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RESUMEN

La psoriasis es una enfermedad crónica, no contagiosa, inflamatoria e inmuno

mediada que afecta la piel, uñas y/o articulaciones, con una importante

repercusión en la calidad de vida de los pacientes tanto a nivel físico como

psicosocial. Representa varios retos, incluyendo su alta prevalencia, cronicidad,

deformación, discapacidad y comorbilidades asociadas.

Su etiología es compleja, se ha descrito que es una enfermedad multifactorial y, a

pesar de que existen varios estudios sobre su fisiopatogenia, aún hay vías poco

exploradas como es el caso del microbioma.

La microbiota cutánea está formada por millones de bacterias, hongos, protozoos

y virus; es altamente diversa entre los individuos y juega un papel clave en el

mantenimiento de la homeostasis inmunológica. Actualmente ha demostrado un

papel fisiopatológico en diversas enfermedades y pareciera ser un nuevo blanco

terapéutico en ellas. Estudios previos sobre la microbiota y psoriasis han tenido

resultados inconsistentes, por lo que es difícil establecer si existe una verdadera

relación entre el microbioma y la patogenia de la psoriasis.

Por lo tanto, se decide realizar un estudio piloto de casos y controles en el cual se

incluirán pacientes con diagnóstico confirmado de psoriasis en placas, clínica y/o

histológicamente por el departamento de dermatología del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán que cumplan criterios de inclusión.

El objetivo principal es el análisis y comparación de la microbiota cutánea en

psoriasis en placas contra la microbiota cutánea de piel normal de la misma región

anatómica en el mismo paciente. Se planea extender el estudio a largo plazo,

incluyendo un mayor número de pacientes.
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MARCO TEÓRICO

La psoriasis es una enfermedad crónica, inflamatoria, inmune, no contagiosa. Es

común, afecta entre el 2 y 3% de la población global y se estima que

aproximadamente 2.5 millones de mexicanos (1).

El espectro clínico es variable; afectando piel, uñas y/o articulaciones. El subtipo

más frecuente es la psoriasis en placas, representando del 80 al 90% de los

casos. Clínicamente se caracteriza por placas bien delimitadas, de diferentes

tamaños (pueden ir desde menos de un centímetro hasta más de 10),

eritematosas con escama gruesa y adherida de aspecto yeso. Pueden aparecer

en cualquier parte del cuerpo, siendo las áreas más comunes la piel cabelluda, el

tronco, pliegue interglúteo y superficies extensoras de las extremidades. El

síntoma más comúnmente reportado es el prurito (2).

El diagnóstico es clínico sin embargo; cuando existe la duda, se puede confirmar

con una biopsia de piel. Los hallazgos más característicos en la histología incluyen

acantosis de la epidermis, hiperqueratosis con paraqueratosis. También se

observan procesos interpapilares elongados, vasos dilatados en la dermis e

infiltrado inflamatorio en la dermis y epidermis; con un número aumentado de

macrófagos, mastocitos y neutrófilos (2).

La psoriasis ungueal ocurre hasta en el 50% de los pacientes al momento del

diagnóstico, con una incidencia a lo largo de su vida de hasta el 80-90%. Hasta el

90% de los pacientes con artritis psoriásica presenta afección ungueal. Algunas

manifestaciones ungueales incluyen hoyuelos, hemorragias en astilla u otras más

severas como distrofia total (2).

El curso clínico es crónico y se caracteriza por períodos de exacerbación y

remisión. La edad de presentación tiene un pico bimodal de 18 a 39 años y de 50

a 60 años, pero puede aparecer a cualquier edad (3).
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Existen diferentes clasificaciones de gravedad para la psoriasis. La más aceptada

y utilizada tanto en investigación como en la práctica clínica es la escala PASI, que

por sus siglas en inglés significa Índice de la severidad del área de Psoriasis.

Dicho cuestionario, validado al idioma español, combina la valoración de la

severidad de lesiones y el área afectada en una sola cifra entre los valores de 0

(ninguna enfermedad) a 72 (enfermedad máxima); el cuerpo se divide en cuatro

secciones (miembros inferiores, 40%; tronco, 30%; miembros superiores, 20%; y

cabeza, 10%).

Para cada sección, se estima el porcentaje de área (A) de la piel implicada y

después se transforma en una graduación de 0 a 6: (1)

- el 0% de área implicada, grado: 0

- < el 10% de área implicada, grado: 1

- 10-29% del área implicada, grado: 2

- 30-49% del área implicada, grado: 3

- 50-69% del área implicada, grado: 4

- 70-89% del área implicada, grado: 5

- 90-100% del área implicada, grado: 6

La severidad es estimada por cuatro parámetros: Picor (P), Eritema (E),

Descamación (D) e Induración (I). Los parámetros de la severidad se miden en

una escala de 0 a 4, de ninguno al máximo.

La suma de los cuatro parámetros de la severidad está que calculada para cada

sección de la piel, multiplicada por la estimación del área para esa sección y

multiplicado en peso de la sección respectiva (0.1 para la cabeza, 0.2 para los

brazos, 0.3 para el cuerpo y 0.4 para las piernas).

Ejemplo: (P cabeza +E cabeza +D cabeza +I cabeza ) x A cabeza x 0.1 = total

cabeza 1 / 2 PASI total se calcula como suma de PASIs para las cuatro secciones
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de la piel. Con ese total, se clasifica en leve (0-5), moderado (6-10) y grave (mayor

a 10) (1).

