfocitos de la piel de pacientes con LCCT.

Estos resultados sugieren que HIF-1a. tiene un papel importante en el control de la frecuencia de
linfocitos FOXP3+ y, por tanto, pueda tener un papel en el equilibrio Th17/Trq en las lesiones de

pacientes con LCCT, disminuyendo la frecuencia de linfocitos Treg.
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JUSTIFICACION

El Lupus Eritematoso Discoide es una enfermedad autoinmune cronica de etiologia desconocida, en
la que se conoce que factores inmunolégicos juegan un papel importante en la patogénesis. Se sabe
que este padecimiento es una enfermedad autoinmune localizada, de ahi que sea factible analizar el
papel que diversos factores de transcripcion expresados por distintas poblaciones celulares en esta
enfermedad. También existen evidencias de la intervencion de inmunidad celular en esta

enfermedad, sin embargo, cabe sefialar que ésta aln no se encuentra caracterizada.

Existen evidencias que muestran que el balance de las poblaciones celulares Th17/Treq Se encuentra
alterado en enfermedades autoinmunes; esta situacion tiene relevancia clinica en dichas
enfermedades. Sin embargo no se conoce como se encuentran estas poblaciones celulares en LED

y si_ pudieran contribuir o0 no a la patogénesis de dicho padecimiento.

Por lo anterior resulta necesario determinar si en las lesiones de pacientes con LED hay presencia
de linfocitos Treg y Th17, cdmo se encuentra el equilibrio Th17/Treg y €l papel de HIF-1o como
potencial regulador de estas poblaciones celulares y poder contribuir asi, con nueva informacién que

nos ayude a comprender el desarrollo y la patogenia de esta enfermedad autoinmune.
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HIPOTESIS

v" La expresién de FOXP3 se encontrara disminuida y la expresion de RORyt se encontrara
aumentada en las lesiones de los pacientes con LED en comparacién con controles sanos.

v" El factor de transcripcion HIF-1o. se expresara en las lesiones de los pacientes con LED y
correlacionara positivamente con la expresion de RORyt y negativamente con la expresion
de FOXP3.

OBJETIVOS

v" Evaluar la expresion de FOXP3 y RORyt en lesiones de pacientes con LED y en individuos
sanos.

v" Evaluar la expresion de HIF-1a. en lesiones de pacientes con LED asi como correlacionar
su expresion con la de FOXP3 y RORyt.
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METODOLOGIA

- UNIVERSO DE TRABAJO

Los pacientes fueron derivados de la consulta externa de la clinica de Colagenopatias del Centro
Dermatolégico Ladislao de la Pascua y del Hospital General de México. Al inicio de la consulta, se
revisaron los expedientes clinicos con el fin de identificar a los pacientes elegibles y corroborar su
diagnostico de LED. En caso de ser pacientes elegibles, se les pregunto si aceptaban participar en el

estudio y con previo consentimiento informado se les tomé una biopsia en el momento.
- CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION
Inclusién

Pacientes mayores de 15 afios, de cualquier género, con lupus cutaneo crénico, en particular, LED,
con una evolucion de la enfermedad de 6 meses, que no se encontraran recibiendo tratamiento
inmunosupresor, ni sistémico, ni topico, o pacientes con diagndstico previo que hayan presentado

recaida del componente cutaneo.

Con la finalidad de disminuir la inclusién de pacientes con diagndstico semejante a LED, todos los

casos deben estar previamente documentados con estudio histopatoldgico.
Exclusion

Pacientes que hayan sido diagnosticados con LED y que 6 meses posteriores a la toma de la

muestra y biopsia hayan progresado a LEG o que inicien con alguna otra patologia reumatolégica.
- PROCEDIMIENTOS

Los pacientes diagnosticados con LED y que aceptaran participar en el estudio, se les solicitd su
consentimiento por escrito y se procedio a tomarles una biopsia de la lesion con sacabocados de 4,
56 6 mm. A ninguno de los pacientes se les solicitd que asistiera con alguna preparacion especial.

Todos los pacientes con LED fueron documentados con fotografias de las lesiones, cuidando el

anonimato de los pacientes.
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La expresion de diversos marcadores en la biopsia de los pacientes requiere ser controlada con
muestras de sujetos sanos, se requirid® de un segundo grupo de donadores de tejido (piel). La
muestra fue obtenida del tejido sobrante de sujetos sometidos a cirugia plastica, este tejido fue
utilizado como control interno de los experimentos y fue obtenido de las cirugias del Centro

Dermatoldgico Pascua.
# Anticuerpos y reactivos
Los anticuerpos que se utilizaron para las tinciones de inmunohistoquimica fueron los siguientes:

- Anticuerpo policlonal anti-FOXP3 (V — 17) hecho en cabra (Santa Cruz, Biotechnology).
- Anticuerpo policlonal anti -HIF-1a., hecho en conejo (Novus biologicals).

