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ABREVIATURAS

DNA: Acido Desoxirribonucleico

APAD: Amicrobial Pustulosis associated with Autoinmune Disease (pustulosis
amicrobiana asociada con enfermedades autoinmunes)

CD: Cluster of Differentiation (grupo de diferenciacion)
CXCL9: quimiocina motivo cxc ligando 9
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FOXP3: factor de transcripciéon FOXP3
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IFN: Interferén

LCA: Lupus Cutaneo agudo

LCC: Lupus Cutaneo Crénico

LCI: Lupus Cutaneo Intermitente

LCS: Lupus Cutaneo Subagudo

LEC: Lupus Eritematoso Cutaneo
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PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
pDC: células dendriticas plasmaticas

PF: Pénfigo Foliaceo

PV: Pénfigo Vulgar

RNA: Acido Ribonucleico

TAE: Amortiguador Tris, Acetato y EDTA

Tc: Linfocitos T citotoxicos

TGF: Factor de Crecimiento Tumoral

Th: Linfocitos T cooperadores

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

Treg: Linfocitos T reguladores



RESUMEN

Las citocinas son proteinas reguladoras producidas por los linfocitos y macrofagos
que median el crecimiento celular, la migracion, la inmunidad, la diferenciacién, la
inflamacion y la reparacion; dado que regulan todos estos procesos celulares
deben ser sintetizadas de forma transitoria y estrictamente regulada. Es por ello
que el balance entre las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias es
determinante para el desarrollo, el grado, extensién y evaluacion del proceso de

algunas patologias.

El presente trabajo fue realizado con el objetivo de evaluar la expresion de
citocinas inflamatorias mediante qPCR. Las citocinas analizadas fueron: IL-17,
TNF-a, IL-18, IL-23 e IFN-qa, la quimiocina CXCL9 y el factor de transcripcion
FOXP3 en bloques de piel embebidos en parafina de pacientes con pustulosis
amicrobiana y dicha expresién se compardé con muestras de pacientes con
enfermedades asociadas a pustulosis amicrobiana, lupus eritematoso sistémico,
lupus eritematoso discoide y pénfigo. La técnica de qPCR resulté ser una buena
herramienta para este tipo de analisis y podria sumarse a los examenes de
laboratorio e histopatoldégicos que se realizan actualmente en nuestro pais con

respecto a las enfermedades estudiadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos concluimos que la técnica de gPCR es una
herramienta util para evaluar la expresion de citocinas inflamatorias en pacientes
con pustulosis amicrobiana, observando que estos pacientes presentan una
respuesta inflamatoria Th17; mientras que las otras enfermedades muestran una

respuesta inflamatoria Th1.

En enfermedades o6rgano especifico como LED y APAD se ve elevada la
expresion de IL-18 y TNF-a, que permiten la sintesis de otras citocinas para
reclutar a mas células en el sitio de inflamacion; mientras que en las

enfermedades sistémicas como es el caso del LES hay una expresion elevada de



IFN-a con respecto a las demas citocinas, debido a que interferon permite el
reclutamiento de otras células para la produccién de citocinas en el sitio de

inflamacion.

Por lo tanto la cuantificacién de la expresiéon de citocinas en combinacién con las
técnicas de diagnostico que se realizan actualmente en nuestro pais, serian utiles

marcadores para la caracterizacion de las enfermedades ampollosas.



INTRODUCCION

Sistema Inmunoldgico
El sistema inmunoldgico de los humanos esta encargado de combatir los agentes

patogénicos capaces de invadir y causar dafos al organismo, por lo tanto este
sistema se enfrenta a una gran variedad de agentes y para ello ha desarrollado
multiples estrategias. El sistema inmune se compone de células especializadas y
moléculas solubles. (Kindt, 2007; Roitt, 2008)

Los leucocitos son una poblacién celular heterogénea que juega diversos papeles
en la eliminacion de agentes patéogenos. En general son clasificados en
granulocitos y células mononucleares. Los granulocitos son nombrados asi debido
a la presencia de granulos en su citoplasma, dentro de este grupo se encuentran
los neutrdfilos, los eosindfilos y los basodfilos; mientras que entre las células

mononucleares se ubican los monocitos y los linfocitos. (Davies, 2001)

Los linfocitos son las células centrales de la inmunidad adaptativa; pueden
subdividirse en tres poblaciones:

1. Células B

2. Células T

3. Células asesinas naturales (NK)

Los linfocitos B y T que no han interactuado con algun antigeno se denominan
virgenes. Una vez que hay interaccién de los linfocitos con algun antigeno se
induce la proliferacion de estas células y su diferenciacion en células efectoras o

bien en células de memoria. (Kindt, 2007)

Las células plasmaticas son las células efectoras que secretan anticuerpos del
linaje de células B, mientras que las células efectoras de células T incluyen la
célula T colaboradora o cooperadora (célula TH) que secretan citocinas y células
maduras activadas por antigeno del linaje de la célula T citotoxica (célula Tc)
conocidas como linfocitos T citotoxicos. (Kindt, 2007) Los linfocitos Tw que inducen



una respuesta inmune celular se denominan Th1 mientras que aquellos que

favorecen la respuesta humoral son Th2. (Urra, 2012)

Dentro del linaje de las células T se ha caracterizado una tercera subpoblacion, las
células T reguladoras (Treg), que tienen como funcion la supresion de linfocitos T
autorreactivos para evitar la manifestacion de una respuesta autoinmune. Se
caracterizan por la expresion de CD25 y del factor de transcripcion FOXP3.
(Alunno, 2012; Ziegler, 2009)

Adicional a los componentes celulares mencionados anteriormente, el sistema
inmune cuenta con moléculas solubles que forman parte de la respuesta humoral.
Esta respuesta es inducida mediante sefiales quimicas, que van dirigidas hacia los
linfocitos T, a las células dendriticas (DC), a los macrofagos, favoreciendo la

liberacién de productos llamados citocinas. (Davies, 2001)

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular responsables de la
comunicacion intercelular, inducen la activacion de receptores especificos de
membrana asi como funciones de proliferacién y diferenciacién celular, quimiotaxis
y generacion de inmunoglobulinas. Son producto de diferentes tipos celulares
principalmente del sistema inmune, entre estos se encuentran los linfocitos y los
macrofagos, leucocitos polimorfonucleares y adipocitos. Se unen a sus receptores
especificos en la membrana de las células blanco e inician vias de transduccién
de senales que al final alteran la expresion génica de las células blanco, regulan la
intensidad y duracion de la respuesta inmune al estimular o inhibir la activacion,
inflamacion, respuesta inmune local y sistémica, reparacion tisular, hematopoyesis

y otros procesos biolégicos. (Lourenco, 2013; Kindt, 2007; Urra, 2012)

Las citocinas suelen actuar localmente en forma autdcrina (sobre la célula que las
sintetizd) y paracrina (sobre cualquier otro tipo celular). Cada citocina es producto
de una sub-poblacion celular en respuesta a diversos estimulos, induciendo la

activacion de una cascada de sefales que tienen efectos agonistas, sinérgicas o



antagonistas, con lo cual se alteran las funciones de la célula blanco. Las
actividades pueden ser redundantes, es decir, varias citocinas comparten o
inducen los mismos efectos biolégicos sobre una célula. (Barros, 2011; Kindt,
2007)

De acuerdo a su actividad, al sitio o fase de la respuesta inmune en la que actuen,
se pueden clasificar en: citocinas pro-inflamatorias (Th1) que se encuentran
presentes en la respuesta inmune innata, inespecifica o inflamacion y favorecen el
desarrollo de la inmunidad celular y/o citotoxica; y citocinas anti- inflamatorias
(Th2) las cuales cooperan en la inmunidad humoral o en el switch de
inmunoglobulinas. (Barros, 2011; Kindt, 2007)

Autoinmunidad
En algunos casos se presenta un trastorno denominado autoinmunidad, donde

existe una pérdida de los mecanismos que mantienen el equilibrio del sistema
inmune humoral y celular en el hospedero. Las causas principales de la
autoinmunidad son la predisposicion genética y los factores ambientales. (Cafas,
2011; Kindt, 2007)

En la autoinmunidad hay una incapacidad de distinguir lo propio de lo ajeno, lo que
da como resultado el ataque de células y 6rganos propios por varios mecanismos
efectores como los auto-anticuerpos y células T autorreactivas. (Cafas, 2011;
Kindt, 2007)

Se han descrito varias enfermedades autoinmunes sistémicas (6rgano no
especifico): se presentan cuando los anticuerpos atacan antigenos no especificos
en mas de un 6rgano en particular. Existe un grupo de enfermedades que, a pesar
de tener algunos antigenos especificos de algunos 6rganos, no presentan
exclusividad para estos por ejemplo polimiositis y el Lupus Eritematoso Sistémico
(LES). (Kindt, 2007)



Existen los sindromes locales (6rgano especificos): aquellos con caracter
enddcrino como la diabetes mellitus tipo |, la enfermedad de Addison, la tiroiditis
de Hashimoto o bien los padecimientos dermatolégicos como el pénfigo vulgar, o
de tipo hematoldgico como la anemia hemolitica autoinmune, en donde se ve

involucrado un tejido en particular. (Kindt, 2007)

Estructura de la piel
La resistencia de la piel contra influencias ambientales y su integridad para la

proteccion contra agentes quimicos, mecanicos o microbianos radica en dos
estructuras que mantienen la adhesion epidérmica: la primera son los
desmosomas, que son los encargados de la union de célula a célula; y la segunda,
son los hemidesmosomas, estos implican la union de las células a la membrana
basal. (Navarrete, 2003)

La piel esta conformada por tres capas, las cuales son: la epidermis (mas
externa), la dermis (capa intermedia) y la hipodermis (capa interna). (Figura 1). La
epidermis es el tejido mas expuesto a las agresiones, debe de estar adaptado
para las renovaciones y la reparacién, es un epitelio pluriestratificado, cuyas
células reciben el nombre de queratinocitos puesto que estan especializados a la

produccion de queratina y filamentos intermedios. (Navarrete, 2003)

