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1. RESUMEN

La psoriasis es una enfermedad autoinmune considerada hoy en dia
multisistémica. La variedad en placas es la variedad encontrada con mayor
frecuencia en nuestro medio.

Su patogenia continla aun sin comprenderse por completo, sin embargo se
sabe que las células plasmacitoides juegan un papel fundamental en estadios
tempranos de la enfermedad por su produccién especializada de interferon alfa.
El objetivo del presente estudio fue determinar si existia o no correlacion entre
el porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica y el indice de
actividad y severidad de psoriasis (PASI) asi como su relacién con el tiempo de
evolucion de la enfermedad.

Se tomaron al azar 24 pacientes con diagnostico clinico e histolégico de
psoriasis en placas a quienes se les determind el PASI y se les tom6 una
muestra de sangre periférica para posteriormente aislar 3 diferentes grupos
celulares: células dendriticas clasicas, células plasmacitoides y un grupo de
células linaje negativo no caracterizado que parece ser una subpoblacion de
células dendriticas (CD 123+ HLA-DR-).

Se encontré una correlacion inversa muy fuerte entre este ultimo grupo celular
y el PASI. Asi mismo se observo una correlacién directa evidente con el tiempo
de evolucion de la enfermedad. No existi6 correlacion entre los otros dos
grupos celulares y las dos variables evaluadas.

Presumimos que esta disminucién del porcentaje celular a nivel sérico es
secundaria a su migracion hacia la piel, especificamente a las lesiones
caracteristicas de la psoriasis.

De manera interesante las células linaje negativo no caracterizado que parecen
ser una subpoblacion de células dendriticas (CD 123+ HLA-DR-) constituyen
un marcador sérico de actividad y severidad de psoriasis asi como una guia
para conocer el tiempo de evolucion y el estadio donde se encuentra la misma.
El presente estudio abre una ventana al conocimiento de la enfermedad tanto
para entender mejor su patogenia como para la investigacion de tratamientos

mas especificos y eficaces de la misma.
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2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

La psoriasis es una enfermedad crénica y autoinmune mediada por linfocitos T
(LT) en donde predomina la respuesta Thl; afecta la piel y en algunos
pacientes las articulaciones. Se considera una enfermedad multifactorial que
puede exacerbarse por numerosos factores entre los que se encuentran los
siguientes: infecciones, factores endocrinologicos, hipocalcemia, farmacos,
estrés y traumatismos. %3

La prevalencia mundial de psoriasis oscila entre 0.6 a 4.8% y hasta el 30% de
los pacientes tienen un familiar de primer grado con la misma enfermedad. 3

En la actualidad no existe un tratamiento curativo para la psoriasis por lo que

se considera una enfermedad crénica y recurrente. *

2.2 Clasificacion
Existen diversas clasificaciones para la psoriasis basadas en su morfologia,
topografia o edad de presentacion.
La clasificacibn mas utilizada se basa en la morfologia y separa a este
padecimiento en 4 grandes grupos con subgrupos: **

1. En placas

2. En gotas

3. Pustulosa

4. Eritrodérmica

2.3 Cuadro clinico

En el caso de psoriasis en gotas y en placas se observan eritema y escama de
aspecto yesoso que confluyen en placas de pequefio o gran tamafo
respectivamente. En el caso de la psoriasis eritrodérmica existe eritema y
escama fina que abarca méas del 80% de la superficie corporal. *°

La psoriasis pustulosa puede estar localizada o generalizada encontrdndose

pustulas estériles sobre un fondo eritematoso. °

2.4 Diagnaostico

Es eminentemente clinico. 2°

12



2.5 Patogénesis

Existe un componente genético para el desarrollo de la psoriasis, el locus mas
estudiado es PSOR 1 situado en la region del MHC (complejo principal de
histocompatibilidad) en el cromosoma 6. >%72

La psoriasis se caracteriza por una hiperproliferacion y diferenciacion anormal
de los queratinocitos epidérmicos, infiltracion linfocitaria principalmente por
linfocitos T y diversos cambios en el endotelio vascular de vasos dérmicos asi
como angiogénesis y dilatacién. Los linfocitos T y las citocinas que éstos
liberan parece ser el evento principal para el desarrollo y la persistencia de la
enfermedad pese a que las células endoteliales, neutréfilos y células asesinas
naturales (NK) suelen jugar un papel importante al igual que quimiocinas,
citocinas y selectinas tales como la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-
1). 59,10

Los linfocitos T y macrofagos aparecen en el infiltrado dérmico de las lesiones
psoridsicas antes del desarrollo de los cambios epidérmicos.** Esto ocurre
mediante una serie de pasos; el primero es el procesamiento y presentacion de
antigenos aun no identificados por células presentadoras de antigenos (CPA)
en la epidermis y dermis. Este proceso involucra la uniéon de antigenos al MHC
en la superficie de estas células. >*

Posteriormente las células presentadoras de antigenos migran a los ganglios
linfaticos donde se unen de manera reversible a los linfocitos T mediante
interacciones entre las moléculas de superficie de ambas células. Luego el
MHC presenta el antigeno a un receptor de linfocitos T para iniciar de esta
manera la activacion del linfocito T. &7

El linfocito T requiere de moléculas y sefiales coestimuladoras para continuar
su activacion, si no las obtiene se convierte en un linfocito apoptdsico. **? Una
vez activados, los linfocitos migran por el torrente sanguineo hacia la piel
inflamada. #*2

Cuando llegan a ésta, los linfocitos T se encuentran con el antigeno que inicié
los eventos y liberan citocinas Thl (IFN-y, IL-2 y TNF-a) mismas que juegan un

papel primordial en la expresion fenotipica de la psoriasis. **
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Tanto los linfocitos T CD4+ como los CD8+ producen citocinas Thl. La IL-2
promueve la proliferacion de los linfocitos T mientras que el | IFN-y inhibe la
apoptosis de queratinocitos. *3