- Anticuerpo policlonal anti-RORyt, hecho en conejo (Novus biologicals).
Los reactivos utilizados en las tinciones de inmunohistoquimica fueron:

- Universal LSAB™ (DAKO) + Kit/HRP, Rabbit/Mouse/Goat (DAKO)
- DAB+Liquid (DAKO)
- Medio Shandon Mount — Z (Thermo)

# Construccion del microarreglo de tejido.

Se obtuvieron biopsias de lesiones cutaneas de pacientes con LED por medio de un sacabocados
de 4, 5 0 6 mm dependiendo del sitio donde se localizara la lesidn. Las muestras fueron fijadas en
paraformaldehido al 4% por 24 horas y posteriormente se sometieron a un proceso de
deshidratacion para ser incluidos en parafina. Para poder analizarlos histologicamente, se
prepararon laminillas de cortes seriados de 4 um utilizando un micrétomo rotatorio modelo
Slee Mainz (Alemania). De estos, se hicieron tinciones de Hematoxilina — Eosina (H/E) para observar
la estructura de la piel, un dermatdlogo experto en LED, seleccion6 el area representativa de cada
una de las muestras. También se obtuvo piel de individuos sanos los cuales de utilizaron como
controles. La construccion del microarreglo de tejido se realiz6 a partir de las areas seleccionadas de
pacientes y controles, extrayendo cilindros obtenidos de los bloques de los pacientes e individuos
sanos. Una vez obtenida una matriz de 35 muestras por duplicado se impregnd el bloque con una

N
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pequefia cantidad de parafina liquida para igualar la altura de los cilindros. Se homogeneizé el
bloque calentando en un horno a 60° C por 15 minutos, de éste, se realizaron cortes seriados de 4
Im con el micrétomo rotatorio. En la siguiente figura se muestra el mapa de microarreglo, en el cual
fueron incluidas 20 biopsias de pacientes con LED, 8 biopsias de pacientes con psoriasis y 7

controles sanos.

1) LED-001 | 8)LED-009 | 15)LED-016 |22)PS-02 | 29)S- 001
2) LED-002 |9)LED-010 | 16)LED-017 | 23)PS—03 | 30)S - 002
3) LED-003 |10) LED - |17)LED-018 | 24)PS-04 | 31)S-003
011
4) LED-004 |11) LED
012
5) LED-005 |12) LED
013
6) LED-007 | 13) LED
014
7) LED-008 |14)LED-015 | 21)PS-01 | 28)PS—08 | 35)S- 009

18)LED- 019 | 25)PS—-05 | 32)S- 004

19) LED - 020 | 26) PS-06 | 33) S-005

20) LED- 024 | 27) PS-07 | 34) S-006

Figura 3. Mapa del Microarreglo en el que se muestra la disposicion que ocupa cada uno
de los pacientes y controles obtenidos. LED: Pacientes con Lupus Eritematoso Discoide; PS:
pacientes con Psoriasis y S: Controles Sanos.
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#6 Tinciones de inmunohistoquimica.

Se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para los marcadores FOXP3, HIF1a. y RORyt en

cortes seriados de 4 um del microarreglo.

Una vez que se tienen los cortes a usar, estos se colocaron en una estufa a una temperatura de
60° C para fundir la parafina de los cortes seriados. Posteriormente los cortes fueron hidratados por
soluciones de xiloles y etanoles. Al término de esta hidratacidn, las laminillas se transfirieron a Jarras
de Coplin de propileno de alta densidad con una solucién de citrato de sodio 0.01M a un p.H. de 6.0
para el desenmascaramiento de antigeno y se pusieron a ebullicion en un bafio de vapor a 90 °C por
4 minutos. Para inhibir la actividad de peroxidasa endogena propia de las muestras se utilizé una

solucion de peroxido de hidrégeno al 10% en metanol durante 20 minutos y con agitacion constante.

