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+ CAPITULO 1 INVESTIGACION

TITULO: “ANALISIS PROSPECTIVO DE LA RESPUESTA CELULAR TH17 EN
PACIENTES CON PENFIGO VULGAR TRATADOS CON CORTICOSTEROIDES =
ADYUVANTES”

1.1PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El pénfigo vulgar puede poner en riesgo la vida y puede asociarse a una importante comorbilidad, el
uso crénico de corticosteroides y otros inmunosupresores representan otro factor de riesgo para

complicaciones, motivo por el cual se siguen buscando diferentes lineas terapéuticas.

En pacientes con pénfigo, la caracterizacion prospectiva de la respuesta Th1l7 en lesiones cutaneas y
suero podria ayudar en una mejor compresion de los mecanismos fisiopatdgenicos de la enfermedad
y en la busqueda de nuevas dianas terapéuticas. La mayoria de los estudios que han analizado
citocinas han incluido un niimero reducido de pacientes, con distintos fenotipos clinicos, esquemas de

tratamiento y mediciones transversales.

1.2 JUSTIFICACION

La mayoria de los estudios sobre la respuesta Th17 en pénfigo han tenido resultados concordantes,
se observa un mayor numero de células Th1l7 y sus citocinas en suero y piel en comparacién con
controles sanos. Sdlo un estudio no documenté diferencia entre los niveles de IL-17 entre pacientes
con PV y controles, aunque en el estudio no se menciona el tiempo de evolucién de los pacientes o el
estatus de la actividad de la enfermedad, los resultados discordantes podrian estar relacionados a

menor actividad de la enfermedad.



El estudio prospectivo de la respuesta Thl7 nos permitiria incrementar el conocimiento de los
mecanismos moleculares que participan en la fisiopatogenia del PV al poder caracterizar el patrén de
cambio de esta respuesta celular con el uso del tratamiento estandar de primera linea. Lo anterior
podria contribuir a mejores métodos de evaluacién de eficacia terapéutica basados en la expresién de
biomarcadores; asi mismo, puede contribuir al disefio de estrategias terapéuticas mas especificas y

efectivas.

1.3 MARCO TEORICO

El pénfigo es una enfermedad adquirida caracterizada por la producciéon de autoanticuerpos contra
desmogleinas 1y 3 (Bolognia, Jorizzo, & Schaffer, 2012), que son proteinas de union en epidermis y
mucosas. La enfermedad esta caracterizada por acantolisis (pérdida de las adhesiones intercelulares)
y subsecuente formacién de ampollas flacidas y erosiones. Existen 3 formas principales: pénfigo

vulgar (PV), foliaceo y paraneoplasico, siendo la primera la forma mas comun.

Es una enfermedad rara con distribucion mundial. Aungque hay informacién limitada con relacién a la
incidencia, esta varia entre 0.1 y 0.5 por 100 000 personas al afio y se ha reportado mayor frecuencia
en algunas poblaciones (Kneisel & Hertl, 2011). En México no existen estudios que valoren su
incidencia, aunque en el INCMNSZ de 2010-2016 se diagnosticaron 34 casos y en el Hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzéalez (HGDMGG) de 2011-2016 se diagnosticaron 48 casos; en el

periodo de 2016-2018 se captaron 49 casos de pacientes de ambos centros.

Suele iniciar entre los 40-60 afios y afecta hombres y mujeres por igual. En México, el PV es la
enfermedad ampollosa méds comun, en una serie de casos del Hospital General Manuel Gea
Gonzélez representaba el 61.13% de los casos de enfermedades ampollosas (Tirado-Sanchez,
Ponce-Olivera, Montes de Oca-Sanchez, & Leon-Dorantes, 2006) (Solis-Arias, Rodriguez-Gutiérrez,

Rodriguez-Carredn, Vega-Memije, & Dominguez-Soto, 2013).



= FISIOPATOGENIA

Las células T son responsables de la iniciacion y maduracion de la respuesta humoral y la activacion
de las células B requerida para la generacion de autoanticuerpos. El pénfigo es una enfermedad con
predominio de respuesta inmune Th2 en pacientes activos (Sinha, 2012). Las citocinas asociadas a
actividad son la IL-17a, IL-4, IL-6 e IL-10 (Giordano & Sinha, 2012), de las cuales la IL-4 esta
particularmente implicada en la producciéon de anti-desmogleina 3 (Takahashi, Amagai, Nishikawa,

Fujii, Kawakami, & Kuwana, 2008)

En la dltima década se ha implicado a la respuesta Th17 en la patogénesis y se han encontrado ele-
vacién de citocinas (IL-17a, IL-21, IL.22, IL-23) y quimiocinas (CCL20, CXCL8) relacionadas en lesio-
nes cutaneas y en suero (Arakawa, Dainichi, Yasumoto, & Hashimoto, 2009) (Sinha, 2012) (Xu, y
otros, 2013) (Mortazavi, y otros, 2014) (Xue, Su, Chen, Ke, Du, & Zhou, 2014) (Asothai, y otros, 2015)
(Timoteo, y otros, 2017). Todos los estudios arriba mencionados, excepto el de Mortazavi y cols, fue-
ron transversales, varios de ellos en pacientes sin tratamiento. En el estudio de Mortazavi y cols se
siguieron a los pacientes (n=31) de forma prospectiva durante 6 meses (visita basal, 3 semanas y 6
meses), en dicho estudio se encontré un nivel mayor de citocinas Th17 en pacientes con pénfigo en
comparacién con controles, aunque no observaron cambio significativo en los niveles de citocinas en
los pacientes a lo largo del seguimiento. Hasta el momento sélo ha habido un estudio en el que no se
ha observado diferencia de niveles de IL-17 en pacientes con pénfigo en comparacion con controles
(Masjedi, y otros, 2017), dicho estudio fue transversal y no se menciona el tiempo de evolucion de los
pacientes o el estatus de la actividad de la enfermedad y la determinacién de citocinas fue en sangre

periférica.

