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RESUMEN

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria autoinmune crénica de
la piel que afecta del 2 al 3% de la poblacidén adulta mundial.
Diferentes componentes del sistema inmune innato y adaptable,
incluyendo células dendriticas activadas, inician el cuadro
inflamatorio. Células T y citoquinas como TNF-«, IL-17, IL-23,
IFN-y, entre otras, mantienen la inflamacidén. Actualmente, 1los
tratamientos para esta condicidén no son satisfactorios para los
pacientes, por lo que multiples esfuerzos apuntan al estudio de
mecanismos moleculares en los cuales se pueda basar el desarrollo
de futuros tratamientos. Entre estos, destaca la existencia de un
potencial efecto inmunomodulador de la testosterona. En
particular, en hombres con hipogonadismo y psoriasis, se ha
descrito que la administracidén de testosterona tendria un rol en
la mejoria de las placas psoriédsicas, advirtiendo una disminucidén
de las lesiones en la piel. En esta investigacidén se indagd el rol
inmunomodulador de la testosterona en la inflamacidén inducida por
Imigquimod en un modelo murino. Estos experimentos se
complementaron con ensayos realizados en cultivos de células
dendriticas derivadas de médula Osea como modelo in vitro. Los
resultados obtenidos del cultivo de células dendriticas indican
que la testosterona no ejerceria un rol en los niveles de
diferenciacidén y activacidédn de estas células, pero si es posible

observar una tendencia en la produccidén de la citoquina IL-12, que
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aumenta producto de la testosterona, citoquina implicada en la
activacién de las células T virgenes. Por otro lado, en el modelo
in vivo se observdé que el indice de severidad de &area corporal
(inidce PASI) no es diferente en aquellos ratones tratados con
testosterona en comparacién con los controles. Los anadlisis por
citometria de flujo del porcentaje de las poblaciones de células
dendriticas de piel tampoco arrojan diferencias entre el grupo
control vy 1los tratados con testosterona. En el Dbazo, &rgano
linfoide secundario que tiene un papel importante en la expansiodn
de los linfocitos, se obtuvo un resultado similar al comparar el
porcentaje de linfocitos T CD4 y CD8 presentes en este &érgano.
Ademas, los resultados muestran que no hay diferencias ni en la
secrecidén ni en la produccidn de varias citoquinas involucradas
en la enfermedad. Dado estos resultados, se propone estudiar otras
poblaciones celulares tales como los queratinocitos y evaluar si
la secrecién de citoquinas en éstos es afectada por la

testosterona.
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ABSTRACT

Psoriasis is a chronic, inflammatory autoimmune skin disease that
affects 2-3% of the adult world population. Different components
of the innate and adaptative immune system are involved in this
condition, including active dendritic <cells, whose activity
initiates the inflammatory response. T cells and cytokines such
as TNF-«, IL-17, IL-23, IFN-v, among others, sustain the
inflammation over time. Although treatments for this disease exist
at the present, they are not satisfactory for patients. Therefore,
multiple efforts are currently underway aiming to explain the
molecular mechanisms, and generate information which could be used
to develop further treatments. Among these, the existence of a
potential immunomodulatory effect of testosterone highlights.
Particularly, it has been described that testosterone
administration could improve psoriatic plagques in men with
hypogonadism and psoriasis, revealing a decrease of skin injuries.
This work inquires the immunomodulatory role of testosterone in
an Imiquimod-induced psoriasiform-like dermatitis mouse model.
Bone marrow-derived dendritic cells were used as an in vitro model,
complementing the 1in vivo experiments. Dendritic cell culture
results show that testosterone does not impact the levels of
dendritic cell differentiation or activation, but an increased IL-
12 cytokine production can be observed, which increases by the

action of testosterone, cytokine involved in the activation of
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naive T cell. The severity index by body area (PASI index) is not
different Dbetween testosterone-treated animals compared to
controls. Furthermore, flow cytometry analyses of percentage of
skin dendritic <cells reveal no difference Dbetween controls
compared to testosterone-treated animals. In the spleen, a
secondary lymphoid organ that has an important role in the
expansion of lymphocytes, we obtained similar results by comparing
percentage of TCD4 and CD8 lymphocytes present in this organ.
Moreover, results indicate no difference in secretion nor
production of cytokines involved in this disease. Given these
results, it 1s proposed to study other cell populations like
keratinocytes and assess if their cytokine secretion pattern could

be affected by testosterone.
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1.INTRODUCCION

1.1 Psoriasis: Una enfermedad autoinmune

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crdénica cutdnea que
afecta al 2-3% de la poblacién mundial presentando diferentes

fenotipos y grados de severidad.

Dentro de los diversos tipos de psoriasis la mas comln es la
“psoriasis vulgaris” correspondiendo al 90% de los diagndsticos
(Wagner E. y col., 2010; Grine L. y col., 2015; Greb J. y col.,
2016; Eltaweel A. y <col., 2018). Su histopatologia esté
caracterizada por una proliferacidén anormal de los queratinocitos,
producto de 1lo cual se observa un engrosamiento epidérmico
(acantosis) y dos fendmenos gque ocurren en el estrato cdbrneo:
engrosamiento (hiperqueratosis) y retencidén del nlGcleo por parte
de los queratinocitos (paraqueratosis). Ademds, ocurre una
prominente infiltracidén de células del sistema inmune (linfocitos
T, macroéfagos y células dendriticas) en la dermis, Y,
simultdneamente se produce una desregulacién de la angiogénesis,
observandose un aumento en la cantidad de vasos presentes en la
dermis. (Wagner, E. vy col., 2010; Glitzner, E. y col., 2014;
Ueyama, A. y col., 2014; Greb, J. y col., 2016; Singh, TP. y col.,

2019; Jabeen, M. y col., 2020).



Un aspecto clave de la psoriasis es la existencia de una
desregulacién del sistema inmune. Especificamente, se ha
demostrado gque una variedad de células del sistema inmune
contribuye a la patogénesis de la enfermedad, incluyendo a las
células dendriticas (DC, del inglés: Dendritic Cell), linfocitos
T, mastocitos, neutréfilos, monocitos, macrbéfagos e incluso los
mismos queratinocitos (Wang, A. y Bai, Y., 2020). La activacién
de las DCs inicia la inflamacidén en la =zona, lugar en donde la
constante comunicacidén entre sistema inmune innato y adaptatable
produce mediante citoquinas una mantencidn del cuadro
inflamatorio. En primera instancia las citoquinas son producidas
por la activacidén de las DCs iniciando la inflamacidén local gue
comprende la diferenciacién de los linfocitos virgenes a
linfocitos T helper (Th, del inglés: T helper Cells) 17 y la
secrecidén de citoquinas, como interleuquina (IL, del inglés:
Interleukin) 23 y el factor de necrosis tumoral o (TNF-o, del
inglés: Tumor Necrosis Factor o), por parte de éstos (eje Thl7/IL-
23) (Marinoni, B. y col., 2014). La mantencién de este cuadro
inflamatorio estd dada por una variedad de citoquinas: IL-17, IL-
22, interferén-y (IFN-vy), TNF-o producidas por las células T Gamma-
delta (yd), Thl, Thl7, Th22, linfocitos T citotdxicos (Tc) 1 y
Tcl7 (Marinoni, B. vy col., 2014; Teunissen, M. vy col., 2014;

Volaric, I. y col., 2019).



