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Resumen.

Introduccion. El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad ampollosa cronica de la
piel y mucosas de curso incierto, principalmente relacionado a la respuesta a los
esteroides sistémicos, el principal tratamiento, y que puede ocasionar una
mortalidad de hasta un 15 a 20% en paises que no cuentan con instalaciones
adecuadas para el manejo de la enfermedad. La interleucina 18 (IL-18) es una
citocina aparentemente involucrada en la patogenia del pénfigo vulgar al momento
de intervenir en el proceso apoptosis (que es una causa de acantolisis), y a la
formacion de autoanticuerpos (que también inducen acantolisis). Proponemos el
uso de la IL-18 como marcador y predictor de severidad mucocutanea en el PV.
Objetivo. Evaluar el potencial de los niveles plasmaticos de Interleucina 18 como
marcador y predictor de dafio epidérmico en pacientes con pénfigo vulgar.
Metodologia. Estudio observacional, analitico, prospectivo, longitudinal. Se
determiné la concentracion plasmatica de IL-18 por medio de ELISA. Los
resultados se correlacionaron con la severidad de la enfermedad mediante una
prueba de correlacion de Pearson.

Resultados. Se analizé el plasma de 33 pacientes con la enfermedad y 15 de
sujetos sanos, encontramos diferencias significativas entre la 2 concentraciones.
Hubo correlacion entre las concentraciones de IL-18 y la severidad clinica de la
enfermedad.

Conclusion. Las concentraciones de la IL-18 en el pénfigo vulgar son mas
elevadas que en sujetos sanos y se correlacionan con la severidad de la

enfermedad.



Abstract.

Introduction. Pemphigus vulgaris (PV) is a chronic mucocutaneous bullous
disease of unknown origin, sometimes related to steroids response, the main
treatment, and so can be a cause of a 15-20% mortality in countries that don’t have
adequate facilities to treat this kind of disease. IL-18 is a cytokine involved in the
pathogenesis of PV concerning about apoptosis (a cause of acantholisis), and
about autoantibodies (that also induces acantholisis, a major step in PV). We
propose the use of IL-18 as a marker and predictor of mucocutaneous severity in
PV.

Objective. To evaluate the potential of plasmatic levels of IL-18 as a marker and
predictor of epidermal damage in patients with PV.

Methodology. We perform a longitudinal, prospective, analytic and observational
study. We determined the plasmatic concentrations of IL-18 by means of ELISA.
Results were correlated performing a Pearson’s correlate test.

Results. We analyze plasma samples of 33 patients with PV and of 15 healthy
subjects, with significant differences. We found correlation between IL-18 and
disease activity.

Conclusions. IL-18 concentrations in PV were more elevated that in healthy

subjects and had correlation with disease activity.
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MARCO TEORICO.

Generalidades.

Antecedentes historicos.

El pénfigo es un padecimiento autoinmune de la piel y mucosas de origen
desconocido en el que se forman ampollas flacidas debido a un defecto en la
cohesion celular, las cuales al romperse dejan areas denudadas de dificil
recuperacion'?

La palabra “pénfigo” proviene del vocablo griego pemphix que significa ampolla o
burbuja, en alusion a las lesiones elementales de la enfermedad.

Existen muchos reportes antiguos de enfermedades ampollosas. Hipécrates
describio la fiebre penfigoide y Galeno anade el signo de afeccién oral a la
descripcion de Hipocrates. No obstante, resulta complicado asegurar que éstas
son las primeras descripciones del pénfigo. 2

De Sauvages en 1700, utilizd por primera vez el término pénfigo, para describir
una erupcion ampollosa de corta duracion. > Wichmann en 1791 utilizé el término
para designar a una enfermedad ampollosa cronica que corresponde con el
concepto actual. *

MacBride en 1777, identifico los primeros casos y catalogdé por primera vez al
pénfigo vulgar como una enfermedad ampollosa que denominé Morbus
vesicularis. > Hebra, en 1860, restableci6 el concepto de Wichmann y caracterizé
al pénfigo como una enfermedad ampollosa cronica, sin reconocer la existencia
de la forma aguda de la misma. ®

Dentro del estudio de la enfermedad, la acantodlisis, fendbmeno causal de la
enfermedad, fue descrita desde 1881 por Auspitz. / Civatte en 1943 describid las

caracteristicas histologicas del pénfigo vulgar, del vegetante y del foliaceo.



En 1947, Tzank introdujo el término citolégico. En 1953, Lever describi6 las
caracteristicas clinicas e histologicas del penfigoide ampolloso y lo diferencié del
pénfigo verdadero. ®
En 1898, Nikolsky describi6 el signo que lleva su nombre, como el
desprendimiento de la epidermis ocurrido al ejercer una presion lateral con el dedo
sobre la piel. °
Uno de los avances mas relevantes en el entendimiento de esta patologia fue el
descubrimiento de los autoanticuerpos circulantes en el suero de pacientes con
pénfigo, utilizando para ello el método de inmunofluorescencia de Beutner y
Jordan en 1964. '° En 1982, Anhalt y Diaz demostraron la patogenicidad de estos
anticuerpos mediante el uso de un modelo murino. "
Clasificacion
Actualmente el pénfigo vulgar se divide de la siguiente manera:
-Pénfigo vulgar.- En una enfermedad ampollosa mucocutanea crénica
caracterizada por ampollas flaccidas, que dejan extensas exulceraciones y
agravan el prondstico por desequilibrio hidroelectrolitico e infecciones
bacterianas, y que conlleva una mortalidad del 8-15%.
-Pénfigo vegetante.- Es una variante del pénfigo vulgar localizada que produce
grandes vegetaciones sobre todo en regién sacrococcigea, no tiene riesgo de
mortalidad.
-Pénfigo foliaceo.- Es una enfermedad ampollosa cronica caracterizada por
tener ampollas muy superficiales y que inducen prurito mas que dolor y que
conlleva una mortalidad de menos del 5%.
-Pénfigo seborreico o eritematoso. ES uma variante localizada del pénfigo
foliaceo, que afecta cara y tronco, no produce mortalidad pero si intenso
prurito.
-Pénfigo inducido por farmacos.- variedad de pénfigo muy polimorfa
caracterizada por parecerse a cualquier variedad de pénfigo pero que al
suspender el farmaco desencadenante, se controla, inducida principalmente

por d-penicilamina y por IECAs.



-Pénfigo Herpetiforme.- Caracterizado por desarrollo de ampollas simétricas de
distribucion lineal, sobre todo en tronco.
- Pénfigo IgA.- Variedad muy parecida al herpetiforme, pero que tiene
tendencia a elevar en suero y tejidos la IgA.
-Pénfigo paraneoplasico.- variedad de pénfigo muy parecida al vulgar, con gran
afeccion a mucosas relacionado a timomas, enfermedad de Castleman y otros
procesos linfoproliferativos..
Epidemiologia.
La incidencia mundial reportada oscila entre 0.5 a 4.0 por 100,000 habitantes por
afio, '? dependiendo los factores geograficos y étnicos.
El pénfigo vulgar es la variedad de pénfigo mas frecuente. Ocurre con igual
frecuencia en hombres y mujeres, entre la quinta y sexta década de la vida. La
incidencia va de 0.1 a 0.5 casos por 100,000 habitantes por afio en poblacién
general. ® Afecta a todas las razas, con predominio en los judios Asquenazi con
una incidencia entre 1.6 y 3.2 por casos por 100,000 habitantes por afio. En
regiones donde la poblacién judia predomina hay mayor incidencia: Jerusalén
tiene una incidencia estimada de 1.6 por 100,000 habitantes, Connecticut 0.4 por
100,000, Tnez, 2.5 por millén por afio, Francia 1.3 por millén por afio. '
En México, la frecuencia de casos nuevos por afio mostré una tendencia al
aumento, 58 casos vistos en 1980, en comparacion con 123 casos detectados en
la siguiente década. '°
Etiopatogenia
La etiologia del pénfigo es desconocida. Se coloca dentro de las enfermedades
autoinmunes organo-especificas. La susceptibilidad de las enfermedades
autoinmunes es multifactorial. '® Pueden existir factores endégenos (genéticos) y
exdgenos (ambientales) que juegan un papel importante en la etiopatogenesis.
-Factores genéticos:
Los factores genéticos pueden influir de forma importante. Uno de los principales
es el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). EI MCH es una regién de
genes polimérficos cuyos productos se expresan en la superficie celular. Esta

localizado en el brazo corto del cromosoma 6 en 6p21.3. La respuesta inmune de



los anticuerpos y células T es iniciada a través de los genes contenidos en el
MHC. Se subdivide en tres clases basadas en las caracteristicas funcionales de
cada clase (clase I, II, Il). '’

El antigeno leucocitario humano (HLA) se codifica en el MHC; diversos estudios
han mostrado que personas con ciertos alelos tienen un riesgo alto de padecer
enfermedades autoinmunes especificas. '®

Se ha encontrado en pacientes con pénfigo la asociacién con MHC clase Il; HLA-
DR4 (DRB1*0402) y HLA-Drw6 (DQB1*0503), en pacientes judios se encuentran
dos halotipos: HLA-B38, SC21, DR4, DQw8 y HLA-B35, SC31, DR4, Dqgw8.
También se ha observado un aumento en la frecuencia de HLA-A26, B38 Y DR4
en pacientes judios Asquenazi ya que la distribucion de HLA- DR4, Dwq8 en
pacientes judios es de caracter dominante. ' En griegos, son el HLA-B22 (w54,
w55 o w56) y el DRB1*04 y en japoneses, el DRB1*14. En el fogo selvagem existe
una asociacién con el HLA- DRB1. %

En pacientes mexicanos con pénfigo el HLA-DR14 (DRG6) fue el mas comun. En
pacientes con pénfigo foliaceo se observo que el alelo HLA-DR1 esta fuertemente
asociado con esa variedad clinica y su presencia en nuestra poblacion representa
un riesgo relativo muy elevado para padecer la enfermedad. 2’

Las moléculas de histo-compatibilidad asociadas con pénfigo permiten la
presentacion de péptidos de desmogleina 3 o 1 en las células T. Se ha encontrado
que algunos péptidos de desmogleina 3 son capaces de encajar en el sitio de
unién de un alelo HLA-DR especifico y estimulan a las células T de los pacientes.
22

-Factores ambientales:

a) Infecciones.

