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SIGLAS

ADC: Coversor Analogo Digital

APC: Células presentadoras de antigeno (antigen presenting cells)
CD: Grupos de diferenciacion (Clusters of Differentiation)

CMF: La Citometria de Flujo

CN: Condicion Normal

FSC: Luz incidente (Forward Scatter)

HLA-DR: Antigenos leucocitarios o de histocompatilidad humanos region D y R (human
leukocyte-associated antigen).

IGA: Inmunoglobulina Tipo A
Md: Medicina

MHC I: Complejo mayor de histocompatibilidad clase | (Major Histocompatibility complex
class I).

MHC II: Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (Major Histocompatibility complex
class ).

NK: Células naturales asesinas (Natural Killer)

PBS: Buffer Fosfato Salino (Phosphato Bufer Salino)

PMN: Leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (Polymorphonuclear leukocyte neutrophil)
SSC: Luz dispersada (Side Scatter)

TCR: Receptor de célula T (Receptor Cells T)

ACTH: Hormona adrenocorticotropa secretada por el I16bulo anterior de la hipdfisis. Su

funcién especifica es estimular el crecimiento y las secreciones de la corteza de la
glandula suprarrenal
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RESUMEN

Psoriasis es una enfermedad inflamatoria de la piel, que afecta 2—-3% de la poblacién "2,
generalmente entre los 20 y 30 afios de edad®, sus causas son desconocidas y no bien
entendidas cientificamente“, en su desarrollo esta involucrado el sistema inmune,
especificamente los linfocitos T de memoria que infiltran la dermis y epidermis, secretando
citocinas en la lesion; existe susceptibilidad genética para padecer psoriasis®. Actualmente
las investigaciones se han centrado en patologias de gran repercusibn como:
enfermedades cardiovasculares, SIDA, tuberculosis y cancer, que opacan otras
enfermedades que deterioran la calidad de vida, como la psoriasis'. El objetivo de este
estudio fue conocer y comparar la actividad de sub-poblaciones de linfocitos T CD4+, T
CD8+ y B1; en sangre circulante y de lesiones de pacientes con psoriasis y sangre
periférica de individuos sanos in situ, por medio de Citometria de Flujo.

Metodologia se incluyo como casos: 14 personas mayores de 18 anos, con psoriasis en
fase crénica en proceso de exacerbacion, sin distincion de género y 12 personas sanas
como controles, teniendo en cuenta parametros de exclusion e inclusion; los
procedimientos a seguir fueron: Previo consentimiento informado a la poblacién del
estudio, se le extrajo 3 mL de sangre periférica por venopuncién y sangre de las placas
psoriasicas por puncién directa con un capilar (levantando la placa Psoriasica) y 3 mL de
sangre periférica por venopuncién a personas sanas. Las muestras se tifieron con
anticuerpos monoclonales fluorescentes en tres tubos de ensayo asi:

Tubo 1: anti-CD4 PE / anti-CD8 FITC, tubo 2: anti-CD3 FITC / anti-HLA-DR PerCP, y Tubo
3: anti-CD5 PE / anti-CD19 FITC; finalmente, se paso la muestra por Citometria de flujo.
El analisis de los datos se realizo por el paquete estadistico SPSS (Programa SPSS para
Windows, versioén 10. SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Por t Student y U de Man N-Witney.
Resultados: Los datos obtenidos indican que hay diferencias entre el inmunofenotipo de
los pacientes con psoriasis versus el grupo control, con alta significancia estadistica, asi:

1. La relacién CD4/CD8 fue mayor en el grupo de pacientes con psoriasis: (pacientes X =
1.97 vs sanos X = 1.65) (p = 0.002), 2. La expresion de HLA-DR por los linfocitos T CD3

fue mayor en los pacientes con psoriasis: (pacientes X = 14% vs sanos X = 9%) (p =
0.000) y 3. EI porcentaje de linfocitos B1 fue mayor en los enfermos de psoriasis

(pacientes X =11% vs sanos X =5%) (p = 0.000).
En pacientes con psoriasis el inmunofenotipo de sangre periférica vs. el inmunofenotipo
de las lesiones fue diferente, con alta significancia estadistica; se encontré: mayor

expresion de HLA-DR en sangre periférica (sangre X = 14% vs lesién X = 11%) (p =
0.000) y mayor porcentaje de linfocitos B1 en sangre periférica (sangre X = 11% vs
lesion X = 10%) (p = 0.001). La relacion CD4/CD8 fue mayor en sangre de la lesion
(sangre X =1.97 vs lesion X = 2.14) con significancia (p = 0.007).

Conclusion: Existen diferencias en el inmunofenotipo de personas con psoriasis, siendo
mayor la activacion de linfocitos T (CD4+ - CD8+) a nivel local (piel) y mayor la presencia

de linfocitos B1 a nivel sistémico en pacientes con psoriasis indicando hiperactivacion del
sistema inmune y presencia de autoinmunidad en comparacién con individuos controles.
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INTRODUCCION

En medicina humana existen enfermedades complejas de dificil manejo, que estan
afectando a buena parte de la poblacién y que aun no tienen cura, porque se
desconoce 0 no se entienden sus causas y mecanismos basicos de inicio del
desarrollo de la enfermedad. En este grupo estan las enfermedades
inmunoldgicas que son de dos tipos: por hipersensibilidad o alergia y las
inmunodeficiencias®. El sistema inmune defectuoso puede destruir o dafar células
y sustancias solubles normales o propias del individuo, lo cual induce
enfermedades graves. Dentro de estas enfermedades, hay algunas que son
comunes en la poblacion mundial; como el lupus eritematoso, artritis, la diabetes
tipo |, la esclerosis multiple y la psoriasis®, esta ultima es tema y objeto del

presente estudio.
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1. DEFINICION DEL PROBLEMA

1.1 Naturaleza y Magnitud del Problema

La psoriasis es una enfermedad superficial inflamatoria que afecta el 2-3% de la
poblacién mundial’, de la cual el 1-3% padece de psoriasis artritica®, por lo que es
de gran consideracion, ya que cualquier persona sin importar su origen puede ser
afectada. En algunos paises desarrollados como en el norte y este de Inglaterra la
incidencia es del 1.7%; en USA se ha estimado en 0.67%", sin embargo, los datos
no son confiables, debido a la heterogeneidad de la enfermedad, asi como la falta
de criterio para el diagndstico acertado, inclusive algunos casos se confunden
con otras enfermedades como micosis y lepra’. En USA hay mas de 7 millones de
pacientes, 250,000 casos nuevos por afo’>. En México, es una de las 15
enfermedades de la piel mas frecuentes'®. Aunque se presenta entre los 20 y los
30 afios®, la incidencia del género es por igual”, la predisposicion genética parece
ser un facilitador importante en la expresion de la patologl'a12. Aproximadamente
un tercio de los afectados tienen por lo menos a un pariente de primer grado con

la enfermedad™®.

1.2 Definicion del Problema de Investigacion

La psoriasis es una enfermedad crénica de la piel, comun y enigmatica que puede
transmitirse genéticamente con la expresion del fenotipo confinado®™.
Clinicamente, la psoriasis es considerada una enfermedad de la piel, aun
desconocida y no muy bien entendida en el mundo cientifico'®, actualmente las

investigaciones se han centrado en patologias infecciosas de gran repercusion;
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como SIDA, tuberculosis entre otras, que son enfermedades que dia a dia cobran
mas victimas, dejando a un lado otras patologias implicadas en el deterioro de

calidad de vida"'®.

Esta enfermedad de la piel, afecta la autoestima. Los enfermos de psoriasis
tienden a padecer baja autoestima y deterioro de su imagen, permanecen
deprimidas y ansiosas, viven en un ambiente diario de verglenza, culpa,
turbacion, y miedo de pensar en ser “sucio e infeccioso” y algunas veces hasta

contemplan el suicidio™"".

El nivel de estigmatizacién que ellos experimentan es
mayor que el de personas con otras enfermedades. La enfermedad no es fatal; sin
embargo, produce gran impacto psicosocial y discapacidad, sumados a los
gastos que origina.

Otra gran dificultad que enfrentan los pacientes' con psoriasis es la falta de
tratamiento efectivo, porque se desconocen los factores inmunoloégicos que la
estimulan. Ademas muchas terapias se asocian con toxicidad acumulativa
significante™".

Debido a que se desconoce, que expresion de linfocitos B1 y T en piel y sangre
circulante puede ser diferente, se busca un perfil determinado de expresion
inmunoldgica para la psoriasis. Para ello, se formula como primera pregunta de
investigacion; ;Que notables diferencias podemos encontrar en el
comportamiento inmunoldgico de linfocitos T y B1 en sangre circulante vs. Local
(sobre la placa Psoriasica) en pacientes con psoriasis (casos)?. Como segunda
pregunta de investigacion; ;Cual es la diferencia en el perfil inmunologico de

los Casos vs. Controles a nivel celular en sub-poblaciones de linfocitos Ty B1?