El TNF-o promueve el desarrollo de la psoriasis mediante diversos
mecanismos entre los que se encuentran el aumento de la proliferacion de los
queratinocitos y de la produccion de citocinas proinflamatorias provenientes de
linfocitos T y macréfagos asi como de moléculas de adhesion del endotelio
vascular. *

El resultado final es la hiperplasia y diferenciacion aberrante de los
gueratinocitos epidérmicos. El ciclo celular de estas células en la psoriasis es
aproximadamente 8 veces mas corto (36 vs 311 horas) y la produccion diaria
de los queratinocitos en las lesiones psoriasicas es aproximadamente 28 veces
mayor que en la epidermis normal. *°

Ademas de estos hallazgos también coexisten cambios vasculares
caracteristicos tales como dilatacion y tortuosidad de los capilares dérmicos y
angiogénesis. Esta dilatacion capilar ayuda a cumplir con mayor eficacia los
altos requerimientos energéticos de la piel hiperproliferante. La angiogenesis e
hiperpermeabilidad vascular son el resultado del aumento en la produccion del
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) por los queratinocitos que
han sido estimulados por las citocinas mencionadas en parrafos anteriores. °

El IFNo. es una molécula de primordial importancia en la génesis de la
psoriasis, tanto que ratones carentes de esta citocina son incapaces de
desarrollar la enfermedad aun teniendo otros factores predisponentes tanto
inmunolégicos como no inmunoldgicos. ***3

Las células plasmacitoides son células que participan tanto en la inmunidad
innata como en la adaptativa y juegan un papel preponderante ya que son las

Unicas células especializadas en la produccién eficaz de IFNa.*?

2.5.1 Receptores Toll like (TLRS)

Esta familia de receptores fue descubierta recientemente, éstos son
componentes fundamentales tanto de la respuesta inmune innata como
adquirida. Hasta este momento se han descrito 10 receptores cada uno con

una distribucion tisular Gnica.
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El nombre Toll-like se deriva de su parecido estructural y funcional al receptor
transmembranal descubierto en la mosca Drosophila melanogaster. *’
Inicialmente, la principal funcién de estos receptores parecia ser el desarrollo
dorso ventral durante el desarrollo embrionario. Posteriormente se observo que
poseen un dominio intracitoplasmico similar al del receptor de IL-1 del ratén. *®
En 1997 fueron descritos por primera ocasion por Janeway et. al. en el ser
humano. Una vez que se observd que los TLRs reconocen patrones
moleculares asociados a patdégenos, estas moléculas se convirtieron en el
grupo mas importante de receptores reconocedores de patrones en el sistema
inmune innato. *°

Existe evidencia contundente de que los TLRs estdn intrinsecamente
implicados en la patogenia de infinidad de enfermedades, especialmente
dermatolégicas, asi como también son parte importante en el mecanismo de
accion de algunos farmacos (i.e. imiquimod — TLR7). *°

Se han estudiado en las siguientes dermatosis: acné (TLR2), lepra lepromatosa
(TLR1y 2), secundarismo sifilitico (TLR2, 4 y 5), dermatitis atopica (TLR2y 4) y
fotosensibilidad entre otras. *°

Existe la hip6tesis de que en la psoriasis estd aumentada la expresion de TLR2
y 4, especificamente en la psoriasis en gotas donde existe la evidencia de que
puede estar desencadenada por ciertas infecciones estreptocOcicas que
actuarian sobre estos receptores instaurando una respuesta inflamatoria

cronica descontrolada. 192921222324

2.5.2 Células plasmacitoides

El primer reporte que existe en la literatura de estas células fue en 1958 por
Lennert y Remmele quienes describieron a las células plasmacitoides como
unas células plasmaticas carentes de marcadores de linfocitos B. ?° Estas
células fueron llamadas células plasmaticas asociadas a linfocitos T y
posteriormente células plasmacitoides. 2°

Se identificaron en el timo y ganglios linfaticos de pacientes con enfermedades
inflamatorias y neoplasicas y por muchos afios se les llam6é monocitos

plasmacitoides por la similitud de marcadores con las células mielomonociticas.
25,26
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Posteriormente en 1978, Trinchera y cols. descubrieron que el IFNa es un
potente estimulador de la citotoxicidad mediada por células NK y que durante la
exposicion de leucocitos a virus o a células infectadas por virus, Unicamente un
pequefio grupo de células era responsable de la produccion de la mayor parte
del IFNo.. Estas células productoras de interferon se identificaron como células
no monoliticas, no T, no B y no NK, que expresan receptores FCy de baja
afinidad y antigenos clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (MHC
“).27,28

Posteriormente se clasificaron como células dendriticas para después
percatarse que pertenecian a un subgrupo diferente de las células dendriticas
periféricas clasicas. >>%

Las células plasmacitoides humanas son células CD4'CD45RAIL
3Ra(CD123)*ILT3ILT1'CD11 vy tienen la habilidad de inducir diferenciacion
tanto Thl como Th2 en los linfocitos T cooperadores en respuesta a ciertos
estimulos. %

Tienen dos marcadores adicionales, BDCA-2 y BDCA-4, el primero es una
glucoproteina transmembranal de la familia de las lectinas tipo C y el segundo
es un receptor del factor de crecimiento vascular tipo A perteneciente a la
subfamilia de las semaforinas. 33!