Las infecciones virales en especial en herpes virus se han identificado como
posibles factores desencadenantes del pénfigo. Se ha encontrado secuencias de
ADN del herpes virus tipo 8 en lesiones de pacientes con pénfigo vulgar, pero su
presencia se puede deber al tropismo del virus hacia estas lesiones.?®> También se
han encontrado secuencias de DNA del virus Epstein-Barr, de la varicela-zoster, y

del herpes virus tipo 6. Al parecer el citomegalovirus puede inducir pénfigo



foliaceo. El posible rol de interferones y de interleucinas en la patogénesis del

pénfigo inducido por virus esta aun en discusion. 2*

b) medicamentos.

Existen pacientes en los que el pénfigo es inducido por medicamentos. Los

farmacos inducen una respuesta inmune de hipersensibilidad tipo Il (citotoxica-

citolitica).

Estos pacientes se pueden dividir en dos grupos:

1.- Pénfigo dependiente del medicamento: donde factores exdgenos como

el grupo tiol (-SH) esta implicado en inducir el pénfigo. El pénfigo

usualmente es reversible cuando se suspende el medicamento. Producen

con mayor frecuencia pénfigo foliaceo el cual se desarrolla en los primeros

12 a 24 meses de iniciar la administracién del medicamento. °

2.- Pénfigo verdadero desencadenado por un medicamento: cuando el

paciente tiene predisposicion genética (DRB1*0402, DRB1*1402 vy

DRB1*0701) para pénfigo y factores exdgenos sin el grupo tiol son

requisitos para desencadenar la enfermedad. %

Diversos mecanismos se han postulado en este tipo de pénfigos:

a)

El grupo tiol puede formar uniones de bisulfito con la placoglobina y
probablemente también a la desmogleina 1 y 3, ?’ produciendo
alteracion de la molécula, formando un neoantigeno con la
produccion de anticuerpos. Estos anticuerpos se unen a la
placoglobina produciendo falla en la union intercelular y acantolisis a
través de la activacion de mecanismos endégenos. %

Los medicamentos con el grupo tiol interfieren directamente con el
sistema inmune. La D-penicilamina tiene accién directa en linfocitos,
promueve la activaciéon de células CD4" Th2. ademas las uniones
sulfhidrilo y bisulfito tienen un papel importante en el desarrollo de y-
globulinas especificas.

El grupo tiol produce acantolisis sin produccion de anticuerpos. Lo

hace a través de mecanismos bioquimicos.



d) El farmaco produce disolucién de los complejos desmosomales vy
probablemente expone antigenos que producen una respuesta
inmune.

e) Los medicamentos sin grupo tiol son aquellos con o sin grupo sulfuro
en su estructura pero forman el grupo tiol in vivo. También presentan
un grupo amida que se ha especulado que también puede ser
responsable de la induccion de la enfermedad.

f) Los medicamentos no tioles inducen acantolisis por mecanismos
inmunes. Diversos estudios han encontrado la presencia de
autoanticuerpos que reconocen los antigenos del pénfigo en
particular desmogleina 3, por lo que estos pacientes desarrollan un
pénfigo vulgar.

Los medicamentos implicados son:

Tioles: D-Penicilamina, captopril, piroxicam, 5-tiopiridoxina, tiomolato sédico de
oro, enalapril. Penicilina y derivados producen degradacion hidrolitica de la
molécula a penicilamina. Aspirina, rifampicina y cefalosporinas contienen un grupo
fenol, polifenoles tienen otro acido tanico involucrado como factor inductor de
pénfigo. Otros medicamentos como fenobarbital, levodopa, propanolol,

interleucina-2, heroina, pirazolonas y sus derivados.

c) Alimentos

Algunos productos alimenticios se piensa que pudieran ser desencadenantes del
pénfigo ya que tienen componentes similares a los medicamentos inductores de
pénfigo tales como el grupo tiol (ajo, cebolla), isotiocianatos (aceite de mostaza),
fenoles (tintura de benzoina, cromato, aspartame, canela, vainilla, vitaminas C y el
acido cinamico que se encuentra presente en manzanas, uvas, naranjas, pifas y
jugo de tomates), taninos (mango, guarana, cereza, aguacate, durazno, té, café,

29

cerveza, vino, chile y pimienta negra). Este aspecto de la dieta todavia es

controvertido y su papel aun esta por determinarse.



d) Climay luz ultravioleta

Otros factores que se han postulado como determinantes para el desarrollo de la
enfermedad son las temperaturas elevadas y las radiaciones ultravioletas que
inducen actividad de IL-1 y produccidon de proteinas reactantes de fase aguda
resultando en la quimiotaxis de neutroéfilos, asi como proliferacion de células T.
También aumenta la produccion de IL-3, IL-6 y factores hematopoyéticos
estimulantes de colonias, seguido de una respuesta de células B y la induccion de
antigenos. * La radiacién ultravioleta es un factor desencadenante de acantolisis
debido a que aumenta la actividad proteolitica de las enzimas implicadas en los
factores de acantolisis, *' unién de IgG y de C3 en espacio intercelular epidérmico,
aumento en el numero de epitopes de desmogleinas 1 y 3 que reaccionan con los
autoanticuerpos patogénicos, y apoptosis de los queratinocitos que hacen a las
células mas susceptibles a la induccidn de acantolisis por auto anticuerpos. >
Fisiopatogenia

Dentro de la fisiopatogenia del pénfigo, los mecanismos de adhesiéon de las
células epiteliales son de gran importancia, ya que el pénfigo es una enfermedad
en la que se encuentran anticuerpos patogénicos anti-cadherinas. Las
cadherinas son una superfamilia de moléculas de adhesion dependientes de
calcio, todas comparten un dominio extracelular comun, ademas presentan
dominios extra e intracelulares que las clasifica en diversas subfamilias, de las que
las mas importantes son cadherinas clésicas y desmosomales. >

Las cadherinas desmosomales incluyen a glicoproteinas de membrana
(desmocolinas y desmogleinas) y placa citoplasmatica (desmoplaquinas y
placoglobinas). ** Las desmogleinas se encuentran localizadas en el cromosoma
18912, *° con los isotipos: Dsg1 y Dsg3 con expresion en el epitelio escamosos
estratificado, Dsg2 epitelio simple y miocardio. ¥ La Dsg4 se expresa en el pelo,
mucosa, cerebro, musculo esquelético, corazén, rifldn, pancreas, glandula salival,
prostata y timo. " Recientemente se han descubierto dos nuevas isoformas de
desmogleinas en ratones Dsg5 y Dsg6. 3

Los pacientes con pénfigo presentan anticuerpos circulantes que se unen

especificamente a un constituyente del epitelio escamoso normal y se les llamo



antigenos del pénfigo. En 1982 Stanley y col, caracterizaron por
inmunoprecipitacion utilizando cultivos de extractos de queratinocitos como
sustrato, el antigeno del pénfigo vulgar como una glicoproteina de 130 kD el cual
corresponde a la desmogleina 3 y en 1984 caracterizaron mediante inmunoblot e
inmunoprecipitacion, el antigeno del pénfigo foliaceo como una glicoproteina de
160kD identificado como desmogleina 1. *°

Se ha propuesto que los anticuerpos del pénfigo estimulan la sintesis y secrecién
del activador del plasmindgeno, que a través de protedlisis, produce digestién de
los desmosomas. *°

Otros estudios en modelos de ratén neonato, han mostrado que la disminucién del
activador del plasminégeno no inhibe la formacién de ampollas por la I1gG, por lo
que concluyen que no es necesario en la induccién de acantdlisis. 1 Se ha
observado que la IgG activa sefiales intracelulares dando como consecuencia la
fosforilacion aberrante de la Dsg. *?

Otras vias involucradas son la activacion de fosfolipasa C, aumento de inositol 1,
4, 5-trifosfato, lo que aumenta el calcio intracelular y activacion de proteincinasa C.
Se necesitan mas estudios para entender mejor la activacion de esas senales de
traduccion en el pénfigo. *

A continuacion se detallara mas sobre los tres elementos mas importantes en la
patogenia del pénfigo, los autoanticuerpos IgG, los linfocitos T y las citocinas.
-Isotipos de IgG:

Se ha caracterizado los epitopes conformacionales de los autoantigenos de Dsg1
y Dsg3. El ectodominio N-terminal contiene los epitopes que son reconocidos por
la IgG. ** Existen dos isotipos de autoanticuerpos anti-desmogleina: IgG1 e IgG4,
el isotipo de los anticuerpos producidos por linfocitos B dependen de las senales
de citocinas que reciben de los linfocitos T especificos. *°

Estudios previos muestran que la IgG4 se asocia a la actividad de la enfermedad y
la IgG1 a la remision.  Se ha visto que la IgG1 reconoce el epitope lineal y la
IgG4 el epitope que tiene un papel importante en la producciéon de anticuerpos
patdgenos en el pénfigo. Los estudios que detectan anticuerpos antiDsg3 en

plasma, lo hacen detectando la fraccién IgG4. *°



-Linfocitos T:

Los linfocitos T son células importantes para mantener el control en el sistema
inmune para evitar que reaccionen contra antigenos propios. La inhabilidad de
regular a las células T reactivas contra antigenos propios puede dar a lugar al
desarrollo de enfermedades autoinmunes (pérdida de la tolerancia).

La produccion de anticuerpos por las células B requiere de la participacion de las
células T ayudadoras en células T dependientes de la respuesta a los anticuerpos.
" La Dsg puede tener un epitope relevante en la interaccién de las células T y B.
La respuesta inmune inicial en los pacientes con pénfigo puede ser de inicio
directamente en contra de un epitope principal y posteriormente existir una
expansion en los otros epitopes de la molécula, este fenobmeno se denomina de
“expansion determinante”. *8

La poblacion de linfocitos T que mas responde contra la Dsg1 y 3 son los CD4".
También se ha sugerido la participacion del receptor transmembrana CD28, el cual
esta involucrado en el control del cambio de Th1-Th2 durante la progresion de la
enfermedad. Su coestimulacion es crucial en el desarrollo de la respuesta Th2. *°
Se conoce que el isotipo de los anticuerpos producidos por las células B es
dependiente de los linfocitos Th que se encuentren durante la interaccion de las
células T-B. Las células T que secretan citocinas Th1, estimulan a las células B
para producir IgG1 y las citocinas Th2 inducen a las células B para secretar 1IgG4.
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-Citocinas:

Existe un patron de produccion de citocinas en el pénfigo: tipo Th1 de las que
predomina IL-2, interferon y (IFN-y), IL-12, IL-18 y Th2 IL-4, 5, 10y 13.