Los queratinocitos representan el 95% de las células en la epidermis y se
encuentran distribuidos de manera distinta en cada una de las subcapas de la
epidermis, que son: células basales, forman la capa mas interna, adherida a la
membrana basal y son las unicas que se dividen; células espinosas, se disponen
en varias capas por encima de las células basales, deben el nombre a que sus
numerosos desmosomas, donde se anclan los filamentos de queratina, se
observan como espinas; células granulares, sus intimas uniones determinan la
barrera de permeabilidad que impide la pérdida de los fluidos, ademas son el
limite entre la parte activa de la piel y la parte mas superficial, formada por células



muertas; y escamas, forman el estrato corneo, se trata de células muertas,

reducidas a laminas planas densamente plegadas. (Figura 2) (Navarrete, 2003)

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Figura 1. Corte de Piel. Figura 2. Estratos de la epidermis. 1
La piel esta conformada por tres capas la Estrato basal; 2 estrato espinoso: 3

epidermis (capa externa), la dermis (capa estrato granuloso; 4 estrato comeo
intermedia) y la hipodermis (capa mas interna). e ’ '
(Modificada de (Welsch, 2008) ) (Modificada de (Welsch, 2008))

Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad reumatica autoinmune con una

amplia variedad de anormalidades inmunolégicas como hiperreactividad de
linfocitos B, auto-anticuerpos, formacion de complejos inmunes y vasculitis
sistémica. Se presenta con mayor frecuencia en mujeres de 6 a 61 afios. (Romero,
2009)

El LES afecta del 5 al 7% de la poblacién humana y a menudo ocasiona estados
debilitantes cronicos. Puede afectar cualquier sistema de érganos, incluyendo al
cardiovascular, hematologico, tegumentario, locomotor, nervioso, renal vy

respiratorio; en mas de la mitad de los casos es letal. (Sanchez, 2004)

Se caracteriza por la inflamacion y dafo de tejidos mediado por la unién de
anticuerpos a las células del organismo y en especial al depdsito de complejos

antigeno-anticuerpo; lo anterior casusa la pérdida de la tolerancia a los antigenos

7



nucleares ademas de una activacion desregulada de linfocitos tanto T como By
posterior activacién de las células plasmaticas generando una gran cantidad de
anticuerpos autorreactivos, lo que favorece la formacion de complejos inmunes.
(Lourenco, 2013; Urra, 2012)

El curso de la enfermedad puede ser impredecible, con periodos de crisis
alternados con remision. Puede variar de leve a grave con dafio crénico, hasta la
enfermedad exclusiva de la piel (Lupus Eritematoso Cutaneo (LEC), o Lupus
Eritematosos Discoide (LED)). (Salomén, 2009; Uva, 2012)

Lupus Eritematoso Cutaneo (LEC)
El lupus eritematoso cutaneo presenta varias morfologias es por ello que las

manifestaciones se pueden clasificar en especificas y no especificas,
dependiendo de las presencia de dermatitis de interfase. Las lesiones especificas
pueden ser divididas en cuatro categorias: Lupus Cutaneo Agudo (LCA), Lupus
Cutaneo Subagudo (LCS), Lupus Cutaneo Crénico (LCC) y Lupus Cutaneo
Intermitente (LCI) (Sontheimer, 1997), basadas en la morfologia, duracién de las

lesiones y la histopatologia.

Los hallazgos histolégicos en la piel de los pacientes con LEC son: degeneracion
de los queratinocitos basales de la epidermis, alteraciones en la membrana basal,
infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular, predominantemente en la union
dermo- epidérmica o en algunos casos perianexial, depodsitos dérmicos de mucina

y vasculitis leucocitoclastica. (Méndez, 2009)

Las lesiones no especificas pueden ser vistas en otras enfermedades (Tabla 2).
(Bielsa, 2010)



Tabla 1. Manifestaciones cutaneas del

Rodriguez, 2010)

lupus eritematoso. (Bielsa &

Lesiones cutaneas especificas (con

Lesiones inespecificas (sin dermatitis de

dermatitis de la interfase) la interfase)
Lupus eritematoso Vasculitis
discoide localizado leucocitoclastica
Lupus Vasculares Vasculopatia
eritematoso Livedo reticularis
cutaneo cronico Tromboflebitis
Fendmeno de
Raynaud
Eritemalgia
Lupus eritematoso | Lesiones LES bulloso
discoide ampollares Pénfigo
generalizado

Lupus eritematoso
hipertrofico o}

verrucoso

Paniculitis lupica

Cutis laxa o anetodermia

Lupus Anular Mucinosis papular de Gold
eritematoso Papuloescamoso

cutaneo

subagudo

Lupus No determinadas Pustulosis amicrobiana de las flexuras
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Las lesiones se manifiestan en la cara y zonas expuestas a la luz en forma de

placas enrojecidas con descamacion y atrofia de la piel, se agrava con la

irradiacion del sol. Alrededor del 5% de los pacientes con LEC terminan por




presentar manifestaciones en otros 6rganos, pasando a un diagnostico de lupus

eritematoso sistémico. (Uva, 2012)

El LEC afecta mayoritariamente a personas entre 20 y 40 afos, mostrando mayor
en mujeres en una proporcion 2:1. Estudios realizados en Nueva York,
demuestran que el 90% de los pacientes efectivamente son mujeres, en donde las
afroamericanas son tres veces mas susceptibles a desarrollar la enfermedad que

las de raza blanca. (Sanchez, 2004)

Debido a las distintas morfologias clinicas que presenta el LEC, su diagndstico en
muchas ocasiones es complicado de realizar, es por ello que las manifestaciones
ampollares en esta enfermedad deben de diferenciarse otras enfermedades como
el penfigoide ampollar, epidermdlisis bullosa adquirida o con una porfiria cutanea
tardia. (Giansante, 2013; Uva, 2012; Vera, 2011)

Lupus Eritematoso Discoide (LED)
El Lupus Eritematoso Discoide es la mas comun de las enfermedades crénicas en

el LEC, las lesiones son en forma de disco, con placas eritematosas de tamafio
variable y se presentan areas de hiperqueratosis foliculares, que son dolorosas si
se levantan manualmente. La progresién de la enfermedad puede dar lugar a
cambios en la pigmentacion, atrofia permanente, cicatrices y alopecias. Las
lesiones ocurren tipicamente en la cara, cuero cabelludo, orejas, en escote y en
las areas extensoras de los brazos. Las ulceras orales son mas frecuentes en los
pacientes con LES, sin embargo 24% de los pacientes con LED tienen
compromisos mucosos y pueden llegar a presentarse en el paladar, labios o
mejillas. (Uva, 2012)

Pustulosis Amicrobiana de las Flexuras (PAF)
La Pustulosis Amicrobiana de las Flexuras (PAF), es otra enfermedad que se ha

asociado con lupus, es una entidad poco frecuente, caracterizada por brotes de
lesiones papulo-pustulosas, que afecta predominantemente a pliegues cutaneos,
al cuero cabelludo, los conductos auditivos externos y el area genital. Fue descrita
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por primera vez en 1991 por Crickx y colaboradores en dos mujeres con lupus,
quienes presentaban brotes de pustulas amicrobianas en cuero cabelludo,
grandes pliegues y conducto auditivo externo. (Marquez, 2009; Saint- Jean, 2010;
Gambichler T. , 2007)

Se han descrito pocos casos que presentan esta enfermedad, sin embargo la
mayoria de ellos en mujeres jovenes (94%) y todos asociados a alguna alteracién

inmunoldgica, siendo el lupus eritematoso el mas frecuente. (Marquez, 2009)

En esta enfermedad los neutréfilos desarrollan un papel muy importante ya que
son los responsables del desencadenamiento de la patologia, debido a una
disfuncion; como sabemos éstos son la primera linea de defensa con la que
cuenta el sistema inmunolégico, por lo tanto una alteracién en su actividad

conlleva a la etiopatogenia de esta identidad. (Marzano, 2011)

Pustulosis amicrobiana asociada con enfermedades autoinmunes (APAD)
La pustulosis amicrobiana asociada a una enfermedad autoinmune (APAD), es

una enfermedad rara, caracterizada por recaida de erupcion pustular, afectando
principalmente a los pliegues de la piel. Casi todos los casos descritos hasta la
fecha han sido mujeres jovenes con diferentes enfermedades autoinmunes
subyacentes como es el lupus eritematoso, el sindrome de Sjogren y la nefropatia
IgA. (Lim, 2012)

Pénfigo
El pénfigo, que es una patologia autoinmune poco frecuente, causa grandes
ulceras en la piel, existen cuatro tipos pénfigo vulgar (PV), pénfigo foliaceo (PF),

pénfigo paraneoplasico, pénfigo IgA. (Valencia, 2011)

La presencia de ampollas en esta enfermedad se debe a acantdlisis (separacion
intercelular) e IgG dirigida a la superficie de los queratinocitos. La piel tiene una
apariencia escamosa y con costras, no afecta a mucosas y su blanco principal son
los desmosomas. (Valencia, 2011)
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Los desmosomas estan compuestos por tres familias de proteinas:
1. Las plaquinas: la desmoplaquina, la periplaquina y la enviplaquina.
La familia de las proteinas del armadillo: placofilina y la placoglobina.
La familia de las cadherinas: desmocolinas y desmogleinas (Figura 3)
(Valencia, 2011)
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Figura 3. Estructura de los desmosomas.