Diferentes enfermedades ocurren más frecuentemente en pacientes con

diagnóstico de psoriasis comparado con la población general. Algunas de estas

enfermedades incluyen artritis psoriásica, Enfermedad de Crohn, síndrome

metabólico, enfermedades cardiovasculares y trastorno depresivo (1).

Además de las repercusiones clínicas, se ha documentado que la psoriasis tiene

un importante impacto psicológico en los pacientes, afectando la calidad de vida.

La psoriasis puede llevar a la depresión y la depresión puede por otro lado,

exacerbar la psoriasis, resultando en un círculo vicioso. La sobreposición de los

mecanismos inflamatorio e inmune de la psoriasis y la depresión, se basan en la

desregulación del eje intestino-cerebro-piel (4).

La patogénesis es compleja y aún no está completamente explicada. Hasta el

momento, se ha descrito que es multifactorial; existe predisposición poligénica

combinada con desencadenantes ambientales: infecciones, traumatismos,

medicamentos y/o estrés. Dentro de la fisiopatología destaca que es una

enfermedad mediada por inmunocomplejos incluyendo linfocitos T, células

dendríticas y diferentes citocinas (IL-17, IL-23 y TNF). Además, se caracteriza por

hiperproliferación y diferenciación aberrante de queratinocitos, infiltrado de células

inflamatorias y dilatación vascular que clínicamente se traduce en escama,

induración y eritema (5).

La piel es el órgano más grande del cuerpo que sirve no solo como una barrera

protectora física contra las agresiones ambientales, sino también como una

interfaz dinámica para las interacciones dérmicas y microbianas del huésped. La

microbiota en la piel es muy compleja y está compuesta por microorganismos

muy diversos que incluyen bacterias, virus, hongos y arqueas. Se siembra al nacer

y cambia en la pubertad (6).

6



Las bacterias son esenciales para la salud de la piel al restringir la colonización de

patógenos y ajustar la función de las células T residentes. Como resultado, las

perturbaciones en la comunidad microbiana de la piel tienen el potencial de

contribuir a la alteración de la función inmunitaria de la piel (6).

El reciente interés por la microbiota cutánea, es que puede estar implicada en el

desarrollo de enfermedades inmunomediadas. La disbiosis se define como

ausencia de balance entre las comunidades microbiales de ciertas áreas de la piel

que puede llevar al inicio o progresión de enfermedades. Ésta se ha relacionado a

diferentes enfermedades inflamatorias y autoinmunes incluyendo dermatitis

atópica, vitíligo, alopecia areata y otras como acné; sugiriendo la importancia del

microbioma cutáneo en la salud de la piel (7).

Actinobacteria (36-51%), Firmicutes (24-34%), Proteobacteria (11-16%) y

Bacteroidetes (6-9%) son las cuatro principales filas bacterianas que se

encuentran en la piel (8). Para un mejor estudio de la microbiota y microbioma

cutáneo; diferentes estudios la dividen por topografías en seco, húmedo y

sebáceo. En sitios húmedos, las bacterias más abundantes son Staphylococcus

(Firmicutes) y Corynebacterium (Actinobacteria). En los sitios oleosos se

encuentra la población menos diversa, siendo Cutibacterium (Actinobacteria) la

más aislada. Por otro lado, en las áreas secas se encuentra la mayor diversidad

con colonización variada de las cuatro filas (8).
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(8)

Las especies fúngicas incluyen Malassezia spp., Cryptococcus spp., Rhodoturula

spp., Aspergillus spp., y Epicoccum spp. Siendo la primera de éstas la más

común, representando el 80% de toda la flora fúngica (8).

En menor medida, se encuentran los protozoos y virus. Demodex spp., representa

los ácaros que viven en los folículos pilosebáceos. Los virus han sido el grupo

menos estudiado dentro de la microbiota cutánea. El virus del papiloma humano

cutáneo beta y gamma (8).

Los primeros estudios sobre microbiota y psoriasis se basaron en que la infección

estreptocócica nasofaríngea puede provocar la exacerbación de la psoriasis en

gotas. El primer caso fue reportado en 1940 (9) y posteriormente en el 2013 se

realizó un estudio prospectivo que incluyó 208 pacientes con diagnóstico de

psoriasis en placas y 116 controles, en los que se buscó la colonización por

estreptococos y su asociación con exacerbación de psoriasis en placas. Los

resultados confirmaron una importante exacerbación de psoriasis en pacientes con

odinofagia en los que se cultivó Streptococcus beta-hemolítico (10).
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Se han publicado estudios sobre la microbiota cutánea en pacientes con psoriasis,

aunque los resultados han sido heterogéneos. Algunos se ha realizado toma de

microbiota con hisopado, otros con biopsia superficial y otros con biopsia de piel.

En el 2013 se aislaron Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacteria en las placas de

psoriasis (11). Otros autores en el 2018 mostraron disminución de Actinobacteria y

Bacteroides y aumento de Coprobacillus, Ruminococcus y Streptococcus (12).

Múltiples estudios han mostrado incremento en Staphylococcus en piel lesional

(Staphylococcus aureus y Staphylococcus ptettenkoferi) y no lesional

(Staphylococcus sciuri y Staphylococcus aureus) al compararlo con piel de

pacientes sin psoriasis. Mientras que, Staphylococcus epidermidis, Cutibacterium

acnes y Cutibacterium granulosum son más numerosos en pacientes con piel sana

que con psoriasis (13).