" Adj. Se dice del sujeto que recibe o padece la accién del agente
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2. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La psoriasis, ademas de ser frecuente (8 de cada 10.000 personas)'® no tiene
cura’ dada su complejidad y su comportamiento multifactorial’, su perfil
inmunoldgico no es claro, es decir cuales antigenos, anticuerpos o células estan
implicados en su aparicion. Por ello, se busca conocer la actividad de las sub-
poblaciones de linfocitos T, y B, para tener una idea mas cercana, sobre qué y

cdmo se llega a la expresion de psoriasis.

Este proyecto permitira entender la respuesta inmune a nivel de las sub-
poblaciones de linfocitos T (CD4+, CD8+), linfocitos B1 (CD5+, CD19+) vy la
activacion celular (por expresion de HLA-DR), mediante técnicas moleculares
como la Citometria de Flujo.

La Citometria es una tecnologia de trabajo multiparametrico que es utilizada en la
evaluacion inmune, especialmente su componente celular. Con esta herramienta
deseamos aportar evidencia cientifica de cdémo son las sub-poblaciones de
linfocitos T y B1 en sangre periférica y en lesiones de psoriasis, para obtener una
visidon mas cercana sobre el comportamiento molecular que desencadena esta
enfermedad, y asi en futuras investigaciones no sélo ayudar a pacientes con
psoriasis, si no también aplicar estos conocimientos y técnicas para entender
ampliamente otras enfermedades inmunoldgicas, que parecen compartir

mecanismos similares a nivel celular y molecular.

 Diversos factores que desencadenan la expresion psoridsica, como genéticos, estrés y
ambientales y alteraciones del sistema inmune por otras patologias (infecciosos).
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3. HIPOTESIS

Dadas las alteraciones sufridas en la piel y el posible riesgo para el desarrollo de
psoriasis, el presente estudio busca encontrar asociaciones (similitudes o
diferencias) en la respuesta inmune de personas con psoriasis, sangre circulante y
local (sobre la placa Psoriasica) e individuos sanos. Con el fin de proporcionar
nuevo conocimiento cientificos de esta patologia y colocar pautas, que permitan a
futuro realizar estudios mas completos para encontrar nuevas y mejores
alternativas a los tratamientos ya existentes, que mejoren la calidad de vida de
las personas que presentan psoriasis'’.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Establecer asociaciones en sub-poblaciones de linfocitos T, B1; en pacientes con

psoriasis y individuos sanos mediante la técnica de Citometria de Flujo.

4.2 Especificos

» Determinar patrones inmunologicos caracteristicos de sub-poblaciones de
linfocitos T CD4+, T CD8+ y B1; en sangre circulante y de lesiones de

pacientes con psoriasis, por medio de Citometria de Flujo.
» Estandarizar un protocolo para identificar el perfil inmunolégico (CD4+,
CD8, CD3+, HLA-DR+ y CD5+, CD19+) mediante la técnica de Citometria

de Flujo en la patologia psoriasica.

» Aportar parametros representativos de sub-poblaciones de linfocitos T y B1,

€en personas con psoriasis vs. controles.

17



5. MARCO TEORICO

5.1 Psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria no contagiosa de la Dpiel,
caracterizada por formacién de placas'® de las cuales se desprenden escamas
conformadas por células muertas (Figura 1). Estas escamas son de color
blanquecino o plateado; las placas estan formadas por cumulos de células que
forman engrosamiento de la piel, que en contraste con la piel normal, se

reproducen y mueren con gran rapidez %°.

™" T

,T :",‘ 2 .-" - '\. ¥
- - b B Rk S A - e
Figura 1. psoriasis. a, Placa Psoriasica. b,
descamacion de células.

Las placas de psoriasis pueden desarrollarse de diferentes maneras y de varias
formas: psoriasis en placas, psoriasis en gotas que son pequefias y numerosas
lesiones en el tronco o en las extremidades®, psoriasis pustular’ que deja
pequefias cavidades con pus, psoriasis inversa que se observa en los pliegues de
la piel, psoriasis eritrodérmica (3% de los casos) caracterizada por enrojecimiento
generalizado con dolor y comezon (Figura 2) vy la artritis psoriasica que es una
artritis inflamatoria (artropatia) que se presenta en aproximadamente 5% de los

afectados de psoriasis®’.
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Figura 2. Tipos de psoriasiszz. a, psoriasis pustulosa, palmas de las manos. b, artritis
psoriasica, dedos y unas. ¢, psoriasis en gotas. d,h, psoriasis en placas. e, psoriasis
eritrodérmica. f, psoriasis pustulosa generalizada zona. g, psoriasis invertida.

5.2 Histopatologia

La piel normal esta constituida por tres zonas: Epidermis, dermis, hipodermis
(Figura 3). La epidermis es la parte mas superficial constituida por dos grupos de

células: queratinocitos o células no dendriticas y células dendriticas.

Los queratinocitos cumplen varias funciones, la mas conocida es producir
queratina, ademas sintetizan otras sustancias, como: interferon alfa,
prostaglandinas, factores estimulantes de colonias de granulocitos-monociticas,
factor activador de los timocitos, derivado de las células epidérmica323.

En la piel con psoriasis se observa perdida ligera de la capa granular celular y
aumento de epidermis por dilatacion, a consecuencia de la inflamacioén (Figura 3),
generando diferenciacién incompleta de los queratinocitos?>?*# lo que origina las

placas psoriasicas crénicas. Lo anterior resulta en hiperplasia" epidérmica al

Hiperplasia Med. Excesiva multiplicacion de células normales en un 6érgano o en un tejido.
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generarse 35.000 células por milimetro cuadrado por dia comparado con 1218

células por dia en la piel normal .

Piel normal Piel con psoriasis

Epidermis -] Epidermis

Dermis
Dermis —t—p>

Hipodermis ] % ‘
~ .

Figura 3. Histologia de las capas de la piel. a, Piel normal. b, piel
psoriasica (Inflamacion de la epidermis).

5.3 Fisiopatologia

En condiciones normales, la piel se renueva cada 28 dias por division celular o
ciclo celular, mecanismo que utilizan todos los organismos vivos para la
reproduccion y crecimiento de los tejidos y del individuo. La célula se divide en dos
células hijas genéticamente idénticas (Mitosis), manteniendo el numero
cromosomico y la identidad genética de la especie27. En organismos pluricelulares
la division celular se convierte en un proceso ciclico destinado a la produccién de
multiples células, idénticas, que permite el aumento del numero de células y a
partir de esas células lograr una especializacion y una funcionalidad concreta. En
personas con psoriasis hay division celular acelerada, cada 4 dias?, esta mitosis
acelerada resulta en hiperplasia de queratinocitos®, al parecer relacionado a un

componente genético hereditario (Tabla )%

20



Tabla I. Genética de psoriasis
Susceptibilidad genética a psoriasis

Locus Cromosoma Otras patologia asociadas
Psors1 6p21.3 Asma
Psors2 17925 Eczema
Psors3 4q24 -
Psors4 1921 Eczema
Psors5 3921 Artritis reumatoide
Psors6 19p13 -
Psors7 1p -

Actualmente se considera la psoriasis como una enfermedad modulada por el
sistema inmune, cuyo evento final es una hiperproliferacion epidérmica, con
diferenciacién anormal de los queratinocitos™, eventos asociados a un fenémeno

inflamatorio mediado por prostaglandinas y leucotrienos".

En general el prurito’ es escaso, la aparicidon y la distribucion de la erupcion es
variable, siendo las zonas mas afectadas: el cuero cabelludo, codos, rodillas,
manos (nudillos), ufias, region lumbosacra y en menor medida las palmas de las

manos y pies® (Figura 2).

Es muy raro, que se presente generalizacion de la enfermedad, la extensién
puede ser de apenas un par de lesiones, hasta la diseminacién por todo el cuerpo,
inclusive puede aparecer artritis psoriasica que puede iniciarse de forma lenta y

con sintomas moderados que se controlan muy bien con anti-inflamatorios,

" Son moléculas lineales que tienen un pequefio anillo de oxano los leucotrienos son derivados del
acido araquidonico sintetizados por la via lipooxiginasa. Los leucotrienos son constrictores
extremadamente potentes de la musculatura lisa, ademas participan en los procesos de
inflamacion crénica aumentando la permeabilidad muscular y favoreciendo el edema de la zona
afectada, debe su nombre de que originalmente fueron aislados a finales de los 70 a partir de los
leucocitos.

¥ Med. Comezon, picazén.
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pasando muchas veces desapercibido su diagnosticozo. En ocasiones sigue un

curso progresivo que puede llevar a la incapacidad funcional del individuo'®.