Las moléculas transmembranales, desmogleinas y desmocolinas, se unen con
queratinas del citoesqueleto mediante la interaccion con componentes
intracelulares de la placa del desmososma como desmoplaquina, placofilina,
enviplaquina y periplaquina. (Valencia, 2011)

Existen cuatro tipos de desmogleinas de las cuales la 1 y la 3 se encuentran
distribuidas en diferentes proporciones en la piel y mucosas. En el pénfigo foliaceo
(PF) se producen anticuerpos dirigidos contra la desmogleina 1 (Dgs-1), el
fendbmeno de acantélisis representado por ampollas, sélo se observa en la zona
subcérnea debido a que la cantidad de Dgs-3 no alcanza a recompensar el
bloqueo funcional ocasionado por los anticuerpos; por otro lado, la cantidad de
Dgs-3 en las mucosas es suficiente para mantener la adhesion, y esta es la razén
por la cual no se presentan las lesiones en las mucosas de los pacientes con PF.
(Valencia, 2011)
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Psoriasis
La psoriasis es una enfermedad crénica que ocurre en el 1-3% de la poblacién, se

caracteriza por lesiones eritemato- escamosas, se encuentra relacionada con las
enfermedades dermatologicas previamente mencionadas principalmente con
pustulosis. (Giraldo, 2009; Rios, 2010)

Afecta a personas de todas las edades, sus manifestaciones clinicas son
heterogéneas, desde afectacién leve hasta formas muy extendidas. Diversos
estudios sugieren que esta asociada a un desorden denominado Sindrome
Metabdlico, que integra a la hipertension arterial, dislipemia, obesidad,
alteraciones en el metabolismo glucidico, un estado protrombético ademas de pro-
inflamatorio. (Giraldo, 2009; Rios, 2010)

Causas de las lesiones cutaneas
Una de las principales causas de las lesiones cutaneas es un desbalance entre la

sintesis de citocinas pro y antiinflamatorias y a su actividad, el cual es un proceso
muy complejo, en donde se ve implicada la interaccién de dichas moléculas a
través de una cascada de sefalizacion formando complejos inmunes que permiten

la perpetuacién de la enfermedad. (Manukyan, 2010; Shachar, 2012)

Durante el proceso de inflamacion la participacion de citocinas con funcion pro-
inflamatoria es fundamental, esta respuesta pro-inflamatoria es regulada por
moléculas anti-inflamatorias. En condiciones normales todas estas moléculas
sirven como inmunomoduladoras y por lo tanto, limitan el efecto potencialmente
dafino, sin embargo, en condiciones patoldgicas la respuesta anti-inflamatoria es

insuficiente para controlar la inflamacién. (De Pablo, 2005)

Se ha observado que la desregulaciéon de la sintesis de citocinas juega un papel
importante en las lesiones provocadas por LES, LED, Pustulosis Amicrobina y
pénfigo foliaceo. Multiples citocinas han sido implicadas en la actividad de cada
una de las enfermedades, como es el caso de interferon (IFN), interleucinas: 10,
17, 6 y 1, asi como el factor de necrosis tumoral (TNF). Por lo tanto podrian ser
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utilizadas como marcadores para identificar de qué patologia se trata, para dar un

mejor diagnostico y por ende un mejor tratamiento. (Urra, 2012)

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

PCR punto final

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es una reaccién enzimatica que

consiste en sintetizar una secuencia especifica de DNA durante varios ciclos

repetidos en los que la secuencia blanco es copiada. (Tamay, 2013)

Los elementos importantes en la reaccion son:

Tag DNA polimerasa, proviene de la bacteria termdfila llamada Thermus
aquaticus, la cual vive en altas temperaturas. El rasgo que distingue a esta
enzima de otras DNA polimerasas es su capacidad para mantener su
funcionalidad a temperaturas altas.

Los primers especificos, son secuencias de nucledtidos que delimitan la
secuencia blanco en la parte sentido (5-3) y antisentido (3°-5").
Generalmente el tamafio del primer oscila entre 15-25 pb y la cantidad de G-
C no debe ser mas del 55%, con una temperatura de alineado que puede
variar de 45 a 70°C.

Los desoxirribonucledtidos trifosfatados (ANTPs), son las bases nitrogenadas
con los que la Taq DNA polimerasa sintetiza las nuevas cadenas de DNA, por
ello es importante que su concentracion sea la adecuada ya que de lo
contrario pueden afectar la funcién de la Taqg DNA polimerasa. Normalmente
se utilizan en una concentracidon que oscila entre 0.2 a 1.0 mM de cada uno.
Cloruro de magnesio o sulfato de magnesio, ya que el magnesio es un
cofactor de la DNA polimerasa, por eso se debe tener una concentracion
adecuada para que no afecte la actividad de la Taq DNA polimerasa;
regularmente su concentracion oscila entre 0.5-2.5 mM.

La reaccidon debe darse en un ambiente amortiguado por lo que es necesario
la adicion de un buffer de Tris- HCI (pH=8) en una concentracion final de
200mM.
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Templado o molde (DNA o cDNA), puede ser de cadena sencilla o doble con

una buena integridad para poder amplificar la region de interés.

Los equipos donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales

estan disefiados para establecer un sistema homogéneo de temperatura, tiempo y

numero de ciclos. (Tamay, 2013)

Todos los elementos interactuan en tres etapas principales y son las siguientes:

1.

2.

Desnaturalizacién: etapa en la que se separa la doble cadena del DNA y las
cadenas sencillas adoptan forma lineal. mediante una breve incubacién a una
temperatura de 95°C (Qiagen), esta temperatura varia dependiendo de la
marca de la Tag DNA polimerasa que se utilice, pero siempre es superior a la

temperatura de alineamiento de la region a amplificar.

Alineamiento o hibridacion: temperatura en donde los oligonucledtidos se
unen a las secuencia blanco del DNA, formando una pequefa regién estable

de doble cadena. La temperatura puede variar entre 40°y 70°C.

Extensién o polimerizacion: 72°C temperatura a la cual la Taq DNA
polimerasa alcanza su maxima actividad, y empieza a copiar el ADN molde
en sentido 5-3’, a partir de los oligonucledtidos previamente alineados.
(Luque, 2011; Espinosa, 2014)

Este proceso se repite entre 30 a 40 ciclos, en cada uno de ellos se aumentara la

cantidad de la secuencia DNA de interés en 2" (Figura 5). Cabe mencionar que

generalmente se usan dos pasos adicionales: uno de 95°C por 10 min, para iniciar

con la desnaturalizacion, y uno de 72°C por 10 min que permite que la Taq DNA

polimerasa termine de sintetizar todos los fragmentos que pudieron haber

quedado incompletos. (Espinosa, 2014; Luque, 2011)
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Figura 4. Amplificacion exponencial del DNA mediante PCR. (Modificado,
(Somma, 2014))

e PCRtiempo real (QPCR)

A diferencia del PCR punto final el PCR tiempo real es mas sensible para detectar
y cuantificar los acidos nucleicos. El objetivo de esta técnica es detectar y
cuantificar las secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de

reporteros fluorescentes en la reaccion. (Tamay, 2013)

Mediante la deteccidon de la fluorescencia se puede medir durante la amplificacion
la cantidad de DNA sintetizado en cada momento, ya que la emision de
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA
sintetizado. (Costa, 2004)

Los termocicladores para llevar a cabo el gPCR tienen incorporado un lector de
fluorescencia y estan disefiados para poder medir en cualquier momento la
fluorescencia emitida en cada uno de los viales donde se realice la amplificacion.
Las sustancias que emiten la fluorescencia pueden ser de dos tipos: agentes
intercalantes y sondas especificas marcadas con fluorocromos. (Costa, 2004)
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— Agentes intercalantes
Son fluorocromos que aumentan notablemente la emision de fluorescencia cuando
se unen al DNA de doble hélice. (Costa, 2004) El mas empleado en qPCR es el
SYBR Green, la cual es una molécula cargada positivamente que tiene la
propiedad de intercalarse al DNA de doble cadena dando un incremento de la
fluorescencia a medida que aumenta la cantidad del producto de PCR. (Tamay,
2013)

— Sondas de hibridacion especificas
Son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donador y un aceptor. El
proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(FRET) entre las dos moléculas. Las mas utilizadas son las sondas de hidrdlisis,
denominadas también sondas TagMan, las sondas Molecular Beacons y las
sondas FRET. (Costa, 2004)

Para la cuantificacion de la concentracion inicial de DNA (o RNA) en la muestra
se afiaden controles externos con concentraciones conocidas y crecientes de DNA
(curva estandar, Figura 5) en el ciclado de amplificacion. En el qPCR el software
muestra el incremento de fluorescencia (proporcional al aumento de DNA) en cada
ciclo, y esta informaciéon se refleja graficamente en curvas de cinética de la

reaccion para cada una de las muestras y controles. (Costa, 2004)

Amplificacién

‘ 10 copias/ul-Q54 ‘

Qas1
‘ 100 copias/ul-QS3 ‘ Qs2

| 1,000 copias/ul-Qs2 | Qs3
Qs4

Thiesndlo

‘ 10,000 copias/ul-Qs1 ‘

1 5 ] -] il £ i s

Figura 5. Curva estandar para cuantificaciéon. Se muestra la amplificacion de los
controles con sus respectivos valores. Fluorescencia (F)

Para cada muestra el software calcula el numero de ciclo en el que el lector

empieza a detectar un incremento de fluorescencia significativo, con respecto a la
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seflal de base. El ciclo en el que se empieza a detectar el aumento de
fluorescencia se denomina punto de corte (Cp, de crossing point) o ciclo umbral
(Ct, de threshold cycle) y es inversamente proporcional a la concentracion inicial
de DNA presente en la muestra. Con las concentraciones previamente conocidas
de los controles externos y sus Cp correspondientes se dibuja una curva patron
(Figura 7) y se interpolan en ella los valores de los Cp de cada muestra problema

para inferir la concentracion de DNA inicial.
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R-Squared Value 0.978288

Figura 6. Curva patron.
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ANTECEDENTES

Factores que influyen en el desarrollo de enfermedades autoinmunes

Los factores ambientales, la prescripcion de algunos farmacos y agentes
infecciosos influyen de manera importante en el desarrollo de enfermedades

autoinmunes.