1.2 Papel de las células dendriticas en la piel

Las DCs son conocidas por ser células presentadoras de antigeno
profesionales. Estas células tienen la maquinaria para capturar y
procesar antigenos que luego presentardn a los linfocitos T
virgenes. Las DCs son una poblacidén heterogénea de células que
pueden clasificarse en base a su funcidén, localizacidn, marcadores
de superficie y factores de transcripcidn (Segura, E., 2016; Kim,
T. y col., 2017). En la piel de individuos sanos encontramos dos
subtipos de DC: 1las células de Langerhans (LC, del inglés:
Langerhans Cells) y las células dendriticas convencionales (cDCs,
del inglés: Conventional Dendritic Cell) o} dermales. En
condiciones de inflamacidén se hacen presentes otros subtipos de
DC como son las DCs derivadas de monocito (Mo-DCs, del inglés:
Monocyte Derived Dendritic Cell) o DCs inflamatorias (Segura, E.,
2016) y células dendriticas plasmacitoides (pDCs, del inglés:
Plasmacytoid Dendritic Cell) (Singh, T.P. y col., 2016; Kim, T.G.

y col., 2017).

La LC deriva de progenitores de médula 6sea y mantiene su ubicacidn
en la epidermis desde antes del nacimiento. Estudios han mostrado
que son capaces de mantener su numero celular en la piel mediante
auto-renovacidén, ademéds en este mismo lugar tiene la capacidad de
capturar antigenos periféricos, proliferar y migrar a 1los

linfonodos periféricos méds cercanos iniciando una fuerte respuesta



inmune mediante la presentacidén antigénica a las células T (Kim,
T. y col., 2017). La cDC también deriva de progenitores de médula
6sea, estéan presentes en la regidén superior de la dermis, tejidos
linfoides y no linfoides. Las cDC se dividen en dos poblaciones
discretas, c¢DCl y cDC2, esta divisidén se basa en la expresidn
diferencial de marcadores de superficie; estos subtipos también
son capaces de migrar al linfonodo periférico mas cercano (Kim,

T. y col., 2017).

Las DCs expresan un gran repertorio de receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs, del inglés: Pattern Recognition Receptors).
Pueden ser estimuladas por patrones caracteristicos de patdgenos,
como LPS, asi como también por citoquinas inflamatorias, células
necréticas y agonistas de Toll-like receptors (TLR) incluyendo al
TLR7 y 8. Estos pueden reconocen moléculas de ARN monocatenario
(ssRNA, del inglés: Single Stranded RNA) producidas por virus y
moléculas de RNA enddbgenas (Bender, A.T. y col., 2020; Langenkamp,
A. y col., 2000; Van der Fits, L. y col., 2009). La célula se
activa en respuesta a las seflales de estos receptores,
convirtiéndose en una célula presentadora de antigeno (APC, del
inglés: Antigen-Presenting Cell) competente, para llevar a cabo
la expansidén y diferenciaciédn de las células T (Joffre, O. y col.,

2008) .



1.3 Patogénesis de la psoriasis

Las causas que gatillan la psoriasis son diversas; esta puede ser
inducida por wvarios factores en individuos genéticamente
susceptibles como lo son: traumas, infecciones o medicamentos.
También se ha descrito que puede ser provocada por factores
secretados como péptidos antimicrobiales, citoquinas
proinflamatorias y quimioquinas (citoquinas quimioatractantes),
por ello se menciona un origen multifactorial (Greb, J.E. y col.,

2016) .

Cuando las DCs se activan, producen y secretan TNEF-o e IL-23. TNF-
o actla de forma autocrina sobre las DCs, promoviendo su sobrevida
y de manera paracrina sobre los linfocitos vy queratinocitos
activando la via de sefializacidén de NFkR (nuclear factor kp) 1lo
que genera un efecto sobre la proliferacidén y sobrevida. Asimismo,
TNF-a actlla de manera paracrina sobre los queratinocitos,
estimulando la produccién de IL-8 lo que lleva a un reclutamiento
de neutrdédfilos a la zona (Ogawa, E. y col., 2018). Por otro lado,
la IL-23 producida y secretada por parte de las DCs regula el
desarrollo y la mantencidén de la poblaciédn Thl7, promoviendo su
expansién. Ademds, existen otros tipos celulares, rio debajo de
la cascada de sefalizacidén, que producen y secretan IL-23, como

son los monocitos activados, macréfagos, células T y células B.



Las células Thl7 son activadas por las citogquinas TNF-o e IL-23,
produciendo IL-17 como consecuencia de la activacidén. Se sabe que
existen otras poblaciones celulares como las Tcl7, células T vd y
células natural killer que también producen IL-17. Esta citoquina
en los queratinocitos promueve la expresién de IL-6 e IL-8 y es
importante en el reclutamiento y mantencién de los neutrdfilos.
Por otro lado, las poblaciones de Thl7 y Th22 producen la citoquina
IL-22 que actua sobre los queratinocitos aumentando su
proliferacién. Se genera asi un ciclo de inflamacidén que no puede

ser controlado y, por lo tanto, se mantiene en el tiempo.

Traumas

Infecciones - o o .
Farmacos ‘ ‘ ‘ ' ’ ‘
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Figura 1. Fisiopatologia de 1la psoriasis. La psoriasis puede ser
gatillada por traumas, infecciones, féarmacos, estrés, entre otros. El
inicio del cuadro inflamatorio ocurre por la activacidén de la DC, que
secreta TNF-o e IL-23, en donde TNF-o actua de forma autocrina y paracrina
sobre los queratinocitos, provocando en estos la produccidén de IL-8 que



reclutard neutrdéfilos a la zona. Por otro lado, la IL-23 actta sobre los
linfocitos Thl7 provocando su expansién y produccidén de IL-17 e IL-22,
esta Ultima producida ademds por los Th22. La IL-17 actta sobre los
queratinocitos provocando en estos la produccién de IL-6 e IL-8. La IL-
22 ejerce su acciodén sobre los queratinocitos aumentando su proliferacidn,
lo que se conoce en la psoriasis como una proliferacidén desregulada.
Esquema generado en Biorender basado en Ogawa y colaboradores y Sun y
colaboradores (Ogawa, E. y col., 2018; Sun, S. y col., 2019).

1.4 Modelo de induccién de psoriasis por Imiquimod

El Imiquimod (IMQ) es un agonista sintético de TLR 7 y 8 que es
usado como tratamiento tdépico de verrugas genitales y perianales
causadas por el virus del papiloma, queratosis actinica y carcinoma
basocelular superficial (Van der Fits, L. y col., 2009; El1 Malki,
K. y col., 2013; Ueyama, A. y col., 2014). En ratones, la
aplicacidén tépica de IMQ puede producir una inflamacidn de la piel
tipo psoriasis, caracterizada por eritema, acantosis, infiltrado
celular y angiogénesis desrequlada (Van der Fits, L. y col., 2009;
Ueyama, A. y col., 2014; Onderdijk, A. y col., 2017; Fenix, K. y

col., 2020; Jabeen, M. y col., 2020).