Una vez concluida la inhibicion se procedio a incubar las laminillas con una solucidn bloqueadora de
leche-albumina al 10% para evitar la union inespecifica de los anticuerpos empleados durante un
lapso de 1 hora y 30 minutos. Posteriormente se agregé el anticuerpo primario al area de cortes del
microarreglo y se dejo en incubacion en una camara humeda a temperatura ambiente. La incubacion
fue de 18 horas para cada uno de los anticuerpos. Los anticuerpos utilizados para identificar los
marcadores que expresan las poblaciones celulares que se encuentran infiltrado la zona de
epidermis de los pacientes fueron: HIF — 1o, FOXP3 y RORyt en una dilucion de: 1:250, 1:500 y

1:100 respectivamente.

Al dia siguiente, las laminillas con los microarreglos fueron incubadas con el reactivo link universal
biotinilado (coctel de anticuerpos biotinilados anti-raton, anti-conejo y anti-cabra) a temperatura
ambiente, seguida de una incubacién con estreptavidina conjugada con HRP a temperatura
ambiente. Cabe sefialar que ambas incubaciones se realizaron en una camara humeda durante 30
minutos cada una. Para desarrollar el color se utilizé 3, 3 tetra-hidrocloruro diaminobencidina (DAB)
y al final la reaccién fue interrumpida con agua; el tejido se contratiié con Hematoxilina por 20
segundos y fue deshidratado mediante bafios consecutivos de etanol y xileno. Para su conservacion

se utilizé el medio Mount E - 2 para su posterior analisis.
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# Analisis de la expresion de marcadores en los microarreglos.

El anélisis de la expresion de cada marcador en los microarreglos se llevo a cabo mediante un
sistema analizador de laminillas llamado Aperio ScanScope (Aperio). Las laminillas con los
microarreglos se escanearon en el dispositivo ScanScope CS. Posteriormente se analizaron los
spots correspondientes a los pacientes de lupus y controles sanos con la ayuda del software Aperio
Imagen Scope v.11.02.725 (Aperio) seleccionando un area correspondiente a la dermis de 3000 +
500 um?2. Los algoritmos seleccionados para el andlisis en cada marcador fueron: Aperio Positive
Pixel Count para el conteo de pixeles y Aperio Nuclear Algorithm para el conteo de nucleos. Los

criterios utilizados para realizar dichos andlisis fueron los siguientes:

- Tamafo minimo nuclear: 10 micras cuadradas
- Tamafo maximo nuclear: 10000 micras cuadradas

- Tendencia de curvatura: 0.5 micras

Tanto el algoritmo Aperio Positive Pixel Count como el algoritmo Aperio Nuclear Algorithm presentan
3 niveles de positividad: alta, media y baja. En todos los andlisis la intensidad baja no fue tomada en

cuenta con el fin de evitar la tincién inespecifica de fondo.

Cabe sefialar que aunque en el microarreglo de tejido se incluyeron muestras obtenidas de
pacientes con psoriasis, estas muestras no se incluyeron en el anélisis ni en la presentacion de

resultados.
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8 Analisis estadistico

De los valores obtenidos de cada spot de pacientes con LED y de cada individuo normal, se obtuvo
la media. La informacion se procesé y se realizé el analisis estadistico por medio del programa
estadistico GraphPad Prism versién 5.0 (GraphPad Software, San Diego CA) por medio de una

prueba Mann - Whitney para datos no paramétricos, una p < 0.05 fue considerada como significativa.

Para los analisis de correlacion se utilizaron los datos obtenidos de cada spot de pacientes con LED
y de cada individuo normal. De igual forma que para el anélisis anterior, para éste también se utilizé
el programa estadistico GraphPad Prism por medio de la prueba de Pearson donde un valor de

p < 0.05 fue considerado como significativo.
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RESULTADOS
l. RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Se reclutaron 20 pacientes con LED. En la siguiente tabla se describen sus caracteristicas clinicas.

Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes reclutados.

N T i 7
evolucién (ainos)

KR a7 1 1
R 1 9 1

! 15 : 1
[E 2 3 1
R | —— :
O - s : 3

; s . 1
DR 19 —
ER 1 1 :
I 5 [— :
EER ¢ 7 1 :
R 50 : 2

i 55 : 20
I 1 1 L
K : : :
O 2 : 2

; A
I | . 3 7
I ¢ 2 4 :
EX 7 1 :

Cabe sefalar que ningun paciente recibi6 tratamiento previo a la toma de la biopsia. También se
obtuvieron 7 muestras de sujetos sometidos a cirugia plastica como controles internos del
experimento.
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Il. EVALUACION Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE RORyt in situ

Se observo la presencia de linfocitos RORyt positivos en el infiltrado inflamatorio de las lesiones

(Figura 4). En el aumento 20X observamos una zona del infiltrado celular de un spot de un

paciente con LED y en el aumento 40X observamos a mayor aumento la presencia de linfocitos

RORyt*. Estos mismos aumentos se utilizaron para observar la muestra de un individuo normal

(control) representativo.