Un factor ambiental que juega un papel importante es la radiacion ultravioleta ya
qgue conduce la liberacién por parte de las células epidérmicas de citocinas como
el TNF-a y la IL-1 que a su vez desencadenan la sintesis de otras citocinas pro-
inflamatorias, esto conlleva la activacién de linfocitos y la expresion de moléculas
de adhesion en las células endoteliales y los queratinocitos. Por otra parte, la
radiacion UV induce la apoptosis de los queratinocitos y la expresion de auto-

antigenos en su superficie (Figura 7). (Bielsa, 2010)

En condiciones normales, las células apoptdticas son eliminadas de forma rapida
del organismo para evitar la liberacion de las enzimas intracelulares y la
exposicion de auto-antigenos. Anomalias en la eliminacion de las células
apoptéticas han adquirido relevancia como origen de las manifestaciones de LES
y LEC. No obstante, no esta claro si el fallo radica en un déficit en los mecanismos
de eliminacion de las células apoptéticas con la consiguiente acumulacion de las

mismas, o en una eliminacién inflamatoria. (Bielsa, 2010)

Como consecuencia de los déficits en su procesamiento, las células apoptdticas
sufren necrosis secundaria y de desencadenan estimulos pro-inflamatorios, este
proceso conduce a la exposicidon de auto-antigenos en la superficie celular, los
cuales sufren modificaciones durante la apoptosis. La unién de auto-anticuerpos a
estos antigenos daria lugar a una respuesta inflamatoria y la consiguiente

produccién de citocinas (Figura 7). (Bielsa, 2010)
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Figura 7. Principales eventos que podrian intervenir en el mecanismo
patogénico de las lesiones cutaneas de LE. (Bielsa, 2010)

La prescripcion de ciertos farmacos en donde se incluyen antibiéticos (D-
penicilamina penicilina, cefalosporinas y rifampicina), medicamentos para el
tratamiento de padecimientos cardiacos (captopril, enalapril, la quinidina, la
procainamida e hidralazina) y farmacos antipsicéticos pueden contribuir al
desarrollo de alguna enfermedad autoinmune. (Enriquez, 2013; Magged, 2003;
Marcano, 2014; Valencia, 2011)

También los virus y las bacterias (Ejemplo: Staphylococcus spp), pueden afectar el
sistema inmunoldgico haciéndolo mas susceptible a su desregulacién lo cual
permite el desarrollo de enfermedades autoinmunes. (Enriquez, 2013; Magged,
2003; Marcano, 2014; Valencia, 2011)

Las personas que no presentan ninguna enfermedad autoinmune secretan
anticuerpos anti-Sm que estan dirigidos al DNA bacteriano, mientras que en las
personas con lupus estos anticuerpos son dirigidos contra el DNA de todas las
células; por lo tanto se postula la hipotesis que en la sintesis de estos anticuerpos
anti-DNA bacteriano se dé un cambio y reconozca el DNA del huésped. (Sanchez,
2004)
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Algunos genes estan involucrados en el desarrollo de enfermedades autoinmunes,
los cuales se localizan en los cromosomas 1, 4 y 6. Hay tres candidatos fuertes: el
primero, que corresponde al gen del Complejo Mayor de Histocompatibilidad Clase
[l (MHC-II); el segundo, que codifica para proteinas del complemento (componente
fundamental de la respuesta inmune, consta de un conjunto de proteinas cuyas
funciones es lisar la célula, bacteria o virus y la opsonizacion que promueve la
fagocitosis) y un tercero, que afecta receptores lla y llla de inmunoglobulinas. Sin
embargo, una docena de genes estan siendo investigados; no es clara su
participacion, aunque algunos estan involucrados en la actividad de las células B y

T y otros, en la tolerancia. (Sanchez, 2004)

Citocinas como marcadores para enfermedades autoinmunes
Como se menciond anteriormente las citocinas juegan un papel importante en la

actividad de enfermedades autoinmunes. El conocimiento de las citocinas no sélo
proporciona una nueva compresion en la patogénesis del LES, el LEC, la
pustulosis u otras enfermedades, sino también permite el desarrollo de

aplicaciones clinicas tales como el seguimiento de la enfermedad. (Urra, 2012)

Nurnberg y colaboradores examinaron la expresion del RNA mensajero (mMRNA)
para interleucina- 6 (IL-6) en la capa epidérmica de la piel afectada y no afectada
en pacientes con LED, donde observaron un aumento significativo de la expresion

dicha citocina. (Carneiro, 2011)

Usando la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-
PCR), Stein y colaboradores estudiaron la produccion de mRNA de Interleucinas
(IL-10, 4, 2, y 5) e Interferon-gamma (INF- y), en muestras de piel de voluntarios
sanos y de pacientes con LES, detectando una sobreexpresion de IFN-y e IL-5 en
la mayoria de muestras de pacientes con LES, expresiéon de IL-10 en la mitad de
las muestras con LES, IL-2 en un par de muestras e IL-4 no se detectd. Mientras
que en las muestras normales sélo habia expresion de IFN-y e IL-10.

21



Utilizando un enfoque similar, Toro y colaboradores demostraron que existen
niveles elevados de IFN-y, IL-2 y del factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a) en

muestras de piel de lesiones de LED. (Carneiro, 2011)

Diversos investigadores han trabajado con otras citocinas como el caso de
Balenescu y colaboradores que mediante citometria de flujo detectaron un numero
elevado de células Th17 circulantes en pacientes con LES Y LED, y por ende

elevadas concentraciones séricas de IL17 e IL-23. (Balenescu, 2010)

Analisis de laboratorio en sangre u orina realizados en pacientes con pustulosis
amicrobiana muestran un aumento en las concentraciones de IgE (2.960 Ul; rango
normal 0-380 Ul/ml); asi como de IL-6, IL-10, IL-17 y TNF-a. (Antille, 2008;
Marzano, 2011)

Interferon
Una de las citocinas producidas durante el proceso de inflamacién son los

interferones (IFNs), su nombre deriva de la capacidad de interferir con las células
huésped de virus durante el proceso de infeccion y han sido fuertemente
asociadas con la patogénesis del LES y del LED, como ejemplo tenemos

interferon de tipo | que incluye al IFN-a y IFN-B. (Kaplan, 2011)

El IFN-a enlaza a los sistemas inmunes innato y adaptativo y por tanto es un
componente critico de la autoinmunidad. Un numero de genes esta implicado en la
regulacion de IFN-a y ha sido asociado con LES. Los individuos que han recibido
tratamiento para otros trastornos como el caso de hepatitis C o con tumores

malignos y utilizan IFN-a han desarrollado lupus. (Connolly, 2012; Urra, 2012)

Las células dendriticas plasmaticas (pDC) son la fuente principal de IFN-a. Estas
células son importantes en el inicio de la respuesta inmune, asi como en el
mantenimiento de la tolerancia periférica, son esenciales para el mantenimiento de

la homeostasis del sistema inmune y para evitar el desarrollo de enfermedades
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autoinmunes. Por lo tanto han sido implicadas como mediadores clave en el lupus
ya que los niveles séricos elevados de IFN-a se deben al aumento de las células

dendriticas plasmaticas. (Kaplan, 2011)

Debido a la importancia que tienen las células dendriticas en el sistema inmune y
con relacién al desarrollo de enfermedades autoinmunes se han utilizado como
marcadores para la distincidon entre la hipertrofia provocada por LES con respecto
a la hipertrofia provocada por carcinoma de células escamosas (SCC). Para ello
se utilizan biopsias de piel donde se marcan a las células dendriticas con anti-
CD123+, y se observa que el patrén de tincion es distinto para la hipertrofica
provocada por LES de aquella que es provocada por SCC, ya que se muestra
como una banda de las células en la unién dermo-epidérmica; mientras que es las
biopsias de SCC se observan células dendriticas individuales o en pequefios
grupos dispersos. Por lo tanto el patron de tincién con anti-CD123+ puede ser una
caracteristica util para distinguir lupus eritematoso hipertrofico de carcinoma de

células escamosas. (Ko CJ, 2011)

Interleucinas
Las interleucinas también se encuentran fuertemente vinculadas a la fitopatologia

del LES, del LED, de la pustulosis, de la psoriasis y del pénfigo. Los genes que
codifican para estas proteinas han sido ampliamente examinados como posibles
candidatos de susceptibilidad del sistema inmune a desarrollar una enfermedad

autoinmune. (Carneiro, 2011)

La interleucina (IL)-10, que es un importante inmunorregulador que inhibe la
funcién de macréfagos, células dendriticas y linfocitos T; suprime la sintesis de
citocinas pro-inflamatorias tales como TFN-q, IL-1, IL-5, IL-6, IL-12; y estimula el
crecimiento y/o la diferenciacion de linfocitos B, induciendo la produccion de

anticuerpos. (Carneiro, 2011; Davis, 2011; Lourenco, 2013; Urra, 2012)
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Aparte de las células Th1 y Th2 hay un subconjunto que produce IL-17, las
células efectoras T auxiliares, llamadas células Th17, cuya desregulacion participa
en enfermedades autoinmunes. El Factor de Crecimiento Transformante (TGF)-j3,
IL-6, IL-21 e IL-23, son importantes para la formacién de Th17. IL17 actua en
sinergia con otras citocinas en particular con IL-1, TNF-a y IFN-y. (Lombardi, 2007;
Waite, 2011)

En particular la IL-17 es capaz de estimular la produccion de quimiocinas y
citocinas de multiples células, como células epiteliales y fibroblastos, para
promover la proliferacion, maduracién y el reclutamiento de neutrdfilos,

macrofagos y linfocitos en el sitio de inflamacién.

Balenescu y colaboradores encontraron un aumento de los niveles de IL-17 en el
suero de pacientes con LED y LES en comparacién a controles sanos, también
hay un aumento de la IL-23 en LES LED, pero no hay diferencia significativa con

respecto a los controles sanos. (Balenescu, 2010)

La IL-23 es una citocina heterodimérica compuesta por una subunidad p19 y otra
subunidad p40 comun con la IL-12. La IL-23 y la IL-12 comparten moléculas
intracelulares de transduccion de sefales, por lo tanto ambas exhiben alguna
funcién de superposicion en la promocién de la inmunidad celular. En estudios se
demostré que en los niveles de mRNA de IL-23 p19 fueron significativamente

mayores en los pacientes con LES. (Alunno, 2012; Balenescu, 2010)

La interleucina-18 (IL-18) estimula la produccion de INF-y en macrofagos vy
linfocitos T, puede actuar sinérgicamente con IL-12 o independiente a ella, para
promover el desarrollo de células Th1. En pacientes con LES, LEC y psoriasis se
ha visto una expresion elevada de IL-18 en suero. (Giraldo, 2009; Lourenco, 2013;
Shui- LianYu, 2012)
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Factor de Necrosis Tumoral (TNF)
El Factor de Necrosis Tumoral (TNF) puede tener efectos protectores o acelerar la

enfermedad autoinmune, pero esto depende de cada individuo y el grado de
actividad de la enfermedad. Es una de las principales citocinas secretada por los
macrofagos, monocitos, linfocitos, queratinocitos y fibroblastos, en respuesta a la
inflamacion, infeccion, lesion y otros problemas ambientales. Tiene un efecto
citotéxico directo sobre ciertas células tumorales, pero no sobre las normales.
(Sacre, 2012)