En el 2012, Fahlén et al. (14) estudiaron la microbiota de 10 pacientes con

psoriasis y la compararon con la de 12 pacientes sanos en Dublín. La toma de

muestra se realizó por medio de biopsias de piel de 2 mm. Las filas más

encontradas en ambos grupos fueron Firmicutes (39% psoriasis, 43% piel normal),

Proteobacteria (38% psoriasis, 27% piel normal) y Actinobacteria (5% psoriasis,

16% piel normal, p=0.034). El género más común fue Streptococcus tanto en

psoriasis (32%) como en piel normal (26%). Staphylococcus fue menos común en

psoriasis (5%) que en los controles (16%), así como Propionibacteria (psoriasis

0.0001669%, control 0.0254%).

En el 2013, Alekseyenko et al. (11) compararon la microbiota cutánea de lesiones

con psoriasis, piel contralateral no afectada en pacientes con psoriasis y controles

sanos. Incluyeron 75 pacientes con psoriasis y 124 controles sanos en Nueva

York. La toma de microbiota fue a través de hisopado. Se analizaron de forma

basal y a las 36 semanas de tratamiento para psoriasis. La riqueza taxonómica y

la uniformidad disminuyeron tanto en la lesión como en las comunidades no

afectadas en comparación con el control. Las muestras de psoriasis también
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mostraron disminuciones univariadas significativas en las abundancias relativas y

un sólido rendimiento de clasificación de los géneros Cupriavidus, Flavisolibacter,

Methylobacterium y Schlegelella en comparación con los controles.

En el 2018, Chang et al.(13) publicaron un estudio en el cual analizaron la

microbiota bacteriana de 28 pacientes con diagnóstico de psoriasis y 26 pacientes

sanos en California. Tomaron muestras de 6 sitios anatómicos incluyendo piel con

psoriasis y piel sana de pacientes con psoriasis y control con pacientes sanos.

Observaron que la microbiota de psoriasis tuvo mayor diversidad y heterogeneidad

comparado con la piel sana. Staphylococcus aureus fue más prevalente en piel

lesional y no lesional de los pacientes con psoriasis. Por otro lado, Staphylococcus

epidermidis y Cutibacterium acnes estuvieron menos presentes en psoriasis que

en la piel sana; especialmente en brazos, pliegue interglúteo y tronco.

En el 2020 Quan et al (15) investigaron la diferencia entre la microbiota de

lesiones con psoriasis de piel sana por medio de hisopado en China. Identificaron

mayor carga bacteriana en las lesiones con psoriasis que en la piel sana. Además,

se encontró una mayor proporción de Corynebacterium y una menor proporción de

Cutibacterium comparado con la piel no afectada y controles. Corynebacterium se

correlacionó con la severidad de las lesiones, mientras que Cutibacterium con la

anomalía de la capacitancia de la piel.

La asociación de Malassezia con psoriasis no es muy clara. Se cree que puede

invadir al queratinocito aumentando la expresión de TGFb y la proteína 70 que

induce hiperproliferación. Además, la secreción de factores quimiotácticos de la

Malassezia atrae los neutrófilos a las placas de psoriasis. (16)

Cándida albicans se ha relacionado con persistencia y empeoramiento notable en

psoriasis inversa. No se conoce la causa exacta pero se cree que pueda estar

relacionado a los superantígenos. (17)
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Se ha descrito en diferentes estudios la disbiosis en pacientes con psoriasis. La

evidencia sugiere que el microbioma intestinal juega un papel modulando el

desarrollo de enfermedades cutáneas incluyendo la psoriasis. El eje intestino-piel,

ya comentado anteriormente en la incidencia de trastorno depresivo en estos

pacientes, se refiere a la relación bidireccional entre el microbioma intestinal y la

piel sana. Este eje es regulado por diferentes mecanismos incluyendo mediadores

inflamatorios y el sistema inmune (18). Los cambios más frecuentemente

reportados son la reducción de Bacteroides y Akkermansia spp., y el aumento de

Firmicutes y Actinobacteria (19).

El uso de antibióticos para tratar la disbiosis ha mostrado mejorar la psoriasis,

pero, a su vez elimina la microbiota que beneficia a la piel e intestino. (20)

Los probióticos tienen un efecto inmunomodulador aumentando la producción de

inmunoglobulinas o activando los linfocitos y células mononucleares (21).

Navarro-López observaron entre 90 pacientes con psoriasis que el grupo de 45

pacientes que recibió probióticos mixtos (Bifidobacterium longum, Bifidobacterium

lactis y Lactobacillus rhamnosus) presentó disminución en la severidad de

psoriasis, una mejor respuesta a tratamiento y menor necesidad de esteroides con

un menor riesgo de recaída (22).

Recientemente, se publicó un estudio descriptivo de microbiota ungueal en 36

pacientes con psoriasis ungueal comparándolo con controles sanos. Se observó

que los pacientes con psoriasis ungueal presentaron disminución en

Anaerococcus en uñas afectadas; mientras que en se documentó alta diversidad

bacteriana y aumento de Enhydrobacter. Si bien se necesitan más estudios, se

demostró un probable rol de la microbiota en la patogénesis de psoriasis tanto

cutánea (en sus diferentes manifestaciones) como ungueal (23).