5.4 Inmunopatogenesis

La participacidon del sistema inmune, mas exactamente el sistema inmune
especifico, es evidente por la presencia de linfocitos T y sus sub-poblaciones en
epidermis y dermis, a consecuencia de la activacion molecular por células

presentadoras de antigenos (APC) y macrofagos (figura 4)%03132

, otro factor a
considerar son microorganismos como bacterias, que producen superantigenos
que estimulan los linfocitos T en respuesta a péptidos bacterianos como
Streptococcus®=*.

En diversos estudios, se ha observado que las lesiones de psoriasis, se
caracterizan por infiltracion cutdanea de células T de memoria CD3+, CD8+ en
epidermis y CD4+ en dermis, con predominio de sub-poblaciones de células Th1
sobre Th2, acompafiado de angiogenesis y engrosamiento de la epidermis®°. Los
linfocitos T en psoriasis se activan por comunicacién con células presentadoras de
antigenos (APC), quienes presentan antigenos transportados por medio de
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (HLA o MHC), a los
linfocitos T?. Las Citocinas procedentes de las células T activadas inducen
factores de crecimiento que estimulan proliferacién excesiva de queratinocitos;
una sub-poblacion especifica de linfocitos T como los Th1, son los que
predominan en las lesiones; liberando Citocinas proinflamatorias junto con células

(APC)***¢ como el factor de necrosis tumoral (TNF-« ), interferén- », interleucinas

(IL) 2, 6, 8 y el factor estimulador de colonias granulositos-macrofagos (GM-CSF)

que lesionan la piel *’.
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5.5 Etiopatologia

Cada dia parece mas claro que psoriasis es una enfermedad del sistema inmune o

de defensas que no tiene cura definitiva®®.

Aunque no se ha demostrado un
anticuerpo”, todo apunta a que se trata de una enfermedad inmune o de

autoagresion, atribuido al papel o rol que juegan las células T,

Su etiopatologia como se ha indicado no se conoce con precision, pero se sabe
que se trata de una enfermedad multifactorial o cosmopolita, que implica factores
genéticos, inmunoldégicos y ambientales®, estableciendo un ciclo celular acelerado
y aumento de la mitosis de células epidérmicas, en zonas determinadas del

cuerpo (placas psoriasicas).

Otros factores influyen en la génesis de la psoriasis, ellos son: traumatismos,
medicamentos'®?, enfermedades cardiacas, diabetes’, SIDA  (VIH)*,
alteraciones metabdlicas e infecciones por bacterias®, cambios climaticos,
consumo excesivo de alcohol, tabaquismo, depresion y estrés (30% a 40% de los

enfermos relacionan el inicio de su enfermedad con estrés)*.

A través de décadas de observacién, pacientes y médicos han aprendido que los
eventos estresantes y los factores psicosociales son de vital importancia en el

comienzo, perpetuacion y exacerbacion de la psoriasis.

En 1974 se describié que 33% de 5600 pacientes padecieron nuevas lesiones
psoriasicas relacionadas al aumento de las preocupaciones (emocionales)4°. En el
2000, se publicd que los pacientes con alto nivel de estrés emocional tienen mayor
area corporal con psoriasis que los pacientes con relativa estabilidad emocional®,

Aun no existe un razonamiento claro pero en 1986 se propuso un rol para los
neuropéptidos en la patogénesis de psoriasis, sugiriendo que liberacion de SP

(Sustancia p) y otros neuropéptidos desde las terminaciones de fibras nerviosas

v Anticuerpo o proteina producida por el cuerpo contra un érgano propio.
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sensoriales no mielinizadas en piel, causa inflamacion neurogénica local que inicia

psoriasis en personas genéticamente predispuestas40.

Los eventos estresantes alteran los niveles de SP en el sistema nervioso central y
en nervios periféricos, cuando existen condiciones estresantes, se estimula el eje
hipotalamico-hipofisario-adrenal, resultando un incremento sanguineo de ACTH,
corticosteroides y adrenalina. Resultados recientes sugieren que ademas de estos
cambios endocrinos convencionales, existe una elevacion significativa en los
niveles de Factor de crecimiento nervioso (NGF) durante varias condiciones
estresantes, posiblemente en un intento de neuroproteccion. EI NGF produciria
reaccion inflamatoria en un numero indeterminado de vias de senalizacién
intercelular, esto estaria relacionado con los mecanismos de proliferacion y
activacion de Linfocitos T y desgranulacion de mastocitos. Algunos autores
proponen, que en pacientes con psoriasis, moléculas neurohormonales como la
SP y el NGF, inducidas por estrés, pueden contribuir significativamente a los

procesos inflamatorios de psoriasis*.

5.6 Sistema Inmune

El sistema inmune es un conjunto de células y moléculas intercomunicadas vy
reguladas, para la vigilancia, defensa y homeostasis del organismo, la inmunidad
en sentido amplio comprende un conjunto de mecanismos inespecificos y
especificos estrechamente relacionados (Figura 5), que impiden el ingreso y la

permanencia de agentes foraneos"" al organismo.

vii

Agente invasor extrafio a un sistema.
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Figura 6. Representacién de los diferentes mecanismos de defensas inmunoldgica.

Estos mecanismos estan conformados por un grupo de células (Figura 6) y
proteinas que se dividen en dos grandes sistemas: 1- Sistema inespecifico o
innato o inflamatorio, formado por barrera muco-cutanea, el pH, sistema de
complemento y la inflamacién. 2- Sistema inmune especifico o adaptativo o
adquirido: se subdivide en dos grandes grupos, el sistema inmune humoral y el
celular, el humoral neutraliza gérmenes de crecimiento extracelular y antigenos
solubles, mientras el celular elimina gérmenes con crecimiento intracelular o

antigenos complejos 42,
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Figura 7. Células maduras del sistema inmune que participan en la
respuesta tipo especifica e inespecifica.
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El sistema inmune es como un ejército que tiene jerarquias, una vez las barreras
naturales son sobrepasadas por gérmenes o moléculas extrafas, el sistema
inmune innato dado por los macréfagos, fagocita los gérmenes y los elimina, como
una barrera militar inicial de encuentro, pero si este sistema innato es ineficiente y
la infeccion o el germen esta desbordando esta linea inespecifica de defensa, las
células presentadoras de antigenos realizan el contacto entre el sistema inmune
inespecifico con el especifico, presentando los antigenos al sistema especifico
particularmente a los linfocitos T CD4, si el germen crece en fagosomas y a
linfocitos CD8 si el germen crece en el citoplasma (por ejemplo virus). Los
linfocitos CD4 se llaman T helper o T ayudadores o Th, estos ayudan a la
inmunidad humoral dada por los linfocitos B, para la produccién de las diferentes
clases de inmunoglobulinas, asi el linfocito Th o CD4 es el jefe del sistema inmune

que decide qué tipo de inmunidad se va a generar humoral o celular.

5.6.1 Sistema inmune Inespecifico.

La piel y las mucosas son barreras fisicas eficientes en impedir el ingreso de
agentes injuriantes. Ambas se integran con los mecanismos inespecificos y
especificos de la inmunidad. Asi, en la dermis se encuentran todos los elementos
que permiten la activacion del complemento y la respuesta inflamatoria.

En la epidermis existen células presentadoras de antigeno (células de
Langerhans) y linfocitos capaces de iniciar una respuesta especifica.

Las mucosas del tracto respiratorio tienen cilios que impulsan particulas y mucus
hacia el exterior, los que seran eliminados por la tos y el estornudo. Asi mismo
células especializadas secretan mucus que provee una barrera mecanica y
quimica que impide la adherencia de microorganismos y otras particulas a la
superficie celular.

En otras mucosas, como en el sistema digestivo y genito urinario tienen

importancia el pH bajo y la presencia de bacterias comensales (flora normal). El
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tejido conectivo vascularizado y los tejidos linfoides en la submucosa permiten la
activacion de otros mecanismos defensivos a los que se ha hecho referencia, la

inflamacion y la respuesta inmune adaptativa®’.

5.6.2 Inflamacion

Inflamaciéon es una compleja serie de eventos originados cuando un antigeno
atraviesa o rompe las barreras naturales e ingresa al medio interno, los fagocitos
(neutrdfilos, monocitos e incluso linfocitos B) ingieren el germen y producen
citoquinas proinflamatorias que magnifican la reaccion inmunitaria, si hay mayor
invasién del germen el sistema innato involucra al sistema inmune adaptativo,
presentando los antigenos a los linfocitos CD4 o Th que dirigen la respuesta
inmune especifica.