La ontogenia de las células plasmacitoides no esta bien dilucidada aun pero se
sabe que FIt3L es la principal citocina implicada en el desarrollo de éstas desde
células madre hematopoyeticas tanto en humanos como en ratones. 323

En estudios recientes se ha demostrado que las células Flt3* de las células
progenitoras linfoides comunes o de las células progenitoras mieloides
comunes pueden diferenciarse hacia células dendriticas maduras o hacia
células plasmacitoides tanto in vivo como in vitro. ****> La movilizacién desde
médula O0sea a sangre periférica estd mediada por el factor estimulante de
colonias granulociticas. %’

Las células plasmacitoides se pueden encontrar en el higado fetal, timo,
médula ésea y sangre periférica lo que sugiere que estas células pueden
desarrollarse a partir de células madre hematopoyéticas presentes en estos

tejidos linfoides en etapas tempranas de la vida. 3’
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Durante la vida adulta, las células plasmacitoides se producen constantemente
en la médula 6sea y migran desde ésta hacia ganglios linfaticos, tejido linfoide
asociado a mucosas y bazo siendo su vida media de tan solo 15 dias
aproximadamente. 3

Las células plasmacitoides actian como sensores de virus gracias a la
expresion de TLRs; a diferencia de las células dendriticas, estas células no
expresan TLR2, TLR3, TLR4 y TLR5 lo que explica que no respondan ante
productos bacterianos del orden de los peptidoglucanos, lipopolisacaridos y
flagelina. 3°4°

En lugar de estos, expresan TLR7 y TLR9 mas no en su superficie como otras
células sino en el compartimento endosomal por lo que los inhibidores
lisosomales como la cloroquina inhiben la respuesta antiviral de las células
plasmacitoides. **

Ademas de ser las células productoras por excelencia de IFNa, su importancia
radica en que constituyen un vinculo Unico entre la inmunidad innata y la
adquirida. 2

Entre otras funciones, las células plasmacitoides son inductoras débiles de
proliferacion de linfocitos T y activadoras de producciéon de anticuerpos

(preferentemente 1gG) en linfocitos B.*?

2.5.3 Células plasmacitoides y piel

La dermatosis en la que mas se ha estudiado la participacion de células
plasmacitoides es el lupus eritematoso cutdneo y sistémico. En numerosos
pacientes con lupus se han encontrado concentraciones séricas elevadas de
interferones tipo 1. **

El nimero de células plasmacitoides circulantes esta disminuido en pacientes
con lupus a expensas de que la mayoria de estas células activadas se
encuentran como parte predominante del infiltrado de la piel. *°

La psoriasis, como se menciond en parrafos anteriores, es una enfermedad
autoinmune mediada por linfocitos T donde el IFNa es una de las moléculas
mas importantes. “® Nestle FO y cols. encontraron infiltrados de células
plasmacitoides en la piel de pacientes con este padecimiento tanto en lesiones

como en piel sana, sobretodo en etapas tempranas de la enfermedad y
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demostraron que el IFNa derivado de las células plasmacitoides es esencial
para la activacion local y expansion de linfocitos T patdgenos llevando al
desarrollo de lesiones psoriasicas. Este estudio sienta las bases para
considerar la posibilidad de que las células plasmacitoides y su producciéon de
IFNo. sean la clave para desencadenar la respuesta inmune innata y por lo
tanto iniciar la cascada de linfocitos T autoinmunes que llevan a la iniciacion de

la psoriasis. 474849

2.6 Tratamiento

El manejo integral de la psoriasis incluye educacion del paciente acerca de la

naturaleza cronica de su enfermeda, expectativas reales y uso de

medicamentos. Los corticoides y analogos de vitamina D (i.e. calcipoitriol) son
el tratamiento topico de primera eleccion. Ambos actian con mayor eficacia

juntos que por separado. Los pacientes con psoriasis que afecta mas del 20%

de la superficie corporal o que no responden a tratamientos topicos son

candidatos a fototerapia o0 tratamientos sistémicos con agentes
inmunomoduladores como metotrexate y ciclosporina 0 bien con agentes
biolégicos como infliximab, alefacept, efalizumab o etanercept. * 4°

Estos tres ultimos agentes constituyen un tratamiento dirigido especificamente

a niveles clave de la respuesta inmunolégica en los pacientes con psoriasis.

Pese a este avance cientifico, los tratamientos topicos probablemente

permanezcan por muchos afios mas como la primera linea de tratamiento para

la mayoria de los pacientes por los efectos adversos de los tratamientos

sistémicos. 2

Las terapias bioldgicas actian a los siguientes niveles: >*?

1. Alefacept: induce apoptosis en los LT de memoria e interfiere con su
activacion mediante su union a CD2 en los LT, también bloquea la
interaccién coestimuladora LFA-3/CD2.

2. Efalizumab: interfiere con la unién de las moléculas de adhesion LFA-1
/ICAM aumentando la activacion de los LT asi como su migracion hacia la
piel.

3. IL-10: causa una desviacion hacia la produccion de citocinas del tipo Th2

disminuyendo asi la produccion de TNFa e IL-12.
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4. Infliximab: se trata de un anticuerpo monoclonal quimérico que neutraliza el
TNFa mediante su union a éste.

5. Adalimumab: es un anticuerpo monoclonal humano que neutraliza el TNFa
mediante su unioén a este.

6. Etanercept: es una proteina de fusién quimérica que consiste en una
porcién del receptor de TNFa unido a la porcién Fc de la inmunoglobulina
G1,; actua como un inhibidor competitivo del TNFa.

Algunos tratamientos clasificados como no biologicos intervienen en los

mismos procesos por ejemplo los corticoides tdpicos que son moduladores

directos de algunas citocinas (IFN-y , TNF-a e IL-1) asi como de algunos
factores de transcripcion que estimulan directamente la transcripcion de los
genes de otras citocinas relevantes en la patogénesis de la psoriasis. >*°?