__LED Control
Control isotipo
20X 20x|
40X
40X 40X

paciente con LED y de un individuo sano en aumentos de 20X y 40X.

Figura 4. Diferencias en la expresion de RORyt en el microarreglo de tejido de biopsias de
pacientes con LED e individuos normales. La positividad de las células esta representada por
una tincion café de las mismas. Se muestra una imagen representativa del control de isotipo, de un
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El andlisis cuantitativo de la expresion de RORyt muestra un aumento en la expresion del
marcador RORyt en las biopsias de los pacientes con LED en comparacién con la piel sana.
(Grafica 1)
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Grafica 1. La expresion de RORyt cuantificada por la cantidad de pixeles positivos es mayor en
pacientes con LED que en los controles normales. Se grafico la cantidad de pixeles positivos, calculada
en base a la densidad de expresion por un area determinada de 3000 + 500 um? en el microarreglo del tejido
de pacientes con LED (barra verde) e individuos control (barra azul).

Asi mismo, se cuantificaron los nucleos positivos para RORyt. El andlisis muestra una mayor

expresion de RORyt en los pacientes con LED que en los controles de individuos normales. (Gréfica

2).

*p= 0.0466

% de nlcleos RORyt positivos

&
OO

Grafica 2. El porcentaje de nucleos positivos para RORyt es mayor en pacientes con LED que
en los controles de individuos sanos. Basandose en el &rea previamente seleccionada para la
cuantificacion de pixeles positivos se cuantificaron tanto los nucleos positivos como totales para
pacientes con LED (barra roja) y controles normales (barra azul) en el microarreglo de tejido.
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[l ANALISIS DE LA EXPRESION DE FOXP3 EN EL MICROARREGLO DE MUESTRAS
DE TEJIDO.

Se realiz6 la tincion de Inmunohistoquimica para el anticuerpo FOXP3 con la finalidad de observar la
expresion de éste tanto en el tejido de los pacientes con LED como en los individuos control. Se
encontrd la presencia de linfocitos infiltrantes RORyt* en las biopsias de pacientes con LED y de

controles normales (Figura 5).

LED Control

Control isotipo

20 20X

40X

40X 40X

Figura 5. Células FOXP3* se encuentran tanto en el infiltrado de las lesiones de LED como
en controles individuales. La figura muestra la expresion de FOXP3 representada por la
coloracion café de las células presentes en las biopsias. Las imagenes presentan una imagen
representativa tanto del control positivo, un paciente con LED y un control normal. El color se
desarroll6 con DAB y se contratifié con Hematoxilina.




El analisis cuantitativo de la densidad de expresion de FOXP3, calculado en base a la intensidad de
la tincidn de color café, muestra un ligero aumento en la expresion de FOXP3, sin llegar a ser
significativo en las biopsias de los pacientes con LED en comparacion de los individuos control con

piel sana (Gréfica 3).
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Grafica 3. No existe diferencia en la expresion de FOXP3 medida por pixeles
positivos en pacientes con LED e individuos control. Se graficé la cantidad de pixeles
positivos para pacientes con LED (barra azul) y controles normales (barra verde) en un
area determinada de 3000 + 500 um? en el microarreglo de tejido.

Con la finalidad de conocer la expresion nuclear de FOXP3 de los pacientes con LED y de los
controles sanos también se realiz6 el analisis nuclear de los spots de pacientes con LED y controles
sanos del microarreglo de tejido en el cual se cuantificaron tanto los nucleos positivos como los

totales.
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Al realizar el analisis nuclear en los spots de pacientes con LED y de controles sanos se encontro
un aumento en el porcentaje de nucleos positivos para FOXP3 en las biopsias de piel sana en

comparacion con las lesiones de los pacientes con LED (Gréafica 4).
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Grafica 4. La expresion nuclear de FOXP3 es mayor en los individuos control que en
los pacientes con LED. Se graficé el porcentaje de nucleos para los individuos sanos (barra
lila) y para los pacientes con LED (barra vino). El rea analizada es la misma que la utilizada
para el analisis cuantitativo de pixeles.
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V. EVALUACION Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE HIF - 1a. in situ EN BIOPSIAS DE
LESIONES DE LED

Con la finalidad de observar si habia la expresion de HIF-1a en las muestras de tejido de
pacientes con LED se realiz6 una tincion de Inmunohistoquimica con dicho anticuerpo en el

microarreglo de tejido.