En el modelo de induccidén de dermatitis psoriasiforme se sabe que
las células que gatillan la enfermedad son aquellas que poseen el
receptor de TLR7 y/u 8, y es precisamente su activacién lo que da
inicio al desarrollo de la enfermedad. El1l IMQ activa subtipos de
DC presentes en la piel entre las que se encuentra la LC y la cDC,
éstas migran al o6rgano linfoide méas cercano en donde realizan la

presentacidén antigénica (Suzuki, H. y col., 2000; Schoén, M. p. y



Schén, M., 2007; Kim, T. y col., 2017). Adicional a la migracidén
hay una induccién de citogquinas como IFN-«, TNF-o, IL-la, IL-6,
IL-8, IL-12, IL-17, IL-22 e IL-23, recapitulando lo que sucede en
humanos (Suzuki, H. y col., 2000; Dahl, M., 2002; Ogawa, E. vy

col., 2017).

1.5 Andrégenos y modulacién de la respuesta inmune

Desde el siglo pasado se conoce que las hormonas sexuales tienen
efectos en el sistema inmune (Ahmed, S. y <col., 1985). En
particular se han demostrado las propiedades antiinflamatorias de
la testosterona en varios modelos de enfermedades, como la
encefalomielitis autoinmune, la miastenia gravis, la diabetes vy
la enfermedad coronaria (Traish, A. y col., 2018). En la UGltima
década, se han reportado algunos casos en que hombres (en edad
reproductiva activa) con “psoriasis vulgaris” presentan un aumento
en los niveles de estradiol y disminucidén en los niveles de
testosterona en comparacidédn con individuos sanos (Cemil, B. vy
col., 2015; Eltaweel, A. y col., 2018). En un estudio piloto se
reportd que hombres hipogonadales, que ademds ©presentaban
psoriasis, al ser tratados para su hipogonadismo con terapia de
reemplazo de testosterona durante un periodo de casi 8 afios,
mostraron una mejoria clinica significativa en cuanto al Aarea
afectada de psoriasis (PASI) (Saad, F. y col., 2016). Ademas, un

estudio reciente reportdé que los niveles de testosterona bajos



estarian en estrecha relacién con la severidad de la psoriasis

(Allam, JP. y col., 2019).

En linea con lo anterior, la investigacién de Chen y colaboradores
ha mostrado que la administracidén de testosterona en un cultivo
de esplenocitos de rata, provoca una disminucién en la secrecidn
de TNF-a y 6xido nitrico de manera dosis dependiente (Chen, C. y
col., 2016). Adicionalmente, en otras investigaciones se ha
observado que produce un cambio de respuesta Thl a Th2 mediante
la reduccidén de la secrecidn de TNF-a o IL-6, inhibicidén en 1la
proliferacién de células T y apoptosis de estas células (Traish,
A. y col., 2018). También se ha reportado que la terapia de
reemplazo de testosterona en hombres hipogonadales, disminuye los

niveles de TNF-a (Kalinchenko, S. y col., 2010).

Respecto a la posible respuesta hormonal del sistema inmune, se
ha identificado que los linfocitos T y B, macréfagos, neutrdéfilos
(Traish, A. y col., 2018) y DC (Thompson, M. y col., 2017) poseen
receptores de andrdégeno (AR, del inglés: Androgen Receptor). Sin
embargo, a la fecha, no se han realizado estudios qgque permitan
relacionar el efecto de 1la testosterona en el desarrollo o
progresién de la psoriasis por lo que se desconoce el rol que

tendria en la patogenia.

Se conoce que la testosterona tiene accidén sobre ciertos
componentes del sistema inmune. Tanto en pacientes, como en modelos

experimentales in vivo e in vitro, se ha observado que al tratar



con testosterona hay una disminucién en los niveles de algunas
citoquinas pro-inflamatorias. Una de estas citoquinas, TNF-o, se
produce tempranamente en la enfermedad de psoriasis. Por 1lo
anteriormente expuesto es que, el objetivo de esta investigacidn
es observar el potencial efecto inmunomodulador de la testosterona
en las DCs, como principales productoras de TNF-o, y en otras
células efectoras del sistema inmune que son claves en la

enfermedad.
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2. Hipétesis
La testosterona actua como factor protector en el desarrollo de
la dermatitis psoriasiforme, disminuyendo la produccidén de TNF-o

en células dendriticas en un modelo murino.

2.1 Objetivo General

Caracterizar el rol protector de la testosterona en el modelo
murino de dermatitis psoriasiforme inducido por Imiquimod vy
analizar si dicho papel es mediado por una reduccidén en la

produccidén de TNF-a de parte de las células dendriticas.

2.2 Objetivos Especificos
i. Evaluar el efecto de la testosterona en la diferenciacién,
activacién y produccidédn de TNF-o por parte de la poblacidédn de

células dendriticas.

ii. Evaluar si la testosterona disminuye las caracteristicas
morfoldégicas de la piel y o6rganos clave en un modelo murino de
dermatitis psoriasiforme tratado (tales como aumento de vasos
sanguineos, presencia de células inflamatorias productoras de IL-

17 y TNF-o) .
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3. MATERIALES Y METODOS

3.11 Mantencidén de los Animales

En este trabajo se utilizaron ratones macho y hembra Mus musculus
adultos (Clase: Mammalia, Orden: Rodentia, Familia: Muridae, Cepa:
BALB/c), 12-14 semanas y 5 meses de edad, respectivamente. Todos
los ratones fueron mantenidos dentro de un ambiente a temperatura
controlada, con alimentacidén ad Iibitum (prolab RMH 3000 de
labDiet), con ciclo dia/noche de 12 y 12 horas, en bioterio propio
y autorizado, mantenido por personal calificado. Protocolo CICUA

autorizado (Cédigo CICUA 19324 - FCS - UCH).

Las células dendriticas derivadas de médula 6sea (BMDC, del inglés:
Bone Marrow Dendritic Cell) se obtuvieron de ratones hembra y los
experimentos de induccidén de dermatitis psoriasiforme se llevaron

a cabo utilizando machos (26-28 g).

3.12 Preparacién de individuos para la induccién de dermatitis

psoriasiforme

El proceso de depilacidén se realizd bajo anestesia por isoflurano.
El proceso de anestesia comenzd con la sedacién del individuo en
una cémara de gases con 0,5 L/min de oxigeno y 2-2,5% de

isoflurano, posterior a esto se trasladd el ratdén a una camilla
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térmica con una bogquilla a la cual se redirigié el flujo que
previamente se dirigia a la cémara de gas. Mientras el individuo
estaba sedado se afeitd con rasuradora eléctrica un cuadrante de
aproximadamente 3 x 5 cm del dorso y luego para eliminar el pelaje
corto remanente se aplicd crema depilatoria (Veet piel sensible)
por tres minutos. Pasado el tiempo se extrajo la crema con un
cepillo con agua y se secd el dorso del ratdn con toalla de papel

para evitar alguna reaccidén alérgica.

3.13 Induccién de dermatitis psoriasiforme en un modelo murino

mediante la aplicacién por Imiquimod

Para la induccidén se mantuvieron los ratones en jaulas individuales
con sustrato de papel peletizado (Animal Care). Se aplicaron 62,5
mg de crema Imiquimod 5% (IMQ) o vehiculo (vaselina) sobre el
dorso del animal depilado siempre a la misma hora (1 p.m.) por

seis dias consecutivos.

Se realizd registro fotogrédfico y de masa corporal de los ratones

previo a la aplicacién de IMQ o su vehiculo.