Los retinoides aumentan la expresion del factor de crecimiento transformador

B2 (TGF-B2), mismo que funge como supresor de la proliferacion de

queratinocitos. Los analogos de vitamina D3 inducen apoptosis de las células

inflamadas e inhiben la produccién de citocinas tipo Thl induciendo asi un
cambio en la produccion de las mismas hacia un perfil Th2 asi como un efecto

antiangiogénico. °

La ciclosporina inhibe la primera fase de la activacion de los linfocitos T

mientras que el metotrexate inhibe la replicacion de los linfocitos T y de los

queratinocitos. 3

La fototerapia (luz ultravioleta B o psoralenos con luz ultravioleta A) induce

apoptosis de los linfocitos T. ***°

Es de vital importancia tener en cuenta y sopesar los riesgos y beneficios de

cada una de las opciones terapéuticas asi como individualizar a cada paciente

segun la gravedad de la psoriasis, presentacion clinica de la misma y

enfermedades concomitantes.

2.7 Seguimiento
Existe un indice estandarizado de severidad y actividad de la psoriasis (PASI),
éste toma en cuenta la topografia de la afeccién en porcentajes y la morfologia

de las lesiones (eritema, infiltracion y escama). La maxima puntuacion es de 72
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clasificando la severidad de la psoriasis como a continuacion se indica: leve 1-
20, moderada 21-50, severa 51-72. *2
Este indice se utiliza primordialmente para valorar la respuesta al tratamiento y

dar seguimiento al paciente. *?

2.8 Pronostico

Sin duda alguna la psoriasis es una enfermedad crénica que afecta de manera
considerable la calidad de vida de las personas que la padecen.

Se ha observado en diversos estudios que los factores que mas impactan la
calidad de vida son los siguientes: extension de la enfermedad, edad de inicio

temprano y sexo femenino.
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3. PROTOCOLO DE INVESTIGACION

3.1 Planteamiento del problema

La psoriasis es un padecimiento cutaneo muy antiguo sin embargo su
patogenia no ha sido esclarecida por completo. En numerosos estudios se ha
observado que el IFNa es una molécula indispensable sobretodo en la
iniciacidon y en etapas tempranas de la enfermedad. Las células plasmacitoides
constituyen el grupo celular que produce mayor cantidad de IFNa por lo que se
presume deben jugar un papel preponderante en la patogénesis de la psoriasis
y que a mayor actividad y menor tiempo de evolucion estaran disminuidas en
sangre periférica pues estaran migrando hacia la piel.

Sobre estas bases formulamos las siguientes preguntas de investigacion:

¢Existe correlacion inversa entre el indice de severidad y actividad de la
psoriasis (PASI) y el porcentaje de células plasmacitoides séricas?
¢ Existe correlacion directa entre el tiempo de evolucion y el porcentaje de

células plasmacitoides séricas?

3.2 Justificacion

Se sabe que la psoriasis es una enfermedad con relativa alta prevalencia tanto
en nuestro pais como a nivel mundial. Se han establecido numerosas teorias
acerca de su etiologia, hoy en dia la mas aceptada es la autoinmune. El indice
de severidad y actividad de la psoriasis (PASI) es un indice que valora
caracteristicas morfoldgicas y topograficas de esta enfermedad.

Una de las molécula mas importantes en la patogenia de la psoriasis es el
IFNo. Las células plasmacitoides son un subgrupo de células dendriticas que
producen grandes cantidades de esta citocina por lo que se ha estudiado su
papel en las dermatosis donde ésta participa principalmente en lupus
eritematoso cutaneo y sistémico.

En un estudio se observd que el porcentaje de estas células aumenta a nivel
cutaneo en lesiones de psoriasis principalmente en etapas tempranas de la
enfermedad.
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Pensamos que este incremento se debe a la migracibn de células
plasmacitoides circulantes desde sangre periférica hacia piel por lo que se
requiere un estudio en el que se realice la medicidén del nivel sérico de estas
células.

En la medida en la que se conozca mas acerca de la relacion que exista entre
los niveles séricos de células plasmacitoides y el PASI, en un futuro éstas
podran ser utiles como un marcador confiable de actividad y prondstico a corto
plazo de psoriasis y de esta manera se podra instaurar de forma mas temprana
el tratamiento mas adecuado segun cada caso.

Conociendo mejor la patogenia de esta enfermedad podra dilucidarse en un

futuro un tratamiento mas especifico y eficaz.

3.3 Hipotesis
El porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica disminuye en
estadios tempranos de la psoriasis y es inversamente proporcional al indice de

actividad y severidad de psoriasis (PASI).

3.4 Objetivos

3.4.1 General
e Determinar la correlacion entre el porcentaje de células plasmacitoides en
sangre periférica y el indice de actividad y severidad de psoriasis (PASI) asi

como con el tiempo de evolucion.

3.4.2 Especificos

1. Determinar el porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica de
pacientes con psoriasis en placas.

2. Determinar el indice de actividad y severidad de psoriasis y correlacionarlo
con el porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica.

3. Correlacionar el porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica

con el tiempo de evolucién de la enfermedad.
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3.5 Material y Métodos

3.5.1 Disefio de lainvestigacion

Tipo de estudio: descriptivo transversal.

3.5.2 Poblacién de estudio
Células plasmacitoides de sangre periférica de pacientes adultos que acudan
voluntariamente al Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua” en

quienes se realice el diagnadstico clinico e histologico de psoriasis en placas.

3.5.3 Criterios

3.5.3.1 De inclusién

1. Pacientes de 18 a 50 afios de edad con cualquier estado socioeconémico.

2. Pacientes con diagnéstico clinico e histoldgico de psoriasis en placas.

3. Pacientes con lesiones en cualquier topografia y porcentaje de superficie
corporal afectada.

4. Pacientes que no hayan utilizado en el dltimo afio inmunomoduladores,
esteroides topicos, sistémicos o tratamientos biolégicos.

5. Pacientes que mediante el consentimiento informado expresen de manera
voluntaria su deseo de participar en el estudio.