TNF-a no sdélo es una citocina pro-inflamatoria potente sino que también
desempena un papel importante en la activacién de linfocitos y leucocitos y la
migracion, la fiebre, respuesta de fase aguda, la proliferacion celular, la

diferenciacion y la apoptosis. (Sacre, 2012)

Varios estudios han reportado que el TNF-a aumenta en las lesiones de pieles de
pacientes con LES, LED y psoriasis en comparacién a los controles. (Giraldo,
2009; Nabatian, 2012)

Adam Nabatian y colaboradores evaluaron la produccién de TNF-a en las células
mononucleares de la sangre periférica (PBMCs) extraidas de pacientes con LED,
LEC y de controles sanos. Para ello unas vez aisladas las PBMCs fueron
cultivadas en un medio determinado por los mismos investigadores, para que se
diera una acumulaciéon de proteinas y TNF-a, el cual posteriormente fue
cuantificado por ELISA. Utilizando citometria de flujo y los marcadores especificos
del tipo celular determinaron la fuente principal de TNF-a. Los resultados de su
estudio demostraron que existe un elevado nivel de expresion de TNF-a en los
pacientes con LED con respecto a los pacientes con LEC y los controles sanos.
(Nabatian, 2012)
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Quimiocinas
Las quimiocinas son un grupo de citocinas pequefias (8 a 12kDa) con propiedades

quimiotacticas, poseen cuatro residuos de cisteina invariables, casi todas caen en
uno u otro de dos subconjuntos distintivos:
1. Quimiocinas del subconjunto CC, en donde las cisteinas conservadas son
contiguas.
2. Quimiocinas del subconjunto CXC, en donde las cisteinas conservadas

estan separadas por algun otro aminoacido (X).

Estas citocinas estan involucradas en la migracion celular necesaria para el inicio
de la respuesta inmune, inducen la atraccion de células efectoras a los sitios de
inflamacion y regulan el reclutamiento de linfocitos Th (Th1 y Th2). (Shui- LianYu,
2012)

Se ha encontrado que tanto CXCL10 como CXCL9 se expresan de manera
abundante en lo pacientes con lesiones en la piel. Ambas quimiocinas estimulan la
desgranulacion de los neutréfilos para liberar los radicales de oxigeno y con ello

inducir una respuesta inflamatoria aguda. (Shui- LianYu, 2012; Wenzel, 2007)

Algunos investigadores han analizado el papel que juegan CXCL9 y CXCL10 en
el LEC. Para ello han evaluado la expresion del mMRNA de ambas quimiocinas en
pacientes con LEC, obteniendo como resultado, una expresion elevada de CXCL9
y CXCL10 en lo pacientes con LEC en comparacion con los controles sanos.
(Gambichler T. e., 2012)

También la inmunihistoquimica en biopsias de pieles de pacientes con diferentes

tipos de LEC permite observar la importancia de CXCL9 y CXCL10 como

reclutadores de linfocitos efectores. (Wenzel, 2007)
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JUSTIFICACION

La evaluacion de los niveles de expresion de las citocinas inflamatorias por qPCR,
como se realizan en otros paises, ha permitido caracterizar mejor enfermedades
autoinmunes como el LEC y la psoriasis. En nuestro caso, se pretendié analizar el
patron de expresién de las citocinas IL-17, IL-18, IL-23, TNF-a, IFN-a, CXCL9 y
del factor de transcripcion FOXP3 en pacientes con pustulosis amicrobiana para

compararlo con el patrén de expresion de LED, LES y pénfigo.

Este tipo de andlisis se sumaria a las pruebas de diagnéstico que generalmente se
realizan en Meéxico, como la biopsia de piel para observar los patrones
histopatoldgicos, examen clinico general y de laboratorio, entre otros; para poder
diferenciar entre un lupus cutdneo y una pustulosis amicrobiana, para lograr un

mejor diagndstico y por ende un mejor tratamiento.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar mediante gPCR la expresion de citocinas inflamatorias en pacientes con
Pustulosis Amicrobiana en comparacion con pacientes que presenten Lupus
Eritematoso Discoide (LED), Pénfigo, Lupus Eritematoso Sistémico (LES) o con

Pustulosis Asociada con Enfermedades Autoinmunes (APAD).

Objetivos Particulares

e Observar la variacién de la expresion de las citocinas entre las diferentes
patologias analizadas.
e Utilizar las citocinas como marcadores en lesiones apollosas provocadas por

enfermedades autoinmunes.
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METODOS

Seleccion de muestras
Se realizé una busqueda retrospectiva de hace 12 afos de bloques de pieles en el

banco de tejidos embebidos en parafina del Instituto Nacional de Ciencias Médicas
y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ) de pacientes con pénfigo, con LES, con
LED, con pustulosis amicrobiana y con pustulosis amicrobiana asociada con
enfermedades autoinmunes (APAD). Asimismo se buscaron bloques de pieles
sanas o0 con patologia diferente, los cuales se utilizaron como controles

negativos.

Extraccion de RNA
De cada bloque de piel se realizaron 8 cortes de 5 um con un microtémo y fueron

depositados en tubos de polipropileno de 1.5 ml. Entre cada bloque se realizé
limpieza con RNase Away Reagent para evitar la contaminacion de un tejido con
otro, o con algun otro agente contaminante. La extraccion de RNA se realizd con
el kit Promega RNA FFPE (USA, Madison), siguiendo su protocolo. Se afiadieron
500 pl de aceite mineral a cada tubo para eliminar la parafina, se homogenizé e
incubo a 80°C durante un minuto, posteriormente se agregaron 100 ul de buffer de
lisis y se centrifugd a 10000 rpm por 15 segundos; esto para obtener dos fases,
fase acuosa y fase organica. A la fase acuosa se le afiadieron 10 pl de proteinasa
K, se incubé a 56°C por 15 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion se
afnadieron 30 pl de DNasa, dejando reposar por 15 minutos a 20-25°C.
Posteriormente se afiadieron 325 pl del buffer BL y 200 pl de isopropanol 100%
(JT Baker), se homogeniz6 y se centrifugé a 10000 rpm por 15 segundos, para
obtener nuevamente dos fases. La fase acuosa se transfirio a una columna del kit

y se centrifugd a 10000 rpm por 30 segundos.

Posteriormente la columna se lavé 2 veces con buffer de lavado (500 ul), se
centrifugd y se le adicionaron 50 pl de buffer de elucién e incubd por 2 minutos. Se
centrifugdé a 14000 rpm por 1 minuto, para recuperar el RNA, el cual se guardo6 a -
80°C hasta su uso.
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Cuantificacion de RNA
Se coloco 1 yl de RNA en el espectofotometro (Smart Spec™ Plus

Spectrophotometer, BIO-RAD), para determinar la concentracidn en nanogramos
por microlitro de muestra y con ello calcular los nanogramos totales de RNA de

cada una de las muestras.

Sintesis de cDNA
Se colocaron 100 ng en un tubo de polipropileno, siguiendo el protocolo de

Omniscript Reverse Transcriptase (Qiagen, USA): 2 yl de dNTPs (5 mM de cada
uno), 1 ul de omniscript Reverse Transcriptase (4 U/ reaccion), 2 ul de Buffer RT
(10X). Ademas se adicionaron 2 pl de oligo dT (500 ug/ml, Promega USA), 1 ul
de inhibidor de RNasa (20 U/uL, Life technologie, USA) y agua, para un total de
25 pl. Se homogenizé e incubd a 42°C por 60 min. La enzima se inactivo con una

incubacion a 95°C por 15 min.

Disefio de los primers
Se obtuvieron las secuencias de los genes de las citocinas a estudiar del sitio

ensembl.org, para disefar los primers con el programa Primer Express (Life
Technologies, USA), Tabla 3. La ventaja que nos brinda el sitio ensembl es que
nos da la secuencia del gen unicamente con los exones, lo cual facilita el disefio
de primers, considerando solamente las condiciones como tamano del fragmento
deseado, la proporcién de G-C, la longitud de los oligonucleétidos, asi como la

temperatura de alineado requerida. Como se muestra en la siguiente figura:
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£% Primer Express 2.0 - [DNA PCR #3]

5] File Edt Options Window Help =18l x
Sequence | Params | RnCond | Primers | Map | Recipe | Results |
Forward Primer Reverse Primer Amplicon
gth Tm %GC Primer Start Length Tm %GC Primer Length Tm %GC Ta Pe

Start Len

2 59 57

20 59 85 TICCTGCCTTCACTATGGCC | 51 83 57 61
56 81 52 59

2 TGGTGTCACTGCTACTGCTGE
223 20 59 50 AATCTCCACCGCAATGAGGA

278 2 59 52 TITGCCTCCCAGATCACAGAG

—> |L-17

— P
ACCTCATTGGTGTCACTGCTACTGCTGCTGAGCCTGGAGGCCATAGTGARGGCAGGAATCACAATCCCAR

GAAATCCAGGATGCCCARATTCTGAGGACARAGAACTTECCCCGGACTGTGATGGTEAACCTGAACATCCA
TAACCGGAATACCAATACCAATCCCAAAAGGTCCTCAGATTACTACAACEGATCCACCTCACCTTGGAAT
CTCCACCGCAATGAGGACCCTGAGAGATATCCCICTGTGATCTGGGAGGCAAAGTGCCGCCACTTGGGCT
GCATCARACGCTGATGGGAACGTGGACTACCACATGAACTCTGTCCCCATCCAGCAAGAGATCCTGGTCCT
GCGCAGGGAGCCTCCACACTGCCCCARACTCCTTCCGECTGGAGARGATACTGGTGTCEGTEGGCTGCACC
TGTGTCACECCGATTGTCCACCATGTGGCCTAA

J (e

IV Optimal Primer Paits Only Order.. | Savelist. | Display.. |

Figura 8. Disefio de los primers en el programa Primer Express 2.0. Mostrando como
ejemplo la secuencia de IL-17 obtenida de la pagina ensembl.org.
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Tabla 2.Primers disefiados de las citocinas a estudiar.