Durante la inflamacién se describen 5 signos cardinales: calor, rubor, tumor, dolor
e impotencia funcional, todos ellos reflejan los tres principales hechos fisio-
histopatoldgicos de la inflamacion: 1- Vasodilatacion y eritema, 2- Aumento de la
permeabilidad vascular que permite el escape de liquidos, células vy
macromoléculas hacia el tejido, 3- Quimiotaxis de leucocitos hacia la lesion, se
acumulan células y bacterias que aumentan el volumen del tejido y generan

exudado y pus*'.

5.6.3 La respuesta Inmune Adaptativa

Es un sistema especializado de células llamadas linfocitos T y B, originadas por el
sistema linfoepitelial y linforeticular, que conforman érganos linfoides centrales y
periféricos respectivamente. Los linfocitos T ejecutan inmunidad celular y los B
producen las inmunoglobulinas o anticuerpos que constituyen la inmunidad

humoral.
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Las principales caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa son la
especificidad (l) y la memoria inmunologica (ll). La especificidad es la existencia
de un amplio repertorio de receptores presentes en linfocitos que son capaces de
reconocer particularmente regiones moleculares de estructuras propias y ajenas
denominadas genéricamente epitopes o determinantes antigénicos, asi el sistema
inmune puede discriminar alrededor de 10° determinantes antigénicos diferentes.
La especificidad se pone de manifiesto cuando los epitopes son reconocidos por
linfocitos T y B durante la induccién y durante la fase efectora de la respuesta

inmune*'.

5.6.3.1 Linfocitos T

Los linfocitos T son una poblacion celular muy heterogénea formada por tres tipos
de células. Nacen en medula 6sea y migran al timo donde maduran y adquieren el
receptor CD3+, que identifica a linfocitos T maduros. No todos los linfocitos T son
idénticos entre si. Analizando las caracteristicas funcionales de los linfocitos T, se
observan tres comportamientos distintos, que deben basarse en diferencias
moleculares y estructurales de estas células. Los tres tipos de linfocitos T
funcionalmente distintos son: Células T de colaboracién (Th) o CD4+, células T
citotoxicas (Tc) o células CD8+, células T supresoras (Ts) y/o reguladoras o

células CD8+.

5.6.3.1.1 Células T de colaboracién (Th)

El linfocito Th o CD4+ participa de forma importante en la iniciacidén y desarrollo de
la respuesta inmune, tanto humoral como celular, debido a su capacidad de
produccion de linfocinas, entre las que destacan la interleucina-2 (IL-2), la

interleucina-4 (IL-4) e interferén gamma.
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Fenotipicamente, la caracteristica de esta subpoblacion linfocitaria viene definida
por la presencia de la molécula CD4+ en la superficie celular. Esta molécula es de
gran importancia funcional y también se utiliza para cuantificacion de esta
subpoblacién. Se distinguen dos poblaciones diferentes de estas células segun el
perfil de secrecion de citocinas: Th1 y Th2. La Th1 produce IL-2 e interferén
gamma que son mediadoras de inmunidad celular, mientras que las células Th2

producen IL-4, 5, 6, 10, 13 que modulan los linfocitos B o inmunidad humoral.

5.6.3.1.2 Células T citotéxicas (Tc).

Una vez activada esta subclase de linfocitos T, adquiere capacidad citotéxica,
siendo los principales responsables de los fendmenos de citotoxicidad de la
respuesta inmune celular. Estas células se caracterizan por expresar el marcador
CD8+.

5.6.3.1.3 Células T supresoras (Ts) y/o reguladoras.

Este tipo de célula posee accion reguladora de la respuesta inmune. La regulacion
de la actividad del sistema inmune es de gran importancia en todo el
comportamiento del mismo y sobre todo, en el desarrollo de tolerancia frente a los
componentes propios del organismo, expresan en su membrana moléculas CD8+
al igual que lo hacen los linfocitos T citotoxicos y su mecanismo de accion no es

bien conocido en la actualidad

5.6.3.2 Linfocitos B

Los linfocitos B se identifican por varias moléculas CDs destacandose la CD19+.

Existen diferentes poblaciones de linfocitos B maduros con capacidad para
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producir anticuerpos: 1) linfocitos B convencionales también conocidos como
linfocitos B foliculares o linfocitos B2 o linfocitos BO, 2) linfocitos B1%3.

Las células B1, responsables de la produccion de IgM sérica, constituyen una
poblacién de linfocitos B con ubicacién anatémica y caracteristicas fenotipicas y
funcionales particulares**. Los linfocitos B1 se ubican mayoritariamente en cavidad
peritoneal y pleural*®“®.

Dentro de las células B1 se distinguen dos sub-poblaciones: la de los linfocitos
B1a que expresan el marcador pan-T, CD5, y aquella que no lo expresa
correspondiente a los linfocitos B1b. Sin embargo, los linfocitos B1a y B1b son
similares en cuanto a la expresién de los otros marcadores de superficie celular.
Los linfocitos B1a son numéricamente superiores a los B1b y es por ello que la
mayoria de la informacién disponible sobre los linfocitos B1 se refiere a la

poblacién B1a*' .

5.6.3.2.1 Funcion de las células B1

Una de las funciones principales de las células B1 es la produccion de
inmunoglobulinas, que actuan como una fuente primaria de anticuerpos frente a
diferentes infecciones.

La informacion sobre los mecanismos que regulan la secrecion de anticuerpos en
las células B1 es controvertida. Mientras algunos investigadores han informado
que los linfocitos B peritoneales secretan espontdaneamente Igs al medio
extracelular®® otros indican que estas células deben migrar a los nodulos
mesentéricos u otros 6rganos linfaticos secundarios para diferenciarse en células

secretantes del anticuerpo®.

Estos anticuerpos conocidos como “naturales” estan codificados por genes que se
encuentran en linea germinal y cumplen un papel fisiolégico, ya que estan
implicados en remocion de células envejecidas, apoptoticas, en mecanismos de

inmunomodulacién®’ y un papel protector contra infecciones.
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5.6.4 Moléculas CD

Son proteinas o receptores presentes en las superficies leucocitarias, se
identifican por anticuerpos monoclonales marcados con enzimas y fluorescencia;
asi, es posible valorar cuantitativa y cualitativa las diferentes sub-poblaciones
leucocitarias, ademas son utiles para aislar células en investigacion y terapia, por
ejemplo; todos los linfocitos T post-timicos o maduros son CD3+, pero un gran
porcentaje son CD4+ y el resto son CD8+; por ello su nombre y su sigla en ingles
(cluster diferenciation = diferenciacion de grupo).

Las moléculas CD se identifican marcando células con anticuerpos monoclonales
especificos unidos a moléculas fluorescentes para deteccion. Igualmente se
pueden marcar los anticuerpos con quimioluminiscencia, enzimas que cambien de
color los substratos e is6topos radiactivos, asi la célula marcada con ellos sera
identificada con equipos y microscopios de fluorescencia, detectores de
quimioluminiscencia, colorimetros o0 espectrofotometros y contadores de
radioactividad; los mas utilizados son microscopios de fluorescencia y Citdmetro

de flujo*'.

5.6.5 Complejo Mayor de histocompatilidad (MHC)

Las moléculas del complejo mayor de histocompatilidad (MHC en animales 6 HLA
en humanos) o antigenos leucocitarios o de histocompatibilidad son proteinas del
tipo chaperonina (porque transportan o protegen otras proteinas), que limpian los
compartimientos celulares y trasportan los antigenos a la superficie celular, se

conocen dos clases®:
o MHC clase | expresadas en todas las células nucleadas del organismo, estan

compuestas por los loci A, B y C, limpian el citoplasma (lugar de crecimiento

viral) y presentan antigenos a linfocitos T CD8+ o T citotdxico-supresor (Tc/s).
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o MHC clase Il compuesta por los loci D y pueden ser DR, DQ, DP limpian los
fagosomas y presentan antigenos a linfocitos T CD4+ o T ayudadores Th

(helper).

Las moléculas MHC clase | se expresan de forma constitutivamente en todas las
células nucleadas del organismo, pues ellas son las encargadas de limpiar el
citosol celular de proteinas lesionadas o degeneradas, estas moléculas son
reconocidas por los linfocitos CD8+ en la presentacion de antigenos citosolicos.
En cambio las MHC clase |l solo se expresan constitutivamente en 3 tipos de
células: las presentadoras de antigenos: monolitos, células dendriticas, linfocitos B
y cuando estan activados también en linfocitos T y NK, porque las MHC clase I
limpian los fagosomas, y presentan antigenos que son identificados por linfocitos
Th CD4+, estos linfocitos para poder ser estimulados por la célula presentadora
de antigeno deben expresar HLA-DR, siendo este en linfocitos T, un marcador de

activacion celular®’.