Recientemente se demostré la existencia de un tipo de 6rganos linfoides terciarios en las lesiones de
PV, éstas estructuras estan constituidas por linfocitos T y B y células plasméticas. La interaccién de
estas células puede crear un microambiente para la produccion local de autoanticuerpos. La mayoria
de los linfocitos T infiltrantes eran células cooperadoras CD4+ con expresion de IL-21 y alrededor del
50% podian producir IL-17a (Yuan, y otros, 2017). La IL-17 juega un rol importante en la iniciacién y

control de la neogénesis de tejido linfoide ectopico (Peters, y otros, 2011) (Grogan & Ouyang, 2012)



(Cafiete, y otros, 2015). Los autores proponen que las células T cooperadoras IL-21 productoras de
IL-17 pueden contribuir en la activacion y diferenciacion de células B y llevar a la produccion de auto-

anticuerpos en las lesiones de pénfigo.

El patron de respuesta inmune cambia al alcanzarse la remisién de la enfermedad, disminuyendo la

respuesta Th2 y con elevacion de la respuesta TH1 (Sinha, 2012).

Las células T regulatorias CD25+CD4+Foxp3+ (Treg) juegan un papel central en el mantenimiento de
la tolerancia inmunoldgica y el control negativo de respuestas inmunes patolédgicas, las alteraciones
en esta respuesta pueden asociarse a autoinmunidad (Sakaguchi, y otros, 2006). La induccién de las
células Treg y Thl7 requiere de la participacion de TGF-[3, la presencia de IL-6 lleva a la induccion de
células Th17 y su ausencia a células Treg (Steinman, 2007). En estudios previos se ha encontrado un
desbalance significativo en la relacion de células Th1l7 y Treg en sangre periférica y lesiones cutéa-

neas (Xu, y otros, 2017) (Asothai, y otros, 2015), dichos estudios han sido transversales.

= DIAGNOSTICO

Segun las Gltimas guias (Murrell, y otros, 2018), el diagnéstico de pénfigo se basa en:

e Presentacion clinica

e Histopatologia

¢ Inmunofluorescencia directa de piel perilesional

e Deteccion serolégica de anticuerpos séricos contra la superficie celular epitelial determinado

por inmunofluorescencia indirecta y/o ELISA

El diagnéstico requiere la presentacion clinica e histologia compatibles con pénfigo e inmunofluores-
cencia directa o deteccion seroldgica de autoanticuerpos contra la superficie celular epitelial (anti-
desmogleinas 1y 3). La deteccién de anticuerpos circulantes no es esencial para el diagnéstico, aun-

que puede ser importante para el monitoreo del curso de la enfermedad (Schmidt, y otros, 2015).



= TRATAMIENTO

La primera linea de tratamiento son los corticosteroides sistémicos con dosis iniciales de 1-1.5
mg/kg/d de prednisona via oral y se pueden agregar adyuvantes como azatioprina y mofetil micofeno-
lato (Hertl,et al 2016). La mayoria de los pacientes comienzan a tener mejoria en la primera semana,
aunque hay casos que no responden adecuadamente. Se considera pénfigo refractario cuando hay
respuesta inadecuada al uso apropiado de los agentes anteriormente mencionados. Un consenso
realizado en 2008 defini6 como falla al tratamiento como: desarrollo continuo de lesiones, extension
continua de lesiones antiguas o falla para iniciar curacion de lesiones después de 3 semanas de tra-
tamiento con prednisona a dosis de 1.5 mg/kg/d con o sin uso de ciclofosfamida, azatioprina, me-
totrexate o mofetil micofenolato por 12 semanas (Murrel, y otros, 2008). Las opciones terapéuticas en
caso de enfermedad refractaria incluyen ciclofosfamida, rituximab, inmunoglobulina intravenosa, in-
munoabsorcion y plasmaféresis; la mayoria de los tratamientos anteriores tienen costos elevados

(Hertl & Eming, Uptodate, 2017).

Se han descrito tres fases de tratamiento: a) en la fase 1 (control) se alcanza control de la actividad
aguda de la enfermedad con el uso de glucocorticoides; b) en la fase 2 (consolidacién), el tipo de
medicamento y dosis se mantienen constantes hasta que aproximadamente 80% de las lesiones han
sanado; y ¢) en la fase 3 (mantenimiento) la dosis de glucocorticoides se disminuye gradualmente

(Brystryn, Adjuvant therapy of pemphigus, 1984).

Las definiciones de los pardmetros para desenlace de la enfermedad son (Murrell, y otros, 2018):

a) Control de la actividad de la enfermedad: tiempo en el que dejan de haber nuevas lesiones y
las establecidas comienzan a sanar.

b) Finalizaciéon de la fase de consolidacién: Tiempo en el que ya no hay nuevas lesiones por al
menos dos semanas, aproximadamente 80% de las lesiones han sanado, es cuando la mayo-
ria de los clinicos empiezan la dosis reduccion.