Se han realizado diversos estudios encontrando las siguientes citocinas: Biopsias
perilesionales de pacientes con pénfigo vulgar expresan una mezcla del fenotipo
Th1-Th2, caracterizado por la presencia de IL-2, 4 y de IFN-y. °° Se ha visto un
aumento de los niveles de IL-15 en pénfigo vulgar y pénfigo eritematoso. La IL-15

aumenta la migracion transendotelial y activacion de células T y de las células NK.
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Las citocinas TNFa y la IL-6 se han detectado alrededor de las ampollas en el
pénfigo asi como un aumento en los niveles séricos. ° Los niveles de estas
citocinas correlacionan con la extensién de la lesién. El rol potencial de TNFa y de
la IL-6 favorece las sefales de transduccidon induciendo las cascadas de
apoptosis. >

Se ha sugerido que la IgG del pénfigo induce la produccién de IL-1 y TNFa, dando
como consecuencia acantolisis a través de un aumento en el activador del
plasmindgeno tipo uroquinasa y sintesis de C3 en los queratinocitos. **

Se han encontrado niveles elevados en suero de pacientes con pénfigo vulgar
activo de IL-10, correlacionado con la severidad, actividad y titulos de anticuerpos
antidesmogleinas. La IL-10 a nivel sistémico aumenta y promueve la produccion
de autoanticuerpos y a nivel cutaneo disminuye la inflamacion local. Se produce
localmente por los queratinocitos en respuesta a sefiales generadas por las
células acantoliticas. Estos datos sugieren que las citocinas inflamatorias
participan en la produccion de lesiones en pénfigo de una manera que aun no esta
determinada. *° Trataremos el tema de las citocinas (IL-18) en enfermedades
inmunoldgicas mas adelante.

La apoptosis es un ultimo mecanismo estudiado en enfermedades inmunoldgicas,
entre ellas el pénfigo vulgar. La apoptosis juega un papel fundamental en la
regulacion de la homeostasis celular, y esta involucrada en muchos procesos
fisiopatogénicos. La apoptosis puede seguir a la separacion entre célula y célula
con la pérdida de la interaccién de la matriz celular (proceso llamado “anoikis”, que
se produce en células epiteliales). *°

Se ha reportado recientemente una funcidén de las proteinas relacionadas con Fas
en este tipo de apoptosis. ° Fas es un miembro de la superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral, que se une al ligando Fas (FasL) desencadenando la
apoptosis en muchos sistemas celulares. °® Recientemente se ha propuesto una
relacion entre acantolisis y anoikis. Se han encontrado niveles elevados séricos
de FasL en pacientes sin tratamiento. Los sueros de los pacientes con pénfigo
inducen apoptosis en los queratinocitos a través de la via extrinseca de apoptosis

a través del sistema de Fas/FasL, iniciando la activacion temprana de caspasa 8.



El tratamiento con esteroides reduce el FasL, este tratamiento modula los
procesos de apoptosis. *° Los desmosomas son el blanco durante la apoptosis y
también se ha visto que la caspasa 3 divide la Dsg3. ® La patogenia de la
enfermedad se presenta en la figura 1.

Patagenia dal
Fenfigo wulgar

IO-18 e IL12

naiGk

Figura 1. Patogenia del pénfigo vulgar

Manifestaciones Clinicas

El pénfigo vulgar se caracteriza por la presencia de ampollas flacidas, de
contenido seroso, que aparecen en piel sana o eritematosa y al romperse dejan
areas denudadas y costras melicéricas. Las lesiones son de curacion lenta, no
dejan cicatriz, solo placas hiperpigmentadas residuales. Se presenta el signo de
Nikolsky que consiste en la aplicacion de presién sobre la piel sana, ocasionando
su desprendimiento y el signo de Asboe-Hansen, el cual se realiza ejerciendo
presion sobre una ampolla sana, ocasionando su extensién lateral. Los sintomas
principales son dolor intenso en las areas denudadas. La distribucion puede ser
localizada o generalizada y afectar cualquier parte de la piel y mucosas. ®’

En México, el sitio de inicio de la enfermedad mas frecuente es en la boca 41%,
piel cabelluda 31% y tronco 18%. La mucosa oral puede ser en ocasiones la unica
area afectada, mientras en algunos otros casos se disemina rapidamente al resto
de la piel; sin embargo, en otros puede permanecer en esa zona por varios meses

y posteriormente aparecer en otras areas, o bien sélo afectar la mucosa de la boca



y no desarrollar nunca lesiones en otros sitios. La afeccion de las mucosas incluye
ademas de la oral la faringea, laringea, nasal, conjuntivas, esofagica, vulvar y

anal. La afeccion esofagica se reporta poco en la literatura. ©'¢2

Fases de la enfermedad
Durante el tratamiento del paciente con pénfigo vulgar, se debe tener en cuenta
las fases de la enfermedad para determinar el tratamiento y las dosis de los
medicamentos por utilizar:

1. Fase de Actividad: ElI paciente presenta datos clinicos e
inmunoldgicos compatibles con pénfigo vulgar, con el signo de
Nikolsky positivo y nuevas ampollas. Se va a determinar el esquema
y dosis de la terapia a utilizar. El tratamiento de inicio en esta fase es
con esteroides sistémicos, a dosis de 1mg/kg de peso por dia
manteniendo al menos durante 3 meses. Es la fase en la que se ve
al paciente de primera vez en 80% de los casos y es la fase mas
severa de la enfermedad.

2. Fase de Control: Se encuentra la dosis ideal de medicamentos que
van a evitar la formacién de nuevas ampollas y van a permitir la
reepitalizacién. Cuando se produce la fase de control el esquema de
inmunosupresor no se modifica, ya que las recaidas son frecuentes.
la reduccidon empieza hasta alcanzar la fase de consolidacion. La
fase de control habitualmente se obtiene después de los 3 meses de
inmunosupresor a dosis plena (1mg/Kg. de peso/dia).

3. Fase de Consolidacion: No hay aparicion de nuevas lesiones y se
presenta reepitalizacion del 80-90% de las preexistentes, en este
momento es cuando se inicia la reduccion de los medicamentos. La
reduccién del esteroide se hace de acuerdo al siguiente esquema, de
10mg de esteroide cada 2 semanas hasta llegar a una dosis diaria
de 20mg, entonces se inicia reduccién de 5mg cada 2 semanas

hasta suspender.



4. Remision Clinica: Se define cuando no existen nuevas lesiones y
presenta reepitalizacion total de las preexistentes, por un tiempo
mayor a 6 meses sin o con terapia de mantenimiento que debe ser
una dosis menor a 20mg/dia de prednisona.

5. Se considera Exacerbacién cuando aparecen nuevas lesiones
durante la fase de control o consolidacién y Recaida cuando ocurre
la fase de remisidn clinica. Cuando un caso se exacerba, la dosis
actual de esteroide se duplica (hasta un tope de 100mg/dia) y se
considerara como en la fase de actividad, mientras que en un caso
de recaida se inicia la dosis habitual de 1mg/kg de peso/dia y se
considerara como en la fase de actividad.

Métodos diagnosticos

Los métodos de diagnédstico del PV son importantes debido a que el diagndstico
diferencial entre las distintas variedades de pénfigo es amplio y no siempre se
tiene un diagndstico clinico claro. Los criterios de diagndstico para el pénfigo,
incluyen criterios clinicos, histolégicos e inmunoldgicos, con los tres es posible
estructurar de manera adecuada un diagnostico de pénfigo, apoyando en el facil
diagndstico diferencial de las distintas variedades de la enfermedad. A
continuacion se enunciaran las principales recursos de diagndstico con los que
contamos actualmente.

Examen Histopatologico:

Es importante elegir ampollas recientes para la realizacién de la biopsia, de
preferencia ampollas pequefas. Los primeros cambios consisten en edema y la
desaparicion de los puentes intercelulares en la epidermis inferior. La pérdida de la
cohesion entre las células epidérmicas es un proceso conocido como acantolisis,
esta lleva a la formacion de hendiduras y posteriormente de ampollas
intraepidérmicas suprabasales. Las células basales separadas entre si por la
desaparicion de los puentes, quedan unidas a la dermis como una hilera de
lapidas, las células acantoliticas dentro de la ampolla aparecen redondeadas con
nucleo hipercromatico grande y citoplasma homogéneo. El piso de la ampolla se

encuentra con crecimiento ascendente irregular de las papilas tapizadas por una



sola hilera de células basales. El techo de las ampollas esta constituido por el
estrato espinoso intacto. La inflamacion inicialmente es escasa, principalmente por
eosindfilos. En la etapa de cicatrizacion, la proliferacion ascendente de las papilas
y descendente de las bandas epidérmicas puede ser considerable. &3
Inmunofluorescencia directa (IFD):

Se realiza utilizando cortes cutaneos perilesionales o sanos, cogelados y sin fijar.
Se aplican anticuerpos contra la IgG, IgA, IgM y C3 humano, marcados con
fluoresceina. Si la prueba es positiva se percibe fluorescencia en Iso espacios
intercelulares de la epidermis. Casi siempre se detectan depdsitos de IgG (imagen
en panal de abeja). Los anticuerpos se localizan en el punto exacto de la
formacion de ampollas en la mitad de los México se encontré que la IFD en piel
tiene una sensibilidad del 77.7% y especificad del 100%, en mucosa oral del
83.3% y 100% y en mucosa esofagica 78.9% y no fue valorable para le
determinacion de la especificidad.

Inmunofluorescencia indirecta (IF1):

Se utilizan cortes congelados de eséfago de cobayo, mono o piel humana normal.
Se agregan las diferentes disoluciones del suero del paciente (1:80, 1:160, 1:320,
etc.) al sustrato congelado, se incuba de 30-40min. A temperatura ambiente en
camara humeda. Lavado 3 veces 10 minutos cada vez con buffer de fosfato salino
(PBS), se agrega el conjugado anti inmunoglobulinas marcadas con fluorescencia,
incubacién en camara humeda a temperatura ambiente por 30 minutos, el
segundo sera con PBS. Finalmente se realiza el montaje en un medio en un medio
acuoso y son vistas en el microscopio fluorescente equipado con filtros
apropiados. ® En un estudio realizado en el Hospital General de México la IFl en
mucosas esofagica de mono tiene mayor sensibilidad y especificidad de 97.25 y
100% respectivamente, en piel humana fue baja siendo un 41.7%.