6. Pacientes residentes en la Republica Mexicana.

3.5.3.2 De exclusién

1. Pacientes con alguna enfermedad autoinmune concomitante.

2. Pacientes en quienes exista la duda diagndstica entre psoriasis y otra
dermatosis.

3. Pacientes portadores del virus de inmunodeficiencia humana.

3.5.4 Descripcién general del estudio

Se tomo una muestra aleatoria de 24 pacientes adultos en quienes se realizo el
diagnostico clinico e histolégico de psoriasis en placas en la consulta externa
del Centro Dermatolégico “Dr. Ladislao de la Pascua’ de enero a mayo del

2007. Se les realiz6 una historia clinica completa incluyendo la parte
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dermatoldgica. Se les explicaron los objetivos del protocolo y se les solicitd

firmar una carta de consentimiento informado. Se realiz6 iconografia.

En la misma visita se les tom6 una muestra de 10cc de sangre periférica misma

que se traslado al laboratorio de inmunologia del “Centro Médico Nacional

SXXI" para procesarla, aislar las tres subpoblaciones de células dendriticas y

determinar su porcentaje en cada paciente.

3.5.5 Método de muestreo

Seleccion aleatoria de pacientes que acudieron a consulta en el Centro

Dermatoldgico “Dr. Ladislao de la Pascua” de enero a mayo del 2007 a quienes

se les haya realizado el diagnostico clinico e histolégico de psoriasis en placas.

La muestra fue de 24 pacientes ya que se trata de un reporte de casos por los

altos costos de los reactivos para el estudio y por lo innovador del mismo.

3.5.6 Definicion de variables

Variable | Definicion Definicién Tipo Escala de Unidad de
conceptual | operacional medicién medida
Sexo Constitucié | Se registra Cualitativa | Dicotémica Femenino
n organica | en base al Masculino
que sexo de
distingue asignacion
masculino social
y femenino
Edad Tiempo Edad en Cuantitativa | De razén AfRos
que una afos en el
persona ha | momento del
vivido estudio
desde su
nacimiento
Células | Subtipode | Seregistra | Cuantitativa Ordinal Porcentaje
plasma- células en base a su
citoides | dendriticas | porcentaje
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especializa | en sangre
dasenla periférica
produccion
de IFN o
Tiempo Tiempo Seregistra | Cuanitativa Ordinal Meses
de desde que | en base al
evolucion | el paciente | numero de
presenta meses que
lesiones ha
clinicas de | presentado
psoriasis lesiones
clinicas de
psoriasis
PASI indice de Se registra | Cuantitativa Nominal Puntos
actividady | en puntos
severidad segun la
de extension y
psoriasis caracteristi-

cas clinicas
de la

enfermedad

3.5.7 Método de extracciéon celular

3.5.7.1 Muestras de sangre periférica

Para la obtencion de ceélulas mononucleares se utilizaron 10cc de sangre

periférica de pacientes con diagnostico clinico e histolégico de psoriasis en

placas.

3.5.7.2 Obtencién de células mononucleares

Se partié de un volumen inicial de sangre de 10 cc, se diluy6 1:1 con PBS,

posteriormente por medio de un gradiente de Ficoll (Lymphoprep), el cual se

centrifugd a 2000 rpm durante 30 minutos.

Se realiz6 la separacion de las células mononucleares, mismas que se
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colectaron y sometieron a tres lavados con PBS y centrifugaciéon por 10
minutos, dos a 1500 rpm y el otro a 700 rpm (eliminacion de plaquetas);
después de esto se resuspendieron en PBS y se procedio a hacer el conteo

de células en cAmara de Neubauer.

3.5.7.3 Conteo de células mononucleares

De la suspension de células obtenida, se tomd una pequefia alicuota, se hizo
una diluciéon (1:10) con azul tripano (colorante vital) de modo que fuera posible
distinguir entre células vivas y muertas.

De esta dilucion se tom6 nuevamente una alicuota (10uL) y se colocé en la
camara de Neubauer para realizar el conteo de cada una de las muestras en

el microscopio.

3.5.7.4 Citometria de flujo

El paquete celular obtenido se resuspendio y se pasé a una placa de 96
pozos en la que posteriormente se realizaron las tinciones correspondientes.
Como primer paso se incubaron las células a 4°C por 20 minutos con la
solucién que tiene como componentes PBS, suero de caballo 2%, EDTA 5mM
y azida de sodio 0.05%; con la finalidad de bloquear los receptores Fc para
evitar el pegado inespecifico.

Posteriormente se realizaron las tinciones incubando con las diferentes
combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados a distintos
fluorocromos, en solucion PBS/suero de caballo 2%/EDTA 5mM/azida de
sodio 0.05% a 4°C por 20 minutos. Después de cada incubacion se realizaron

dos lavados con la misma solucién para eliminar el exceso de anticuerpos.

3.5.7.5 Marcadores
La combinacion de marcadores utilizada para realizar la tincion fue la

siguiente:

Marcador Conjugado a:
LINAJE

(CD3, CD19, CD14, CD56)
* eBioscience

PE

(Ficoeritrina)
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CD11c FITC

* Caltag (Isotiocianato de Fluoresceina)
HLA-DR APC-Cy7

*BDBioscience. (Aloficocianina-Cy7)

CD123 PE-Cy5

*BD Bioscience (Ficoeritrina-Cy5)

BDCA-2 APC

Miltenyi Biotec (Aloficocianina)

CD80', CD83% CD86", B7-H1* o

* 1: BDBioscience 2:eBioscience slotina

* El revelado de los anticuerpos conjugados con biotina se llevé a cabo

utilizando estreptavidina-PE-Cy7 (BD Bioscience).

Después de realizar la tincion, se hizo un lavado y se agrego el colorante
Hoechst 3342, se incubé a 4°C por 5 minutos para posteriormente poder
evaluar la viabilidad de las células analizadas. Después de esto nuevamente
se realizaron dos lavados méas con PBS para eliminar el exceso de colorante y
finalmente se agregd paraformaldehido al 4% con el que nuevamente se
incubd a 4°C por 20 minutos con el objetivo de fijar las células. Transcurrido
este tiempo se centrifugé para eliminar el paraformaldehido, las células se
resuspendieron en PBS y se guardaron a 4°C para su analisis posterior en el
citometro de flujo.