Nombre | Sentido Antisentido Temperatura | Tamaio del
de alineado | producto
(TM, *C) (pb)

CXCL9 CCAGAATCGAAGGCCATCAA | CCTTTTCCTTGCTAACTGCTTTCAG 59 51

FOXP3 CTGGGAAAATGGCACTGACC | CCTTGTCGGATGATGCCAC 59 51

IL-17 TGGTGTCACTGCTACTGCTGC | TTCCTGCCTTCACTATGGCC 59 51

IL-18 AGATAATGCACCCCGGACC AGCCATACCTCTAGGCTGGCT 58 67

IL-23 CTCCTGCAGCCTGAGGGTC TGAGGCTTGGAATCTGCTGAG 60 52

IFN-a GTCAAGCTGCTCTGTGGGT CTACCCAGGCTGTGGGTTTG 59 51

TNF-a AGCCCATGTTGTAGCAAACCC | GTTCAGCCACTGGAGCTGC 60 52

Primers Previos
B-actina | TAATGTCACGCACGATTTCCC | TCACCGAGCGCGGCT 57 250

PCR punto final para amplificacion del gen constitutivo

Se realizdé un PCR con el cDNA de cada una de las muestras para amplificar un

gen constitutivo (B-actina) para evaluar su integridad y calidad. Para la reaccion

de PCR se utilizaron 1 pl de cDNA, se adicion6 1 ul de primer sentido (50 pM) y

1 pl de primer antisentido (50 pM), 12.5 yl de master mix (que incluye MgClz, Taq

DNA polimerasa y nucledtidos (dNTPs, Qiagen, USA) y agua cuanto fuera

necesario para 25 pl totales. La mezcla se homogeneizé y se colocd en un

termociclador Veriti Applied Biosystems con el siguiente programa:
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95°C, 5 min

95°C - 1 min
TM (ver Tabla 3), 1 min } 40 ciclos
72°C- 1 min

72°C, 5 min

Electroforesis de DNA en gel de agarosa
Una vez finalizado el PCR se analizaron las muestras por electroforesis en un gel

de agarosa al 1.8%, tefido con SYBR Green, en TAE 1X corrido durante 45 min a
120 volts. (Ver anexo), junto con un marcador de peso molecular de 50 a 2000 pb
(Invitrogen, USA). Después el gel fue analizado en un transiluminador de geles,
Gel Doc™ EZ Imager (BIO-RAD, USA).

Para poder considerar que el cDNA de cada una de las muestras contaba con
una buena integridad, al analizar el gel se tenia que observar una banda de 250
pb que pertenece al gen constitutivo que colocamos (B- actina). Las bandas deben
mostrarse como bandas individuales, unicas, y limpias. Con estos marcos de
referencia podriamos considerar que el cDNA de las muestras a analizar cuenta

con una buena integridad.

PCR punto final para verificar que los primer reconocen la secuencia blanco
Una vez que se verifico en la pagina National Center for Biotechnology Information

(NCBI) en el gen bank, que los primers reconocian la secuencia de las citocinas a
estudiar, se realizd6 un PCR punto final con las mismas condiciones de
temperatura que para el gen constitutivo.

Después del PCR las muestras fueron analizadas por electroforesis en un gel de
agarosa; junto con un marcador de peso molecular y con un marcador de peso
con masa. El gel fue analizado en un transiluminador, Gel DocTM EZ Imager (BIO-
RAD, USA).
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PCR tiempo real
Curva estandar

El gel con el que se analizaron las muestras junto con el marcador de peso con
masa nos sirvio para determinar el numero de copias del producto de PCR, para
ello se obtuvieron los indices de densidad de cada una de las muestras y del
marcador de peso con masa, por ejemplo el indice de densidad (ID) de IL-17 es de

680,242 y para el marcador de peso con masa de la banda de 5 ng es de 773,980.

El marcador de peso con masa tiene 5 ng de DNA por banda, para obtener los

nanogramos de la muestra se realiz6 la siguiente operacion:

5ng
773,980 ID del marcador de masa

680,242 ID de 1L-17 ( ) = 4.394 ng

4.394 ng en 5 pl, que es el volumen de muestra cargado en el gel.

4.394 ng/ _0.8788 ng/ _8.788x 1075 g
S5ul ™ ul — ul
Una vez obtenidos los microgramos por microlitro presentes en la muestra, se
calcul6 la cantidad de pares de bases en el amplicon, realizando la siguiente

operacion:
51pb x 660 g/mol/pb = 33,660g/mol

Donde 51pb es el tamafo del producto amplificado del PCR para el gen de IL-17 y

660 el peso molecular de un par de bases.

Teniendo ese valor se realiza la siguiente operacion para obtener el numero de
copias de DNA por microlitro de solucién.

8.788 x 10‘1°g/
ul

X 6. x 1023 = 1.57 x 101° ,
33,6609 ,/mol 6.021237 x 10 1.57 X 10*°copias/ul
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Donde:
6.021237x 1023 es el numero de Avogadro

De la operacién anterior se obtuvo el numero de copias por microlitro, con este

valor se calculé en que volumen hay 1x 10° copias.

Tul

1 x 1010 (—
0 1.57 x 1010

) = 0.6369ul

Para hacer las diluciones tomamos 6.369 ul de muestra y agregamos 3.631 ul de
H2O obteniendo una solucion con 1 x 10° copias/ul, después a esta solucién le
agregamos 90 pl de H2O obteniendo una solucion con 1 x 109 copias/ul, y asi se

continuaron haciendo diluciones seriales hasta 1 x 102.

Mezcla de reaccion para el qPCR
Para realizar el gPCR utilizamos el sistema de Quanti Tect Master mix SYBR
Green, PCR kit Qiagen, USA. En cada pozo de la placa para gPCR se colocaron
12.5ul de master mix (Qiagen), la cual cuenta con Taq DNA polimerasa, dNTPs,
MgCl2 y SYBR Green; 1ul de primer sentido, 1yl de primer antisentido, 9.5 de
H20. Posteriormente fueron colocadas las muestras, en los primeros pozos se
colocaron los controles externos (diluciones seriales) de 1x 10a 1x 102, 1 pl,
seguidos de las muestras problema (1 pyl de cDNA) y el control negativo (1 pl de
H2O del kit), asi para cada una de las citocinas. Cabe mencionar que tanto las

muestras como las curvas fueron evaluadas por duplicado.

La placa se colocé en el termociclador 7500 real time PCR System de Applied
Biosystems con el siguiente programa:

95°C, 5min

95°C, 50s

TM (ver Tabla 2), 50s 40 ciclos

72°C, 50s
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Andlisis estadistico
Una vez recopilados los datos del programa computacional de qPCR se realizaron

analisis estadisticos utilizando la t de Student, el promedio y la desviacién

estandar con el Software Microsoft Office Excel.
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RESULTADOS

Para la eleccién de casos se realizd la busqueda retrospectiva en el archivo de
patologia del Instituto de Nutricion de 12 afos y se eligieron los bloques que
contaban con material biologico suficiente, ademas de tener una laminilla tefida
con HE y de ser posible tener inmunohistoquimica para comparar. Al final solo
elegimos 7 bloques de pacientes con APAD, 5 con pustulosis amicrobiana, 3 con
LES, 3 con LED y 5 de piel sana (controles negativos). Todas las muestras fueron

procesadas durante el mismo periodo.

Una vez que se realizé la extraccion de RNA de cada uno de los bloques vy la
sintesis del cDNA, se evalué su integridad, para ello se realizé un PCR punto final
para el gen constitutivo de B-actina y se analizé con una electroforesis en gel de
agarosa, donde obtuvimos para cada una de las muestras una banda individual,
unica y limpia de 250pb, por lo tanto nuestro cDNA contaba con una buena

integridad (Figura 9)

Figura 9. Amplificacién por PCR de B-actina en muestras de cDNA. Electroforesis
en gel de agarosa 1.8% tefiido con SYBR Green. Para cada una de las muestras
se observa una banda de 250pb, lo que indica que el material genético cuenta con
una buena integridad. Pustulosis Amicrobiana (PA), Pustulosis Asociada con
Enfermedades Autoinmunes (APAD), Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Lupus
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Una vez disefiados los primers con el programa Primer Express y se realizd un
blast en la pagina National Center for Biotechnology Information (NCBI) para
verificar que los primers de cada una de las citocinas reconocen solamente a la
secuencia blanco, se calcul6 la TM y posteriormente se realizé un PCR punto final
con las mismas condiciones en el tiempo de ciclado que para el gen constitutivo
(B-actina). Los productos del PCR fueron analizados con una electroforesis en gel
de agarosa, donde ademas de utilizar el marcador de peso molecular se utilizdé un
marcador de peso con masa. Como se puede observar en la Figura 10 hubo
amplificacion de las secuencias de interés, obteniendo un amplicén entre 50-60 pb
como se esperaba (Ver tabla de los primers), lo que nos indica que los primers

utilizados si funcionan.

400

200

100

Figura 10. Gel de agarosa 1.8%, tefiido con SYBR Green. Del carril 2-8 se
encuentran las muestras del PCR punto final en el siguiente orden: IL-17, IFN-
a, IL-18, TNF-a, CXCL9, IL-23 Y FOXP3. En el carril 1 el Marcador de Peso con
Masa (MM), (100 pb=5 ng, 200 pb= 10 ng, 400 pb=20 ng), carril 2 el
Marcador de peso molecular (MPM)

Posteriormente con el programa Image Lab™ Software se obtuvieron los indices
de densidad (ID) para cada una de las citocinas analizadas, para realizar los

calculos necesarios y generar la curva estandar para cada gen de interés.
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Para el qPCR se colocé en cada uno de los pozos de la placa la mix para cada
una de las citocinas, posteriormente se afadieron las muestras (cDNA) y las

curvas (de 1x 10°a 1x 102), el orden se muestra en el siguiente diagrama:
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Figura 11. Placa para el gPCR. Los pozos de color naranja representan los
controles externos (diluciones seriales), los azules representan las muestras
de cDNA para cada una de las enfermedades (PA, APAD, LES, LED, PF) y los
amarillos el control negativo (H,0 de kit). IL-23 (23), TNF-a (TN), IL-17 (17),
CXCL9 (CX), FOXP3 (P3), IFN-a. (IF) e IL-18 (18).
Cabe mencionar que tanto las curvas como las muestras se corrieron por
duplicado, es decir se realizaron dos placas para gPCR iguales. En la primera
corrida se eligié una muestra de cada una de las enfermedades, posteriormente se
trabajé con el resto de las muestras y los controles negativos (pieles sanas)

realizando el mismo procedimiento.