En el 2022, Orozco-Molina et al., publicaron un estudio prospectivo en el que

describieron la microbiota subgingival y periodontal de pacientes mexicanos con
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psoriasis. Los sujetos se dividieron en dos grupos: salud periodontal (PH)

(PH-no-PP, PH-PP) y periodontitis (PD) (P-no-PP, PD-PP). Los pacientes fueron

clasificados en tres grupos según el grado de PASI y el estado periodontal según

los parámetros de la Academia Americana de Periodoncia. Se utilizaron muestras

de microbiota subgingival de cada paciente para determinar 40 especies de

bacterias periodontales mediante hibridación ADN-ADN en tablero de ajedrez. IL-2

e IL-6 se midieron por ELISA. De los cuarenta y ocho pacientes con PP, 21

pacientes tenían HP y 27 pacientes tenían PD. El grupo PD-PP tiene un aumento

significativo en el porcentaje de placa, enrojecimiento gingival, profundidad de

sondaje de la bolsa y pérdida de inserción clínica (P<0,001) en comparación con

el grupo PH-PP. Microbiológicamente, PD-PP exhibió recuentos medios

significativamente más altos para A. georgiae, A. israelii, A. naeslundii del

complejo azul (P<0.001) que PD-no-PP. Además, los recuentos de estos

Actinomyces en PD-PP aumentaron de acuerdo con la severidad del índice PASI.

La concentración de IL-2 e IL-6 aumentó en la saliva de los pacientes con PH-PP y

PD-PP en comparación con los pacientes con PH no PP. Los individuos PP

albergaban un perfil de microbiota subgingival particular diferente al de los no PP.

La severidad de la psoriasis estuvo relacionada con disbiosis de la microbiota

—PASI > 5 relacionada con periodontitis con predominio de Actinomyces

periodontal, independientemente de su condición periodontal. Finalmente, la

severidad de la psoriasis podría estar desequilibrada en la microbiota subgingival y

aumentar el riesgo de desarrollar periodontitis.(23).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La psoriasis en placas es una enfermedad crónica, común que afecta a una

importante parte de la población mexicana tanto física como psicológicamente.

Existen diferentes mecanismos asociados a su patogenia y a su vez diferentes

vías de tratamiento. En los últimos años se ha investigado la asociación con la

microbiota cutánea.

Los enfoques moleculares para definir la diversidad microbiana han modificado

nuestra comprensión del microbioma de la piel y plantearon varias preguntas con

respecto a la interacción huésped-microbio y su relevancia para la enfermedad de

la piel. El conocimiento actual ha demostrado que las especies bacterianas,

fúngicas y virales están subexpresadas o sobreexpresadas en varias dermatosis

en comparación con la piel sana.

A pesar de que hay diferentes estudios publicados sobre la microbiota y su

asociación con la psoriasis, éstos han sido heterogéneos e inclusive

contradictorios.

Hasta el momento no existen estudios sobre microbiota en pacientes con psoriasis

que se hayan llevado a cabo en la población mexicana. Es importante iniciar un

estudio piloto con microbiota cutánea y que posteriormente pueda extenderse en

número de pacientes e incluir microbiota intestinal y ungueal.

Suponemos que en algunos pacientes, la microbiota colonizadora de la piel

exacerba y perpetúa la psoriasis. La identificación de tal microbiota 'ofensiva'

podría potencialmente conducir a diagnósticos tempranos, terapias modificadoras

de la enfermedad o, tal vez, curativas para esta afección a menudo devastadora.
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JUSTIFICACIÓN

Debido a la escasa información disponible en microbiota cutánea en psoriasis y

nula en pacientes mexicanos, es importante investigarla y analizarla en la

población atendida en el INCMNSZ (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutrición Salvador Zubirán). Esto permitirá un mejor entendimiento de la

fisiopatogenia de esta enfermedad para futuros tratamientos y estudios de

investigación.

HIPÓTESIS

La microbiota cutánea de las placas de psoriasis será diferente a la piel sana (piel

no afectada por psoriasis) en la misma región anatómica, del mismo paciente.

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN

¿Existen diferencias en la composición de la microbiota cutánea en las placas de

psoriasis activas en comparación con la piel no afectada de la misma región

anatómica en los pacientes con psoriasis en placa?

OBJETIVOS

a) Objetivo principal único:
Describir y comparar la composición de la microbiota cutánea de las placas

de psoriasis versus la microbiota cutánea de la piel no afectada de la misma

región anatómica en pacientes con diagnóstico de psoriasis en placas

activas.

b) Objetivos secundarios:
Correlacionar la composición de la microbiota cutánea en las placas de

psoriasis con la gravedad de la enfermedad (por escala de PASI)
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DISEÑO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio piloto, de casos y controles, analítico, con el objetivo de

incrementar el conocimiento de la influencia de la microbiota cutánea en la

fisiopatología de la psoriasis.

Se incluyeron pacientes con psoriasis en placas que tuvieran por lo menos una

placa activa. El diagnóstico se realizó de forma clínica y/o histológica por el

departamento de dermatología.

De manera transversal se realizó la toma de muestra de microbiota cutánea de

piel de una placa activa, así como de piel sin lesiones de la misma región

anatómica, el mismo día, bajo las mismas condiciones al mismo paciente (con el

objetivo de que sea su propio control).

Se decidió tomar al paciente como su propio control para evitar sesgos por edad,

género, comorbilidades, fármacos, entre otros.