Se encontraron linfocitos que expresan positividad para HIF-1o tanto en el infiltrado celular para
pacientes con LED como en individuos sanos, sin embargo se encuentran en mayor cantidad en

las lesiones de pacientes con LED (Figura 6).
LED Control

Control isotipo

20X 20X

40X

L 40

Figura 6. Células HIF-1a * se encuentran infiltrando las lesiones en pacientes con LED. La figura
muestra imagenes representativas del control de isotipo, un paciente con LED y un control normal; la
positividad esta representada por la coloracién café desarrollada con DAB. La contratincion se realizé
con Hematoxilina.
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En el analisis cuantitativo de los pixeles positivos calculado en base a la intensidad de coloracidn
positiva café presente en las biopsias de pacientes con LED y controles normales no se observa una

diferencia significativa entre los dos grupos (Grafica 5).
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Grafica 5. La expresion de HIF-1a en pacientes con LED y controles normales no es
diferente. Se grafico la cantidad de pixeles positivos para pacientes con LED (barra rosa) y
controles (barra verde) en un area determinada de 3000 £ 500 um? en el microarreglo de tejido.

El andlisis cuantitativo de la expresion de HIF-1a dio como resultado una mayor expresion del

marcador HIF-1a. en pacientes con LED en comparacion con los controles de piel sana (Grafica 6).
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Grafica 6. El porcentaje de nicleos positivos para HIF-1c. en pacientes con LED es mayor en
comparacion con los controles. La gréfica muestra a los pacientes con LED (barra magenta) en
comparacién con los controles de piel sana (barra azul). El porcentaje de nicleos se determind mediante
la cuantificacion de nucleos positivos y nicleos totales de ambos grupos en la misma area determinada

para el andlisis de pixeles positivos.
L
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V. CORRELACIONES OBTENIDAS ENTRE HIF-1a. CON FOXP3 Y RORyt

Se llevd a cabo un analisis de correlacion entre la expresion de HIF-1a y FOXP3 nuclear para el
grupo de pacientes con LED utilizando un analisis de regresion. Los resultados nos muestran que

existe una correlacion directamente proporcional entre la expresion de HIF-1a y FOXP3 (Gréfica 7).

HIF- 1a FOXP3

p=0.0162
2
r =0.2952

0 50 100 150 200
FOXP3

Gréfica 7. Correlacion entre la expresion de HIF-1a y FOXP3. La expresion de estos
marcadores medida por la cantidad de nucleos positivos correlaciona positivamente en
pacientes con LED. En la parte superior se observan imagenes de biopsias de pacientes con
LED para HIF-1a. y para FOXP3. Ambas imagenes tienen un aumento de 20 X.
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Al realizar el analisis de correlacidn entre la expresion de HIF-1oe y RORyt nuclear en el grupo de
pacientes con LED se encontrd que existe una correlacion inversamente proporcional entre la

expresion de estos marcadores (Grafica 8).

HIF - 1a RORyt
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Grafica 8. Correlacion entre la expresion de HIF-1a y RORyt. La correlacion de estos
marcadores esta medida por el porcentaje de nucleos positivos en el grupo de pacientes con
LED y es inversamente proporcional. En la parte superior se muestran imagenes de biopsias de
pacientes con LED para HIF-1a. y para RORyt. Ambas imagenes tienen un aumento de 20X.
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DISCUSION

El presente trabajo se enfocd en evaluar la expresién de RORyt, FOXP3 y HIF-1a en infiltrados
linfocitarios de lesiones de pacientes con LED, para lo cual se reclutaron 20 pacientes con LED y de
ellos se obtuvo una biopsia de la piel lesionada. Nuestros hallazgos indican que existen células que

expresan dichas moléculas en los infiltrados celulares antes mencionados.