¢) Remision completa con tratamiento: ausencia de lesiones nuevas o establecidas en pacientes

recibiendo tratamiento minimo



d) Remision completa sin tratamiento: ausencia de lesiones nuevas o establecidas en pacientes
sin tratamiento sistémico por al menos dos meses.

e) Recaida/reactivacion: aparicién de =3 nuevas lesiones al mes que no sanan espontaneamen-
te en una semana, o extension de las lesiones ya establecidas en un paciente que habia al-
canzado control.

f) Tratamiento minimo: prednisona <10 mg/d (o equivalente) y/o tratamiento adyuvante minimo

por al menos dos meses

Comunmente, la fase 3 de tratamiento (mantenimiento) es prolongada, lo que lleva a sustanciales
dosis acumuladas de glucocorticoides y morbilidad. Aunque estos regimenes tienen éxito en controlar
la enfermedad, un grupo significativo de pacientes se vuelve dependiente a los glucocorticoides, lo
que condiciona varias complicaciones (Heaphy, Albrecht, & Werth, 2005). Durante la fase de dosis
reduccion de corticosteroides, aproximadamente la mitad de los pacientes tendra una recaida (Almu-
gairen, y otros, 2013). La mayoria de los reportes describen cursos de medicamentos de larga dura-
cion, entre 5 y 10 afios (Cholera & Chainani-Wu, 2016), llegando a descontinuar el tratamiento en

75% de los casos (Herbst & Brystryn, 2000).

La mortalidad de la enfermedad es aproximadamente del 6% a pesar del tratamiento y esta principal-
mente relacionada a efectos adversos farmacolégicos (Brystryn, Adjuvant therapy of pemphigus,

1984) (Brystryn & Steinman, The adjuvant therapy of pemphigus—an update, 1996)

En 2014 Ramesh y cols describieron un grupo de células TH17 proinflamatorias que expresaban tran-
sitoriamente c-Kit y expresaban establemente P-gp/MDR1, dichas células producen citocinas TH1 y
TH17 tras la estimulacion del receptor de células T. Estas células son refractarias a varios tipos de
corticosteroides y podrian ser importantes mediadores en la inflamacién cronica y fenotipos de resis-

tencia a esteroides en enfermedades autoinmunes (Ramesh, y otros, 2014)



1.40OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles de citocinas de la respuesta Th17 en biopsias de lesiones cutaneas posterior al
tratamiento con corticosteroides + adyuvantes hasta alcanzar una mejoria del 75% en el puntaje de

PDAI con respecto a la medicion basal.

1.50BJETIVO ESPECIFICO

1. Determinar el patrén de expresion de citocinas (IL-17a, IL-21, IL-22, IL-23) y quimiocinas
(CCL20, CXCLS8) relacionadas a la respuesta TH17 en suero y piel de pacientes con pénfigo vul-
gar activo.

2. Correlacionar los niveles de citocinas (IL-17a, IL-21, IL-22, IL-23) y quimiocinas (CCL20,
CXCLS8) relacionadas a la respuesta TH17 con la actividad de la enfermedad medida por
PDAIl y ABSIS.

3. Correlacionar los niveles de citocinas (IL-10, TGF-B) y quimiocinas (CCL22) relacionadas a
las células T reguladoras con la actividad de la enfermedad medida por PDAI y ABSIS.

4. Determinar los niveles de anti-desmogleinas en sangre en la visita basal y al alcanzar un 75%
de mejoria en el puntaje PDAI.

5. Determinar la proporcién de células Thl7 (CD4+IL17a+) y Treg (CD25+Foxp3+) en lesiones
cutaneas en la visita basal y al alcanzar un 75% de mejoria en el puntaje PDAI.

6. Medir la adherencia al tratamiento por medio de la escala de adherencia al medicamento de
Morisky de 8 items (MMAS-8)

7. Determinar el patrén de expresion de la P-gp en células periféricas en pacientes con pénfigo
activo hasta alcanzar un 75% de mejoria en el puntaje PDAI.

8. Cuantificar la proporcion de células TH17 con expresiéon de P-gp en sangre periférica a lo del

seguimiento
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1.5 HIPOTESIS

Los sujetos con pénfigo vulgar que reciban tratamiento con corticosteroides + adyuvantes y tengan un
75% de mejoria del PDAI con respecto a la visita basal presentardn un menor nivel de respuesta

Th17 (IL-23A).

1.6 METODOLOGIA

Revision sistematica de expedientes fisicos y electronicos. Elaboraciéon de una hoja de recoleccién de

y hoja de captura de datos en Excel

1.7.1 TIPO DE ESTUDIO

Disefio prospectivo

1.7.2 POBLACION, CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

TAMANO DE LA MUESTRA
No hay antecedentes de trabajos similares que nos permitan hacer un calculo de tamafio de
muestra formal. Ante este escenario, el estudio seria considerado como piloto. Segun algunos
autores, se requieren minimo doce pacientes para un estudio piloto (Julious, 2005) (Van Belle,
2008). En caso de pérdidas al seguimiento se reclutardn 60% mas de sujetos, requiriéndose en
total 20 sujetos.

a) CRITERIOS DE INCLUSION (Debera incluir la definicion de los grupos de edad, sexo y la

severidad del padecimiento que seran permitidos en el estudio)

1. Pacientes mayores de 18 afios, ambos sexos, que cuenten con registro en el INCMNSZ,
Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez u Hospital General de México y en quienes
se haya comprobado el diagnéstico de pénfigo.

2. Pacientes con actividad cutanea

3. Pacientes que vayan a recibir tratamiento con corticosteroides orales + adyuvantes
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4. Aceptar y firmar el consentimiento informado
b) CRITERIOS DE EXCLUSION
1. Embarazo
2. Padecer otras enfermedades autoinmunes con manifestaciones cutaneas

3. Diagnéstico actual de cancer

1.7.3 VARIABLES

PRINCIPALES

Cambio porcentual de niveles de citocina IL-23a en lesiones cutédneas de pacientes con actividad de

pénfigo que reciban tratamiento con corticosteroides + adyuvantes y alcancen una mejoria del 75% de

PDAI

SECUNDARIAS

Las variables secundarias por medir son:

1.

2.

Caracteristicas sociodemogréficas: Edad, sexo, tabaquismo.