El estudio se llevó a cabo en el INCMNSZ (Instituto Nacional de Ciencias Médicas

y Nutrición Salvador Zubirán) en la Ciudad de México. Participaron el

Departamento de Dermatología, Departamento de Reumatología y Laboratorio de

Nutrición, quienes han llevado a cabo otros estudios de microbiota.

RECLUTAMIENTO DE PACIENTES

Se invitaron a participar pacientes que pertenecieron a la clínica de psoriasis, así

como a los que acudieron a las diferentes consultas de dermatología (general,

cirugía, PUVA, urgencias), que cumplian con los criterios de inclusión.

Además, se realizó invitación vía telefónica, a los pacientes con diagnóstico de

psoriasis por CIE-10 que tuvieran registro o pre registro en el INCMNSZ.

Para la toma y recolección de muestras se explicó a los pacientes como preparar
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la piel:

• Lavar la piel con agua y jabón neutro durante la ducha

• No tener antecedentes de uso de cualquier tratamiento tópico en las últimas

dos semanas previas a la toma del hisopado (para determinar la microbiota

cutánea).

• No aplicar ningún tipo de productos en la piel 48 horas previas (como

emolientes y lociones).

• Para evitar variabilidades se excluyeron pacientes con consumo de

antibióticos sistémicos al menos un mes previo a la toma de muestra, así

como retinoides orales (isotretinoína).

• Los pacientes con inmunosupresión por psoriasis continuaron con su

mismo esquema de medicamentos y fue reportado

Previo a la toma de muestra se entregó el consentimiento informado y se otorgó

tiempo para leerlo y resolver las dudas antes de aceptar o negar participar en el

estudio. El consentimiento informado previamente fue evaluado y aprobado por el

Comité de Ética del INCMNSZ.

Se explicó que en caso de no aceptar participar en el estudio, esto no afectaría de

ninguna manera su seguimiento y tratamiento.

CRITERIOS DE SELECCIÓN

a) Criterios de inclusión
1. Pacientes mayores de 18 años de edad de ambos géneros, que tengan

expediente en el INCMSNZ (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Nutrición Salvador Zubirán).

2. Diagnóstico de psoriasis en variedad clínica placas, establecido por el

servicio de dermatología con o sin estudio de histopatología

3. Contar con una o más placas activas (con eritema y escama)
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b) criterios de exclusión
1. Aplicación de tratamiento tópico para psoriasis en sitio a muestrear

en las últimas dos semanas

2. Tener otra enfermedad inflamatoria cutánea activa

3. Infección cutánea o sistémica activa que estuvieran o no recibiendo

tratamiento antibiótico tópico o sistémico

c) criterios de eliminación
1. Retirar el consentimiento informado

TOMA DE MUESTRA

El día de la consulta, se tomaron los datos demográficos y se realizó exploración

física completa para documentar superficie corporal afectada, afección ungueal y

articular. En la mayoría de los casos, con el apoyo de reumatología. Se utilizó el

cuestionario PASI validado en español (Índice de la severidad del área de

Psoriasis) para calcular la actividad de la enfermedad y se anotó en la hoja de

captura.

Se eligió la placa de psoriasis más activa y se procedió a tomar dos muestras de

microbiota cutánea, una de la placa de psoriasis activa y la segunda de piel no

afectada de la misma zona anatómica. Por ejemplo, de espalda o de la misma

extremidad.

El procedimiento de toma de hisopado fue el siguiente:

- Se humedece el algodón de dos hisopos estériles en la solución buffer del

kit de microbiota (  Microsetta initiative ó OMNIgene Dx for microbiome)

- Se frotó la zona de placa de psoriasis y piel no afectada durante un minuto,

con ayuda de un cronómetro, cada una con un hisopo diferente

- Se introdujo cada hisopo en un frasco con solución buffer con enzimas que

preservaron el ADN y se cerró.
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- Con ayuda de un plumón permanente de punta delgada, se escribió el folio

asignado a la muestra de piel sana y piel con psoriasis a cada uno de los

frascos.

- Se entregaron las muestras al personal del laboratorio de Nutrición, quienes

llevaron a conservación a temperatura de -80 grados centígrados.

EXTRACCIÓN DE ADN

Se realizó la extracción del ADN utilizando método químico mediante el QIAamp

DNA Microbiome Kit, para obtener DNA genómico bacteriano de la muestra.

Posteriormente se realizó un PCR punto final, para amplificar la región V3-V4 del

gen 16S RNAr. Se prepararon las bibliotecas genómicas mediante el kit Nextera

XT Index v2 Set A (96 índices), y se utilizó la plataforma MiSeq de Illumina.

Se obtuvieron archivos fastq, los cuales se analizaron mediante el paquete

qiime2-2017.12; a los cuales se realizó filtros de calidad, mediante el comando

split_liraries_fastq.py, se procedió a generar un archivo por muestra considerando

todas las lecturas de esa muestra, se volvió a checar un filtro de calidad con la

aplicación DADA2.

Aparatos e instrumentos a utilizar:

− Nextera XT index kit v2 set A: prepara bibliotecas de secuenciación para

genomas pequeños, ampliaciones de PCR, plásmidos o ADNc en 90

minutos con un bajo requisito de entrada de ADN.