Como se menciono anteriormente, los linfocitos Treg SON Una poblacion celular clave en el control de
la autoinmunidad; en contraparte, los linfocitos Th17 se han identificado como una poblacion
involucrada en el mantenimiento de la inflamacion en distintas enfermedades autoinmunes (Alunno
et al., 2012). En LED se conoce que la exposicion de la piel y las lesiones a luz UV es considerada
como desencadenante para la liberacion de citocinas y factores pro-inflamatorios por ejemplo:
TNFa, IL-6, los cuales contribuyen a establecer un ambiente inflamatorio en las lesiones cutaneas
en conjunto con INFa, el cual también se encuentra en las lesiones cutaneas y es secretado por
pCD, mismas que también se encuentran en dichas lesiones. Sin embargo, no se conoce como se
encuentran las poblaciones de linfocitos Th17 y Treg €n las lesiones cutaneas de esta enfermedad y
si el factor de transcripcion HIF-1ca., que actia como punto de control metabolico y regulador de la
diferenciacion entre estas dos poblaciones celulares pueda favorecer el desarrollo de alguna de
estas dos poblaciones lo cual podria traer como consecuencia un desequilibrio Th17/Treg, €n esta

enfermedad.

Los resultados de este trabajo nos sefialan que en las células presentes en el infiltrado celular de la
dermis de los pacientes con LED reclutados muestran que existe expresion del factor de
transcripcidn RORyt en los infiltrados celulares y que esta expresion es significativamente mayor que
la que se observa en la dermis de los individuos control. Se sabe que RORyt es un factor
transcripcional que se expresa en los linfocitos Th17 (Korn et al., 2009) por lo que estos resultados
sugieren que los linfocitos T presentes en las lesiones de los pacientes podrian tener este perfil de
diferenciacion. La presencia de esta subpoblacién celular podria contribuir al ambiente inflamatorio
presente en las lesiones de esta enfermedad. Estos resultados estarian de acuerdo con lo reportado
para LES, resultados en los que se ha reportado un incremento en los linfocitos con fenotipo Th17
en la circulacion. (Balanescu et al., 2010). Los linfocitos Th17 son importantes en la respuesta a

infecciones extracelulares bacterianas de intestino y vias aéreas, sin embargo en diversos trabajos
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ha sido reportado que esta sub-poblacion de linfocitos puede tener un papel patoldgico en diversas
enfermedades autoinmunes exacerbando la inflamacién caracteristica de dichos padecimientos
(Dang et al., 2011). La determinacion del factor de transcripcion RORyt caracteristico de los linfocitos
Th17 es el primer acercamiento al estudio de esta poblacion celular en pacientes con LED sin
embargo, es esencial determinar ademas la expresion de IL-17 en los infiltrados celulares asi como
determinar la expresion tanto de RORyt como de IL-17 en los linfocitos T ya que otras poblaciones

celulares pueden también expresar tanto el factor de transcripcion como la citocina.

En relacion a los linfocitos Treg, FOXP3 ha sido definido por diversos autores como el gen maestro
controlador del desarrollo y funcion de los linfocitos reguladores (Gonzalez Parias et al., 2010) por lo
que se consider6 como marcador de esta poblacion celular. Ademas, la expresion de FOXP3 ha sido

descrita como marcador especifico para los linfocitos Treg (Franz et al., 2007).

Los linfocitos Treg muestran actividad supresora hacia linfocitos T autorreactivos evitando, la
aparicion de una respuesta autoinmune. En LES se han encontrado Trq deficientes en funcion y
numeros reducidos de Treq tanto en modelos murinos como en pacientes con LES comparados con

controles sanos (Bonelli et al., 2008).

Nuestros resultados indican que existe expresion de FOXP3 en los infilirados celulares de los
pacientes con LED, sin embargo, el porcentaje de nucleos FOXP3 positivos en pacientes es
significativamente menor a la observada en los controles. Asi mismo, la intensidad de la expresion
del marcador (cuantificada como pixeles positivos) es similar en los controles y en los pacientes con
LED. La presencia disminuida de linfocitos Treg coincide con lo reportado en la literatura para
pacientes con LES puesto que grupos de trabajo han reportado una disminucién en el nimero de
linfocitos Treg en circulacion (Bonelli et al., 2008; Valencia et al., 2007) de manera que se sugiere que
los linfocitos Treg N0 pueden controlar eficazmente a los linfocitos Th17, aumentando asi la expansion

y funcion de éstos ultimos.

En conjunto, el anélisis de la expresion de los marcadores anteriores nos sugiere que el equilibrio
Th17/ Treg podria estar alterado en las lesiones cutaneas de pacientes con LED comparado con el

de individuos control, el balance Th17/Teg Se encuentra favorecido hacia los linfocitos Th17.
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Como se menciond HIF-1a es el regulador metabélico que media el cambio de fosforilacién oxidativa
a glicdlisis anaerdbica en respuesta a hipoxia (Semenza, 2007). Sin embargo recientemente se
describié que puede participar como un factor esencial para la diferenciacion entre dos linajes

celulares estrechamente relacionados: Th17 y Treq (Shi et al., 2011).