Caracteristicas de la enfermedad: edad al diagndstico, tiempo de evolucién de la enfermedad,

criterios diagnésticos, fenotipo clinico

Actividad de la enfermedad mediante:

a) Indice de &rea de la enfermedad pénfigo (PDAI) (0 — 263, de los cuales actividad 250 y dafio
13) (Murrel, y otros, 2008)

b) Puntaje de intensidad de enfermedades autoinmunes ampollosas de la piel (ABSIS) (0-206
puntos) (Pftuze, Niedermeier, Hertl, & Emimng, 2007)

Tratamiento (actual e historico)

Cambio porcentual de niveles de citocinas (IL-17a, IL-21, IL-22, IL-23) y quimiocinas (CCL20,

CXCLS8) relacionadas a la respuesta TH17

Proporcién de subpoblaciones Th17 y Treg en lesiones cutaneas
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7. Niveles de mRNA de citocinas y quimiocinas de la familia Th17 en lesiones cutaneas y sangre
periférica

8. Niveles de mRNA de citocinas y quimiocinas Treg en lesiones cutaneas y sangre periférica

9. Escala de adherencia al medicamento de Morisky (MMAS-8): cuestionario de 4 items. Las res-
puestas de los 4 items son si/no.

10. Actividad del transportador P-gp medido como el porcentaje de células con eflujo de daunorrubi-
cina a 37°C dentro de las células mononucleares de sangre periférica.

11. Proporcion de células TH17 con expresion de P-gp en sangre periférica.

Dentro del seguimiento del paciente se considerara como medida de desenlace el indice de actividad

de la enfermedad medido por PDAI.

1.7.4 DEFINICION OPERACIONAL

Se empleara un documento fuente disefiado especificamente para recabar informacion de interés:
a) Actividad de la enfermedad mediante:
b) indice de area de la enfermedad pénfigo (PDAI) (0 — 263, de los cuales actividad 250 y dafio
13) (Murrel, y otros, 2008)
c) Puntaje de intensidad de enfermedades autoinmunes ampollosas de la piel (ABSIS) (0-206
puntos) (Pftuze, Niedermeier, Hertl, & Emimng, 2007)
Escala de adherencia al medicamento de Morisky (MMAS-8): cuestionario de 4 items. Las

respuestas de los 8 items son si/no.

1.7.5 MATERIALES Y METODOS

METODOS Revision sistemética de expedientes fisicos y electronicos. Elaboracién de una hoja de

recoleccion de y hoja de captura de datos en Excel
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MATERIALES (TECNICAS UTILIZADAS)

> INMUNOHISTOQUIMICA

Se utilizara el método de doble tincion para detectar las células con expresién CD4+/IL-17A+y T reg
CD25+/Foxp3+ , primero se desparafinaran las laminillas (con cortes de 4um de grosor) durante 45
min a 54°C en el horno. Se hidratara el tejido sumergiendo las laminillas en: xileno durante 3 miny en
agitacion, alcohol al 100% durante 3 min y en agitacion, alcohol al 96% durante 3

min y en agitacion, alcohol al 50% durante 3 min y en agitacion, agua destilada durante 3 min y en
agitacion.

Posteriormente las laminillas se incuban con una solucién de H202 al 3 % en metanol absoluto (1:9
vol/vol) durante 10 a 20 min, para eliminar la actividad de peroxidasa enddgena, y se utilizaran anti-
cuerpos secundarios biotinado correspondiente y los tejidos se incuban durante 45 min a temperatura
ambiente en cAmara himeda (se utilizara la concentracién sugerida en el inserto). Posteriormente se

realizara la técnica de tincién con anticuerpos.

» CITOMETRIA DE FLUJO

El segundo tubo con anticoagulante EDTA sera procesado inmediatamente para la medicién por ci-
tometria de flujo de la actividad de los transportadores ABCB1 y de células TH17 con expresion de P-
gp. Un investigador cegado al estatus clinico de los pacientes aislara las células mononucleares de
sangre periférica por gradiente de centrifugacién con Lymphoprep (Oslo, Noruega). Para las tinciones
superficiales se usara el amortiguador FACS y se incubaran las células con los anticuerpos conjuga-
dos con el fluorocromo por 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la tincién, las células se
lavaran con PBS mas 1% de PFA. Las células se estimularan por 3-5 horas a 37°C con 10 n-m de
PMA y 1 uM de ionomicina en la presencia de 5 pg/ml de Brefedina A, y tefidas tras fijacion y per-
meabilizacién con IL-17A.

Para la citometria de flujo se medird la expulsion de daunorrubicina (droga sustrato de la P-gp) para
cuantificar la actividad de ABCB1. Se agregaran a 2x108 células 40 pL de una solucién 400 uM del

sustrato. Se separaran dos aliquotas; la primera se colocard por 30 minutos en hielo para permitir la
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medicion basal de la captacién de daunorrubicina. La otra se incubd por 30 minutos a 37°C. Las célu-
las se lavaran dos veces con medio a 4° C para el andlisis por citometria de flujo. Todos los andlisis
se realizaran en un citémetro de flujo FACS Excalibur. Los resultados se expresaran como el porcen-

taje de células que expulsen el sustrato.

» ENSAYOS DE ELISA

Los niveles séricos de antidesmogelinas 1 y 3 se mediran por el método de ELISA usando kits co-
merciales [Euroimmun: Human DSG1 / Desmoglein 1 ELISA Kit (Sandwich ELISA) - LS-F26834 vy
Human DSG3 / Desmoglein 3 ELISA Kit (Sandwich ELISA) - LS-F8192] y se procesaran de acuerdo a

las instrucciones del proveedor por las técnicas estandarizadas de ELISA.