Ensayo inmunoabsorbente de unién enzimatica (ELISA) desmogleina 1y 3:

En 1991 Amagai y col, ®°

clonaron el gen de la desmogleina 1 y 3, generaron
proteinas recombinantes de ectodominio de las desmogleinas a través del sistema
de expresion de baculovirus, observando que son capaces de absorber

anticuerpos patogénicos de suero de pacientes con pénfigo vulgar y folidceo. ®°



Gracias a la utilizacion de estos antigenos recombinantes se ha desarrollado del
método de ELISA, técnica cuantitativa para la deteccion de anticuerpos
antidesmogleina. ®° El método de ELISA representa una prueba sensitiva y
especifica de enfermedad para el diagnéstico de pénfigo. ©’

-Diagnostico:

El diagnéstico del pénfigo depende de la clinica, biopsia y de la IFD e IFl estos
ultimos dos métodos son subjetivos y requieren de un examinador experto, y casi
siempre no se puede distinguir entre pénfigo vulgar y foliaceo. Actualmente el
método de ELISA representa una prueba sensible, especifica y cuantitativa para el

diagnéstico de pénfigo. %

-Fenotipo:

La severidad de la afeccién a la piel y mucosas en los pacientes con pénfigo
vulgar esta determinada por el perfil de anticuerpos contra desmogleinas
clasificandose en dos fenotipos:

a) Mucoso dominante: Presenta erosiones extensas a nivel de mucosa oral,
nasal, ocular y esofagica. Afeccidon limitada a piel. Presenta autoanticuerpos
dirigidos unicamente contra Dsg3.

b) Mucocutaneo: Afeccion extensa a piel, ademas de otras mucosas. Presenta
auto anticuerpos dirigidos contra Dsg3 y Dsg1.

En la piel la Dsg1 se expresa a través de toda la epidermis, pero con mayor
intensidad en las capas superficiales, la Dsg3 se expresa en la parte baja de la
epidermis. En las mucosas la Dsg1 y Dsg3 se expresan a través del epitelio
escamoso, pero es mayor la expresion Dsg3. **

La “teoria compensatoria” explica que los sueros de los pacientes con anti Dsg3
(Fenotipo Mucoso dominante) presentan algunas lesiones a nivel de la piel debido
a la compensacion de la Dsg1. a nivel de Dsg1 es incapaz de descompensar la
funcion de la Dsg3 debido a su baja expresion. *°

Los sueros con anti-Dsg1 y 3 (Fenotipo Mucocutaneo) presentan ampollas
extensas y erosiones en las mucosas debido a que hay alteracion en la funcién de

ambas desmogleinas. *°



El fenotipo clinico del pénfigo vulgar se asocia al perfil inmunoloégico de
anticuerpos anti-Dsg, factores genéticos probablemente estén implicados en el
perfil de auto anticuerpos. Alelos del HLA predisponen al desarrollo de anticuerpos
anti-Dsg1 y 3, y se ha observado que pacientes con anti-Dsg3 y Dsg1 tienen el
riesgo de desarrollar un fenotipo mas severo con lesiones cutaneas extensas. "
Esta clasificacion del pénfigo vulgar en sus 2 fenotipos es de utilidad para
entender los mecanismos fisiopatogénicos de la formacién de las lesiones, para
evaluar la severidad de la enfermedad y dar un prondstico. *°
Tratamiento del Pénfigo vulgar y dificultades en el mismo.
Antes de la era de los corticoides en 1950, la mortalidad por pénfigo era de 90%;
tras el desarrollo de los corticoides disminuy6 en forma muy importante. Su efecto
benéfico principalmente se debe a la capacidad para inhibir la sintesis de
anticuerpos. El mas usado de ellos es la prednisona. Se utilizan dosis elevadas al
inicio. Se calcula en casos de pénfigo vulgar severo, una dosis de 100 mg a 150
mg /dia (1-1.5mg/kg/dia) durante seis a doce semanas hasta el control del
padecimiento; es decir, hasta no existan nuevas lesiones; posteriormente se
disminuye gradualmente hasta alcanzar 20 mg/dia, el promedio es una reduccién
de 5 mg cada ocho dias, para llegar a una dosis de mantenimiento de 5 mg
diarios, esta reduccion se alcanza lentamente, a veces toma varios meses. La
dosis se continua indefinidamente o se puede suspender dependiendo de cada
caso.
Otros medicamentos inmunosupresores se usan en combinacion con esteroides,
en los siguientes casos:

e Pacientes con contraindicaciones para recibir esteroides (ulcera péptica,

diabetes, osteoporosis, catarata, etc.).
e Pacientes que no responden a dosis altas de esteroides por un tiempo
adecuado.

Azatioprina. La dosis es de 2.5 mg/kg/dia o 100 a 150 mg diarios. Se deben
realizar pruebas hepaticas, renales y hematologicas de control. Su efecto
terapéutico se observa hasta después de ocho semanas de iniciado el tratamiento.

Metotrexato. La dosis recomendada es de 35 mg a la semana via oral. Se



requieren pruebas hepaticas, renales y hematolégicas para monitoreo. No esta
indicado en el pénfigo oral porque agrava las lesiones.
Ciclofosfamida. Se utiliza a dosis de 50 a 100 mg diarios. Puede producir
depresion de médula Osea y cistitis hemorragica.
Sulfonas. La dosis es 100 mg por dia. Las complicaciones son anemia y
metahemoglobinemia.

Terapia con oro. Se recomiendan 10 mg por semana (inyeccidn) hasta llegar a 50
mg cada dos a cuatro semanas durante 35 semanas. Puede producir
agranulocitosis y sindrome nefrético.
Se ha utilizado la ciclosporina, con el inconveniente de ser nefrotoxica, la
plasmaféresis y fotoféresis extracorporea con buenos resultados, aunque puede
haber complicaciones como hipovolemia, trombosis e infecciones. Otro tratamiento
indicado es el micofenolato de mofetilo aunque aun no se aprueba oficialmente
para su uso.

En el tratamiento local se recomiendan fomentos o bafios con sulfato de cobre o
permanganato de potasio, polvos como 6xido de zinc y talco o lociones alba.

Los diferentes recursos disponibles para tratar el PV indican la dificultad de
encontrar el tratamiento idéneo para todos los pacientes, sobre todo cuando se
habla de que la prednisona, el tratamiento de primera eleccidn, incrementa el
riesgo de muerte hasta en un 10% en el PV, de ahi la necesidad de buscar
alternativas para monitorizar la enfermedad y predecir el curso de la misma con el
tratamiento.

Monitoreo de la enfermedad.

Se ha intentado correlacionar la severidad del pénfigo con los niveles de
anticuerpos utilizando IFI; sin embargo, diversos estudios han concluido que no
siempre existe una buena correlacién con la severidad. La IFl es una técnica
semicuantitativa y subjetiva. Escasos reportes en la literatura muestran una
relacion entre la actividad de la enfermedad y los valores de anticuerpos
antidesmogleina, pero hasta el momento no se ha publicado un estudio
prospectivo que examine los cambios en los niveles de anticuerpos con relacion a

los cambios en la actividad de la enfermedad. Se ha visto relacién entre la



severidad de las lesiones, a nivel oral, y los anticuerpos antiDsg3 y la severidad
cutanea con los antiDsg1y 3. """

-Tratamiento y Prondstico:

Los factores indicadores para el pronodstico del pénfigo son:
1. Edad en 1la que se inicia. Es mas severo en ancianos.
2. Progreso de la enfermedad antes del inicio del tratamiento. Peor prondstico si
se disemina rapidamente.
3. Extension. Si esta ampliamente diseminado la mortalidad es mayor.
4. La dosis de esteroide necesaria para el control. Si es mayor a 150 mg/dia de
prednisona el pronostico es mas grave.
5. Variante clinica. El pénfigo vulgar tiene el peor pronostico con la mas alta
mortalidad.

El curso del pénfigo es variable e impredecible. En series de pacientes estudiados
por 15 anos se encontré que 10% mueren por las complicaciones del tratamiento,
8% muere por causas no relacionadas a la enfermedad ni al tratamiento, 40%
tuvieron remisién y no necesitaron tratamiento posterior, 15% requirieron dosis
bajas de mantenimiento con corticoides y/o inmunosupresores para mantenerlos
en receso Yy 27% tuvieron moderada actividad de la enfermedad con periodos de
remision y exacerbacion con intervalos de dos meses a 10 afios. *®'°

En la actualidad se conoce poco acerca de marcadores de actividad de la
enfermedad y sobre todo de predictores de la misma. La determinacion de los
titulos de anticuerpos antidesmogleina 3 es de utilidad para la decision en el
tratamiento y el prondstico del paciente. Se pueden utilizar para realizar
estrategias de tratamientos y decidir cuando reducir la dosis de esteroides y
predecir exacerbaciones y recaidas detectando el aumento de los anticuerpos
antes de la evidencia clinica de la exacerbaciéon de la enfermedad. ™
IndudablementeSe necesitan mas estudios prospectivos para confirmar la utilidad
real de este marcador.

Como se menciond en lineas anteriores, las citocinas juegan un papel muy
importante en el proceso de autoinmunidad. La asociacion del PV con diversas

citocinas proinflamatorias relacionadas con su actividad se ha descrito en



numerosas ocasiones. Las citocinas asociadas mas estudiadas son la IL-10, la IL-
8 y el interferén-y, lo cual demuestra que el PV presenta un mecanismo
inmunoldgico de tipo Th1. Estos productos celulares, entre muchas de sus
actividades inmunoldgicas, inducen la activacién de linfocitos B para proliferar y
diferenciarse para producir anticuerpos, por lo tanto, se debe pensar que una
elevacion de estos productos celulares (citocinas), deberia influir directamente en
la activacion de los linfocitos B, con produccién de anticuerpos antidesmogleina,
traduciéndose clinicamente en una aparicion mayor de ampollas que reflejarian
una reactivacion del PV. Dicha elevacién de citocinas incluso preceden a las
manifestaciones clinicas. °*->2

Una de las citocinas proinflamatorias relacionadas con el proceso de autoimunidad
que se ha investigado como marcador de actividad en otras enfermedades
inmunologicas es la IL - 18. Esta citocina fue originalmente identificada como
factor inductor de IFN-y. Es una citocina proinflamatoria de 18.3 kD que fue
aislada por primera vez del higado de ratones con choque téxico. ° Se sintetiza
como una molécula precursora (pro-IL-18) desprovista de una secuencia y
requiere de una enzima convertidora IL-1b protein-cinasa intracelular, también
conocida como caspasa-1, que desdobla a la molécula precursora en un péptido
maduro.”

La IL-18 es secretada por las células de Kupfer y los macréfagos activados, ” y
tiene una capacidad similar que la IL-12 para inducir la producciéon de IFN-gamma
en células T activadas y en células NK. La IL-18 incrementa la expresion del
ligando Fas en los linfocitos T activados y células NK, 8 e induce apoptosis a
través de un mecanismo de la via Fas-FasL, ademas incrementa la expresion de
ICAM-1, " que juega un papel central en la respuesta inmune mediada por células
y en la eliminacién de microorganismos invasores. Kohka y col, " reportaron que
la IL-18 incrementa la expresion de ICAM-1 en una linea celular de
mielomonocitos humanos (células KG-1) por una via independiente de IFN

gamma.