− PhiX sequencing control V3: biblioteca de control lista para usar para

experimentos de secuenciación. Proporciona un control de calidad para la

generación, secuenciación y alineación de grupos, y un control de

calibración para la generación, fase y prefase de matriz de diafonía. Se

puede alinear rápidamente para estimar métricas relevantes de

secuenciación por como la tasa de error y la fase.
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− MiSq reagent kit v3 (600 ciclos): Química optimizada para aumentar la

densidad de grupos y la longitud de lectura, y mejorar los puntajes de

calidad de la secuenciación.

TAMAÑO DE MUESTRA

Se realizó un estudio piloto exploratorio de fisiopatogenia por lo que se planeó

incluir treinta pacientes.

VARIABLES

Variables demográficas:

− Género (masculino/femenino)

− Edad (años)

Variables clínicas:

− Tipo de psoriasis (nominal)

− Tiempo de evolución del diagnóstico (continúa)

− Región anatómica de la toma de muestras (nominal)

− Comorbilidades presentes (nominal)

− Historia de tratamientos tópicos (dicotómica: sí/no)

− Historia de tratamientos sistémicos (dicotómica: sí/no)

− Puntuación PASI (continua)

Variable en estudio:

La composición y porcentaje de la microbiota cutánea de las placas de psoriasis

activas y piel sana en el mismo paciente. Incluyendo la proporción de las

diferentes especies de bacterias, hongos, protozoos y virus.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se realizó una hoja de captura de datos con el objetivo de recopilar las variables

demográficas
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Las variables continuas, de acuerdo a su distribución fueron reportadas como

mediana (mínimo - máximo). Para variables categóricas: números absolutos y

porcentajes. Para el análisis bivariado se utilizó la prueba de U de Mann-Whitney

para variables continuas y prueba exacta de Fisher para variables nominales y

ordinales.

Correlación de Pearson o Sperman de acuerdo a la distribución de las variables.

El análisis estadístico fue realizado con el software SPSS versión 21.

TIEMPO DE SEGUIMIENTO

No habrá seguimiento, únicamente se valorará durante la toma de hisopado

FINANCIAMIENTO

No se generarán costos adicionales a los pacientes. La evaluación y las tomas de

las muestras se realizaron en el día que acudan a consulta de urgencias, consulta

programada o durante su hospitalización.

Los costos de los estudios de biología molecular: microbiota y estudios de

poblaciones celulares correrán por los investigadores, y se ha ingresado en

convocatorias de apoyo a la investigación por la Fundación Mexicana para la

Dermatología.

CONSIDERACIONES ÉTICA

Se explicó el procedimiento y uso de datos a los pacientes y se entregó el

consentimiento informado. Los pacientes tuvieron la oportunidad de preguntar las

dudas que tuvieran y resolverlas.
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La base de datos es confidencial y únicamente la persona que realizó el

reclutamiento tenía acceso a los datos personales del paciente. Estos datos no se

utilizaron ni utilizarán para otros fines además de los ya descritos.

A pesar que la toma de hisopado es un procedimiento de bajo riesgo, el frotar con

un hisopo durante 60 segundos en la piel con placa activa y sin lesiones, puede

ser incómodo para el paciente y provocar irritación local transitoria, por lo que se

explicó previo a realizarlo.

No habrá beneficio directo para los pacientes dada la naturaleza del estudio. Los

beneficios indirectos esperados incluyen el mejor entendimiento de las

características fisiopatológicas en nuestro medio. El Protocolo de Investigación

Clínica fue revisado y aprobado por el Comité de Ética del INCMNSZ, clave

DER-4107-22-23-1

RESULTADOS

Resultados demográficos
Se incluyeron 30 pacientes que cumplieron los criterios de inclusión. En la tabla 1

se presentan las características basales.

Todos los pacientes fueron clínica y/o histológicamente diagnosticados con

psoriasis en placas por el servicio de Dermatología del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. A los pacientes que ya contaban

con el diagnóstico por externo, se realizó interrogatorio y exploración física por un

dermatólogo para corroborar el diagnóstico.

De los 30 pacientes, 6 (20%) fueron mujeres y 24 (80%) fueron hombres. La

media de edad al momento del hisopado fue de 54.9 años y la mediana de 52.5

(rango 31 a 81 años). Todos los pacientes eran mexicanos, de raza hispana.
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Reclutamiento
14 (46.7%) pacientes fueron reclutados en la clínica de psoriasis a cargo del

servicio de Reumatología. 14 (46.7%) pacientes fueron valorados en consulta

externa de dermatología, ya sea general, cirugía o PUVA. Dos (6.6%) pacientes

fueron captados en consulta de urgencias.

Escala de gravedad de psoriasis
Todos los pacientes tenían diagnóstico de psoriasis en placas. El PASI promedio

fue de 11.4 con un rango de 1.8-37.8. El cual es clasificado como moderado a

grave.

7 (23.3%) pacientes se clasificaron como psoriasis leve (0-5), 8 (26.7%) como

psoriasis moderada (5-10) y 15 (50%) como psoriasis grave (mayor a 10) por

escala de PASI.

Tratamiento de psoriasis
Al momento de la inclusión al estudio, 12 (40%) pacientes se encontraban

recibiendo tratamiento sistémico para psoriasis, de los cuales 3 (10%) eran

tratamientos biológicos (2 ixekizumab y 1 secukinumab) y 9 (30%) metotrexate. Un

paciente se encontraba en un protocolo de investigación de deucravacitinib vs

placebo, por lo que se desconoce en qué brazo se encontraba.