> LUMINOMETRIA

Se agregaran 200 pL de amortiguador de lavado en cada pozo, se mezclara por 10 minutos y se de-
cantara. Se agregaran 25 uL del estandar o el control en los pozos apropiado y se les agregara 25 uL
de amortiguador. Se agregaran 25 uL de matriz para suero y 25 uL de suero. Se agregaran 25 pL de
perlas a cada pozo. Se incubaran a 4°C toda una noche o 2 horas a temperatura ambiente (20-25°C).
Se retirara el contenido de los pozos y se lavaran 2 veces, posteriormente se agregaran 25 yL de
anticuerpos de deteccion a temperatura ambiente en cada pozo. Se sellaran, se cubrirdn con aluminio
y se incubaran en una charola agitadora por 1 hora a temperatura ambiente. Se agregaran 25 uL de
estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo que contenga los anticuerpos de deteccién. Se retirara gentil-
mente el contenigo de los pozos y se lavara dos veces. Se agregaran 150 yL de fluido “sheath” a
cada pozo y se resuspenderan las perlas en una charola agitadora por 5 minutos. Las placas se ana-

lizaran con el software Luminex 200.

> RT-PCR
Se mezclardn completamente la mezcla para RT-PCR TagMan y la mezcla de enzimas TagMan RT.

Se centrifugara la mezcla de TagMan RT. Se transferira el volumen requerido de mezcla a cada pozo
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(10 uL). Se sellara y se centrifugara la placa. Para correr la reaccion, se seleccionara el modo Estan-
dar, se confirmaran las condiciones del ciclo térmico y se elegira el volumen de la muestra (10 pL). El
ensayo se realizara en el equipo Bioplex 200 de Biorad y se analizara con el Bioplex Manager Softwa-

re 6.1.

10.8 RESULTADOS

Desafortunadamente no se pudo completar el protocolo debido a la pandemia COVID 19, el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran” se convirtié6 en un centro de atencién a
pacientes COVID por lo cual diversos departamentos entre ellos el departamento de Dermatologia
tuvieron que cancelar sus consultas presenciales con la finalidad de evitar exponerlos al contagio, por
lo cual, no se pudieron reclutar pacientes con PV y se tuvo que pausar nuestro protocolo.

Esperando que proximamente se pueda continuar debido a que se esperan muy buenos resultados,
que tendran gran impacto para la mejora del tratamiento y mejora de la enfermedad, mejorando asi la

calidad de vida de todos nuestros pacientes con PV.

Al limitarse el progreso de dicho protocolo, se decidié realizar una revision sistematica del tema que
ayudara a dominar la patologia para mejorar la atencién de nuestros pacientes en estudio por el cual

centramos nuestra atencion en puntos clave del proyecto.

10.9 REVISION SISTEMATICA: PENFIGO VULGAR

proteinas de union en epidermis y mucosas.
INTRODUCCION La enfermedad estd caracterizada por

El pénfigo es una enfermedad adquirida acantolisis (pérdida de las adhesiones

caracterizada por la  produccion  de intercelulares) y subsecuente formacion de

autoanticuerpos contra desmogleinas 1 y 3 ampollas flacidas y erosiones. Existen 3

(Bolognia, Jorizzo, & Schaffer, 2017), que son formas  principales:  pénfigo vulgar (PV),
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folidceo y paraneoplasico, siendo la primera la

forma méas comdn.

Es una enfermedad rara con distribucién
mundial. Aunque hay informacién limitada con
relacién a la incidencia, esta varia entre 0.1 y
0.5 por 100 000 personas al afio y se ha
frecuencia en

reportado mayor algunas

poblaciones (Kneisel & Hertl, 2016). En
México no existen estudios que valoren su

incidencia.

FISIOPATOLOGIA

Penfigo Foliaceo

Anticuerpos anti-Dsgl

Pénfigo Vulgar

Solo anticuerpos anti-Dsg?

Anticuer pos anti-Dsg3 y anti-Lsgl
Mucosa

Figuran®. 4. Teoria de delas

Fig.1 Teoria de compensacion de desmogleinas.

Las desmogleinas 1 y 3 se encuentran
distribuidas en toda la superficie cutanea y
mucosas, en pénfigo folidceo la Ig G es en
contra de la desmogleina, el fenbmeno de
acantolisis es subcdrneo debido a que la

cantidad de Dsg-3 no alcanza a compensar el
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blogueo funcional de la Dsg-1. En las mucosas
la cantidad de Dsg3 es adecuada y suficiente
para mantener la adhesion (Adams B, 2018)

En el pénfigo vulgar la mayoria de los
pacientes presentan IgG contra Dsg-1 y Dsg-
3, el bloqueo funcional de ambas proteinas

induce acantdlisis en piel y mucosas.

ANTECEDENTES

Un estudio de cohorte retrospectivo realizado
por Cura.M.J ( Cura. M. J.,2020) con un
seguimiento de 12 afios, con una muestra de
32 pacientes, el 63% tuvo afectacion inicial en
mucosas, siendo la regidon oral la més
afectada, seguida de la vulgar. Se observo
que el comienzo antes de los 40 afios se
asoci6 con un compromiso cutaneo, con
necesidad de tratamiento con FA y son mayor
mente refractario al tratamiento. Se observo
recaidas en el 81% y una mortalidad del 6%.
Por lo cual apoya la teoria que el inicio de PV

antes de los 40 afios podria ser un factor de

mal prondstico.

Un estudio prospectivo, comparativo, abierto y

observacional realizado por M.J.Cura,

A.C.Torre etal. (A.C. Torre et. al 2020) con



una muestra de 43 pacientes en el hospital
General Dr. Manuel Gea Gonzalez con un
seguimiento de 12 meses con diagnostico de
PV, se les realizo aislamiento de ADN
gendmico de células mononucleares de
sangre periférica con el fin de visualizar la
tipificacion genética HLA-DRB.