La IL-18 favorece la diferenciaciéon de las células Th-1 en combinacion con [L-12,
induciendo la produccion de IFNy. También induce sintesis de FNTa, IL-1, ligando
Fas y algunas quimiocinas. %

La IL-18 tiene algunas implicaciones clinicas en la modulaciéon de tumores,
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infecciones y en las enfermedades autoinmunes e inflamatorias. Se han

demostrado concentraciones elevadas de IL-18 en pacientes con rechazo a injerto
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después del trasplante de médula dsea, 22 en neoplasias hematoldgicas, %° asi
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COmo en sepsis. En pacientes con disfuncion hepatica antes de la

hepatectomia y en enfermedades inflamatorias hepaticas también se han

encontrado altas concentraciones séricas de IL-18, & al igual que en el lupus
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eritematoso sistémico, artritis reumatoide, en la infeccién por virus de

inmunodeficiencia humana, 8 en enfermedades inflamatorias del sistema nervioso
central, ® en la enfermedad inflamatoria inespecifica intestinal, *° y durante el
trabajo de parto y asociada a las complicaciones del embarazo. *'

La IL-18 se ha utilizado como marcador de actividad de algunas enfermedades

que pueden o no tener afeccion cutanea, entre las que se encuentran: el lupus
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eritematoso sistémico, % psoriasis, ** enfermedad de Behce sarcoidosis,

tuberculosis, % dermatomiositis, sindrome Sicca, esclerodermia, enfermedad mixta
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" colitis ulcerosa, *® infeccion por VIH/SIDA, *° enfermedad
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de tejido conectivo,
injerto contra huéspe y dermatitis atopica. %'

La presencia de altas concentraciones de IL-18 en estas enfermedades habla de
una marcada participacion de la respuesta Th1, reflejando que el queratinocito
participa activamente en el desarrollo de esta inmunidad.

La IL-18 tiene una gran variedad de funciones bioldgicas. Se ha encontrado una
funcidn pleiotropica, ya que puede desempefar un papel regulador en la
inmunidad humana, especialmente en las enfermedades inflamatorias, infecciosas
y autoinmunes. También promueve la angiogénesis y la supresion de tumores.

Estudios como el de Naik y col, "%

observaron que el queratinocito, bajo un
estimulo lesivo, es una fuente muy importante de RNAm IL-18 y que es poco

expresado en las células endoteliales, fibroblastos y melanocitos.



DESARROLLO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

Planteamiento del problema.

El PV es una enfermedad ampollosa cronica de la piel de curso incierto, muchas
veces relacionado a la respuesta a los esteroides sistémicos, el principal
tratamiento, y que puede ocasionar una mortalidad de hasta un 15 a 20% en
paises que no cuentan con instalaciones adecuadas para el manejo de la
enfermedad, como una sala de quemados o con los recursos farmacoldgicos
necesarios para el control hospitalario de la enfermedad.

Los anticuerpos contra la desmogleina 3 son un recurso util para monitorear la
actividad del pénfigo vulgar, inclusive antes de que las lesiones se manifiesten
clinicamente, sin embargo, el reactivo es dificil de adquirir por la mayoria de los
centros hospitalarios que dedican parte de sus esfuerzos al manejo del PV, es
costoso y la mayoria de las veces solo se encuentra disponible para fines de
investigacion. Hasta el momento actual, no existe otro estudio que haya mostrado
utilidad para monitorear y predecir el dafno epidérmico en la enfermedad.

La IL-18 es una citocina aparentemente involucrada en la patogenia del pénfigo
vulgar al momento de intervenir en el proceso de inflamacion, lo que conduce
finalmente al desarrollo de apoptosis (que produce citolisis, que es una causa de
acantolisis), y a la formacion de autoanticuerpos (que también inducen la
acantolisis con formacién de una ampolla intraepidérmica).

Pregunta de investigacion.

¢ Tiene la interleucina 18 potencial para constituir un marcador y predictor de dafo
epidérmico en pacientes con pénfigo vulgar?

Justificacion.

El pénfigo vulgar es una enfermedad que afecta areas variables de piel y
mucosas, con periodos de brotes y remisiones.

El tratamiento basico consiste en la aplicacion oportuna de dosis variables de
corticosteroides. Sin embargo, no existen esquemas para determinar el momento
oportuno de disminuir o aumentar las dosis y reducir el area de piel y mucosas

danadas



Los niveles de anticuerpos anti-desmogleina 3 constituyen un marcador confiable
de la extension del dano a piel y mucosas, e incluso se ha propuesto como
predictor para determinar la necesidad de aumentar la dosis de corticosteroide
El costo y la dificultad para realizar la prueba anterior, hacen practicamente
inaccesible esta prueba para los pacientes con PV en México
La interleucina L18 podria constituir un marcador adecuado de la extension del
dafo.
En piel y mucosas y probablemente un predictor de dafio, cuya prueba seria mas
accesible a la poblacion mexicana con PV.
Objetivos.
General
Evaluar el potencial de los niveles plasmaticos de Interleucina 18 como marcador
y predictor de dafio epidérmico en pacientes con pénfigo vulgar
Especifico.
1.- Analizar los niveles plasmaticos de IL-18 en pacientes sanos.
2.- Analizar los niveles plasmaticos de IL-18 en pacientes con PV y su correlacion
general con la extension del dafio en piel y mucosas (Pemphigus Area and Activity
Score).
3.- Analizar la posible existencia de alguna correlacion que permita anticipar el
dafio futuro a piel y mucosas.
Hipotesis.
La Interleucina 18 tiene potencial para constituir un marcador y predictor de dafo
epidérmico en pacientes con pénfigo vulgar.
Disefio del estudio.

Estudio observacional, analitico, prospectivo, longitudinal.
Material y métodos.
Poblacién.
Se estudiaron pacientes con pénfigo vulgar registrados en la consulta externa del
Servicio de Dermatologia del Hospital General de México con o sin manejo para la
enfermedad, que sean ambulatorios u hospitalizados.

Lugar y duracion.



La selecciéon de pacientes se realizd en el Servicio de Dermatologia del Hospital
General de México, mientras que el procesamiento de las muestras para
determinacién de IL-18 y anticuerpos anti-Dsg3 se realizoé en el departamento de
Inmunologia de la Unidad de Medicina Experimental del Hospital General de
México y en el departamento de Inmunologia del Instituto de Referencia
Epidemiolégica, durante el periodo del primero de junio del 2006 al 28 de febrero
del 2007, con una duracion de 8 meses. El costo del analisis de las muestras de
plasma fue cubierto en su totalidad por los investigadores del estudio.

Plan de analisis.

Se representaron mediante graficas las concentraciones de IL-18, asi como
parametros demograficos. Para determinar si existe correlacion entre los niveles
plasmaticos de IL-18 y la severidad clinica del pénfigo vulgar, se realiz6 un
coeficiente de correlacion de Pearson.

Método de muestreo.

Se establecieron los siguientes criterios de seleccion:

Criterios de inclusion.

Pacientes con diagndstico de pénfigo vulgar basado en criterios clinicos,

histologicos e inmunoldgicos.

— Sexo masculino o femenino.

— Sin tratamiento para la enfermedad al menos 1 mes antes del estudio.

— Con consentimiento informado por escrito para participar en el estudio.

Criterios de no inclusion.

— Presencia de otras enfermedades autoinmunes.

— Presencia de sepsis.

Criterios de exclusion.

— Muerte del paciente después del primer mes de ingresado en el estudio.

— Desarrollo de sepsis después del primer mes de ingresado al estudio.

— Retiro del consentimiento por parte del paciente o representante legal
después del primer mes de iniciado el estudio.

Criterios de eliminacion.

— Muerte del paciente en el primer mes de ingresado en el estudio.



— Desarrollo de sepsis en el primer mes de ingresado al estudio.

— Retiro del consentimiento informado en el primer mes de tratamiento.
Definicion de variables.
Concentraciones plasméticas de IL-18

— Categoria: cuantitativa.

— Escala de medicion: continua, de razon.

— Unidad de medicion: pg/mL

— Operacionalizacion: La determinacién de IL-18 se realizé por medio de

la técnica de ELISA utilizando anticuerpos monoclonales.

Severidad mucocutanea del Pénfigo vulgar

Categoria.- Cuantitativa.
Escala de medicion.- Discreta

Unidad de medicion.- Unidades (indice).

Operacionalizacién.- La severidad se evalué por medio de la

aplicacion del indice de Area y Severidad del Pénfigo (PAAS),

aplicado al inicio del estudio, obteniéndose un rango (gradiente de

severidad menor a mayor) que va de 0 a 60 unidades (puntos)

(Valores menores de 20 son un grado leve, de 20 a menos de 40

son moderados y mayores de 40 severos.

Marcadores Clinicos

Valores Clinicos

0 1 2 3 4 5 6
A. Actividad
a. No. De nuevas ampollas/dia 0 1-5 6-10 11-20 >20
b. Extension periférica de ampollas
ND Leve Moderado Extenso
existentes
c. Signo de Nikolsky Positivo Perilesional Distante
. 71-
B. Area (%) ND 1-15 16-30 31-50 51-70 % >90

Puntaje de Cabeza (C).- (a+b+c) x puntaje de area x 0.1

Puntaje de Tronco (T).- (a+b+c) x puntaje de area x 0.3

Puntaje de Miembros superiores (S).- (a+b+c) x puntaje de area x 0.2

Puntaje de Miembros inferiores (1).- (a+b+c) x puntaje de area x 0.4

Puntaje Cutaneo total (CT).-C+ T+ S+ 1.

Marcadores Clinicos

Valores Clinicos

0

1




A. Area ND | Unsitio | Dos sitios | >2 sitios

B. Severidad ND | Leve Moderado | Severo

Puntaje de Membrana Mucosa (M).- Puntaje de Area + Puntaje de Severidad

Puntaje Total.- CT + M
Agarwal M. Pemphigus area and severity score (PAAS) — a novel clinical scoring method for monitoring of pemphigus vulgaris patients. Int J Dermatol

1998; 37: 158-60

Otras variables a controlar.
Edad del paciente.

— Categoria: cuantitativa.

— Escala de medicion: continua, de razoén.

— Unidad de analisis: anos.

— Operacionalizacién: Se catalogd como edad a los anos cumplidos al
momento de iniciado el estudio.

Sexo (Género) del paciente.

— Categoria: cualitativa.

— Escala de medicion: nominal (dicotomica)

— Unidad de andlisis: sexo masculino o femenino.

— Operacionalizacién: Se catalogé como sexo o género del paciente al
fenotipo observado.

Utilizacion de esteroides sistémicos.

— Categoria: cualitativa.