En cuanto a tratamiento tópico, 17 (56.7%) se encontraban recibiendo alguno. 8

(26.7%) la combinación de calcipotriol/betametasona, 3 esteroide tópico (10%),

dos de ellos clobetasol y uno betametasona; 2 (6.7%) queratolítico, 1 (3.3%)

alquitrán de hulla y 2 (6.7%) alquitrán de hulla + queratolítico.

Otras comorbilidades
14 (46.6%) pacientes tenían diagnóstico de artritis psoriásica establecido por el

servicio de Reumatología previo o durante la inclusión al estudio. Se clasificó la

actividad por DAPSA, con una mediana de 10.3 (3.05-31.19), lo que representa
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leve. La media de número de articulaciones inflamadas fue de 5 (0-18) y de

articulaciones dolorosas 5 (0-21).

12 (40%) pacientes fueron diagnosticados ya sea previo o durante el estudio con

psoriasis ungueal, por parte del servicio de dermatología.

Además de artritis psoriásica o psoriasis ungueal, el 100% de los pacientes

presentaron otras enfermedades, 23 (76.7%) de ellos con obesidad u otra dentro

dentro del síndrome metabólico (hipertensión arterial sistémica, diabetes mellitus,

dislipidemia). 8 (26.7%) pacientes tenían diagnosticada alguna otra enfermedad

autoinmune incluyendo vitiligo, enfermedad de Still del adulto e hipotiroidismo.

23 (76.7%) pacientes se encontraban bajo tratamiento sistémico para alguna de

las comorbilidades.

Toma de muestra
Se tomaron las muestras de microbiota en la placa de psoriasis más activa y se

tomó el control de piel sana en la misma región anatómica, por lo menos a 5 cm

de distancia de la piel afectada.

Las regiones anatómicas de donde se tomaron las muestras fueron las siguientes:

13 (43.3%) pacientes en espalda, 5 (16.7%) en extremidades superiores, 11

(36.6%) en extremidades inferiores y una (3.3%) en piel cabelluda.

Resultados de microbiota
Se realizaron dos hisopados en cada paciente, uno para piel con la placa de

psoriasis más activa y el control en piel no lesional que se encontrara dentro de la

misma topografía, de acuerdo al protocolo de toma de muestra comentado

anteriormente.
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Para evaluar los cambios en la diversidad relacionados con la psoriasis,

examinamos la diversidad de la microbiota cutánea en términos de riqueza

taxonómica y uniformidad a nivel taxonómico de reino, filo, clase, orden, familia ,

género y especie.

En la primera etapa de estudio , se procesaron 12 muestras que corresponden a 6

pacientes de la base de datos, que se eligieron de forma aleatoria. Usando la

secuenciación de genes 16S RNA de Illumina ® se analizaron las colonias

bacterianas. Se reportó un total de 394,481 lecturas, con una media de lectura por

muestra de 32,873.

Los seis pacientes analizados son de sexo masculino, con edad media de 58.3

años y PASI promedio de 5.81, clasificado como moderado. Sus características

basales se muestran en la tabla 4.

De las muestras de microbiota analizadas, la media de porcentaje de bacterias fue

de 97.6% en piel no lesional; comparado con 98.3% en piel con placa de

psoriasis. Se analizó la diversidad alfa de la piel sana contra la piel de la placa de

psoriasis por medio del índice de Shannon, observando mayor biodiversidad en

las placas de psoriasis, con una P de 0.0280 (gráfica 1) y posteriormente la

diversidad beta (gráfica 2).

A nivel filio, se observó una discreta diferencia entre la piel no lesional y la piel de

la placa de psoriasis. En las muestras de placas de psoriasis se observó mayor

proporción de Firmicutes y menor de Bacteroidetes con respecto a la piel no no

afectada (gráfica 3).

En el análisis de género, se observa una mayor heterogeneidad en el grupo de

placas de psoriasis. Algunos de los géneros más prevalentes en el grupo de placa
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de psoriasis comparado con piel no lesional incluyen Chryseobacterium,

Streptococcus, Roseburia y Staphylococcus (gráfica 4).

Finalmente, a nivel especie, también se observó una mayor variabilidad en el

grupo de la placa de psoriasis (gráfica 5). Posteriormente, se realizó un análisis

discriminante lineal. En el grupo de placas de psoriasis se observó mayor

proporción de Coprococcus catus, Prevotella melaninogenica, Alkaliphilus

crotonatoxidans y Peptoniphilus coxii.

DISCUSIÓN

La diversidad de la comunidad microbiana en un sitio dado del cuerpo humano

refleja la estructura y composición de la comunidad. Las alteraciones en la

diversidad del microbioma humano se han relacionado con diferentes

enfermedades incluyendo la psoriasis.

Para entender si la diversidad de la comunidad microbiana de la piel está alterada

en la piel con psoriasis, primero examinamos la diversidad de la piel lesionada

psoriásica y la comparamos con la piel no afectada en el mismo paciente.

Se eligió la misma zona anatómica para la toma de muestra de piel lesional y no

lesional. Ya que, como se mencionó anteriormente, la microbiota cutánea puede

variar dependiendo la topografía, aislando diferente proporción de bacterias en

una zona húmeda comparado con una seca u oleosa.

Además, se decidió tomar al paciente como su control, evitando sesgos

incluyendo otras comorbilidades, fármacos o inclusive la dieta.