Se incluyeron en el estudio 43 pacientes. El
rango de edad fue de 16 a 84 afios al
momento del estudio, y la media de edad fue
44.26 + 18.27 tomando la edad a la fecha del
diagndstico de pénfigo, con una desviacién

estandar de +18.27. EIl incluia 35

grupo
mujeres (81.4%) y 8 hombres (18.6%),
presentando una relaciébn mujer: hombre de

4.3:1.

Al comparar las frecuencias génicas de HLA-
DR de los pacientes con pénfigo con la
poblacién general se encontré un aumento de
la frecuencia génica (fg) de los alelos HLA-
DR14 y HLA-DR1 en los pacientes con
pénfigo, los cuales confieren un riesgo de 2.2
RR y 3.3 RR, respectivamente. Diferentes
mecanismos pueden ser responsables de la
activacion de células T autorreactivas en las

enfermedades autoinmunes. Los alelos del

MHC asociados a autoinmunidad pueden
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conferir susceptibilidad al afectar el desarrollo
del repertorio de células T en el timo, el
sistema inmunitario periférico, o al presentar
péptidos propios contra los cuales se dirige
una respuesta inmunitaria (Granados-Arriola,
2018).

Este estudio evidencia la asociacion del
pénfigo con los alelos HLA-DR14 (DR6) y
HLA-DR1 en pacientes mexicanos y confirma
lo reportado en otras poblaciones, en las que
los alelos HLA-DR14 (DRB1*1401, *1405) y
HLA-DR4 (DRB* 0402, *0406) confieren fuerte
susceptibilidad para el desarrollo de PV. Cabe
destacar que el HLADR4 es uno de los alelos
mas frecuentes en la poblacién mexicana (fg
0.237 en los controles sanos), y aun cuando
se encontré elevado en los pacientes con
pénfigo (fg) 0.313, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa (Amagai M,
2017).

Por otra parte, la apariciéon y la progresion del
pénfigo

posiblemente dependen de la

interaccion de varios factores, algunos

conocidos y otros aun por descubrir.
Entre estos se encuentran factores genéticos
que alelos del

incluyen los HLA vya

mencionados, asi como otros genes en los



tejidos afectados que podrian conferir mayor

susceptibilidad.

CONCLUSION

En el caso particular del pénfigo, la evidencia
sugiere que las moléculas que regulan la
expresion de las desmogleinas, como los
receptores colinérgicos, estan involucradas en
la fisiopatologia de la enfermedad. Por tanto,
los individuos con predisposicion genética
para el pénfigo desarrollaran la enfermedad
solo cuando uno o mas factores adicionales
estén presentes. La naturaleza de la mayoria
de estos factores es actualmente desconocida.
Desde un punto de vista fisiopatoldgico,
consideramos el pénfigo como una Unica
enfermedad, con un amplio espectro de
presentaciones clinicas, desde el PV oral, sin
afeccion de la piel con 1gG anti-Dsg3, la
variante mucocutanea con IgG contra Dsg3 y
Dsgl, hasta el PF solo con afeccién cutanea e
IgG contra Dsgl asi como la expresiéon de IL
como lo es la IL-17. Los casos de transicion
documentados de PV a PF, y viceversa,
apoyan esta idea (Adams B, 2018). Por otra
parte, alelos especificos en el locus HLA-
DRB1 se han asociado a enfermedades

autoinmunes, como la enfermedad de Graves,
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el lupus eritematoso sistémico, el sindrome

autoinmune contra la insulina, la artritis
reumatoide, la hepatitis crénica autoinmune y
la esclerosis multiple.

Aunado a lo antes descrito, reportes de la
coexistencia de dos enfermedades
autoinmunes en un mismo individuo apoyan la
existencia de un epitopo compartido para
autoinmunidad, por lo que podemos concluir
gue la expresion de la enfermedad dependera
de la interaccién con el medio, asi como de
otros determinantes ain

genéticos por

descubrir.

DISCUSION

En la actualidad el PV a pesar de ser una
enfermedad con baja incidencia cuenta con
una alta tasa de comorbilidades vy
complicaciones ante un ataque agudo, por lo
cual el desarrollo de este protocolo busca ser
una herramienta para el manejo de pacientes
con PV. La cuantificacion de receptores Th17
nos permitiria incrementar el conocimiento de
los mecanismos moleculares que participan en
la fisiopatogenia del PV, al poder caracterizar

el patrén de cambio de la respuesta celular

con el uso del tratamiento estandar de primera
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linea. Lo anterior podria contribuir a mejores asi mismo, podra contribuir al disefio de
métodos de evaluacion de eficacia terapéutica estrategias terapéuticas mas especificas y
basados en la expresion de biomarcadores; efectivas.
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4+ CAPITULO Il DESCRIPCION DE LA COMUNIDAD DONDE SE HIZO LA

INVESTIGACION

1. DATOS HISTORICOS

En México no existen estudios que valoren la incidencia de PV, aunque en el INCMNSZ de 2010-
2016 se diagnosticaron 34 casos y en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez (HGDMGG) de
2011-2016 se diagnosticaron 48 casos; en el periodo de 2016-2018 se captaron 49 casos de
pacientes de ambos centros.

En México, el PV es la enfermedad ampollosa mas comudn, en una serie de casos del Hospital

General Manuel Gea Gonzalez representaba el 61.13% de los casos de enfermedades ampollosas

2. GEOGRAFIA LOCAL
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4+ CAPITULO Il DESCRIPCION DEL CENTRO DE SALUD,
INFRAESTRUCTURA, RECURSOS FiSICOS Y HUMANOS

1. Recursosy Servicios de Salud

Se utilizaron las instalaciones del INCMNSZ, el laboratorio del departamento de inmunologia y
reumatologia, las oficinas del departamento, asi como material para toma de muestras y material

utilizado para realizacion de pruebas de laboratorio.