— Escala de medicion: nominal.

— Unidad de andlisis: dicotomica.

— Operacionalizacién: Se considera como el uso de esteroides
sistémicos (orales) durante el estudio. La dosis basal de esteroide
oral no se modificd durante todo el estudio.

Tamafo de la muestra.

Al no tener valores aproximados de IL-18 en poblacion mestiza, ni en pacientes
con PV, no fue posible utilizar en ese momento una comparacion de dos medias,
por lo que se utilizé una férmula para estimacién de proporciones.

Se aplicdo dicha féormula considerando una probabilidad de aumento en las

concentraciones de IL-18 en 75% de los pacientes con Pénfigo vulgar y en un 25%



de los controles sanos; con un valor  de 10% y un valor o de 5%. Estimando lo
siguiente:

P1=75%, 0.75.

P2=25%, 0.25.

Zo= 1.96 (0.05)

Zp=1.28 (0.1)
n = [ Za [ 2.Py(1-P2)] — ZB N[ P1.(1-P1) + P2 (1-P2)?

(P1—P2)
n = 1.96 V[ 2 (0.25)(1-0.25)] — (- 1.28) \ [0.75 (1-0.75) + (0.25 (1-0.25)]]%

(0.75-0.25)?
n = (1.20024997 + 0.783836718)?

0.25

n = 3.93659995

0.25

n=15.74 =16 sujetos por grupo (con la enfermedad y en sujetos sanos)

Los resultados obtenidos de dicha comparacién son los siguientes:

Los valores de IL-18 se encontraron en el orden de 50.4 £ 25.89 pg/mL (15-99
pg/mL) en sujetos sanos. En pacientes con pénfigo vulgar, se observaron valores
de 175.15 £ 110.62 pg/mL (38-475 pg/mL). La comparacién estadistica en estos
grupos por la prueba de Mann-Whitney mostrd diferencias estadisticamente
significativas (p= 0.001).

Al conocerse el valor de la varianza de la distribucion de la variable de respuesta
en el grupo de referencia y decidir la minima diferencia que se considero de
relevancia clinica y que fue capaz de detectarse, se fijaron los grados de error a y

By se procedié a utilizar la férmula de comparacién de dos medias.



La férmula a aplicar fue la siguiente: n= 2(Zo. + ZB)* S%d? en donde n es el
numero de sujetos necesarios en cada uno de los grupos, Za es el valor de Z
correspondiente al riesgo o fijado y Zg el del riesgo B fijado. Se consideré6 como
S? a la varianza de la distribucién de la variable cuantitativa que aparentemente
existe en el grupo control (de referencia) y d? al valor minimo de la diferencia que
se desea detectar.

n= numero de sujetos necesarios por grupo.

Za= valor de Z en relacion al riesgo a fijado (1.96, a 0.05).

Zp= valor de Z en relacion al riesgo f fijado (0.842,  0.2).

S?%= varianza de la distribucion de la variable cuantitativa que se supone que

existe en el grupo de referencia (S?= (404.3517)?).

d?= valor minimo de la diferencia que se desea detectar (359.2 pg/mL).
Sustituyendo:
n= 2(Zo + Zp)? S%/d?
n=2 (1.96 + 0.842)2 (404.3517)2 / (359.2)2
n=2567348.419/ 129024.6
n=19.898 = 20
n= 20 sujetos + 15% de perdidas en seguimiento.
En total se seleccionaron 33 pacientes con PV de manera no aleatoria y en base a
tamafo de muestra. Los pacientes seleccionados cubrian los criterios de seleccion
y tenian registro como pacientes en la consulta externa del Servicio de
Dermatologia del Hospital General de México.
Método de muestreo.
No probabilistico, de casos consecutivos que cumplieron con los criterios de
seleccidn, hasta alcanzar el tamafio de la cohorte que constituyé una muestra de
pacientes con diagndstico por criterios clinicos, histolégicos e inmunoldgicos del
pénfigo vulgar.
Descripcién operativa del estudio.
Se efectudé un estudio preliminar para determinar el potencial de los niveles

plasmaticos de Interleucina 18 como marcador y predictor de dafio epidérmico en



pacientes con pénfigo vulgar. La toma de muestra de plasma fue mensual en 3

determinaciones incluyendo la basal.

1.

El paciente fue seleccionado de la consulta externa del
Servicio de Dermatologia del Hospital General de México en

base a criterios de seleccion.

. Al considerar al paciente como apto para el estudio, se

procedio a entrevista dirigida donde se interrog6é acerca del
consentimiento informado para participar en el estudio (Anexo

1) y para la toma de la muestra de sangre de 5mL.

. Se requiridé interrogatorio y exploracion fisica dirigida (Anexo

2).

La toma de muestra de sangre de 5mL se realiz6 de manera
aséptica (Anexo 3).

La muestra se centrifugé antes de transcurrir una hora y se
conservo el plasma en criotubos de 3mL a temperaturas de
entre -20 y -30° C.

La determinacion de las concentraciones de IL-18 presente en
plasma se realizé6 por el método de ELISA con placas
recubiertas con anticuerpo monoclonal de ratén especifico

para IL-18.

Determinacion de IL-18 plasmatica.

1.

Las concentraciones de la IL-18 se determinaron del plasma de

sangre obtenida por puncion periférica al momento de aceptar el

paciente participar en el estudio.

El volumen de sangre que se obtuvo fue de 3mL, la cual se

depositdé en tubos con EDTA (tubo de biometria hematica), se

centrifugd y el plasma se almacen6 en tubos de polipropileno

(criotubos) a -20 a -30° C hasta que se efectud su analisis.

Se utilizaron equipos de ELISA especificos MBL (Medical and

Biological Laboratories) CO, LTD que tenian microplacas con



anticuerpos monoclonales con anti-IL-18 marcados con
peroxidasa como anticuerpos de deteccidon para esquema de
captura (sandwich 6 emparedado) (cada microplaca contiene 96
pOZO0Ss).

4. Las lecturas se hicieron en un lector automatico marca Organdn
Teknika Reader, modelo 230-S versiéon 1.23.

5. Previo a la aplicacién del plasma de los sujetos del estudio, se
calibré el equipo con un calibrador liofilizado de IL-18 humana.

6. Ya calibrado el equipo, se aplicd plasma de cada uno de los
sujetos del estudio en los pozos, se incubd y posteriormente se
lava y se adiciona el reactivo conjugado (anti-IL-18 humana
conjugado con peroxidasa) y se incuba nuevamente (1hr a 20-25°
C).

7. Posterior a la segunda incubacién, se aplicé una solucion acida a
cada pozo para detener la reaccion enzimatica y estabilizar el
color desarrollado.

8. Se utilizé un lector de microplaca para medir la densidad optica
de cada pozo a 450nm.

9. La concentracion de IL-18 se determin6é por medio de una curva
de concentracion, basandose en estandares de referencia.

10.La lectura de la absorbancia se efectu6 dentro de los primeros 30

minutos de haberse detenido la reaccion.

Aspectos éticos.

La investigacion fue clasificada como de riesgo minimo, ya que la toma de la
muestra de sangre periférica se efectué de acuerdo a las normas vigentes de
asepsia y antisepsia para evitar contaminantes. El estudio en general fue
aprobado por el Comité de Investigacion el 21 de junio del 2006 con numero de
oficio C1/06/098 y por el Comité de Etica del Hospital General de México el dia 05
de julio del 2006 con numero de oficio CE/06/228.

Se solicitdé consentimiento informado por escrito al paciente o responsable legal.



Resultados.

Pacientes.

Los datos de los pacientes se exponen en la tabla 1.

Numero de pacientes (%) Valor de p
Variables Pénfigo vulgar | Sanos n=
n= 33 15
Sexo
Masculino 14 (42) 6 (40)
Femenino 19 (58) 9 (60)
Edad (afos)
Media DE 30.80 £ 7.97 30.36 £ 6.59 | 0.852
Rango 20-45 afnos 20-45 afios
Severidad de
enfermedad
SCA 42.5+22.3
PAAS 29.27 +12.16
Niveles de IL-18
IL-18 (pg/mL) 206.45+154.76 | 99.07+49.13 | 0.012

Tabla 1. Datos demograficos y clinicos de la muestra estudiada.

Se estudié un total de 48 sujetos, 15 sujetos sanos y 33 con pénfigo vulgar de
reciente diagndstico y aun sin tratamiento sistémico. Los promedios de edad
fueron 30.36 + 6.59 (20-45 anos) en el grupo de sujetos sanos y 30.80 £ 7.97 afos
(20-45 anos) en el grupo con la enfermedad.

El tratamiento asignado a los pacientes con pénfigo vulgar fue con prednisona a
dosis de 0.5 a 1mg/kg/dia, de acuerdo a severidad clinica, por el tiempo de
seguimiento del estudio (3 meses), sin modificar la dosis basal.

Ningun paciente presentdé datos de infeccidn a nivel de piel ni a nivel de vias

urinarias y respiratorias, sin embargo a todos se les inicié una dosis empirica de



ceftriaxona 1gr dosis unica. No se utilizaron adyuvantes o ahorradores de

esteroides dentro del tiempo de seguimiento.

Concentraciones séricas de IL-18 en sujetos sanos.
Los valores de IL-18 se encontraron en el orden de 99.07 + 49.13 pg/mL (23-195
pg/mL) en sujetos sanos. En los sujetos sanos se observaron valores

relativamente altos de IL-18 con una gran variabilidad (Fig 2).
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Fig 2. Valores de IL-18 de sujetos sanos.

Al hacer la correlacién de los niveles de IL-18 en pacientes sanos con la edad y el

género de los mismos, observamos que tal correlacion es poco probable (Fig 3).
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Fig 3. Relacion de la IL-18 con la edad y el sexo de sujetos sanos.

Concentraciones séricas de IL-18 en pacientes con pénfigo vulgar.

En pacientes con pénfigo vulgar, se observaron valores de 206.45 + 154.76 pg/mL

(15-657 pg/mL) (Fig 4). Observamos que los niveles de IL-18 son similares a los

de los sujetos sanos, aunque algunos sujetos con la enfermedad presentan

niveles marcadamente elevados.
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Fig 4. Valores de IL-18 en PV.



Siguiendo la tendencia anterior de los datos, no parece existir una relacién entre

los niveles de IL-18 y el género (Fig 5).
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Fig 5. Relacion de la IL-18 con el sexo en PV.
Al hacer lo mismo con la edad, de igual manera no encontramos relacion con los
niveles de IL-18 (Fig 6).
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Fig 6.- Relacion de la IL-18 con la edad en afios en PV.

Relacién entre niveles de IL-18 y Superficie corporal afectada.