El analisis de las células se realizd por citometria de flujo de 7 colores,

utilizando el citbmetro FACS Aria.

3.6 Aspectos éticos

En la hoja de consentimiento informado se explicd detalladamente el proceso
de recoleccion de sangre periférica asi como sus potenciales complicaciones.

3.7 Recursos

3.7.1 Humanos
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El diagndstico se realizé por un médico de base y un residente de dermatologia

de tercer afo. La interpretacion de los resultados se hizo por un inmundlogo.

3.7.2 Técnicos
o Camara fotogréafica Nikon D50
o Jeringas de 10cc
e Tubos con EDTA
e Anticuerpos contra marcadores de células plasmacitoides
e Citometro de flujo FACS Aria

3.7.3 Financieros

Laboratorio de Inmunologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

3.8 Analisis estadistico

Las variables sexo, edad, tiempo de evolucién, puntuaciéon del PASI y
porcentaje de células plasmacitoides fueron analizadas con el programa SPSS
version 15.0 para conocer las medidas de tendencia central asi como el minimo
y el maximo de cada una.

Ya que se trata de un reporte de casos, se realiz6, mediante el mismo
programa, correlacion lineal entre las variables puntuacion del PASI y
porcentaje de células dendriticas para determinar el coeficiente de correlacion,

coeficiente de determinacion, coeficiente de correlaciéon ajustado y valor de p.
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4. RESULTADOS

Se incluyeron 24 pacientes de los cuales 13 fueron del género masculino
(54.2%) y 11 del femenino (45.8%). El rango de edad se encontré entre 21y 49

afios con un promedio de 35 afios y una moda de 45 afios con una desviacion
estandar de 7.849.

El tiempo de evolucion de la enfermedad oscilié entre un mes y 13 afios con un

promedio de 4 afios 4 meses y una moda de 4 aflos con una desviacion
estandar de 41.56.

La puntuacion del indice PASI se encontro entre 1.4 y 28.8 con un promedio de

14.246 y una moda de 10.8 con una desviacion estandar de 7.59.

Los valores de los diferentes subtipos celulares se evaluaron en porcentaje

(Tabla 1).
FOLIO | EDAD | SEXO | EVOLUCION | PASI| % pDC | % cDCs | % pDC
(meses) CD123+ | CD123+ | CD11c+
HLADR- | CD11c- | HLADR+
1 28 hombre | 12 23.1 | .037 0.97 0.055
2 34 hombre | 6 28.8 |.110 0.41 0.029
3 49 mujer 156 1.4 1.310 2.70 0.486
4 38 hombre | 60 9.3 .350 3.17 0.151
5 45 mujer 144 5.2 1.040 2.58 2.541
6 35 hombre | 72 10.8 | .350 2.70 0.190
7 21 hombre | 36 14.1 | .250 1.67 0.014
8 45 hombre | 48 17.2 |.210 2.28 0.017
9 38 hombre | 24 16.6 |.180 0.53 0.078
10 27 | mujer |60 6.8 1.080 1.46 0.133
11 24 mujer 48 12.0 |.310 3.28 0.193
12 31 mujer 48 14.1 |.270 3.79 0.433
13 41 hombre | 108 7.2 440 2.70 0.063
14 28 mujer 48 10.8 |.380 2.78 0.132
15 23 hombre | 1 21.4 | .095 2.92 0.119
16 27 hombre | 5 25.0 | .050 4,13 0.260
17 39 hombre | 72 7.0 .800 1.04 0.150
18 33 mujer 6 27.0 | .150 - 0.060
19 42 mujer 60 16.5 |.210 - 0.130
20 33 hombre | 24 16.9 |.190 - 0.130
21 42 mujer 72 7.1 .610 - 0.300
22 31 mujer 84 11.0 |.390 - 0.130
23 45 mujer 4 25.0 |.030 - 0.320
24 40 hombre | 60 7.6 .580 - 0.300

Tabla 1: Resultados
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4.1 Células dendriticas convencionales (CD11c+ HLA-DR+) (fig. 1)

Las células dendriticas convencionales se caracterizan por expresar HLA-DR y
CD11c.

El porcentaje de estas células, CD 11c+ HLA-DR+, oscilé entre 0.41 y 4.13 con
un promedio de 2.3 y una moda de 2.7 con una desviacion estandar de 1.1.

Se realiz6 andlisis de correlacion lineal para las variables puntuacion de PASI y
porcentaje de células dendriticas convencionales (fig.4) con lo que se encontré
un coeficiente de correlacién de 0.18, un coeficiente de correlacion ajustado
para el tamafio de muestra de -0.03 y un coeficiente de determinacién de 0.03
obteniendo una p significativa de 0.0001.

Se realiz6 analisis de correlacion lineal para las variables tiempo de evolucién y
porcentaje de células dendriticas convencionales (fig.5) con lo que se encontr6
un coeficiente de correlacion de 0.18, un coeficiente de correlacion ajustado
para el tamafio de muestra de -0.03 y un coeficiente de determinacion de 0.03,

obteniendo una p significativa de 0.0001.
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Figura 1: Células dendriticas convencionales (CD11c+ HLA-DR+)
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4.2 Células dendriticas plasmacitoides (CD123+ CD11c-) (fig. 2)

Las células dendriticas plasmacitoides se caracterizan por expresar CD123 y
CD11c intermedio.