3.14 Eutanasia y obtencién de muestras

Se utilizdé isoflurano para la eutanasia de los ratones al dia

siete de iniciado el tratamiento. Esta se realizdé mediante
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vaporizador con una dosis Unica (concentracidén 5%) por tres a
cinco minutos, hasta que se observd el cese de la respiraciédn,
luego de lo cual se colectaron muestras de piel (trozo de 2x2cm)
que continuaron el protocolo de obtencidén de células desde la
piel, un Punch de biopsia que se utilizd para medir citoquinas
(CBA) y un trozo de 1x2cm que se utilizd en protocolo histologia

de piel y bazo.

3.15 Evaluacién del Indice de severidad de area psoriasica (PASI,

del inglés Psoriasis Area Severity Index)

Se realizdé la medicidédn de PASI adaptado a un modelo murino
(Onderdijk, A.J. y col., 2017) para evaluar el efecto de 1la
administracidén de testosterona (1,0mg/50uL). E1 PASI es un
indicador clinico de la psoriasis (Cemil, B. y col. 2015; Saad,
F. y col. 2016; Eltaweel, A. y col 2018) y es una herramienta ttil
que se usa para monitorear el progreso de la inflamacidn psoridsica
en los animales (Onderdijk, A.J. y col., 2017), de agui en adelante
mencionada como dermatitis psoriasiforme. Esta examinacién fue
realizada de manera visual considerando dos pardmetros: eritema vy
escamas. Cada pardmetro tiene una puntuacidén de 0-4 detallada en

el paper de Onderdijk (Figura 2).
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A Puntaje asociado a eritema en la piel dorsal B Puntaje asociado a descamacién en la piel dorsal

o 1 2 3 4

° 05 15 2 3 35 4
Eritema LPuntaje Descamacion Puntaje
Ausencia 0 Ausencia 0
nggramenle rojo 1 Escamas delgadas, de superficie limitada 1

Rojo 2 Escamas levemente gruesas, de superficie modesta 2

Rojo oscuro ) 3 Escamas gruesas, rugosas y de mayor superficie 3
Extremadamente rojo 4 Escamas muy robustas, vasta superficie 4

Figura 2. Escala PASI adaptada a modelo murino. A. Se muestra el puntaje
clinico asociado al nivel de eritema en dermatitis psoriasiforme. B. Se
muestra puntaje clinico asociado a nivel de descamacidén en dermatitis
psoriasiforme (Onderdijk, A.J. y col., 2017).

Para este andlisis se considerd ademds evaluar si el sexo o edad
era relevante en el indice PASI (Figura 15 A, B y D; Figura 16 A,
B y D respectivamente). Adicional al PASI se mididé el grosor de
piel, mediante un pie de metro, que mide en mm el grosor de piel.
Para tener un valor mads certero del grosor de la piel se midid
cada dia antes de la aplicacidén de IMQ en cinco puntos del dorso
del animal y estos valores fueron promediados para obtener el
grosor de piel diario. Para este andlisis también se considerd

evaluar si el sexo o edad era relevante (Figura 15C y 16C,

respectivamente) .

3.16 Inyeccién de testosterona

Los ratones fueron inyectados intramuscularmente con una dosis
anica de 1,0mg/50uL de testosterona enantato (Ethon

Pharmaceuticals) en la pata posterior derecha o con 50 pL de aceite
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de ricino como vehiculo (259853; Sigma-Aldrich); lo anterior fue

efectuado con una jeringa de 1 mL, aguja 25 x g.

3.17 Histologia de la piel

Las muestras de piel se fijaron en formalina tamponada al 10% por
dos horas, luego se pasaron por: cinco bafios de PBS (10 minutos
c/u), alcohol etilico 50% (en PBS)-70-80-90-95% (en agua) (30
minutos c/u), etanol absoluto por una hora, tres bafios de Neo-
clear (xilol) (30 minutos c/u), parafina:xilol 1:1 por 1-2 horas
y por uUltimo dos bafios de parafina pura, luego de lo cual se
traspasaron a bloques de inclusidén, se agregd parafina y se dejod

solidificar.

Utilizando un microtomo (Leica RM2125 RTS) se obtuvieron cortes
seriados de 7 o 10 um de grosor, que fueron depositados en

portaobjetos xilanizados.

Tincién con Hematolixina y Eosina (H&E)

Los cortes de 7 o 10 pm fueron tratados con: tres bafilos de Neo-
Clear (xilol) (10 minutos c/u), dos de alcohol etilico 100% (10 y
20 minutos), alcohol etilico 90-75% (en agua) (1 minuto c/u),
alcohol etilico 50% (en agua) por dos minutos y agua destilada.
La tincién fue realizada adicionando hematoxilina 50% por 1-2
minutos, se lavd con agua destilada, luego se adiciond eosina al
10% por 0,5-1 minuto, se lavdé con agua destilada. Luego 1los

portaobjetos se pasaron por: alcohol etilico 50% por 30 segundos,

16



70% por un min, 90 % por 30 segundos, etanol absoluto por un minuto
y Neo-Clear (xilol) (2-3 minutos c/u), Neo-Clear puro por cinco
minutos, por Ultimo, se le colocaron 2 gotas de Entellan (Merck),
se colocd cubre objeto y se dejé secar por 12 horas. Las muestras
fueron observadas en microscopio de fluorescencia BX51 (OLYMPUS,

EE. UU).

Tincidén Tricrdémica de Mallory

Los cortes de 7 pm fueron tratados con: bafios de etanol 70%-50%-
25% (en agua) por 10 minutos cada uno, mordantados en solucidn
saturada de Cloruro de Mercurio II acuoso (HgCl2) por 10 minutos,
enjuagados con agua destilada. La tincidén fue realizada
adicionando Fucsina Acida 0,5% por 15 segundos, se lavd con agua
destilada, luego se adiciondé &cido fosfomolibdico al 2% por un
minuto, se lavdé con agua destilada, por UGltimo, se adiciond una
solucidén de 4 partes de Orange G: 4 de 4cido oxédlico: 1 de aniline
Blue por un minuto, se lavdé con agua destilada. Luego los
portaocbjetos se pasaron por etanol 90% por 10 segundos y dos veces
por etanol 100% por dos segundos. Por ultimo, se le agregaron dos
gotas de Entellan (Merck), se colocd cubreobjeto y se dejd secar
por 12 horas. Las muestras fueron observadas en microscopio de

fluorescencia BX51 (OLYMPUS, EE. UU).
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3.18 Obtencién de DCs a partir de precursores de médula ésea

Una vez eutanasiado el ratdn, se removieron las extremidades
posteriores y se elimindé la piel, musculo y grasa. Luego se separd
la tibia del fémur y los huesos se depositaron en una placa con
PBS, en hielo. Para esterilizar los huesos, estos se traspasaron
a una placa con etanol 70 % por un minuto bajo campana, luego de
lo cual se recibieron en una placa nueva con RPMI sin suero. Se
cortaron los extremos de los huesos y se perfundidé la médula con
medio RPMI sin suero utilizando una jeringa de 10 mL con una aguja
de 25x g. La médula 6sea se recibid en un tubo de 50 mL y luego
se disgregd agitando el tubo empleando un vortex. La suspensioén
se centrifugdé a 600 g por siete minutos y se resuspendid en dos
mL de buffer de lisis de gldébulos rojos (Biolegend) por cinco
minutos. La lisis se finalizdé agregando 18 mL de RMPI sin suero.
La suspensién celular se centrifugd nuevamente a 600 g por siete

minutos y luego se contd el numero de células vivas utilizando una

camara de Neubauer y azul de tripan.