Al hacer la correlacion entre los niveles de IL-18 y la superficie corporal afectada
en PV, se encuentra una adecuada correlacion entre dichos parametros.
Curiosamente, la division por 7 de los niveles de IL-18 correlaciona bien con el

area danada (Fig 7).
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Fig 7. Correlacion entre los niveles de IL-18 y la superficie corporal afectada en
PV.

Para el procesamiento de los datos, se dividieron arbitrariamente los sujetos, de
acuerdo a intervalos (0-99, 100-199, 200-299, =300) en los valores de IL-18 (Tabla

2).

0-99 8
100 - 199 14
200-299 4
> 300 7
TOTAL 33

Tabla 2. Estratificacion de los valores de IL-18 en PV.



Al hacer la correlacion por intervalos, se muestra una correlacion promedio
aceptable con la extension de piel y mucosas dafadas, encontrandose que a

mayor nivel de IL-18, mayor dafio en la piel (Fig 8).
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Fig 8. Correlacion por intervalos de la IL-18 con severidad cutanea. Las lineas
rojas separan el dano cutaneo en leve, moderado y severo. A la derecha se
presenta el prondstico por extension de dano cutaneo mensual.

Si el objetivo del tratamiento fuera tener al paciente debajo de 20, pareceria clara
la necesidad de aumentar la dosis de corticosteroides en los pacientes con IL-18 >
99.

Sin embargo, esto es promedio, ¢ habra un predictor mejor?, ;sera la tendencia a
subir o bajar los niveles de IL-18 durante el primer mes, respecto al valor basal, un
buen predictor de dafo futuro que nos permita ajustar la dosis de corticosteroide u
otro tratamiento?.

Para responder esto, determinamos el agravamiento del PV por la tendencia de la

IL-18 basal y al primer mes (Fig 9).
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Fig 9. Agravamiento del PV en relacién a la tendencia de IL-18 basal al primer mes
(valores de IL-18 de 0-99 pg/mL).

Observamos que en los pacientes con IL-18 <100 que baja, la respuesta al
tratamiento inicial es buena, no teniendo necesidad de ajustar dosis de esteroide o
agregar adyuvante, mientras que en los pacientes que sube, hay necesidad de
aumentar la dosis de esteroide oral o agregar un adyuvante.

En los pacientes con IL-18 en valores de 100 — 199pg/mL que tienden a bajar, la
respuesta al tratamiento es buena, pudiendo incrementar la dosis de esteroide
para intentar una respuesta mas rapida. Por otra parte, en los pacientes que sube,
observamos mala respuesta al tratamiento, por lo que es necesario incrementar la

dosis de esteroide y/o agregar un adyuvante (Fig 10).



199 143 48 271 34

=6
1R - 40
140 -
1 E)
1Ky - -
T o= *
E =
[
S @ 2w
2 = L
Q- T
w @
= =]
= o]
2«
00 - =L
E..
m.
0 - ®
M=8
BASAL MES 1 B BASALS MES 1@ MES 2 B MES 3

153 276 27 29 12

Fig 10. Agravamiento del PV en relacion a la tendencia de IL-18 basal al primer
mes (valores de IL-18 de 100-199 pg/mL).

En los pacientes con IL-18 con valores de 200 — 299pg/mL que tienden a bajar, la
respuesta al tratamiento es buena, pudiendo incrementar la dosis de esteroide

para acelerar la respuesta al esteroide. En los pacientes en donde la IL-18 sube,

es necesario incrementar la dosis de esteroide y agregar un adyuvante (Fig 11).
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Fig 11. Agravamiento del PV en relacion a la tendencia de IL-18 basal al primer
mes (valores de IL-18 de 200-299 pg/mL).



En los pacientes con IL-18 con valor >299 que tiende a bajar en el primer mes, la

respuesta al tratamiento es mejor, aunque requiere ajuste de la dosis de esteroide

oral. En los pacientes en donde los valores de IL-18 se incrementan, la respuesta

al tratamiento es mala, por lo que es necesario aumentar la dosis de esteroide oral

y agregar un adyuvante (Fig 12).
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Discusion.

El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad ampollosa autoinmune (PV), que en la
actualidad condiciona altos indice de morbi-mortalidad anualmente, motivo por el
que se debe de contar con las herramientas necesarias para evitar dichos
eventos. Para tales fines es de vital importancia contar con recursos accesibles
que permitan al médico un eficaz control de la enfermedad. *

En el PV se rompe el equilibrio de la respuesta inmunoldgica, la que tiene por
finalidad, de manera habitual, el reconocimiento de agentes externos y montar una
respuesta sea de tipo celular, humoral y/o combinada para preservar la
homeostasis del organismo; se ha visto a través de estudios experimentales que al
desestabilizarse esta armonia pueden generarse procesos autoinmunes en los
que estan involucrados de manera importante los linfocitos T, dilucidando de tal
manera la serie de mecanismos relacionados, los cuales siguen en estudio y aun
no se ha determinado con certeza el papel que juegan la inmunidad Th1 y Th2, asi
como la interrelacién de las citocinas derivadas de ambas lineas. *

Es de relevancia destacar las lineas de investigacion que describen los
mecanismos fisiopatogénicos de algunas enfermedades que se caracterizan por
compartir un fondo inmunoldégico comun, principalmente condicionado por la
respuesta tipo Th-1, que conlleva a la cascada inmunoldgica responsable de la
generacion de los autoanticuerpos que condicionan el dafio directo observado. 4.12
Dentro de los procesos involucrados en el desarrollo de la enfermedad solamente
se han dilucidado algunos de ellos y dentro de estos se sabe que la
susceptibilidad genética condiciona una desregulacién inmunolégica que aunada a
otros procesos multifactoriales son los responsables del desencadenamiento y
mantenimiento de la entidad, siendo asi que la liberacion de las citocinas
involucradas, objeto de nuestro estudio, preceden a las manifestaciones clinicas.
Es bien sabido que la IL-12 es una de las principales citocinas implicadas en el
dafio tisular en enfermedades autoinmunes y parece ser uno de los productos
esencialmente involucrados en la induccion eficaz de la inmunidad Th1. &
Recientemente se ha aceptado que la IL-18 acelera la enfermedad autoinmune,

actuando de manera sinérgica con la IL-12, incrementando reciprocamente la



expresion de sus receptores y de los niveles de IFN-y. Los efectos de la IL-18 en
el desarrollo de la enfermedad autoinmune se incrementan al reducir los niveles
de IL-10, principal promotor de la inmunidad Th2, la cual se conoce que tiene
efectos antiinflamatorios. En tales procesos inmunologicos, se implican una
gamma de organos afectados y la IL 18 se ha utilizado en algunas entidades como
un marcador certero de actividad, deterioro y/o evolucion en ciertos
padecimientos, lo que va directamente relacionado a la oscilacion de dicha
citosina, de ahi que al monitorizar la IL 18 pueda reflejar la actividad del pénfigo
vulgar, ya que es responsable de favorecer la preservacion del proceso auto-
inmune al generar IFN-y, FNT a, IL-1 y otras quimiocinas, aumentar la expresion
del ligando Fas en los linfocitos T activados y células NK, inducir apoptosis a
través de un mecanismo de la via Fas-FasL, ademas de que favorece la expresion
de ICAM-1, que juega un papel central en la respuesta inmune mediada por
células y en la eliminacibn de microorganismos invasores, asi como la
diferenciacion de las células Th-1 en combinacién con IL-12. 767980

La presencia de altas concentraciones de IL-18 en estas enfermedades habla de
una marcada participacion de la respuesta Th1, reflejando que el queratinocito
participa activamente en el desarrollo de esta inmunidad, ya que al encontrarse
bajo un estimulo lesivo, se convierte en una fuente muy importante de RNAm IL-
18. 81

Determinar la actividad de una enfermedad autoinmune resulta dificil ya que es el
resultado de numerosos procesos inmunoldgicos siendo complicado saber con
precision si un determinado factor es importante o no en la patogenia de la
enfermedad. No obstante, la IL-18 se ha utilizado con gran éxito para monitorizar
la actividad de un sin numero de enfermedades autoinmunes, aunque nunca en el
PV, y mucho menos que se utilice para normar una conducta terapéutica en una
enfermedad de dificil respuesta incluso a los esteroides orales.

Es propio en este momento establecer que en el estudio, la IL-18 no solo se elevd
considerablemente en la enfermedad, sino que correlaciond con la severidad de la
misma y permitié establecer puntos de corte para modular el régimen terapéutico a

seguir, motivo de un estudio futuro.



Cabe mencionar, sin embargo que el estudio tuvo algunas limitaciones que es
necesario considerar. Primero, las citocinas en el plasma pueden no reflejar las
concentraciones tisulares, que pueden llegar a ser mucho mas elevadas y no
permitir evidenciar una relacion clinica-laboratorial. Segundo, las citocinas en el
plasma pueden estar unidas a proteinas, receptores o autoanticuerpos, lo que
puede retrasar su aclaramiento. Tercero, el kit que utilizamos para medir los
niveles plasmaticos de IL-18, nos proporciona los niveles de la citocina que se
encuentra en forma libre y madura, sin embargo, no nos ofrece datos sobre los
niveles de la Pro-IL-18, que es verdaderamente un inductor de la proteina Fas y
sus niveles podrian apoyar para hacer un estudio de correlacion entre los dos
sustratos, sin embargo, para lo anterior se hubiera necesitado hacer la medicion
de la citocina en tejidos.

Dentro de lo destacable del estudio, ademas de lo anterior, fue determinar los
niveles séricos normales de IL-18 en la poblacion mexicana sana, ya que
actualmente se desconocian dichos valores y a su vez estos comparados con los
encontrados en los pacientes con pénfigo vulgar, donde encontramos diferencias
significativas.

El encontrar correlacion entre las dos variables mas importantes del estudio
(niveles de IL-18 y severidad clinica), nos permite concluir que la IL 18 es un
marcador directo de la enfermedad ya que ésta puede condicionar acantolisis
(signo histologico de actividad inmunologica en el PV) mediante varias vias, una
de ellas es directamente sobre el desencadenamiento de la respuesta tipo Th1 y
de esa forma activar el mecanismo inmunoldgico relacionado y ya conocido del
PV; en segundo lugar puede producir apoptosis al incrementar la expresion del
ligando Fas en los linfocitos T activados y células NK, "8 e inducir asi la apoptosis
a través de un mecanismo de la via Fas-FasL *® y por Gltimo induciendo la
generacion de anticuerpos antidesmogleina 3 (aDsg3), por lo que es sugerente
que la actividad de la enfermedad pueda correlacionarse con los niveles tanto de
IL-18 como de los anticuerpos aDsg, lo que puede ser de utilidad para el clinico
para orientarlo durante el abordaje terapéutico del paciente. Es posible que los

niveles de IL 18 sean de inicio mas precoz que los anticuerpos aDsg, ya que en la



patogenia de la enfermedad, el primero puede considerarse una pieza
fundamental para estimular al linfocito B a diferenciarse y generar anticuerpos
especificos para desmogleina 3 y por tanto ser de mayor utilidad para el
dermatologo, proporcionando asi una herramienta de caracter no invasiva, de bajo
costo que permitira al clinico la atencién oportuna y eficaz de los pacientes con PV
ante las exacerbaciones o recaidas de la entidad, reduciendo en consecuencia la

morbi-mortalidad de estos pacientes.