El grupo de trabajo de Dang propone que el factor HIF-1a participa en el control del balance
TH17/Treg, degradando al factor de transcripcion FOXP3 e inhibiendo la diferenciacion hacia
linfocitos Treg 0 favoreciendo el desarrollo de linfocitos Th17 a través de la activacion directa de la
transcripcién de RORyt mediante la formacién del complejo terciario con RORgt y p300 con el
reclutamiento del promotor de IL-17 resultando linfocitos Th17 (Dang et al., 2011). El grupo de
trabajo de Shi también proponen a HIF-1a. como un factor esencial en la diferenciacion Th17/ Tieg al
observar en sus experimentos moléculas relacionadas con la glicélisis en linfocitos Th17. También
utilizan moléculas para bloquear la glicolisis observando una diferenciacién menor hacia linfocitos
Th17 y mayor hacia linfocitos Treg (Shi et al., 2011).

En contraparte en un estudio anterior, el grupo de trabajo de Ben — Shoshan indica que al silenciar la
expresion de HIF-1a disminuye el efecto sobre FOXP3. También observan que los linfocitos Treq de
raton que se someten a hipoxia tienen mayor capacidad supresora que los que se encuentran en
normoxia (Ben — Shoshan et al., 2008). Clambey et al., sefialan que particularmente durante el
ambiente inflamatorio hipoxico, HIF-1a puede activar multiples mecanismos antiinflamatorios.
Ademas, este grupo de trabajo menciona que el promotor de FOXP3 posee sitios de union a HIF-1a.
y que en condiciones de hipoxia promueve la abundancia y funcién de los linfocitos Treq (Clambey et

al., 2012). Sin embargo no se ha evaluado el papel de HIF-1a en una patologia como LED.

Nuestros resultados muestran que existe expresion de HIF-1a en el infiltrado celular de las biopsias
de pacientes con LED y que esta expresidn es significativamente mayor en los pacientes que en los
controles. Esta expresién puede relacionarse a que en las zonas de infiltrado celular y ambientes
inflamatorios existe un ambiente relativamente hipéxico (Dang et al., 2011), hecho que puede activar
la respuesta de HIF-1ou y explicar su expresion incrementada en los infiltrados celulares presentes
en los pacientes con LED. Por otro lado, al activarse los linfocitos via TCR se favorece la
transcripcion de HIF-1o.. Esta transcripcion se observo que es esencial para la diferenciacion hacia
Th17 (Dang et al., 2011; Shi et al., 2011).
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A pesar de que claramente observamos la expresion de este factor de transcripcion en los infiltrados
celulares en las lesiones de los pacientes con LED es importante evaluar su expresion en los
linfocitos T CD4* para poder determinar su posible participacion en la regulacion de las poblaciones
Th17/Teg. Sin embargo como un primer acercamiento para determinar si la expresion de
HIF-1o tenia alguna relacion con la expresion de los otros factores de transcripcion evaluados en
este trabajo, se realizaron correlaciones entre los datos analizados. Al analizar el porcentaje de
nucleos positivos para HIF-1c. y RORyt, la gréfica 8 evidencia que existe una correlacion negativa

entre la expresion de dichos marcadores (r2= 0.2368, p= 0.0346).

Dicha correlacion obtenida nos sugiere que en los pacientes con LED HIF-1a. no parece regular
positivamente a RORyt como sucede en los trabajos realizados por nuestro grupo en pacientes con
LCCT. Estos resultados tampoco son los esperados de acuerdo a lo publicado por el grupo de Dang

y por el grupo de Shi.

De igual forma se realiz6 un analisis de correlacion entre el nimero de nicleos positivos para HIF-
1a y FOXP3; la gréfica 7 nos muestra que existe una correlacion directamente proporcional entre
ambos marcadores (r2=0.2952, p=0.016). De nuevo los resultados no coinciden con lo reportado por
el grupo de Dang et. al., sin embargo en un articulo del grupo de trabajo de Clambey plantea que
HIF-1a puede promover la transcripcion de FOXP3, hecho que podria suceder en las lesiones de los

pacientes con LED.