La suspensién celular se resuspendid 1-1,5x106 cel/mL en medio RPMI
+10% FCS + 10 ng/mL de GM-CSF. Las células se incubaron en placas
P24 (1-1,5x10% células por pozo) por 6 dias en una incubadora al
5% de CO,. Al dia dos y cuatro se aspird parte del medio (cerca de
900 uL) utilizando una pipeta pasteur y se agregdé un mL de medio
fresco (RPMI + 10% FCS + 10 ng/mL de GM-CSF) por pozo teniendo

cuidado de no generar turbulencias en la placa. Al dia seis, las
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células se sacaron de la placa utilizando una pipeta y el
porcentaje de DCs se calculd en base a la expresién de la integrina

CDllc por citometria de flujo.

3.19 Administracién de testosterona y activacién de DC

La testosterona en polvo (86500; Sigma-Aldrich) se disolvid en
etanol absoluto (grado Biologia molecular) para generar un stock
con una concentracién 10 mM (lo anterior se realizd bajo campana
y oscuridad) . Cuando se agregd el stock de testosterona en el
cultivo esta queddé con una concentracidén de 10 pM y el etanol
quedo al 0,1% durante la diferenciacidén y/o activacidén de las
células dendriticas. La testosterona fue adicionada desde el
inicio del proceso de diferenciacién de DC y luego durante la
activacidén segun lo indicado en la tabla I. Los cultivos de DC se
activaron por 4 horas con agonista de TLR7 (R848, 0,3ug/mL) +

Brefeldina A (5pg/mL) (Sigma).

Tabla I: Resumen de condiciones experimentales.

Testosterona

Condicidn Diferenciaciédn Activacidn

TDA + +

ST: sin testosterona; TA: testosterona en activacién; TDA: testosterona
en diferenciacidén y activacién.
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3.20 Obtencién de células desde el bazo

El bazo se perfundié con 10 mL RPMI utilizando una jeringa de 10
mL y una aguja de 25 x g. La suspensién se traspasd a tubo
centrifugacién de 15 mL y se centrifugd a 600 g por siete minutos.
El pellet se resuspendidé en dos mL de buffer de lisis de gldébulos
rojos (Biolegend) por cinco minutos en hielo, luego de lo cual se
agregaron 10 mL de RPMI +10%FCS. La suspensién se centrifugd
nuevamente a 600 g por siete minutos y se resuspendid en 10 mL de
RMPI + 10%FCS para contar las células vivas empleando una camara

Neubauer y azul de tripéan.

3.21 Activacién de células de bazo

Se colocaron 2-3 x106 células/mL en un tubo de centrifugacidén de
dos mL, se centrifugaron a 600 g por siete minutos a 4°C. Las
células se incubaron a 2 x 106 células/mL en RPMI + 10% FCS, en
presencia de PMA 25 mM (Sigma), Ionomicina 1 pg/mL (Sigma) y 10
png/mL Brefeldina A (GolgiPlug, BD Biosciences) por cuatro horas
en un incubador a 37°C al 5% CO;. Luego de esto se continuta con el

protocolo de citometria de flujo de superficie.

3.22 Obtencién de células desde piel

Las muestras de piel de 2x2 cm fueron depositadas en 1 mL de medio
de digestidén (RPMI + Colagenasa IV 2,5 mg/mL (Gibco) + DNAasa 6.25

ug/mL), posteriormente fue cortada en pequefios fragmentos de 2x2
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mm aproximadamente e incubadas por 90 minutos a 37°C. Luego la
suspensidén celular se disgregd con un émbolo de jeringa sobre un
cell strainer de 40 pm utilizando RPMI + 10% FCS hasta completar
cinco mL, sobre hielo. La suspensidédn celular se contd utilizando

camara de Neubauer y azul de Tripan.

3.23 Citometria de flujo de superficie

Las células se centrifugaron a 600 g por 7 min, se colocaron entre
0,3 -1 x 106 células en tubos eppendorf y se llevaron a un mL con
PBS +2% FCS frio. Se centrifugaron a 600 g por cinco minutos, se
resuspendidé en 100 pL de PBS +2% FCS y se incubd en oscuridad por
30 minutos a 4°C con los siguientes anticuerpos diluidos en PBS +
2%FCS: IAd (39-10-8; APC), CD3 (APC), CD4 (PE/Cy7), CD86(GL-1; PE/
GL-1; FITC), CDllc (N418; PE/Cy7) y V. Dye, este Gltimo se utilizd
para excluir las células muertas (Todos los anticuerpos fueron
comprados en Biolegend). Luego se agregaron 900 pL de PBS + 2% FCS
y se centrifugd a 600 g por cinco minutos. Se resuspendieron las
células en 300 pL de PBS +2% FCS para ser analizadas por citometria
de flujo utilizando un Citdémetro de Flujo FACS Canto II o un Cell
Sorter FACS Aria III. Las muestras se analizaron utilizando el

software FlowJo V10.

3.24 Marcaje de citoquinas intracelulares por citometria de flujo

Luego del marcaje de superficie, las células se centrifugaron a

600 g por siete minutos y se resuspendieron en 200 upL de una
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solucidén fria de fijacidén y permeabilizacidn (Citofix/Cytoperm).
Las células se incubaron por 20 minutos en oscuridad y frio,
posterior a esto se lavaron con 700 pL de Permwash frio 1X (diluido
en agua Sanderson), se centrifugdé a 700 g por siete minutos, se
resuspendidé en 50pL de Permwash 1x y se incubd con los siguientes
anticuerpos intracelulares diluidos en Permwash 1x: IL-12, IL-17,
TNF-a (MAbll; FITC), IFN-y (XMGl.2; FITC) por 30 minutos en
oscuridad y frio (Todos los anticuerpos fueron comprados en
Biolegend). Luego se agregaron 700 pL de permwash 1x y se
centrifugaron a 700 g por siete minutos. Se resuspendieron en 300
pL de PBS + 2% FCS para ser analizadas utilizando Citdémetro de
Flujo FACS Canto II o un Cell Sorter FACS Aria III. Las muestras

se analizaron utilizando el software FlowJo V10.

3.25 CBA

La biopsia de piel fue incubada por 24 horas a 37°C al 5% CO, en
200 pL RPMI+10%FCS, luego de lo cual el sobrenadante se centrifugd
a 600 g por siete minutos, se colectd la parte superior del

sobrenadante y se guardé a -80°C para su posterior andlisis.

Las muestras se analizaron utilizando el kit Thl/Th2/Thl7 de BD
siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente fueron
analizadas en un Citdémetro de Flujo FACS Canto II de manera de

determinar la concentracién de citoquinas (IL-2, IL-4, IL-10, IL-
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17, IFN-y, TINF-o). Las muestras se analizaron utilizando el

software FlowJo V10.