Conclusiones.

1. La IL-18 se encuentra en mayores concentraciones en el PV que en sujetos
sanos (sin enfermedad inmunoldgica).

2. Los niveles de IL18 sérica se correlacionan con la severidad clinica del
pénfigo vulgar. EI monitoreo de la misma proporciona una herramienta
accesible, econémica y facil de realizar en un laboratorio de Inmunologia.

3. Permite predecir la evolucion de la enfermedad con lo que se pueden tomar
conductas terapéuticas pertinentes.

4. Dicha medida reducira brotes severos de la enfermedad y los costos de
tratamientos innecesarios, que a su vez impactardn en los gastos

hospitalarios y el indice de morbimortalidad de la entidad.
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Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado

Autorizacion para participar en el proyecto de investigacion titulado:

Analisis preliminar de los niveles de Interleucina 18 como marcador y
predictor de dafio epidérmico en pacientes con pénfigo vulgar.

Investigador:

Dr. Andrés Tirado Sanchez. Servicio de Dermatologia, Hospital General de
México, O.D.

1. El proyecto de investigacion corresponde a Riesgo minimo.

2. Apartados

I. El médico del estudio invita al paciente a participar en un estudio de
investigacion debido a que padece una enfermedad llamada Pénfigo Vulgar, que
es una enfermedad ampollosa de la piel y las mucosas. En este estudio se
evaluara un nuevo estudio de laboratorio que servira para determinar la severidad
de la enfermedad que padece (Pénfigo vulgar).

El marcador de laboratorio se llama Interleucina 18 y se usara para evaluar la
severidad de la enfermedad que padece. Para llevar a cabo esto se necesitara
una muestra de sangre de 5mL que se analizara sin costo alguno y al analizarse
se comparara con pacientes que no tengan la enfermedad.

II. Si participa en el estudio, se requerira solo una visita en la que se tomaran
todos los datos necesarios para su participaciéon. La toma de muestra de sangre
de 5mL es el unico procedimiento que se realizara y que implicara una pequena
molestia transitoria en el sitio de la puncion. EIl objetivo de esta toma de muestra
es analizarla y determinar una sustancia en la sangre que se llama Interleucina 18
que se comparara con mediciones hechas en pacientes sin la enfermedad y ver si
tiene utilidad para ver la severidad de su enfermedad.

lll. Ademas de la incomodidad de la consulta, los riesgos y molestias que se
conocen debido a los procedimientos de este estudio podran incluir algunos:

La puncion venosa superficial para obtener la muestra de sangre de 5mL puede
incluir molestias locales como dolor leve a moderado, transitorio, no incapacitante

ni con secuelas en el resto del organismo.



Debido a que se tomara la muestra con todas las medidas de asepsia y antisepsia,
se reduce casi al total el riesgo de contaminacion local, que si ocurriera se
constituiria con eritema y edema locales, con dolor leve a moderado, que cede con
antibioticoterapia sistémica que seria proporcionada por el investigador en caso de
presentarse en el sitio de puncion, dentro de las dos semanas posteriores a la
toma de la muestra de sangre de S5SmL.

IV. Es posible que este nuevo marcador de laboratorio permita detectar fielmente
la severidad de la enfermedad con lo que se podria instaurar un tratamiento mas
efectivo que disminuya la severidad de las crisis o exacerbaciones de la
enfermedad. Sin embargo, es necesario que sepan que este marcador de
laboratorio no se puede considerar como efectivo completamente y que puede dar
resultados no utiles y que no reflejen la severidad de la enfermedad. EI paciente
podria no beneficiarse por participar en el estudio, pero su participacion podria
ayudar a otros pacientes en el futuro, gracias a la informacién que se obtenga.

V. Gracias a la informaciéon que se obtenga que se podria crear un reactivo que
permitiria detectar mas fielmente la actividad de la enfermedad que padece, con lo
que usted se beneficiaria al reducir sus gastos hospitalarios y su calidad de vida
seria mejor ya que podriamos conocer con prontitud si su enfermedad tiene
posibilidades de activarse o no.

VI. El médico del estudio esta disponible para contestarle cualquier pregunta que
pueda tener acerca del marcador de laboratorio descrito o del procedimiento del
estudio.

VII. El paciente no renuncia a ningun derecho legal por el hecho de firmar esta
carta de consentimiento. La firma del paciente indica ha leido y entendido la
informacion de esta carta. Se le ha explicado el estudio y ha podido hacer
preguntas sobre todo lo que no entendia bien, y las preguntas han sido
respondidas satisfactoriamente. Ademas, se comprende que la participacion del
paciente es totalmente voluntaria. El no desear participar en el estudio no
supondra ninguna multa, nadie se enojara con el paciente o sus familiares y su
decision no influird en la atencidon médica a la que el paciente tenga derecho en

esta institucion de salud.



VIII. El paciente tiene derecho a la confidencialidad y todos los datos recopilados
en este estudio permaneceran confidenciales, dentro de los limites que marque la
ley.

Es posible que los resultados del estudio, cualquiera que sean, se publiquen en un
medio electronico o escrito, por lo que usted mediante la firma de este documento
lo autoriza, siempre y cuando se mantenga secreta u oculta la identidad del
paciente.

IX. El paciente y el responsable legal tendran derecho a conocer los resultados del
estudio practicado, asimismo se les explicara detalladamente el significado de
dichos resultados.

Xy Xl. Ni al paciente ni a los familiares se le cobraran nada por el marcador de
laboratorio ni por la evaluacidon clinica realizada como parte del estudio. El
marcador de laboratorio se determinara gratuitamente por parte del investigador
como parte del estudio.

La atencion de problemas de salud no relacionados con este estudio seguira
siendo responsabilidad del paciente, como lo hace habitualmente.

Ni el paciente ni los familiares recibiran compensacién econdémica por la
participacion del paciente en el estudio.

En caso de dafnos directamente relacionados con la investigacion que ameriten
tratamiento meédico, éste sera proporcionado en su totalidad por los investigadores
hasta su resolucidn. No se contempla la posibilidad de compensacion econdémica
(indemnizacion) por tener esta investigacion recursos limitados.

X'y XIll.



Nombre o huella digital del paciente

Fecha

Familiar o Responsable legal

Fecha

Testigo 1(Nombre y Direccién)

Fecha Relacion

con el paciente

Testigo 2 (Nombre y Direccion)

Fecha Relacién

con el paciente

XIV. Si el paciente o los familiares creen que el paciente tiene algun problema de
salud secundario a su participacion en este estudio, por favor acuda (n) de
inmediato con el Dr. Andrés Tirado Sanchez al Servicio de Dermatologia del
Hospital General de México de 8 a 16hr con este documento o llame al celular
5527-44-2811 las 24hrs.

XV. En caso de requerir atencion médica después del horario mencionado (8 a
16hrs), acuda al Servicio de Urgencias del Hospital General de México, disponible
las 24hrs.

Anexo 2. Hoja de Recoleccion de Datos.
Proyecto de Investigacion.- “Anélisis preliminar de los niveles de Interleucina
18 como marcador y predictor de dafio epidérmico en pacientes con pénfigo

vulgar.”.

México, D.F. a de del 200

Iniciales

NUumero de expediente
Edad

Sexo




PAAS Fecha.-

PAAS Fecha.-
PAAS Fecha.-
PAAS Fecha.-
Concentracion plasmatica de IL-18 Fecha.-
Concentracion plasmatica de IL-18 Fecha.-
Concentracion plasmatica de IL-18 Fecha.-
Concentracion plasmatica de IL-18 Fecha.-

Dosis de esteroide oral.-

Variedad fenotipica del pénfigo.-




Anexo 3. Procedimiento para la recoleccion de la muestra.
Objetivo.- Detallar los pasos a seguir para una correcta recoleccion de muestra
sanguinea para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de
Interleucina 18 (IL-18).
Alcances.- Pacientes con carta de consentimiento informado.
Responsable.- Dr. Andrés Tirado Sanchez.
Referencias.- Instrucciones insertas en el estuche comercial Enzyme
Immunoassay.
Equipamiento y materiales.- Tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA (tapon
morado), alcohol, torundas de algoddn estéril, aguja para Vacutainer #21,
adaptador de aguja (camisilla de plastico), ligadura, guantes de latex #7 estériles
desechables, contenedor solido para material punzocortante (caja roja con tapa
blanca), contenedor de bolsa (roja con plastico grueso).
Desarrollo.-
1. La persona responsable de la toma de la muestra debe traer una
identificacién visible.
2. Preguntar al paciente su nombre y apellidos completos
Se identificar el tubo con la informacién del paciente, el numero del
expediente y la fecha.
Preparar todo el material necesario
Sentar al paciente, colocar el brazo del paciente en la paleta de la silla para
la toma de la muestra.
6. Realizar asepsia al tapon del tubo
Colocar la aguja y el tubo al adaptador del Vacutainer
Seleccionar una vena periférica adecuada (extremidad superior derecha
preferentemente)
9. Limpiar el area a puncionar con una torunda con alcohol, primero en la zona
de puncién y posteriormente en circulos excéntricos, esperar a que seque y
no volver a tocar sin guantes.
10. Aplicar el torniquete (no mas de 1 minuto).

11.Ponerse los guantes y avisar al paciente de la puncidn



12.Puncionar en angulo de 45° con respecto al eje de la piel, con el bisel de la
aguja hacia arriba.

13.Extraer 5mL de sangre

14.Liberar el torniquete cuando la sangre comienza a fluir.

15. Colocar un nuevo algodoén sobre el sitio de la puncion y ejercer una presién
suave por 1 a 3 minutos o hasta que no se vea rastro de sangrado.

16.Descartar la aguja y los guantes en los recipientes correspondientes.

17.Llevar el tubo inmediatamente a centrifugar

18.Pipetear el sobrenadante (plasma) y colocarlo en un criotubo previamente
rotulado como en el tubo original de la muestra.

19.Posteriormente mantener en congelacion a -20 o -30° C hasta su

procesamiento.