5.7 Citometria de Flujo

Citometria de Flujo®™® (CMF) es una técnica reciente de andlisis celular
multiparamétrico'™ cuyo fundamento se basa en que las células pasan en fila (“fila
india”) frente a un rayo laser y se producen tres fenomenos: 1- Se proyecta una
sombra, 2- las organelas celulares dispersan la luz, 3- Se activan marcadores
fluorescentes que estén identificando una estructura interna o externa de células,
la primera nos permite tener idea del tamano celular, la segunda da idea de la

complejidad celular y la tercera identifica antigenos, receptores, etc. Por medio de

V"' Ofrece informacion simultanea de un gran nimero de pardmetros de cada una de las células

que se analizan y la relacion entre células.
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sondas o0 anticuerpos monoclonales fluorescentes (inmunofenotipo)*. Estos
eventos se convierten en sefiales electronicas, que posteriormente seran
digitalizadas, asi permiten la medicidon simultanea de varios parametros en una

misma célula o poblacién celular (Figura 7) observada en un computador®.
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Figura 8. Fundamento de la CTF

5.7.1 Estructura Basica De Un Citémetro De Flujo>

Esta compuesto por tres partes:
a. Sistema Fluidos
b. Sistema Optico

c. Sistema Eléctrico

5.7.2 Ventajas de la Citometria de Flujo

La CMF presenta multiples ventajas frente a técnicas como microscopia de
fluorescencia, estas son:
» Posibilidad de analizar una, dos o tres o varias fluorescencias (diferentes

canales) dependiendo del equipo, para el analisis de dos o mas fluorescencias

** Es el conjunto de estructuras propias de la célula con funciones varias y que actian como

antigeno. Estas estructuras pueden estar localizadas en la membrana, intracitoplasmicos y
nucleares.
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utilizando dos cuadros: uno inicial donde se separan los grupos celulares por
tamano (FSC) y complejidad (SSC) determinados por la deteccion de la sombra
y la dispersién de la luz celular mencionados anteriormente, una vez separadas
las células, se abre una ventana o “gate” sobre la poblacién deseada para
analizar las fluorescencias en cuadros de cuatro cajones, donde el cajén inferior
izquierdo se contabilizan las células que no adquieren fluorescencia, en el
cuadrante inferior derecho se contabilizan las células que toman la primera
fluorescencia, en el cuadrante superior izquierdo se localizan células que toman
la segunda fluorescencia y en el superior derecho se localizan las células que
toman las dos fluorescencias(Figura 8).

» Posibilidad de analizar un elevado numero de particulas en un corto periodo de
tiempo (5000 particulas/segundo).

» Mayor sensibilidad y objetividad que le permiten detectar enfermedades y
caracterizar poblaciones celulares poco abundantes en condiciones normales.

> Posibilidad de analizar poblaciones celulares y epitopes* celulares.
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Figura 9. Analisis celular en software (programa Cell Quest Pro) en 3D y 2D

* Es la parte de una macromolécula que se reconoce por el sistema inmunoldgico, especificamente
por los anticuerpos, células B, y citotdxicas las células de T. Aunque normalmente los epitopes
son derivado de las proteinas.
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6. ANTECEDENTES

La psoriasis se describio desde Hipdcrates (460-377 A. de C.)9 usando el término
“‘psora” que significa “picazdén” desde entonces se ha tratado de observar su
expresion patologica, diferenciandola de la lepra por no ser contagiosa.

A mediados de siglo XX con avances de la inmunologia, permiti6 ver con mas
detalle el proceso patolégico de autoinmunidad®, estudiando el estrato corneo,
observando infiltracion de células del sistema inmune® por inmunofluorescencia
de biopsias tomadas a pacientes psoriasicos®’, observando presencia de
linfocitos®®, polimorfo-nucleares® y sistemas de complemento C3°% ®'.

Valdimarson y colegas62 estudiaron lesiones cutaneas por inmunofluorescencia en
biopsias de personas psoriasicas, observando infiltracion y activacién de CD8+ y
CD4+ frente a controles; que producia proliferacion anormal de queratinocitos,
hipétesis que se corrobord posteriormente por diversos autores, en que los
linfocitos T son los protagonistas que desencadenan la enfermedad activados por
diferentes ligandos de membranas®®.

Diversos autores en otros estudios; con inmunofluorescencia y PCR describieron

una marcada expresién de HLA-DR®*®®

167,

con respecto a niveles normales,
observando la presencia de MHC |
Durante los ultimos anos se ha intensificado el estudio psoriasis, donde se ha
identificado presencia de altos niveles de diversas citocinas proinflamatorias 68
como TNF-«, IFN, IL6,%° IL8, IL12, IL17, IL18 por diversas técnicas moleculares
como Elisa’ y (PCR con primers especificos para regiones que codifican ciertas
citocinas)71 , comparado con rangos normales de controles.

En estudios similares se han descrito infiltraciones de linfocito B’2 sin especificar
una subclase celular de esta linea, dado a su reciente identificacion.

Se ha observado la presencia de linfocitos B1 en enfermedades autoinmunes
como lupus y esclerosis multiple, distintos estudios han descrito la presencia de
altos niveles de inmunoglobulina G (IgG) con técnicas como Elisa donde persiste

la produccion de 1L-8"°.
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Con avance de la tecnologia durante estas ultimas décadas, se ha podido conocer
en mas detalle la interaccion de autoinmunidad en psoriasis, gracias a la
existencia de técnicas versatiles como la citometria de flujo’*, que permite medir
con mas precision los niveles de citocinas, utilizando anticuerpos monoclonales
con receptores especificos para diferentes interleucinas y células”™®, logrando
observar sus altos niveles de expresion, que determinan el comportamiento celular
de linfocitos T y células dendriticas’”’® (APC) en psoriasis; donde se plantea que
las citocinas mas significativas encontradas en lesiones psoriasicas son TNF-
a ,IFN- Y, IL-2, IL-6 y IL12, responsables de la activacién del mecanismo celular.

Nuevos hallazgos encontrados por citometria de flujo, muestran altos porcentajes
de células como: CD3+, CD4+"°, CD8+%°, CD45RO+ y CD69+, ademas de alta
expresion para MCH Il reconocidos por Grupos de diferenciaciéon CD3+ Vs HLA-
DR+, con respecto a un grupo control, de esta forma se plantea que los linfocitos
T pueden inducir queratinosis sumado con moléculas de adhesién ICAM-1, CD11
y CD18%"%2% que juegan un papel fundamental para infiltracion celular de
linfocitos T. De igual forma, se esta enfocando para futuras investigaciones el
estudio in-vitro y en ratones, para observar con mas detalle la patologia

84,85,86

psoriasica , con el objetivo de identificar nuevos factores inmunolégicos y

nuevas vias que influyen en su exacerbacion.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de Estudio

Estudio analitico, observacional, caso control®’

, ho experimental (post facto) en la
poblacion Caucana afectada por psoriasis, donde se tuvo en cuenta parametros
de exclusion e inclusion. En la que se observo fundamentos multiparamétricos de
acuerdo a fluorescencias mostradas en sus células inmunes. Y se describio la

relacion cuantitativa de la expresion en cada uno de ellos.

7.2 Parametros de exclusion e Inclusion

Se incluyo como Casos: Personas mayores de edad (después de 18 afos) con
evolucion de la enfermedad psoriasis de placas en face crénica® en proceso de
exacerbacion, sin distincion de género.

Controles: personas sin la enfermedad, en buenas condiciones de salud y que

puedan emparejarse con los casos segun edad sexo y procedencia.

Criterios de inclusion: Personas con psoriasis de placas en etapa cronica, con
diagnostico histopatolégico, que cumplieron con los criterios ya definidos para
caso y control, con conocimiento lectura y escritura, de cualquier procedencia sin
tratamiento.

Criterios de exclusién: mujeres embarazadas o en lactancia; antecedentes de
hepatitis, pielonefritis aguda; tuberculosis activa; portadores del virus VIH;
inmunosuprimidos o en etapa de SIDA, enfermedad inmunoldgicas e infecciones
cutaneas, personas limitadas por su estado de salud debido a enfermedades
terminales, consumo de medicamentos que alteren niveles normales de defensa

(antibioticos, corticoides, entre otros).

* Dicho de una enfermedad de larga duracién respecto al tiempo.
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Las personas participantes para casos de psoriasis, fueron Clinicamente

diagnosticadas por personal calificado (dermatologo e internista).

7.3 Tamaiho y seleccion de Poblacion Objeto de Muestra

Se establecid una poblacion de 14 personas con psoriasis de placas y 12
personas sanas de la ciudad de Popayan (Colombia)., teniendo en cuenta algunos
parametros de exclusion e inclusién. A los cuales se informé detalladamente el
estudio y firmaron el consentimiento informado (Anexo ), que explica el estudio.
Al mismo tiempo se hizo una entrevista para obtener informacion acerca del estilo
de vida, nivel de estrés y antecedentes personales y familiares de cada paciente

(Anexo II).