1.1 Infraestructura en Salud

Se utilizo la infraestructura del INCMNSZ

1.2 Infraestructura de la secretaria de salud

Se utilizo la infraestructura del INCMNSZ

1.3 Programas de salud

PROGRAMA NACIONAL DE SERVICIO SOCIAL EN INVESTIGACION EN SALUD PROMOCION
AGOSTO 2020 — JULIO 2021

1.4 Recursos humanos
Para la realizacién de este protocolo, se realizo un trabajo multidisciplinario conformado por médicos
adscritos del departamento de inmunologia y reumatologia, departamento de Dermatologia, médicos

residentes, quimicos farmacobiologos, secretarias, médicos pasantes de servicio social.
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+ CAPITULO IV ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL SERVICIO
SOCIAL

Las actividades estipuladas en el cronograma anual

1. PRODUCTIVIDAD

desafortunadamente no pudieron ser

completadas debido al estado de emergencia emitido por la pandemia COVID 19, sin embargo, se

realizaron actividades académicas como revision de articulos, sesiones bibliograficas, sesiones de

casos clinicos entre otras.

ACTIVIDAD

RECLUTAMIENTO
DE PACIENTES
RECOLECCION

DE DATOS

DEMOGRAFICOS,

EXPLORACION

FISICA,
PRUEBAS
CLINIMETRIA,
OBTENCION
MUESTRAS
PARACLINICOS.

ANALISIS
MUESTRAS
PARACLINICOS

ANALISIS
ESTADISTICO

ESCRIBIR
MANUESCRITO Y
PUBLICACION DE
RESULTADOS EN

ARTICULO Y/O
POSTER

Se anexa cronograma de actividades.

AGOSTO SEPTIEMBRE OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE
X X X X X

X X X

ENERO FEBRERO MARZO ABRIL MAYO JUNIO

X X X X X
X X X X
X X X X X
X X X X
X X

JULIO
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+ CAPITULO V CONCLUSIONES DEL PASANTE SOBRE SU
SERVICIO SOCIAL

1.1 Con relacion a su formacion como persona

La realizacién de servicio social es un punto vital en la formacién de un profesionista en el cual
podemos gratificar a nuestra naciéon por los conocimientos ensefiados durante toda nuestra
formacioén, un punto crucial en el cual tenemos un contacto estrecho con la poblacion, en el cual
descubrimos que el paciente no es tal cual como lo marcan en los libros, ponemos en practica la
atencién personalizada y aplicamos medicina basada en evidencia, siempre en busca del bienestar
del paciente. En esta etapa de nuestra carrera nos damos cuenta de nuestras debilidades y
comenzamos a trabajar en ellas, conocemos otro entorno y otras herramientas.

Decidi realizarlo en investigacién porque siempre he creido fielmente en la ciencia, siendo un pilar
fundamental para la mejora de la salud. Quise aportar y desarrollar habilidades que causen un
impacto en el desarrollo de nuevas técnicas para el tratamiento y pronéstico de la enfermedad.
Debido a que nos encontramos constantemente en evolucion al igual que surgen nuevas patologias,
nuevos retos, con ello se busca encontrar nuevos manejos, tratamientos, diagndésticos, menos
invasivos, mas certeros, menos costosos, mas accesibles para todo tipo de poblacién y con la menor
afeccion o produccién de efectos adversos.

Para concluir me encuentro muy agradecida con cada uno de los profesores que formaron parte de mi
formacién académica por su esfuerzo y pasién hacia esta bella carrera, gracias a cada uno de ellos
se formaron pilares solidos que siempre estaran presentes en cada paso que demos.

Quiero agradecer al Instituto Nacional Ciencias Medicas y Nutricibn Salvador Subirdn por la
oportunidad de ser parte de este protocolo, especialmente agradezco a mi tutor de investigacion el Dr.

Luis Guillermo Llorente Peters por cada conocimiento compartido, por la paciencia y la experiencia



27

compartida, al igual que mi reconocimiento a todo el equipo de trabajo del departamento de
inmunologia y reumatologia.

Agradezco a nuestro asesor de servicio social el Dr. Alejandro Alonso Altamirano por sus asesorias y
por estar al frente de nuestros proyectos.

Mas alla de las acciones generadas en el servicio social ahora comprendo el valor del servicio a los
demas, conociendo las necesidades de nuestra poblacién tanto local, regional y nacional por lo cual
es importante estar en constante mejora tanto cientificamente como personalmente siempre con la

finalidad de priorizar al paciente e individualizar el manejo.
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1.2 A su formacion profesional

La realizacidon del servicio social este afio fue completamente diferente profesionalmente, nos
encontrdbamos ante una situacion desconocida, una pandemia nos envolvia hacia lo desconocido.

El 27 de febrero del 2020 llega a nuestro pais el primer caso confirmado de SARS COVID 19 el cual
marcaria un comienzo de una serie de acciones para contener la diseminacion de esta enfermedad.
Profesionalmente nos encontrdbamos luchando con una enfermedad desconocida en el cual no se
conocian tratamientos, manejos, ni evolucién, ni gravedad de la enfermedad. Ocasionando un mal
manejo, un sinfin de informacion falsa y tratamientos sin evidencia cientifica que no favorecian la
evolucién de la enfermedad.

Ante nuestro protocolo que no se centraba en pacientes COVID 19 nos encontramos con muchas
limitaciones, una de ellas fue el cierre de departamentos como lo fue el dermatologia, departamento
encargado de enviarnos pacientes para incluirlos en el protocolo, sin embargo se redujeron los
nameros al no poder citar a los pacientes por riesgo al contagio, ya que nuestro hospital se convirtié
en un hospital COVID, a pesar de las limitaciones se trabaj6é en diversas areas como la revision de
casos clinicos, sesiones de revisién bibliografica, se tomaron cursos de metodologia en investigacion
que nos ayudara mejorar la calidad de nuestros protocolos.