Después de cada corrida de qPCR se recolectaron los valores obtenidos del
software, los cuales representan el numero de copias por microlitro de la citocina
para cada una de las muestras. Posteriormente estos datos fueron analizados en

Excel mediante t de Student.
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El analisis estadistico de los resultados mostré un aumento significativo de la

expresion de IL-17 en los pacientes con pustulosis con respecto a los grupos de

LED, APAD vy los controles negativos (Figura 12a); asimismo los niveles de IL-23

son elevados para el grupo de pustulosis, mostrando una diferencia significativa

con respecto a los demas grupos como se observa en la figura 11b. Para esta

citocina también encontramos que el grupo de los APAD mostré una expresion

elevada y significativa con respecto a los grupos de LES, LED y controles

negativos.
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Figura 12. Promedio de la espresién de IL-17 e IL-23 en las
muestras de Pustulosis Amicrobiana (PA), Pustulosis Asociada con
Enfermedades Autoinmunes (APAD), Lupus Eritematosos Discoide
(LED), Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y los controles negativos

(NEG). *p<0.05

En cuanto a la quimiocina (CXCL9) se encontré que su expresion es alta en los

pacientes con pustulosis, LES, LED y APAD y con diferencias significativas con

respecto a los controles negativos, siendo el grupo de pustulosis y APAD los que

muestran mayor expresion de dicha citocina (Figura 13)
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Figura 13. Promedio de la expresion de la quimiocina CXCL9 en Pustulosis
Amicrobiana (PA), Pustulosis Asociada con Enfermedades Autoinmunes (APAD),
Lupus Eritematosos Discoide (LED), Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y los
controles negativos (NEG). *p<0.05

Al analizar IL-18 se observa mayor expresién en el grupo de los APAD con
respecto a las otras tres enfermedades, sin embargo no existen diferencias
significativas, y los controles negativos, no la expresaron, pero tampoco se mostro
una diferencia significativa con respecto a los grupos de enfermos (Figura 14a).
Para TNF-a se presenta una expresion elevada en el grupos de pustulosis; LED y
APAD, siendo en estos hasta 2.5 veces mayor con respecto a los pacientes con
LES, pero no existen diferencias significativas, y como se esperaba el grupo
control muestra una expresion baja de dicha citocina, aunque nada significativo
con respecto a los demas grupos (Figura 14b). En cuanto a IFN-a se presenta una
mayor expresion en el grupo de los LES con respecto a los demas, sin embargo

no existen diferencias significativas (Figura 14c).
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Figura 14. Promedio de la expresion de citocinas: a) Interleucina-18, b) Factor de
Necrosis tumoral alfa, c¢) Interferén alfa, en Pustulosis Amicrobiana (PA), Pustulosis
Asociada con Enfermedades Autoinmunes (APAD), Lupus Eritematosos Discoide
(LED), Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y los controles negativos (NEG).

FOXP3 al estar presente con una citocina pro-inflamatoria como IL-17 su funcion

se inhibe, por lo tanto observamos que en los grupos donde los niveles de

expresion de IL-17 son altos los de FOXP3 son bajos, y en los grupos donde IL-17
son bajos los de FOXP3 son altos. (Figura 15)
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Figura 15. Promedio de la expresion de Interleucina-17 y el Factor de Transcripcion
intrenuclear Forkhead box P3 (FoxP3) en las muestras de Pustulosis Amicrobiana (PA),
Pustulosis Asociada con Enfermedades Autoinmunes (APAD), Lupus Eritematosos
Discoide (LED), Lupus Eritematoso Sistémico (LES) y los controles negativos (NEG).

*p<0.05
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Se esperaba que en el grupo de los controles negativos la expresion de citocinas
fuera baja o nula, sin embargo en caso particular de II-17 no fue como se
esperaba (Figura 11a), por lo que se realizé una tincidn con mieloperoxidasa (Ver
anexo) para la busqueda de neutréfilos, responsables de la sintesis de dicha

citocina.

Después de realizar la inmunohistoquimica para mieloperoxidasa (Figura 15), se
hizo un conteo de neutrofilos en cada laminilla. Como se muestra en la tabla se
encontré que la mitad del tejido se hallaba invadido por dichas células en la
epidermis y en la dermis, lo que significa que habia un proceso inflamatorio en el

momento que la muestra fue tomada.

Figura 15. Corte de 3um de piel humana, tincion mieloperoxidasa, 100x. En la
imagen se observan neutrdfilos tefiidos de café (sefialados con flechas blancas) en
la epidermis (Ep) asi como también en la parte que corresponde a la dermis (De).
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Tabla 3. Promedio de neutréfilos en los controles

negativos.
Laminilla Promedio (células)
Control 1 49,73
Control 2 53,58
Control 3 45,83
Control 4 55,55
Control 5 59,5

Es importante mencionar que s6lo se obtuvo una muestra de Pénfigo Foliaceo
mientras que de los demas se obtuvieron: 5 con pustulosis, 7 con APAD, 3 con
LES, 3 con LED y 5 de piel sana. Al realizar los analisis con la muestra de pénfigo
se observd un aumento en la expresion de todas las citocinas estudiadas con
respecto a los demas grupos, pero no podemos considerar dichos resultados
como valores significativos, para ellos se tendria que evaluar con mayor cantidad

de muestras (Estos resultados no se muestran).

Comparacion de la expresiéon de las citocinas en cada uno de los grupos

estudiados.
PA (5) APAD (7) LED (3) LES (3) NEG (5)

IL-17 ook e ok

IL-18 s e B e

IL-23 ok ok ok ok x
CXCL9 ok o ok s

IEN-a * * - ok x
TNE-a x o ok * x
FOXP3 * |

Tabla 4. Se muestra una comparacion de la expresiéon de citocinas entre cada una de las
patologias estudiadas. Pustulosis Amicrobiana (PA), Pustulosis Asociada con
enfermedades Autoinmunes (APAD), Lupus Eritematosos Discoide (LED), Lupus
Eritematoso Sistémico (LES) y controles negativos (CNEG)

*** Expresion alta; ** Expresion intermedia; * Expresion baja; ----- Expresion no detectada
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DISCUSION

Cada vez hay mas evidencias de que las citocinas y las quimiocinas son actores
importantes en la patogénesis de la pustulosis, asi como en otras enfermedades
autoinmunes como LES. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos observar
que la produccion de estas moléculas difiere para cada una de las patologias

estudiadas.

— Pustulosis Amicrobiana
Una de las citocinas con mayor expresion en las muestras de pustulosis
amicrobiana fue la IL-17 la cual es producto de las células Th17 y neutrdfilos. IL-17
estimula la produccién de quimicinas como CXCL9 (Urra, 2012), debido a ello se
muestra una sintesis elevada de esta quimiocina en este grupo de pacientes.
CXCL9 estimula la desgranulacion de los neutréfilos para liberar radicales de
oxigeno reactivos, induciendo la respuesta inflamatoria (Shui- LianYu, 2012), por
lo cual se mantiene constantemente el proceso inflamatorio en los pacientes
Para la diferenciacion y proliferacion de células Th17 es indispensable la sintesis
de IL-23 que es producida por células mieloides (Davies, 2001), por lo tanto 1I-23
estimula la produccién de IL-17 (Lombardi, 2007), lo cual se ve relacionado con
nuestros resultados donde observamos que los pacientes con pustulosis
presentan altos niveles de IL-23 y de IL-17 (Tabla 4).
TNF-a e IL-18 también se encuentran relacionados con la producciéon de CXCLO9.
TNF-a permite la acumulacion de quimiocinas como CXCL9, para atraer mas
células inflamatorias como los macréfagos y neutréfilos (Nabatian, 2012). En el
caso de IL-18 ocurre de la misma manera, permite la sintesis de quimiocinas y
promueve la diferenciacién de las células a TH1 (Lourenco, 2013), para producir
mas citocinas proinflamatorias.
En los pacientes con pustulosis se muestra una baja expresion de IFN-a y FOXP3,
para ambos casos se debe a la alta expresion de IL-17 que inhibe la sintesis de
dichas citocinas. Nuestros resultados con respecto a IFN-a son similares con los

resultados obtenidos por S. H. Oh y colaboradores donde los pacientes con altos
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niveles de IL-17 muestran bajos niveles de IFN-a, donde concluyen que los
interferones de tipo | como IFN-a bloquean la sintesis de IL-17 e IL-23, y
viceversa. En cuanto al factor de transcripcién se sabe que en presencia de una

citocina proinflamatoria como IL-17 su actividad se ve disminuida. (Ziegler, 2009)

— Pustulosis Amicrobiana Asociada con Enfermedades Autoinmunes

En el grupo de los pacientes con APAD observamos que los niveles de 1I-17 son
bajos debido a la expresion de FOXP3, sin embargo la expresidon de éste no se
muestra significativamente alta debido a la produccion de otras citocinas
proinflamatorias como IL-23, que reprimen su expresion. (Ziegler, 2009)

En este grupo de pacientes se muestra mucho mas elevada la sintesis de IL-18
con respecto a los demas grupos (Tabla 4), la presencia de esta citocina y de
TNF-a permiten la sintesis de CXCL9, por lo que observamos una relacién en los
niveles de expresion de la quimiocina con respecto a los niveles de TNF-a e IL-18.
En cuanto a la expresion de IFN-a en los pacientes con APAD los resultados
muestran que es baja, posiblemente se deba a la poca expresién de IL-17 que

provoca la disminucion del interferén. (Oh, 2011)

— Lupus Eritematoso Discoide

Los pacientes con LED no expresaron IL-17, esto se debe a la sintesis de FOXP3
que como se menciond anteriormente inhibe la produccién de dicha citocina y a
pesar de estar presente [L-23 para contrarrestar el efecto del factor de
transcripcion, no es suficiente debido a la presencia de IFN-a que se encuentra
con niveles mas altos que en las dos enfermedades anteriormente mencionadas.
Por lo tanto la actividad de FOXP3 y de IFN-a conjuntamente inhibe la sintesis de
IL-17.