7.4 Toma de Muestras y Pruebas de Laboratorio

Se extrajo +3 mL de sangre por venopuncion a todos los participantes (casos -

controles) en tubos vacutainer de 5mL con Heparina y 50 x L de sangre de lesion

psoriasica, por capilaridad (levantando la placa Psoridsica en Tubo
microhematocrito C/heparina) (figura 9), este procedimiento lo realizd personal
calificado (bacteridloga o auxiliar de laboratorio) con todas la medidas asépticas.

Las muestras fueron procesadas durante el transcurso no mayor de 12 horas.

Las muestras se tifieron, con anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas
de superficie de los linfocitos, para el posterior analisis por Citometria de flujo y un
recuento de linfocitos. El conteo de estas células se hizo en hemocitometro
(camara Neubauer) observadas en microscopio éptico.

Estas muestras fueron registradas y codificadas, asignando un numero unico a
cada pacientes y almacenadas correctamente para asegurar integridad y

confidencialidad de las mismas.
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Figura 10. Toma de muestra de la lesién

7.4.1 Conteo de leucocitos

El conteo de leucocitos fue asi: 1- Preparacién diluyente de Turck, con acido
acético al 3% en un matraz aforado, mezclando varias veces la muestra para
homogenizar eliminando 3 a 4 gotas de la pipeta y se llevo a camara de Neubauer
para su conteo en microscopio (Nikon de inmunofluorescencias). 2- se conté los 4
cuadros cuadriculados esquineros de la camara (16 cuadros c/u) y multiplicando

por 100, donde se obtuvo el numero de leucocitos por mm3/sangre.

7.4.2 Protocolo para Tincion de Superficie por Citometria de Flujo

El procedimiento previo para correr la sangre por el Citometro de Flujo comprendié
tincion de superficie de leucocitos (con fluorescencia utilizadas para Citometria de
flujo) (Tabla II).

a.Tinciéon De Superficie
Se agrego 50 pl de sangre en 3 tubos PS 10 x 75mm - 5ml, tapa Snap® para

luego agregar los anticuerpos asi: 1- En un primer tubo se adiciono 3.5 ul de anti-
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CD4 PE / anti-CD8 FITC, en un segundo se adiciono 5 ul de anti- CD3 FITC / anti-
HLA-DR PerCP y en un tercer tubo 5 ul de anti-CD5 PE / anti-CD19 FITC; Como lo
indica el fabricante™. Este panel se monto tanto para sangre periférica como para
sangre de la placa Psoriasica y controles. 2- Se incubo 15-30 minutos a T°

ambiente en la oscuridad.

b. Lisis de glébulos rojos

Se realizé adicionando 50 pl de la solucién fijacion (Erythocite Living Reagent A de
Dakocytomation) para cada muestra, mezclando e incubando por 10 minutos en
oscuridad. Finalmente se adicion6é 500 ul de Solucion Lisante ((Erythocite Living
Reagent B de Dakocytomation). Se Mezcl6 e incubo 10 minutos a T° ambiente en
la oscuridad ™.

c.Analisis de muestras

Las muestras se pasaron por Citometro de flujo FACSCALIBUR (Becton &. San
José. Ca. U.S.A) (Figura 10) realizando adquisicion de 10000 células por tubo,
utilizando como fase estacionaria Buffer lavado PBS 1X (L) como lo indica el
fabricante. Para la calibracién del Citometro de Flujo, se utilizo perlas de colores
PerCP, PE y FITC (tabla Il) con valores de referencia para adulto de CD4+: 800 -
1500 células/ul, CD8+: <600 células/ul. Relacion CD4+/CD8+ con cifras normales
de 1.5+ 0.3. Células T activadas <10% y células B1 < 5% *.

Tabla Il. Fluorescencia utilizadas por Citometria de flujo

Fluorocromo Longitud de onda
Fluoresceina (FITC) 519 nm (verde)
Ficoeritrina (PE) 578 nm (rojo)
Peridin—Clorofila (PerCP) 675 nm (morado)

%t Becton Dickinson De Colombia NIT 860.020.309-6 www.bdbiosciences.com.
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Figura 11. CTF. FACScalibur Becton Dickinson

7.5 Plan de Procesamiento y Analisis Estadistico

Se hizo a partir de resultados obtenidos por Citometria de flujo donde se
imprimieron reportes de forma individual por paciente, dado por el programa Cell
Quest Pro (Anexo Ill) de Citometria de Flujo y se analizé sacando solo la
poblacién de linfocitos T y B para el analisis por Dot-Plot como se indicé en la
figura 8 en los diferentes niveles de respuesta inmune a nivel local y periférico,
determinando el porcentaje de células que expresaron anticuerpos CD4+, DC8+,
CD3+, HLA-DR+, CD5+ y CD19+; De acuerdo a la informacion obtenida, algunos
datos cumplieron con criterios como normalidad, homogeneidad e independencia y
se utilizaron pruebas paramétricas como t Student.

Otros datos no cumplieron con los anteriores criterios y fueron sometidos a
pruebas no paramétricas como U de Man N-Witney, con una probabilidad menor u
igual de 0.05 (p < 0.05) como significativa. Se utilizo el programa estadistico SPSS
(Programa SPSS para Windows, version 10. SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Con
variables cuantitativas y cualitativas que presentan los pacientes de acuerdo a su
respuesta inmune y a las fluorescencias por Citometria de flujo dadas por cada

persona.
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7.6 Consideraciones Eticas

Para el desarrollo de este trabajo, se contdé con el debido consentimiento

xiii

informado a las personas que padecen psoriasis (anamnesis™, Anexo |). Las
cuales proporcionaron informacién acerca de sus datos y antecedentes (Anexo Il)
Todos los procedimientos de investigacion se realizaron teniendo en cuenta los
principios bioéticos establecidos en la declaracion de Helsinki®.

Ademas se contd con previa aprobacion del comité de ética de la Universidad del

Cauca.

xiii

Conjunto de los datos clinicos relevantes y otros, del historial de un paciente.
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8. DATOS Y RESULTADOS

El presente estudio incluyd un total de 26 individuos, 14 pacientes enfermos de
psoriasis 'y 12 controles, sin distincion de género. Todas las personas que
ingresaron al estudio viven en el area urbana de la ciudad de Popayan. Los datos
se observaron en Dot-Plot (Figura 11. a, b y c) por citometria de flujo, de tres
colores (FITC, PE, PerCP) y analizados mediante el paquete estadistico SPSS
(Programa SPSS para Windows, version 10. SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

a) [ CD4/CD=2.1 | b) & | T| Activados
| CN=}.5 . o 19 %

z | 3

R =
i 3
X

DS PE

CO19 FICT

Figura 12. Resultados de analisis por Citometria de flujo por Dot-Plot. a, Dot-Plot
para relacion CD4/CD8. b, Dot-Plot para porcentaje de linfocitos T activados (HLA-
DR). ¢, Dot-Plot para porcentajes de linfocitos B1

El estudio se dividié en dos partes: primero se compard los inmunofenotipos
CD4+, CD8+, CD3+, HLA-DR, y CD19+, CD5+, obtenidos en sangre periférica
(venopuncién) vs. Sangre de placas psoriasicas de 14 pacientes con psoriasis.

La segunda parte compard los inmunofenotipos de sangre periférica de 14
pacientes con psoriasis vs. 12 individuos sanos (controles).
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Los resultados fueron los siguientes:

A) El analisis de los inmunofenotipos en sangre periférica (venopuncion) y de

sangre de las lesiones de pacientes con psoriasis:

1-

La relacion CD4/CD8 de pacientes con psoriasis en sangre periférica con un

valor X = 1.97 y 2.14 en las lesiones (Figura 12. a), con una diferencia

estadisticamente significativa (p = 0.007) (Tabla IlI).
La expresion de HLA-DR en linfocitos CD3+ fue de una X =14% en sangre

circulante y X =11% en sangre de lesiones psoriasicas (Figura 12.b), con
diferencia estadisticamente significativo (p = 0.000) (Tabla III).

Tercero, el porcentaje de linfocitos B1 en sangre circulante tuvo un valor de

X =11% y X =10% en sangre de la lesion, (Figura 12. ¢ ), con diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.001) (Tabla Il1).

Todos los parametros evaluados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.768 (Tabla Ill) segun la edad o el sexo de la poblacion

psoriasica.

Tabla Ill. Comparacién de sangre de piel y sangre circulante de pacientes.