El porcentaje de estas células, CD 123+ CD11c-, oscilo entre 0.01 y 2.54 con
un promedio de 0.27 y una moda de 0.13 con una desviacion estandar de 0.5.
Se realizé andlisis de correlacion lineal para las variables puntuacion de PASI y
porcentaje de células dendriticas plasmacitoides (fig.6) con lo que se encontrd
un coeficiente de correlacion de 0.18, un coeficiente de correlacion ajustado
para el tamafio de muestra de -0.03 y un coeficiente de determinacién de 0.03
obteniendo una p significativa de 0.0001.

Se realiz6 analisis de correlacion lineal para las variables tiempo de evolucion y
porcentaje de células dendriticas plasmacitoides (fig.7) con lo que se encontrd
un coeficiente de correlacion de 0.54, un coeficiente de correlacion ajustado
para el tamafio de muestra de 0.26 y un coeficiente de determinacion de 0.29,

obteniendo una p significativa de 0.0001.
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Figura 2: Células dendriticas plasmacitoides (CD123+ CD11c-)
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4.3 Células linaje negativo no caracterizadas que parecen ser una
subpoblacién de células dendriticas (CD123+ HLA-DR-) (fig. 3)

Las células linaje negativo no caracterizadas que parecen ser una
subpoblacion de células dendriticas expresan CD123 y HLA-DR baja.

El porcentaje de estas células, CD123+ HLA-DR-, oscil6 entre 0.030 y 1.310
con un promedio de 0.39258 y una moda de 0.210 con una desviacion estandar
de 0.34799.

Se realizé andlisis de correlacion lineal para las variables puntuacion de PASI y
porcentaje de células CD123+ HLA-DR- (fig.8) con lo que se encontré un
coeficiente de correlacion de -0.83, un coeficiente de correlacion ajustado para
el tamafio de muestra de -0.67 y un coeficiente de determinacion de 0.69,
obteniendo una p significativa de 0.0001

Se realiz6 analisis de correlacion lineal para las variables tiempo de evolucién y
porcentaje de células CD123+ HLA-DR- (fig.9) con lo que se encontré un
coeficiente de correlacion de 0.83, un coeficiente de correlacion ajustado para
el tamafio de muestra de 0.68 y un coeficiente de determinacion de 0.70,

obteniendo una p significativa de 0.001.
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Figura 3: Células linaje negativo no caracterizadas que parecen ser una subpoblacién de
células dendriticas (CD123+ HLA-DR-)
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Fig.4: Gréfica de correlacion lineal entre puntuacién de PASI y porcentaje de células
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Fig.5: Gréfica de correlacion lineal entre tiempo de evolucion y porcentaje de células
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Fig.6: Gréfica de correlacion lineal entre puntuacion de PASI y porcentaje de células
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5. DISCUSION

Se evaluaron tres poblaciones celulares: células dendriticas convencionales
(CD11c+HLA-DR+), células dendriticas plasmacitoides (CD123+ CDllc-) y
células linaje negativo no caracterizadas hasta el momento que parecen ser
una subpoblacion de células dendriticas (CD123+ HLA-DR-).

No encontramos correlacion entre las ceélulas dendriticas convencionales
CD11c+HLA-DR+ en sangre periférica con el indice de actividad de la psoriasis
ni con el tiempo de evolucion de la misma ya que los coeficientes de
correlacion son menores de 0.5 en ambos casos. Tampoco entre las células
dendriticas plasmacitoides CD123+ CD11c- y ambas variables.

Estos datos no estan afectados por el tamafio de muestra ya que el coeficiente
de correlacion ajustado es también menor a 0.5 en las dos lineas celulares
tanto en su relacién con el tiempo como con el indice de actividad y severidad
de psoriasis.

Curiosamente en este trabajo encontramos que las células que tienen relacion
con la actividad y tiempo de evolucién de la psoriasis son una poblacién celular
linaje negativo no caracterizada que parece ser una subpoblacion de células
dendriticas (CD123+ HLA-DR-) diferente a las células dendriticas
convencionales y a las dendriticas plasmacitoides.

En base al coeficiente de correlacion negativo que sobrepasa 0.5
determinamos que efectivamente existe una correlacion inversa fuerte entre la
puntuacion del indice de actividad y severidad de psoriasis y el porcentaje de
células CD123+ HLADR- en sangre periférica asi como correlacion directa
fuerte entre este ultimo y el tiempo de evolucion de la enfermedad.

Cabe mencionar que todos los resultados son estadisticamente significativos
ya que en la correlacion entre los tres diferentes tipos de células y las dos
variables (indice de actividad y severidad de psoriasis y tiempo de evolucion) la
p es de 0.0001.
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6. CONCLUSIONES
En un estudio reciente se demostré que las células dendriticas plasmacitoides

se encuentran como parte fundamental del infiltrado cutaneo en las lesiones de
pacientes con psoriasis lo que nos hizo pensar que estas células pudieran estar
disminuidas en sangre periférica en estadios tempranos de la enfermedad por
encontrarse migrando hacia la piel.

En el presente estudio encontramos que las células dendriticas plasmacitoides
de sangre periférica no se encuentran disminuidas en estadios tempranos de la
psoriasis ni tampoco estan relacionadas con el tiempo de evolucion de la
enfermedad.

De manera interesante observamos que una poblacién celular linaje negativo
no caracterizada que parece corresponder a una subpoblacién de células
dendriticas (CD123+ HLA-DR-) diferente de las convencionales y de las
plasmacitoides, es la que estd implicada en este proceso. Esta poblacion
celular es la que disminuye en sangre periférica en estadios tempranos de la
enfermedad pues, suponemos, se encuentra migrando hacia la piel de estos
pacientes. También son estas células las que correlacionan de manera inversa
con el indice de actividad y severidad de psoriasis ya que a mayores
puntuaciones es menor el porcentaje celular en sangre periférica.

En cuanto a su relacion con el tiempo de evolucion se incluyé un nimero mayor
de pacientes en estadios tempranos de la enfermedad por lo que convendria
tener una muestra mas homogénea en relacion a esta variable para estudios
posteriores.