3.26 Analisis Estadistico

La diferencia estadistica entre grupos se realizd por medio de
ANOVA de una via seguida de Test de Tukey de comparaciones
maltiples. Por otro lado, la diferencia estadistica entre dos
grupos experimentales fue realizada por medio de la prueba Mann-
Whitney. Los graficos y andlisis estadisticos fueron efectuados
con el programa GraphPad Prism 8. Las diferencias entre grupos
fueron consideradas como no significativas cuando P o a 2 0,05,
significativas cuando P o a < 0,05 (*), muy significativa cuando
P oa < 0,005(**) y extremadamente significativas cuando P o a <

0,0005 (***) y P o a < 00,0001 (**x*xx).
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto de la testosterona en la diferenciacién de DCs derivadas

de médula ésea.

Debido a que las DCs se encuentran normalmente en bajas
proporciones en los tejidos, para su estudio se ha establecido el
modelo de obtencién de BMDC mediante el cultivo en presencia de
GM-CSF (Helft, H. y col., 2015) . Producto de su gran
reproducibilidad se utilizaron en esta investigacidn para evaluar
el potencial rol inmunomodulador de la testosterona en la
iniciacién de la psoriasis. En primera instancia, se evalud el
papel de la testosterona en la diferenciacidén de las DCs. Para
esto, los precursores de DC derivadas de médula ésea se cultivaron
en presencia de GM-CSF (que promueve su diferenciacidén) con o sin
testosterona (ver tabla I). Los resultados obtenidos, graficados
en la Figura 3 muestran que alrededor de un 40% de las células
cultivadas se diferencian a DCs (Figura 3B) y que la administracién
de testosterona durante la diferenciacidén no provoca cambios en
el porcentaje de células que se diferencian (expresidén marcador
CDllc) (Helft, H. y col., 2015) cuando es comparado con el grupo

que no se incubd con testosterona (ST).
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Figura 3. La administracién de testosterona (10 pM) no produce cambios
en la diferenciacidén de precursores de DC en cultivo. Diferenciacién de
DCs a partir de precursores de médula ésea en presencia de testosterona

o su vehiculo (etanol absoluto). Al cabo de 6 dias se mididé mediante
citometria de flujo el porcentaje de células que expresan el marcador
CDllc en su superficie. A) Estrategia de gating representativa. B)

Grafico de barras muestra el porcentaje de células CDllc+ luego de cada
tratamiento. n=4. Mann-Whitney P>0,05.

4.2 Efecto de la testosterona en la activacién de DCs derivadas

de médula ésea.

Lo siguiente fue evaluar el papel de la testosterona durante el
proceso de activacién de 1las DCs. Para esto, luego de la
diferenciacién las DCs se activaron con una molécula sintética
agonista de TLR7/8 (R848). A través del andlisis de la expresidn
de CD86 y MHC-II, podemos confirmar que al incubar las DCs con

R848, éstas se activaron, puesto que aumentd el porcentaje de
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células que expresa estos marcadores (Figura 4A). Adicional a lo
anterior, los resultados indican que la testosterona no afecta el
porcentaje de células que expresan estos marcadores. Al estudiar
el nivel de expresidén de CD86 y MHC-II, evaluado a través de la
intensidad media de fluorescencia (IMF) se observa una tendencia
al aumento cuando las células se incubaron con R848. Sin embargo,
no se observaron cambios en el nivel de expresidén de CD86 y MHC-
IT cuando las DCs fueron activadas en presencia de testosterona
en comparacidén con células incubadas con el control del wvehiculo
(Figura 4B-G). Por otro lado, mediante CBA se mididé la cantidad
de citogquinas secretadas por las DCs. Lo que se observd es que la
activacién de las DCs con R848 provoca en estas la secrecidn de
las citoquinas IL-6 y TNF-a, secrecidén que no se ve afectada por
la administracidén de testosterona (Figura 4H). Por lo tanto, los
resultados obtenidos de este experimento in vitro sugieren que la
administracién de testosterona en el cultivo de BMDCs no afecta

su diferenciacién, activacién o secrecidn de citoquinas.
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Figura 4. La administracién de Testosterona in vitro no modifica 1la
expresidén de marcadores de activacién ni la produccién de citoquinas por
parte de las DCs. Las DCs fueron incubadas con R848 (0,3 pg/mL) o solo
con medio RPMI + 10%FCS por 4 horas. Luego de la incubacién, se colectd
el medio para medir la concentracién de las citogquinas secretadas por
CBA, posterior a esto las células se sacaron de la placa y se marcaron
con anticuerpos conjugados para evaluar la expresién de CD86 y MHC-II
por citometria de flujo. A. Dot Plot representativo de cada tratamiento,
el panel superior derecho de cada gradfico da cuenta de la poblacién
CD86+MHCII+. B. El grafico de barras muestra el porcentaje de células
doble positivas (IAd+MHCII+) (p>0,05). C y F. Histogramas representativos
del porcentaje de células positivas para CD86 y MHC-II, respectivamente.
D y G. Grafico de barra muestra el porcentaje de células CD86+ y MHCII+,

respectivamente (p>0,05). E y H. Grafico de barra muestra intensidad
media de fluorescencia de CD86 y MHCII en las DCs, respectivamente
(p>0,05). I. El1 grafico de la izquierda muestra la concentracidén de IL-

6 secretada por las DCs en pg/mL (p <0,05). El1 grafico de la derecha
muestra la concentracién de TNF-a secretado por las DCs en pg/mL (p
<0,05). A-G. n=4. H. n=3 Test Tukey a<0,05 (*).

4.3 Efecto de la testosterona en la produccién de TNF-a e IL-12

por parte de las DCs derivadas de médula ésea.

Se advierte de los resultados, que la testosterona no ejerce un
efecto en la secrecién de TNF-a por parte de la DC, pero ¢Qué
sucede con la cantidad de células que producen esta citoquina?

Para contestar esta pregunta, las DCs diferenciadas a partir de
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precursores de médula désea se activaron por 4 horas con R848 en
presencia de un inhibidor de la secrecién de vesiculas como es
Brefeldina A para medir citoquinas intracelulares por citometria
de flujo. Al evaluar la produccidén de TNF-o por parte de las DCs
fue posible observar que la presencia de testosterona durante la
diferenciacidén y activacidén, o solo en la activacién, no produce
efecto ni en la cantidad de células que producen TNF-o ni en la
cantidad de esta citoquina producida por las DCs (Figura 5B y C).
Por otro lado, se evalud otra citoquina que es producida por las
DCs, que promueve la diferenciacidén de los linfocitos T y que esté
vinculada a la angiogénesis, la IL-12. La cantidad de DCs que
producen esta citoquina no cambia cuando se administra
testosterona (TA y TDA) al comparar con el control del vehiculo
(ST) (Figura 5E). Interesantemente, la intensidad media de
fluorescencia para IL-12, lo cual da cuenta de la cantidad de IL-
12 producida por estas células, aumenta en el grupo en Jue se
incuba con testosterona durante la diferenciacidén y activacioén
(TDA) cuando se compara con los otros tres grupos (control, ST y
TA). Estos resultados sugieren que la testosterona no produce
cambios en la cantidad de DC productoras de TNF-o o IL-12, como
tampoco en la cantidad de TNF-a producido por estas células, pero

sugieren que aumenta la cantidad de IL-12 producida por estas DCs.
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Figura 5. La administracién de Testosterona in vitro no modifica la
cantidad de DCs productoras de TNF-a o IL-12. Las DCs fueron incubadas
con R848 (0,3 pg/mL) + brefeldina (0,5 pg/mL) por 4 horas. Luego de la
incubacién las células se colectaron, permeabilizaron y marcaron con
anticuerpos para evaluar la expresién de TNF-a e IL-12 por citometria de
flujo. El control corresponde a DCs incubadas con las mismas condiciones
descritas anteriormente, pero en ausencia de anticuerpo para TNF-oa o IL-
12, respectivamente. A. Dot plot representativo de la cantidad de células
que producen TNF-o para cada tratamiento. B. Grafico de barra muestra la
cantidad de DCs productoras de TNF-o (p<0,05). C. Grafico de barra muestra
la intensidad media de fluorescencia de TNF-a de las DCs (p>0,05). D.
Dot plot representativo de la cantidad de células que producen IL-12 para
cada tratamiento. E. Grafico de barra muestra la cantidad de DCs
productoras de IL-12 (p<0,05). F. Grafico de barras muestra intensidad
media de fluorescencia de IL-12 de las DCs (p<0,05). A-C. n=4, D-G. n=2.
Test Tukey a<0,05 (P*).