La expresion de 1I-18 se ve disminuida en este grupo, sin embargo la de CXCL9
no lo es, debido a que el TNF-a por si s6lo es capaz de inducir la sintesis de dicha
quimiocina, pero ademas TNF-a contribuye a la produccién de IFN-a por las
células dendriticas plasmaticas (pDC) (Lourenco, 2013), y esta citocina a su vez

estimula la produccién de quimicinas como CXCL9, teniendo dos fuentes para la
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produccion de CXCL9 sin la presencia de IL-18, para el reclutamiento de células T
autorreactivas, de macrofagos y neutréfilos para mantener la respuesta
inflamatoria en la piel. (Johnson- Huang, 2009) Como podemos ver varias

citocinas inducen los mismos efectos biologicos.

— Lupus Eritematoso Sistémico
En el analisis de los pacientes con LES se observa una expresiéon mas elevada de
IFN-a con respecto a los demas grupos analizados (Tabla 4) por lo tanto se ve que
la expresion de IL-17 es nula, por la actividad de IFN-a conjuntamente con la
actividad de FOXP3.
En este grupo de pacientes se ve una expresion baja de TNF-a e IL-18 con
respecto a los demas grupos, lo cual se ve relacionado al tratarse de una
enfermedad sistémica con respecto a aquellas patologias 6rgano especifico. Por
lo contrario IFN-a se observa elevado con enfermedades sistémicas de aquellos
grupos con enfermedad localizada.
La produccion de IFN-a contribuye a la amplificacion de la inflamacién induciendo
la sintesis de CXCL9 (Urra, 2012), que es importante para el reclutamiento de
células inmunes. A pesar de que IL-18 y TNF-a se encuentren bajas, INF-a es

capaz de mantener los niveles altos de la quimiocina.

— Controles negativos

Para el caso de los controles negativos la produccion de las citocinas, a excepcion
de IL-17, es baja, debido a que no hay ningun estimulo (infeccidén, enfermedad o
lesidn en la piel) que conlleve al reclutamiento y activaciéon de las células inmunes
para la produccion de citocinas.

IL-17 es sintetizada por células T, eosindfilos, monocitos y neutrdfilos, estos
ultimos son la primera linea de defensa, por lo cual son los primeros en reclutarse
en el sitio de inflamacion, teniendo esto en cuenta se realizdé la tincion de
mieloperoxidasa, que es una tincidn especifica para las células

polimorfonucleares. Como se observa en la Figura 13 tanto la epidermis como la
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dermis se encontraban invadida de neutrofilos, debido a esto es que IL-17 se
muestra elevada en el grupo de controles.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos inferir que los pacientes utilizados
como controles negativos en el momento de la biopsia presentaba un proceso
inflamatorio no reportado, pudieron estar inmunocomprometidos o incluso
presentar una enfermedad distinta a las estudiadas.

Se esperaba que en este grupo se mostrara una expresion del factor de
transcripcion FOXP3 ya que es uno de los marcadores especificos de las células
Treg, que como es bien sabido su funcién principal es mantener la tolerancia
inmunoldgica periférica al presentar células T autorreactivas que han escapado del
timo (D" Arena, 2012; Solomon, 2008). Sin embargo, no fue asi debido a la
expresion de IL-17 que como se ha mencionado anteriormente inhibe la actividad
de FOXP3.

Los resultados obtenidos de manera general con respecto a LES y LED se ven
relacionados con los resultados que presentan otros investigadores como Stein y
Toro con experimento similares donde encuentran aumento significativo para IFN
y otras citocinas que aunque no fueron evaluadas en este estudio contribuyen a la
sintesis de las citocinas estudiadas como es el caso de IL-6 que es importante

para la diferenciacién de células Th17. (Ziegler, 2009)

En enfermedades drgano especifico como LED y APAD se ve elevada la
expresion de IL-18 y TNF-a, que permiten la sintesis de otras citocinas para
reclutar a mas células en el sitio de inflamacion; mientras que en las
enfermedades sistémicas como es el caso del LES hay una expresion elevada de
INF-a con respecto a las demas citocinas, debido a que interferon permite el
reclutamiento de otras células para la produccién de citocinas en el sitio de

inflamacion.

Como fue mencionado en la introduccidn la pustulosis amicrobiana es una entidad

nueva y poco se sabe de ella, por lo que nuestro estudio contribuye al
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entendimiento de la enfermedad, y como podemos observar en los resultados en

esta patologia se ve una respuesta TH17 muy marcada.

CONCLUSIONES
Los analisis realizados en este proyecto aportan informacién importante para la

caracterizacion de cada una de las patologias estudiadas, nos permitieron mostrar
que el uso de la citocinas como marcadores es una herramienta util en los

estudios moleculares.

La técnica de gPCR resulté ser una buena herramienta para este tipo de analisis
y podria sumarse a los examenes de laboratorio e histopatolégicos que se realizan
actualmente en nuestro pais con respecto a las enfermedades estudiadas.

La expresion exacerbada de la IL-17 en pacientes con pustulosis amicrobiana
permite concluir que esta enfermedad se encuentra dominada por una respuesta
inflamatoria Th17; mientras que las otras enfermedades muestran una respuesta

inflamatoria Th1.

PERSPECTIVAS
Recolectar una mayor cantidad de bloques embebidos en parafina de pacientes

que presenten alguna de las patologias analizadas para que nuevamente se
evalue la expresion de las mismas citicinas, observar su patron de expresion y
compararlo con el patron que se obtuvo con las muestras recolectadas para este

proyecto.

Evaluar la expresion de citocinas de tejido en fresco para observar si es similar a
la expresion de las muestras de tejido embebido en parafina, y con ellos ver si la
cantidad y el método con el que se procesa las muestras influyen con la expresion

de dichas proteinas.
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Analizar la expresion de otras citocinas como IL-1, IL-5, IL-6, TGF-3, CXCL10, IL-
12, INF-y, que se ha reportado que sus niveles de expresion son altos para

algunas patologias como en el LES.

La muestra que se recolectd de pénfigo permitiéo observar el patrén de expresion
de las citocinas analizadas, sin embargo al ser un sélo caso no puede
considerarse como un valor significativo por lo cual la recoleccion de mas casos
serviria para realizar nuevamente el analisis y poder tener datos mas concisos y

concluir de manera precisa.
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ANEXOS

Electroforesis
Gel de agarosa 1.8%

Se pesaron 1.8 g de agarosa los cuales fueron colocados en un matraz
Erlenmeyer junto con 100 ml de TAE 1x. El matraz se calent6 en un horno de
microondas hasta que la agarosa quedara totalmente disuelta. Se dej6é enfriar la
mezcla y se le afiadieron 6ul de SYBR Green, se virtié en el molde de geles y se
colocé el peine. Una vez solidificado se retird el peine procurando no deformar o

romper alguno de los pozos.

Buffer de corrida (TAE 10x)

Para la preparacion de 1 litro de TAE 10x con pH 8.0 se pesaron 48.8 g de Tris-
Base, se colocaron en un vaso de precipitado y se la anadieron 11.4 mL de acido
acético y 20 ml de EDTA (0.5mM). Con un potenciometro se midio el pH y de ser
necesario se ajusté hasta obtener un pH= 8.0

Para preparar 250mL de la solucion de EDTA (0.5mM) a partir de EDTA 500mM
se pesaron 46.525 g, colocandolos en un vaso de precipitado y se disolvié en
250 mL de agua destilada.

Para utilizar el TAE en la electroforesis se necesita a una concentraciéon de 1x por
lo tanto se tomaron 100 ml de TAE 10x, se colocan en una probeta y se afora con

agua destilada a 1000 ml.

Buffer de carga 6x

Para la preparacion del Buffer mixto 6x (azul de bromofenol y azul xilenocianol se
realizo lo siguiente:

Se pesaron 25 mg de azul bromofenol, 25 mg de azul xilenocianol, se midieron 3
ml de glicerol y se aforé a 10 mL con agua desionizada.
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Tincion para neutrofilos
Inmunohitoquimica (con anti-mieloperoxidasa)

Se realizaron cortes de 5 um de los bloques de parafina de los controles negativos
y fueron colocados en portaobjetos, los cuales se dejaron durante 30 min en la
estufa a 60°C. Una vez transcurrido el tiempo se depositaron en una canastilla
para ser sumergidos en xilol absoluto por 5 min, después se dieron 10 lavados en
cada una de las siguientes soluciones: xilol absoluto 2, etanol- xilol, etanol 96% 1,

etanol 96% 2 y finalmente agua.

Se trasladé cada uno de los portaobjetos a un vaso coplin con EDTA 0.5M, el cual
fue colocado en la olla de recuperacion por 20 min (en este paso es donde se
hace la recuperacion antigénica). Ya que pasaron los 20 min se deja atemperar el
vaso coplin para posteriormente colocar los portaobjetos en el capilar, al terminar

el montaje en el capilar se lava con buffer por 2 min.

Después se bloqueé la peroxidasa con el bloqueador universal (2 gotas) por 5 min
a temperatura ambiente, se lavé con el buffer por 2min y se adicionaron 100ul del
anticuerpo (mieloperoxidasa) dejando reposar 30 min. Se lavé con buffer por 2 min
y se afiadieron 2 gotas de la biotina (solucién amarilla) marca Bio-care Medical,
USA, e incubd por 10 min a temperatura ambiente, volviendo a lavar por 2 min con
el buffer, enseguida se agregd el HRP solucion (roja) Bio-care Medical, USA, e
incubd 10 min a temperatura ambiente y, nuevamente se enjuago con buffer por 2

min.

Por ultimo se desmontaron los portaobjetos del capilar y se pasaron a una
canastilla, que se coloca en una solucién de DAB (3,3’-diaminobencidina). Una vez
que se observo una tonalidad marrén se lavé con agua y se contrastd con
hematoxilina, se enjuago con agua y se trasladaron a lavados en agua amoniacal,
nuevamente se enjuago con agua, para pasarlos al tren de deshidratacion
(lavados en etanol 96% 2, etanol 96% 1, etanol absoluto 2. etanol absoluto, etanol-
xilol y finalmente xilol absoluto, para después montar con resina y cubreobjetos.
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