Por todo lo anteriormente expuesto podemos concluir que una poblacion celular
linaje negativo no caracterizada que parece ser una subpoblacion de células
dendriticas (CD123+ HLA-DR-) en sangre periférica constituye un marcador
celular de actividad y severidad de psoriasis.

Su utilidad no solamente radica en este punto sino también podria utilizarse
para identificar el estadio de la enfermedad en el que se encuentra el paciente
ya que las células se encuentran disminuidas al inicio para luego regresar a
valores basales conforme la psoriasis avanza en la linea de tiempo.

Es impresionante pensar que en un futuro cercano estas células puedan
constituir el primer examen de laboratorio relativamente accesible para evaluar

de forma méas completa a los pacientes con psoriasis.
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Este trabajo sin duda abre una ventana tanto para conocer mejor la patogenia
de la psoriasis como para la investigacion de lineas terapéuticas mas
especificas y eficaces dirigidas de manera directa hacia los blancos celulares
mejor definidos.

Conociendo que esta subpoblacion celular, al estar posiblemente relacionada
con las células plasmacitoides, pueden estar implicadas también en la
produccion eficaz de IFNa; sera posible desarrollar farmacos biolégicos cuyo
blanco de accion sea la inhibicién de esta molécula.

Queda en manos de investigaciones futuras el dilucidar si este grupo celular
podria 0 no ser util para de alguna manera pronosticar el curso que seguira la

psoriasis de manera individual.

38



7. ANEXOS

7.1 Carta de consentimiento informado

7.2 indice de actividad y severidad de psoriasis

México D. F. , a
Dia Mes Afo

A quien corresponda.

Yo declaro

libre y voluntariamente que acepto participar en el estudio. “UNA POBLACION
CELULAR LINAJE NEGATIVO NO CARACTERIZADA QUE PARECE SER
UNA SUBPOBLACION DE CELULAS DENDRITICAS (CD 123+ HLA-DR-)
CONSTITUYEN UN MARCADOR SEROLOGICO DE ACTIVIDAD Y
SEVERIDAD CLINICA DE PSORIASIS” que se realiza en esta institucion y
cuyos objetivos consisten en determinar el indice de severidad y actividad de
psoriasis asi como el porcentaje de células plasmacitoides en sangre periférica
de los pacientes para después correlacionar el porcentaje de células
plasmacitoides en sangre periférica de pacientes con psoriasis en placas con el
indice de actividad y severidad de psoriasis en diferentes estadios de la misma.
Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr
los objetivos mencionados consisten tomar una muestra de 10cc de sangre
periférica y que los riesgos para mi persona son equimosis e infeccion
bacteriana del sitio de puncion.

Entiendo que del presente estudio se derivaran los siguientes beneficios:
establecer un marcador en sangre de actividad de psoriasis.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacion
en el momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar informacién
adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participacién en este estudio.
Asi  mismo, cualquier trastorno temporalmente relacionado con esta
investigacion podre consultarlo con el Jefe de Ensefianza e Investigacion de la
unidad de atencion; <Dr. Fermin Jurado Santa Cruz. Dr. Vértiz 464, Col.
Buenos Aires, Del. Cuauhtémoc, CP 0678. tel. 5538-7033 > y con el

investigador responsable <Dra. Maria del Mar Campos Fernandez. Cincinnati
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81-807, Col. Nochebuena, Del. Benito Juarez, CP 03710. tel. 5615-0322>. El
Jefe de Ensefianza e Investigacion comunicara el evento a la Direccién de
Educacién e Investigacion de la SSDF, en donde se decidira la necesidad de
convocar al investigador principal y al Cuerpo colegiado competente, para su
resolucion. Cuando el trastorno se identifique como efecto de la intervencion, la
instancia responsable debera atender médicamente al paciente hasta la
recuperacion de su salud o la estabilizacion y control de las secuelas asi como
entregar una indemnizacion y si existen gastos adicionales, estos seran
absorbidos por el presupuesto de la investigacion.

En caso de que decidiera retirarme, la atencibn que como paciente recibo en
esta institucion no se vera afectada.

Nombre.
Firma.
(En caso necesario, datos del padre, tutor o representante
legal)
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del testigo
Firma.
(En caso necesario, datos del padre, tutor o representante
legal)
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del testigo
Firma.
(En caso necesario, datos del padre, tutor o representante
legal)
Domicilio. Teléfono
Nombre y firma del Investigador responsable.
Dra. Maria del Mar Campos Fernandez Firma.

Domicilio. Cincinnati 81-807, Col. | Teléfono
Nochebuena, Del. Benito Juarez, CP 03710 |5615-0322

C. C. p. Paciente o familiar

C. C. p. Dra. Maria del Mar Campos Fernandez
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PASI: CEDULA DE REGISTRO

Nombre. Fecha de ingreso:
SEVERIDAD: 0-NADA 1-LEVE 2-MODERADO 3-SEVERO 4-MUY SEVERO
CABEZA E. SUPERIORES TRONCO E. INFERIORES

ERITEMA 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
INDURACION 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
ESCAMA 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
TOTAL 1
EXTENSION: 0-NADA 1.<10% 2. 10-29% 3.30-49%  4.50-69% 5.70-89% 6.90-100% 13
AREA CABEZA E. SUPERIORES TRONCO E. INFERIORES
EXTENSION 1 2 3 456 1 2 3 456 1 2 3 456 1 2 3 456
TOTAL 2
MULTIPLICAR TOTAL 1 x TOTAL2 = TOTAL 3
TOTAL 3
MULTIPLICAR TOTAL 3 x COCIENTES PREDETERMINADOS = TOTAL 4

COCIENTE 0.1 0.2 0.3 0.4
PREDETERMINADO

TOTAL 4

SUMAR LOS TOTALES 4 =PASI

TOTALES 4

PASI =
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