4.4 Evaluacién del potencial rol inmunomodulador de 1la

testosterona en las lesiones de dermatitis psoriasiforme.

Basé&ndose en los diversos estudios que han demostrado un potencial
rol de la testosterona en la psoriasis (Kalinchenko, S.Y. y col.,
2010, Saad, F. y col., 2016; Eltaweel, A. y col., 2018), se
procedidé a evaluar diversos paradmetros en la piel en un modelo
murino. Para determinar si la testosterona ejercia un rol en
modular la dermatitis psoriasiforme, se utilizdé un modelo agudo
de induccién con IMQ (6 dias de tratamiento) y se evaluaron 2
condiciones para lograr un aumento de testosterona en los ratones:
1) inyeccidén intramuscular de testosterona en dosis unica y 2)
cbépula, condicidén en la cual los ratones fueron expuestos al
contacto con hembras durante una semana, previo a la induccidén de

dermatitis psoriasiforme. Durante la induccién del modelo de
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psoriasis, fueron registrados el indice de severidad de A&rea

corporal (PASI) y el porcentaje de pérdida de peso.

Lo primero gque se observa en el dorso del animal depilado con
induccién de dermatitis psoriasiforme (de aqui en adelante ratédn
o individuo psoridsico) es un aumento del eritema seguido por
aparicién de escamas, coexistiendo ambos el dia de la eutanasia
(Figura 6A-B y D). La suma de estos parametros conforma el PAST
total, el cual tiene una puntuacidén de 0-8, en donde 0 corresponde
a la ausencia de eritema y escamas y 8 a la maxima manifestacidn
de ambos en la piel. En el caso de los individuos control, estos
pardmetros se mantienen en 0, mientras que en los individuos
psoridsicos aumenta su severidad a medida que se mantiene la

aplicacidén tépica de IMQ (Figura 6D).

Como se menciondé antes el PASI ademds permite evaluar la
efectividad de un determinado tratamiento. Nuestros resultados
indican gque al aumentar los niveles de testosterona (tanto por
administracién externa como por los efectos de la cdpula) no se
produce una disminucién del eritema o escamas que sea
estadisticamente significativa (Figura 6D). Esto se traduce en que
el PASI total no disminuye con respecto al individuo control
(Figura 6B). Un pardmetro adicional que se mididé fue el grosor de
piel de los individuos. Lo que se observa es que en general el

grosor de piel es mayor en los individuos psoriédsicos que en los
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controles, pero esa diferencia no es estadisticamente

significativa (Figura 6C).

DPS-COE

B C
81 1.0+
-@- Control-Veh
6 E 0.8+ -3- Control-Tes
] £ -4+ Control-Cop
B T 0.6 -~ DPS-Veh
3 a = DPS-Tes
< o 0.4
o @ -+ DPS-Cop
2- 2
O 0.2
0 0.0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
D, Eritema 4- Escamas
34 3
d J
E 24 P 2
o x
14 1
04 0
1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 T 8

Tiempo (dias) Tiempo (dias)
Figura 6. La evolucién de las caracteristicas psoriasicas medidas como
PASI y grosor de piel no es diferente entre los individuos psoriasicos
tratados con testosterona y el control. Se administrd testosterona (1
mg/50 pL) o su vehiculo en dosis Gnica intramuscular 2 dias antes de la
aplicacién de IMQ. Se aplicd IMQ o su vehiculo durante 6 dias en el dorso
depilado de los ratones. Durante este periodo se tomdé registro del
eritema, escamas y grosor de piel, incluyendo el dia de la eutanasia en
la caracterizacién. A. Se muestran fotografias representativas
correspondientes a los cambios morfoldégicos en la piel de la zona dorsal
de los ratones al dia 7 (dia de eutanasia) para cada una de las
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condiciones. B. Gréafico muestra PASI total de los 6 dias (dias 1-6) de
tratamiento y el dia de eutanasia (dia 7) para cada una de las condiciones
(P>0,05). C. Grafico muestra el grosor de piel de los 6 dias (dias 1-6)
de tratamiento y el dia de eutanasia (dia 7) para cada una de las
condiciones (P>0,05). D. Graficos muestran los pardmetros independientes
que componen el PASI total; a la izquierda se muestra la cantidad de
eritema y a la derecha se muestra la cantidad de escamas, ambos con una
escala de 1-4 (P>0,05). Ratones DPS de las 3 condiciones n=5; Control-
Veh n=1; Control- Tes y Cop n=2. Mann-Whitney P>0,05.

4.5 Evaluacién del ©potencial rol inmunomodulador de 1la

testosterona en las caracteristicas morfoldégicas de la piel en la

psoriasis.

La piel psoriésica presenta una morfologia distintiva gque es
posible observar mediante tincidén H&E (Wagner, E.F. y col., 2010).
Esta tincidn permite ver los fendmenos de acantosis,
paraqueratosis, hiperqueratosis e infiltracidén celular en un corte
histoldégico (Figura 7A). Se puede observar gue existe esta
morfologia distintiva en los individuos psoridsicos y que es
inexistente en los individuos control (Figura 7A). Existe un
aumento del grosor de la epidermis en los individuos psoriasicos,
lo que se conoce en histologia como acantosis (Figura 7B). La
testosterona no tiene efecto ni en el grosor de la epidermis ni
en el infiltrado celular entre los individuos tratados con

testosterona y el control (Figura 7B y C).
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Figura 7. Las caracteristicas morfolégicas de la piel con psoriasis no
son modificadas producto del aumento de la testosterona. Se administrd
testosterona (1 mg/50 pL) o su vehiculo en dosis Unica intramuscular 2
dias antes de la aplicacidén de IMQ. Las muestras de piel fueron colectadas
al dia siguiente de los 6 dias de aplicacidén de IMQ o su vehiculo (dia
7, eutanasia). A. Imdgenes representativas de cortes histoldgicos de piel
sometidos a tincidén H&E para cada una de las condiciones. En los cortes
de individuos psoridsicos es posible observar paraqueratosis,
hiperqueratosis (Flecha negra), acantosis e infiltrado celular (recuadro
parte inferior izquierda). B. Cuantificaciédn del Grosor de piel (p
<0,05). C. Cuantificacién del infiltrado celular (p<0,05). Barra de
tamafio corresponde a 100 pm. Test Tukey o <0,05(*), o < 0,005(**), o <
0,0005 (***) y o < 0,0001 (***x*x).
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Otra caracteristica morfoldégica importante es el aumento de vasos
sanguineos en la piel psoriédsica. Para evaluar este parametro las
muestras de piel del dorso del animal fueron tratadas para realizar
tincién tricrémica de Mallory. Para evaluar si la testosterona
disminuye esta caracteristica se observaron cortes histolédgicos
con tincidén tricrémica de Mallory en los individuos psoridsicos
(Figura 8A). Lo que se observd es que hay un Aarea cubierta por
vasos sanguineos que no es diferente entre los grupos que tienen