Variables N Media Defiv';ie::c:on Error tipica de la media P
Parametros
Media — D -0,1686 0,19674 0,05258 0,007°
CD4/CD8 S.C 14 1,9743 0,38512 0,10293
CD4/CD8 S.P. 14 2,1429 0,38579 0,10311
Media-D 2,6429 1,90575 0,50933 0,000°
HLA-DR (%) S.C 14 13,7143 4,23227 1,13112
HLA-DR (%) S.P. 14 11,07 2,973 0,795
Media-D 1,50 1,345 0,359 0,001°
B1 (CD5-CD19) S.C 14 11,36 8,906 2,380
B1 (CD5-CD19) S.P. 14 9,86 8,520 2,277
Sujetos
Edad (Anos)
Masculinos 12 44 .54 5,158 a
Femenino 2 30,1 19,799 0,768

S.C: Sangre circulante.
S.P: Sangre de la lesion.
D: Diferencia de medias

2 Prueba parametrica t Student
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Figura 13. Graficas de barras de comparacion estadistica de sangre de la lesion y
sangre circulante de las personas con psoriasis. a, relacion CD4/CD8 b, expresion de
porcentaje de linfocitos T activados (HLA-DR). ¢, expresion de linfocitos B1

B) Analisis de los inmunofenotipos de pacientes con psoriasis frente a los
inmunofenotipos de 12 individuos sanos (controles):
1-  La relacién CD4/CD8 tuvo valor de X = 1.97 para pacientes con psoriasis y

X = 1.65 para la poblacion control (Figura 13. a) con un alta significancia

estadistica entre los dos grupos (p = 0.002) (Tabla IV).
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2- La expresion de HLA-DR en linfocitos T CD3+ en pacientes con psoriasis

mostré un valor de X = 14% y X = 9% para individuos sanos (control)
(Figura 13. b) con significancia estadistica entre los dos grupos (p = 0.000)
(Tabla V).

3- El porcentaje de linfocitos B1 en pacientes fue de X = 11% y de X = 5%
para la poblacion control (Figura 13. ¢) con alta significancia estadistica entre
los dos grupos (p = 0.000) (Tabla IV).

4- Todos los parametros evaluados no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0.774 (Tabla Ill) segun la edad o el sexo de la poblacion

psoriasica y controles.

Tabla IV. Comparacion de sangre periférica de pacientes y controles.

CD4/CD8 | HLA-DR (%) | B1(CD5-CD19) EDAD
U de Mann-Whitney 25,500 16,000 13,500
Sig. asintét. (bilateral) 0,002 0,000 0,000
p 0,002° 0,000° 0,000° 0,774°

2 Prueba parametrica t Student
b: prueba no parametrica de Mann-Whitney
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15= n=t4
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Figura 14 Grafica de barras de comparacion estadistica de sangre circulante de la poblacion de estudio
(personas con psoriasis) y la poblacién control. a, relacion CD4/CD8 . b, expresion de linfocitos T
activados(HLA-DR). ¢, activacion de linfocitos B1.
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9. DISCUSION

Al observar diferencias entre individuos sanos y pacientes con psoriasis en
parametros como CD4+, CD8+, HLA-DR+, mas la expresion de linfocitos B1
(CD5+, CD19+). Este estudio mostré alta significancia estadistica en estos grupos
de edades, aunque otros estudios de observacion han indicado la falta de
consistencia y acuerdo entre los diferentes valores obtenidos en las muestra de
sangre circulante cuando se someten a una cuantificaciéon de anticuerpos como
CD4+, CD8+, HLA-DR+, y poder clasificar o ver un comportamiento regular en la
expresion del perfil inmunoldgico de pacientes con psoriasis.

Sin embargo nuestro estudio muestra consistencia, al ser estadisticamente
diferente y significativo en los tres parametros evaluados: En primer lugar, los
rangos normales para una relacion celular de CD4+/CD8+ es de 1.5 (+ 0.3)%° que
fue comprobado por el grupo control, sano. Mientras que los pacientes con
psoriasis la relacién fue por encima de 1.8, en sangre periférica y piel; si la
relacion es <1 posiblemente existe un ataque viral indicado por aumento vy
predominio de linfocitos CD8+, ello se ve en VIH y en menor grado en otras
enfermedades virales, si esta relacion estd por encima de 1.8, indica
hiperactividad CD4+ e hipoactividad CD8+, vista en alergias®®. De esta forma, se
evidencia activacién de linfocitos T CD4+, como lo observaron otros autores **°".
Sospechando la actividad de posibles fenotipos confinados a la psoriasisgz.

En segundo lugar la deteccion de MCH clase Il por anticuerpos marcados con
HLA-DR+; en el grupo de pacientes con psoriasis se encontré altos niveles,
sobrepasando los niveles normales (< 8% (+ 2) comparado con la expresion
normal de HLA-DR en los linfocitos de sujetos sanos. Al respecto del significado
de la expresion de HLA-DR, es pertinente conocer que si existe infeccion por
bacterias extracelulares la expresién HLA-DR es de 10 -15%, si el germen es de

crecimiento intracelular 20 - 40% y si hay super antigenos es mas del 40% (HIV,

49



TBC, EBV)®. Los niveles de expresion de HLA-DR en los pacientes con psoriasis
fue mayor, pero no supero el 15%, lo que indica que hay activacién inmune pero
no tan intensa como las generadas por superantigenos y por gérmenes de
crecimiento intracelular, posiblemente esto se deba a que la activacion de la
enfermedad muchas veces se origina por la presencia de bacterias como el

Streptococcus.

Respecto la expresion de B1 se puede inferir que se presenta una autoinmunidad
humoral a consecuencia de expresion de CD5+ y CD19+ de linfocitos B1, derivado
de este resultado los porcentajes encontrados en el estudio estuvieron por encima

del 5%; porcentaje considerado normal®®

, Su aumento mayor del 5% esta asociado
a enfermedades por antianticuerpos. De esta forma también se puede deducir una
posible participacion de este grupo celular en la exacerbacion de la patologia.
Posiblemente la activacion de los B1 indique produccién de inmunoglobulinas que
contribuyan a la exacerbacion de la psoriasis, como es observado en otras
enfermedades relacionadas con autoinmunidad, donde el numero y funcion
alterada que mostraron estas células en ciertas enfermedades, estuvo implicadas
en patologias como artritis reumatoidea, lupus (LES), y sindrome de Sjégren®.
Caracterizadas por la presencia de autoanticuerpos que podrian tener un papel
importante en el dafo tisular. A consecuencia que las células B1 tienen una
conducta similar a la de las células B anérgicas, ya que no responden a la

estimulacion via BCR.

Evidencias cientificas sefalan que las células B anérgicas expresan bajos niveles
de CD5+, y esta baja expresion de CD5+ ayuda a mantener las caracteristicas de
no respuesta. En funcién de estos datos se ha propuesto que, en una enfermedad
autoinmune que involucre anticuerpos, las células B1 productoras de
autoanticuerpos de baja afinidad recibirian ayuda de células T**. Por esta razon
posiblemente las células B1 contribuirian a enfermedades autoinmunes, al actuar

como células presentadoras de antigenos propios a células T auto-reactivas.
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Esto soporta la hipotesis de que hay asociaciones en sangre de lesion y sangre
periféerica ademas existe marcada diferencias frente a personas sanas; en
linfocitos T, en la patologia psoriasica, a consecuencia de la activacion de
diferente numero de células en subpoblacién de linfocitos T, donde persiste
activacion de linfocitos que posiblemente con llevan a un sintoma que es la
inflamacion cronica en piel. Resaltando que la edad no es un factor significativo

de la expresion de enfermedad.

En el presente estudio, la diferencia estadisticamente significativa encontrada en
la expresion inmunoldgica a nivel sistémico como local, podria deberse a que
existe un comportamiento inmunoldgico diferente tanto a nivel sistémico como a
nivel de la lesion, que daria pie a replantear los tratamientos existentes a nivel
general, de forma mas especifica ya sea una clase de tratamiento en forma
sistémica y otra clase de tratamiento en forma local. Dado al origen, complejidad y
la naturaleza de la enfermedad.

Por tanto es importante realizar estudios para elucidar el comportamiento
inmunoldgico de la patologia psoriasica en la poblacién caucana y en Colombia en
general. Ya que existen evidencias limitadas en Colombia y en el resto del
mundo, para extrapolar o comparar los datos que permita soportar la asociacion

obtenida.
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10. CONCLUSION

Existen diferencias en el inmunofenotipo de personas con psoriasis, siendo mayor
la activacion de linfocitos T (CD4+, CD8+) a nivel local (piel) y mayor la presencia

de linfocitos B1 a nivel sistémico en pacientes con psoriasis.