El grupo de Clambey analizd las consecuencias transcripcionales en un ambiente hipoxico (1%
oxigeno) con un amplio panel de factores de diferenciacion de linfocitos T. Sus estudios revelaron
una induccién selectiva y robusta de FOXP3, debido a la activacion de HIF-1a, en condiciones de
hipoxia inflamatoria mediante la induccién coordinada de la ruta de adenosina extracelular, ruta que
puede promover la diferenciacién hacia Treg. Ademas también sefialaron que el promotor de FOXP3
posee sitios de unién a HIF-1a. lo que promueve su transcripcion y aumenta asi la diferenciacion
hacia Treg (Clambey et al., 2012). Postura que también coincide con una publicaciéon anterior

realizada por el grupo de trabajo de Ben - Shoshan et. al. (Ben — Shoshan et al., 2008)

Sin embargo, es importante sefialar que sus experimentos fueron realizados in vitro en condiciones
experimentales controladas lo cual puede ser distinto a lo que sucede en la piel con una patologia

como el LED en la que pueden influir otros factores como las citocinas presentes en el tejido.
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Nuestros resultados obtenidos del analisis de correlacion entre la expresion de HIF-1o vs FOXP3 en
pacientes con LED coinciden con lo publicado por estos grupos de trabajo, sugiriendo que en un
patologia inflamatoria cutanea como el LED podrian existir condiciones de hipoxia inflamatoria en
las lesiones de los pacientes, probablemente debido a la gran cantidad de células presentes en
ellas. Esta situacion podria favorecer la expresion de HIF-1au y este a su vez unirse al promotor de
FOXP3 promoviendo asi un aumento de linfocitos Treg, €xplicando asi la correlacion positiva entre la
expresion de estos dos marcadores. Nuestros resultados sugieren que en los pacientes con LED la
expresion de HIF-1a. podria ser clave para incrementar los niveles de FOXP3 y restablecer el
balance Th17/Twq. Aunque las correlaciones obtenidas son significativas, éstas son bajas, lo cual

podria solucionarse al elevar la cantidad de los pacientes con LED y de muestras control.

ElI LED es una enfermedad autoinmune inflamatoria cutanea que dentro de la clasificacion de LEC,
se considera la tercera causa mas comun de incapacidad en el trabajo debido a enfermedad
dermatoldgica, después de la dermatitis atopica y la dermatitis por contacto. Es por ello que es de
suma importancia el estudio de la participacion de los linfocitos Th17 y Treg €n patogenia de esta
enfermedad para en un futuro encontrar nuevos blancos terapéuticos asi como un diagndstico

oportuno y un tratamiento adecuado para mejorar la calidad de vida del paciente con LED.

Nuestros resultados sugieren que existe un aumento de linfocitos Th17 en las lesiones de pacientes
con LED asi como una disminucién en linfocitos Treg, l0 cual coincide con lo reportado para otras
enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple o el mismo LES, asi como para otras
enfermedades cutaneas como psoriasis 0 dermatitis atopica. Esto ademas de ampliar nuestro
conocimiento sobre la enfermedad, abre un campo de opciones para terapias biologicas que tengan
como blanco controlar la produccion de IL-17 como se ha logrado en psoriasis. Por otro lado, al
encontrar expresion de HIF-1a. correlacionada con FOXP3 se revela un papel para este sensor
metabdlico en la respuesta inmune de esta enfermedad. Y ya que existen farmacos que nos
permiten modular la expresion de HIF-1a asi como su traslocacion al nucleo, es posible especular

que estos se puedan usar en enfermedades autoinmunes para restablecer el equilibrio Th17/T eg.
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CONCLUSIONES

- Se encontré un incremento en la expresion de RORyt en la dermis de lesiones de pacientes

con LED, lo cual podria favorecer la diferenciacién Th17 en los pacientes con LED.

- La disminucion en la expresion de FOXP3 nuclear en las lesiones de pacientes con LED
podria estar relacionada a una reduccion en la frecuencia de linfocitos Treg €n los pacientes
con LED.

- Estos resultados sugieren que el balance Th17/Tq pudiera estar alterado en los pacientes
con LED.

- Se encontré un incremento en la expresion de HIF-1a en el infiltrado celular de pacientes
con LED.

- Las correlaciones observadas sugieren que HIF-1o parece regular positivamente a FOXP3
en los pacientes con LED, por lo que se sugiere que la expresion de HIF-1a. podria ser clave

para incrementar los niveles de FOXP3 y restablecer el balance Th17/T reg.
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