El microbioma de la piel de todos los estados patológicos (sano, psoriásico

lesional y psoriásico no lesional) consta de cuatro filos dominantes: Actinobacteria

(36-51%), Firmicutes (24-34%), Proteobacteria (11-16%) y Bacteroidetes (6-9%),

consistente con las descripciones anteriores de la composición de la microbiota de
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la piel. En este estudio se observó una mayor proporción de Bacteroidetes y

menor de Actinobacteria tanto en piel lesional como no lesional de pacientes con

psoriasis.

Un limitante es que es una muestra pequeña para la prevalencia de la enfermedad

y que se realizó en un centro de referencia donde la mayoría de los pacientes

cuentan con alguna otra enfermedad. Sin embargo; se trata de un estudio piloto

que se planea sea el inicio de estudios de mayor tamaño donde analicemos el

resto de muestras de microbiota y que posteriormente se incluya microbiota

intestinal y ungueal. O inclusive, compararlo con la microbiota de pacientes sanos,

base de datos ya existente en el INCMNSZ.

Otra de las limitantes, es que se tomaron muestras de una sóla topografía por

paciente. Cuando en otros estudios publicados, han tomado muestras de

diferentes áreas por paciente.

A pesar del progreso en la identificación de las variaciones del microbioma de la

piel, aún no está claro si los cambios en el microbioma desempeñan un papel

causal en la psoriasis o simplemente representan una consecuencia del

microambiente inflamatorio. Por lo tanto, se necesita más investigación para

comprender completamente cómo las variaciones del microbioma se relacionan

con los factores genéticos y ambientales que también contribuyen a la

enfermedad.

CONCLUSIONES

Se realizó un estudio piloto para evaluar la microbiota de pacientes con psoriasis

en placas y compararlo con la piel no lesional.

A pesar del número limitado de muestras de microbiota, el análisis reveló una

mayor diversidad y heterogeneidad en la piel psoriásica en relación con la piel
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sana. Los análisis taxonómicos revelaron firmas microbianas específicas

asociadas con cada estado de enfermedad a nivel de género y especie.

Finalmente, nuestro estudio confirma que la psoriasis se acompaña de un cambio

en la comunidad microbiana residente en la piel y plantea interesantes

posibilidades que merecen una mayor exploración sobre cómo esto podría afectar

directamente a la respuesta inmunitaria del huésped y la patogénesis de la

psoriasis.
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ANEXOS

Tabla 1: Características basales

Características demográficas Pacientes (N=30)

Edad 52.5 (31-81) años

Género: Hombres (%) 24 (80%)

Año de diagnóstico 2006 (1960-2022)
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PASI 9.75 (1.8-37.8)

Psoriasis leve (%) 7 (23.3%)

Psoriasis moderada (%) 8 (26.7%)

Psoriasis grave (%) 15 (50%)

Tabla 2: Tratamiento

Tratamiento Pacientes (N=30)

Tratamiento sistémico para psoriasis (%)
Metotrexato

Biológicos

Ixekizumab

Secukinumab

Protocolo de investigación (%)

12 (40%)
9 (30%)

3 (10%)

2 (6.7%)

1 (3.3%)

1 (3.3%)

Tratamiento tópico para psoriasis (%)
Esteroide

Esteroide + calcipotriol

Esteroide + calcipotriol + queratolítico

Queratolítico

Alquitrán de hulla

Alquitrán de hulla + queratolítico

17 (56.7%)
3 (10%)

8 (26.7%)

1 (3.3%)

2 (6.7%)

1 (3.3%)

2 (6.7%)

Tabla 3: Comorbilidades
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Comorbilidades Pacientes (N=28)

Artritis psoriásica (%) 13 (46.4%)

Psoriasis ungueal (%) 12 (42.9%)

Obesidad, síndrome metabólico (%) 22 (78.6%)

Otras enfermedades autoinmunes (%) 7 (25%)

Tabla 3: Sitio de toma de muestra

Zona Pacientes (N=28)

Espalda (%) 12 (42.9%)

Extremidades superiores: codos (%) 5 (17.9%)

Extremidades inferiores: Rodillas, muslo, pierna (%) 10 (35.7%)

Piel cabelluda (%) 1 (3.6%)

Tabla 4: Características basales de pacientes con muestras analizadas de

microbiota

Pacientes con psoriasis; N=6

Edad (RIQ) 50.5 (47-59)

Hombres (%) 6 (100)

Tiempo de evolución, años (RIQ) 8 (1-13)

Tratamiento sistémico 1 (17)
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Tratamiento tópico

Calcipotriol + betametasona

3 (50)

3/3 (100)

Sitio de toma de muestra

Espalda

Brazo

Muslo

3 (50)

2 (33)

1 (17)

PASI (RIQ) 9.8 (5.4-11.8)

Psoriasis ungueal 3 (50)

Comorbilidades 6 (100)

Número de comorbilidades

1

2

4

5

2 (33)

1 (17)

1 (17)

2 (33)

Obesidad

DM2

3 (50)

2 (33)

Gráfica 1: Diversidad alfa

Gráfica 2: Análisis de microbiota a nivel Filo
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Gráfica 3: Análisis de microbiota a nivel Género

Gráfica 4: Análisis de microbiota a nivel especie

34



Gráfica 5: Análisis discriminante lineal

Imágenes: Fotos clínicas de pacientes con psoriasis en placas
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