Los tres parametros estudiados, mostraron diferencias objetivas y estadisticas;
la relacion CD4+/CD8+, la expresion de +HLADR y presencia de linfocitos B1; fue
notablemente mayor en pacientes con psoriasis; indicando hiperactivacion del
sistema inmune y presencia de autoinmunidad, estos datos son importantes
porque: primero, es un aporte para justificar nuevos estudios de mayor
profundidad para el entendimiento de la inmunopatogenesis de psoriasis y en
segundo lugar, el inmunofenotipo puede servir como un marcador de respuesta al

tratamiento de psoriasis.
Tanto en la poblacién psoriasica como los individuos sanos no presentan una

interaccién entre la edad y la expresion inmunolégica, todos los parametros

evaluados mostraron asociaciones estadisticamente no significativas.
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ANEXO |
CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO , mayor de edad. He sido informado
anticipadamente por los estudiantes del grupo de investigacion en Inmunologia y
Biologia Molecular de la Universidad del Cauca, donde se me ha pedido que

participe como sujeto en una investigacion llamada “DETERMINACION DE LA
RESPUESTA INMUNE POR CITOMETRIA DE FLUJO EN SANGRE PERIFERICA EN

PACIENTES CON PSORIASIS” bajo la direccion del Dr. Julio Cesar Klinger Hernandez,
y sus colaboradores de laboratorio de Inmunologia, Biologia molecular y
Enfermedades Infecciosas, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad del
Cauca, Popayan.

OBJETIVO Y PROPOSITO: El propésito de este estudio es identificar y evaluar el
tipo respuesta inmune que desencadena la enfermedad catalogada como
Psoriasis en el departamento del Cauca, Los resultados de este estudio son de
gran utilidad por que permiten motivar y aportar una idea cercana de lo que ocurre
en la enfermedad, para en futuros estudios se logre dar mejor claridad del
mecanismo inmunoldgico de la patologia Psoriasica

PROCEDIMIENTOS: Entiendo que completaré un cuestionario sobre estilo de vida
y estado de salud. Si califico para participar en el estudio, yo donaré una muestra
de sangre de 3 mL. Obtenidos de la vena de mi brazo (Venopuncion) y de la placa
Psoriasica (Puncién directa) extraccion por capilaridad, para su estudio por
Citometria de Flujo.

NUMERO DE PARTICIPANTES: El numero de 14 casos y 12 controles

BENEFICIOS AL SUJETO: Entiendo que no recibiré beneficio directo por mi
participacion voluntaria en este estudio. Los datos del estudio seran
confidenciales y no me podran ser relevados ya que este estudio es de tipo
poblacional, y no diagndstico, y por lo tanto sus conclusiones solo seran
extrapolados a la poblacion total (26 sujetos).

BENEFICIOS A LA SOCIEDAD: EIl beneficio a la sociedad sera la informacién
obtenida acerca de la respuesta autoinmune que se desarrolla con la enfermedad,
con el fin de Aportar evidencia cientifica, para estudios posteriores, se logre dar
mejor claridad del mecanismo inmunoldgico de la patologia Psoriasica

RIESGOS POR PARTICIPACION: Entiendo que los riesgos potenciales de mi
participacion en este estudio son sangrado o infeccion en los sitios de toma de
muestras, los cuales seran evitados mediante el uso de técnicas asépticas por
personal clinico calificado y experimentado.
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CONFIDENCIALIDAD: Entiendo que la informacion del cuestionario y todas las
muestras seran identificadas con un codigo para proteger mi nombre y datos
personales. Esta informacion sera mantenida bajo estricta confidencialidad por
parte del director de la investigacion (Dr. Julio Cesar Klinger Tel. (092) 8232999 /
8232333 Cr 7 # 18n-23 Popayan E-mail. Juceklin@msn.com.

CLAUSULAS: Puedo decidir no participar o retirarme del estudio en cualquier
momento. En caso de llegar a retirarme, el investigador principal y su equipo de
profesionales, se comprometen a cancelar todos los datos inmunoldgicos que
tengan sobre mi en sus registros y/o bases de datos

Entiendo que el consentimiento voluntario es requerido para todas las personas en
este proyecto. Los procedimientos principales, me los han explicado en un
lenguaje que yo puedo entender. Me han explicado los riesgos e incomodidades
de los procedimientos. Me han explicado los beneficios de este estudio. Me han
ofrecido responder a todas las preguntas que yo pueda tener acerca de los
procedimientos antes de ingresar al estudio. Si tengo una pregunta durante o
después del procedimiento puedo contactar al Dr. Julio Cesar Klinger Tel. (092)
8232999 / 8232333 Cr 7 # 18n-23 Popayan E-mail. Juceklin@msn.com.

Me han dicho que la Universidad del Cauca no tiene mecanismos de
compensacion si algun dano fisico ocurriera como resultado directo de esta
investigacién para los sujetos de investigacion. Sin embargo, entiendo que
tratamientos de emergencia disponibles para el publico en general estan
disponibles para mi también. Yo tengo el derecho a la privacidad vy
confidencialidad de toda la informacién obtenida con relacion a este estudio. La
informacion obtenida de este estudio que pueda identificarme sera soélo aportada
al investigador principal, quien podra tener acceso a mi historia clinica si es
necesario. Los resultados de este estudio pueden ser divulgados en eventos
nacionales y/o internacionales ¢ ser publicados en revistas cientificas sin
identificarme por mi nombre y no seran utilizados para discriminacion étnica,
religiosa, politica, social, laboral ni de ninguna indole.

Acepto voluntariamente participar como sujeto de investigacion en el proyecto
antes mencionado. Entiendo que se me dara una copia de este consentimiento.

Fecha Firma del sujeto

Fecha Firma del Director del Proyecto
JULIO CESAR KLINGER
MD. Epc, En Medicina Interna y Citometria de flujo.
Ms Sci. En Inmunologia y Microbiologia
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ANEXO Il

DETERMINACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR CITOMETRIA DE
FLUJO EN SANGRE PERIFERICA EN PACIENTES CON PSORIASIS

Fecha
I.DATOS PERSONALES
Nombres y Apellidos: No I.D.
Direccion: Vivienda: Rural [Urbana 1]
Origen: Procedencia: Teléfono:
1.Sexo: M LF O
2. Fecha Y Lugar De Nacimiento
3. Edad (anos): Meses:
4. Estado civil: Casado [ | Soltero [] Divorciado [] Otros:

5. Nivel de educacion Primaria [_] Secundarias [_] Universidad [_] Otros:

ILPREGUNTAS REFERENTES A SU ESTADO DE SALUD

6. ¢Ha tenido problemas de salud? SIL1 NO [l Cuales:

7. ¢Ha tenido enfermedades virales recientes gripas severas sarampion u otro etc.?
(Ultimos 6 meses) SI [] NO [
¢, Cual(es)?

8. ¢ Consume algun tipo de medicamento (drogas para la presién etc.)? Sl LD ]
¢ Cual(es)?

9. ¢En su familia existe problemas de salud hereditario (infarto, miocardio Dabeties
mellitus o cancer etc.)? Sl [] LD
¢,De que tipo?
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IILANTECEDENTES PERSONALES DE SALUD
10. s Usted ha padecido algunas enfermedades? SI ) [ Jal(es)?

A.[_] Pulmonares (Neumonia, Asma Bronquitis Catarro):

B.[] Sanguineas (Anemias hepatitis, Diabetes):

C.[] De la piel (Micosis Eczema, Pie de atleta):

D PSORIASIS Que tipo?

En que sitios?

Otras:

11. ¢ Hay antecedentes de algun tipo de lesion en la piel como Psoriasis u otras en algun
familiar?  SI 1 NO []

A.[]JPSORIASIS Que tipo?

En que sitios?

B. (] Alergias

C.[] Descamacion

D.[] Resequedad

12. ¢ Qué generacion? [ 1 o n

13. ¢ Tiene confirmacion histopatologia?

IV.NIVELES DE ESTRES SI NO
1.912).<',Se siente cansado aunque haya dormido suficiente?................ccccccceeiiiinnis 1]
b) ¢ Se siente de mal genio, irritado o impaciente por pequefios inconvenientes?... L]
c) ¢ Tiende a Sentirse ENFEIMO?...........cecuiiiiiieiee et 10
d) ¢, Esta alimentandose DIEN?.............coiiuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 1]
e) ¢,La comunicacion con su jefe, companeros, amigo, o familias es conflictiva?..... LI
f) ¢Se siente aburrido?.............ooo i 1]

g) ¢ NO duerme pensando en sus problemas o en lo que hay que hacer manana? 1]
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ANEXO Il
REPORTE DE CITOMETRIA POR PACIENTE
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CD19FITC
Reporte:
Se observa:
1- Relacion CD4/CDE aumentada,
2- Linfocitos T CO4 normales.
3- Linfocitos T CO8 normales.
4- Porcentaje de LT activados aumentado.
5- Porcentaje de linfovitos B1 aumentado

Este reporte sugiere:
1- Activacion inmune antibacterial.
- Autoinmunidad secundana. Dr. JULID CESAR ER H.
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