Esta etapa sin duda alguna marcara una parte muy importante en nuestra formacion profesional,
muchos de nuestros compaferos, amigos, maestros, familia, perdieron la batalla ante esta nueva
enfermedad, si bien muchos de ellos se fueron en la lucha de ayudar a los pacientes con la
esperanza de que la ciencia creara nuevas oportunidades, como lo es la creacién de una vacuna que
ayudara a controlar los contagios por esta enfermedad, a darnos una oportunidad de regresar a la
normalidad, donde nuestros pacientes, comparieros, familia puedan reincorporarse a sus actividades
cotidianas sin miedo al contagio.

Profesionalmente reitera ese interés por la investigacion porque gracias a ella se han creado
instrumentos que ayuden a controlar esta pandemia, crear herramientas ante situaciones no
conocidas, siempre con un fin cientifico basado en evidencia que no ponga en riesgo a la poblacion y

que ayude a mejorar la calidad de vida de nuestros pacientes.
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1.3 Con relacién a su aportacion ala comunidad
Tome la decision de realizar mi servicio social en investigacion debido a que es una forma de causar
mayor impacto, crear nuevas herramientas que puedan ser aplicadas para todo tipo de poblacién y no
un delimitado grupo de personas, actualizarnos ante la evolucién de las enfermedades, el surgimiento
de nuevas patologias y las diferentes manifestaciones en cada uno de los pacientes, creando
herramientas o verificando la seguridad de tratamientos que ayuden en mejorar el pronéstico de la
enfermedad, siempre tomando en cuenta las necesidades de la poblacion.
Actualmente las enfermedades reumatolégicas son unas de las principales patologias que tienen una
alta mortalidad y morbilidad, que cada dia su incidencia va en aumento. Desafortunadamente muchas
de ellas alin no se saben su etiopatologia exacta, lo cual imposibilita tener un buen manejo.
Decidi centrar mi investigacion en pénfigo vulgar ya que dicha enfermedad tiene una alta mortalidad y
puede asociarse a una importante comorbilidad, el uso cronico de corticosteroides y otros
inmunosupresores representan otro factor de riesgo para complicaciones, motivo por el cual se siguen
buscando diferentes lineas terapéuticas.
En pacientes con pénfigo, la caracterizacion prospectiva de la respuesta Th17 en lesiones cutaneas y
suero podria ayudar en una mejor compresion de los mecanismos fisiopatégenicos de la enfermedad
y en la basqueda de nuevas dianas terapéuticas.
Todo esto con la finalidad de mejorar la evolucion de la enfermedad del paciente, generar un impacto
en aquellos pacientes que sufran de dicha patologia.
Si vemos el apoyo a la investigacion clinica como una inversion, —porque eso es, en realidad—,
podremos proyectar con mas facilidad los beneficios y las ganancias que se obtendran, empezando
por la salud de la poblacién que, como ya lo hemos mencionado, es un factor primario en la economia
del pais.
Desafortunadamente no se pudo concluir esta investigacion por circunstancias ajenas al protocolo, sin
embargo, es un punto de partida para proximos estudios y cuando lo sea conveniente continuar
desarrollando dicho protocolo, el cual tiene como objetivo conocer los procesos fisiopatdgenicos y
nuevas terapéuticas que ayuden a mejorar la calidad de vida de los pacientes con pénfigo vulgar y asi

causar un impacto social.
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1.4 En relacién con su institucién educativa

El INCMNSZ es sinénimo de calidad, seguridad y excelencia es por lo que los prestadores
de servicio social deben cumplir con las altas expectativas de la institucién para esto la
Universidad Autbnoma Metropolitana prepara arduamente a sus estudiantes en la aplicacion
del método clinico, cientifica y ética sélidas; competentes para actuar como médicos
generales respondiendo a las necesidades propias del entorno. Capacitados para trabajar
en forma conjunta con otros profesionales y con la sociedad a la que sirven.

En mi experiencia personal como prestador de servicio social en el INCMNSZ me enfrente a
retos como realizacion de procedimientos en laboratorio, manejo personalizado del paciente,
trabajo en equipo, reclutamiento de pacientes, con los cuales puse en practica mis
conocimientos adquiridos a través de mi formacion, aun con todo esto la investigacion
“Andlisis prospectivo de la respuesta celular thl7 en pacientes con pénfigo vulgar tratados
con corticosteroides + adyuvantes”, se vio interrumpida por los recientes eventos
relacionados con el COVID-19 que paralizaron todas las actividades en el nuestro pais, sin
embargo queda estructurado un protocolo como puerta de partida para continuar con la
investigacion y mejora de la enfermedad.

El instituto Nacional de Ciencias Médicas y nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) es uno de
los institutos Nacionales de Salud de la Secretaria de Salud de México que se especializa en
las necesidades de la salud de la poblacion promoviendo la investigacion, la cual se traduce
a su vez en formacion de recursos en salud y se aplica en la asistencia médica por ello
considero que es una excelente institucion donde podemos poner en practica todos los
conocimientos adquiridos durante nuestra formacion académica.

Agradezco a mi Universidad por abrirnos las puertas de esta institucion al igual de

proporcionarnos herramientas que seran indispensables para nuestra vida profesional.
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Creo fielmente en que cada egresado llevaremos el nombre de nuestra institucion con
mucho orgullo y siempre representandola con dignidad, dejando huella y siempre a la
vanguardia de los avances cientificos y tecnoldgicos, abasteciendo las necesidades de

nuestra region, localidad y nacion.