un aumento en la testosterona y el control (Figura 8B).
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Figura 8. El aumento de la vascularizacién en individuos psoriasicos no
se ve afectada producto de un aumento de la testosterona. Se administré
testosterona (1 mg/50 pL) o su vehiculo en dosis unica intramuscular 2
dias antes de la aplicacidén de IMQ. Las muestras de piel fueron colectadas
al dia siguiente de los 6 dias de aplicacidén de IMQ o su vehiculo (dia
7, eutanasia). A. Imagenes representativas de cortes histoldédgicos de
piel de ratones psoridsicos sometidos a tincidén tricrdémica de Mallory
para cada una de las condiciones. Panel izquierdo corresponde a DPS-Veh,
panel central corresponde a DPS-Tes y el panel derecho corresponde a DPS-
Cop. Cuadrado en el sector inferior izquierdo de cada imagen muestra un
aumento de la zona donde es posible observar los vasos presentes en la
dermis. B. Cuantificacién del a&rea ocupada por vasos sanguineos (p>0,05).
n=>5.

4.6 Efecto de la testosterona en la masa corporal y en bazo.

La induccién de dermatitis psoriasiforme lleva consigo una pérdida
de peso por parte del ratdn (Horvath, S. y col., 2020). En esta
investigacién fue posible observar que si bien en los uUltimos dos
dias de induccidén con IMQ, hay una tendencia a mantener el peso
en los grupos en los que aumenta la testosterona (DPS-Tes y DPS-
Cop) la diferencia que se ve con respecto al control no es

estadisticamente significativa (Figura 9A).
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El bazo es un o6érgano linfoide secundario en donde ocurre la
presentacidén antigénica por parte de las DC. Se ha considerado en
otros estudios por su aumento en el largo y peso en los individuos
psoridsicos con respecto a los controles (Van der Fist, L. y col.,
2009; Jabeen, M. y col., 2020). Dados los antecedentes expuestos
se considerdé un o6rgano importante de evaluar. Se encontrdé un
aumento del indice esplénico y la celularidad del bazo en todos
los grupos psoridsicos, no asi en los controles. Sin embargo, la
testosterona no provoca cambios en estos aspectos (Figura 9B y C).
Por otro 1lado, se evaludé el tamafio del Dbazo, revelando una
diferencia significativa entre el grupo control-Cop y DPS-Cop,
siendo este Ultimo el que tiene mayor largo (Figura ©9D), sin
observarse diferencias estadisticamente significativas en los
otros grupos de estudio. Los resultados sugieren que la

testosterona protege de la pérdida de peso hacia el final del

tratamiento.
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Figura 9. La testosterona no tiene efecto en la masa corporal de los
individuos ni en el largo o celularidad del bazo. La masa corporal se
registré a diario antes de la induccidén de DPS por los 6 dias de
tratamiento y el dia de eutanasia, al momento de esta. El largo y peso
del bazo se registraron inmediatamente después de la eutanasia. E1
cdlculo de la celularidad del bazo se realizdé homogeneizando el tejido
del bazo y luego contando en camara de Neubauer. A. Porcentaje de
variacién de masa corporal durante el periodo de induccién de DPS (Mann-

Whitney P>0,05). B. Indice esplénico (masa bazo/masa corporal) de cada
condicidén (P<0,05). C. Cantidad de células totales de bazo (P>0,05). D.
Largo Bazo de cada condicién (P<0,05). Ratones DPS de las 3 condiciones

n=5; Control-Veh n=1; Control Tes y cop n=2. Test Tukey a<0,05(*), o<
0,005(**), a< 0,0005 (***) y o< 0,0001 (****).

4.7 Fenotipificacién de las poblaciones Thl y Thl7 en bazo.

Debido a que el tamafio del Dbazo aumenta en los individuos
psoriasicos y que en la investigacidén de Van der Fits vy
colaboradores se observaron y describieron los cambios en 1las
poblaciones celulares presentes en este, es que en este estudio
se considerd que la testosterona podria ejercer algin rol a nivel
celular (Van der Fits, L y col., 2009). En cuanto a las poblaciones
celulares del bazo se encontré que hay una disminucidén de las

células CD4+ y CD8+ en los individuos psoridsicos con respecto a
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animales controles, esto Ultimo en linea con lo reportado en la

literatura (Figura 10A-C) (Van der Fits, L y col., 2009).
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Figura 10. La testosterona no tiene efecto en el porcentaje de células
CD4+ o CD8+. El bazo fue perfundido e incubado por 4 horas con PMA (1
mM) , Ionomicina (0,5 mg/mL) y brefeldina (5 mg/mL). Luego de la incubacién
se colectaron las células y se marcaron con anticuerpos conjugados para
evaluar la expresidén de CD4 y CD8 por citometria de flujo. A. Dot plot
representativo de poblaciones CD4+ y CD8+ para cada condicidén. B y C.
Gréfico de barra muestra la cantidad de células CD4+ y CD8+ totales para
cada condicidén, respectivamente (p<0,05). Test Tukey o <0,05.
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Lo siguiente fue observar si habia una disminucién en la cantidad
de células CD4+ o CD8+ productoras de IL-17 o IFN-y, puesto que
estas poblaciones en particular tienen un papel importante en el
desarrollo de la psoriasis. En acuerdo con datos de la literatura
(Van der Fits, L. vy <col., 2009), en todos 1los individuos
psoridsicos hay un aumento en la cantidad de células CD4+
productoras de IL-17 e IFN-y (Figura 11A-C). Sin embargo, la
cantidad de réplicas experimentales no nos permitid tener
resultados estadisticamente significativos. Por otra parte, no hay
diferencias entre los ratones tratados con testosterona y 1los

controles (Figura 11B-C).

Como se muestra en la Figura 11E, la cantidad de células CD8+
productoras de IL-17 aumentan levemente en los ratones controles
con respecto a los ratones psoridsicos que han tenido un aumento
en los niveles de testosterona, pero la testosterona no provoca
una diferencia en la cantidad que sea estadisticamente
significativa. Con respecto a la cantidad de células CD8+
productoras de IFN-y, se observa una tendencia a la disminucién
en los grupos psoridsicos control y con inyeccidén de testosterona
con respecto a sus controles y una tendencia al aumento en el
grupo de coépula con respecto a su control, pero ninguna de estas
diferencias es estadisticamente significativa (Figura 11F). Los

resultados sugieren que la testosterona no estaria ejerciendo
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ningtn efecto ni en la cantidad de células CD4+ y CD8+ ni en la

produccidén de citoquinas por parte de estas.
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Figura 11. La testosterona no tiene efecto en la produccién de citoquinas
IL-17 e IFN por parte de las células CD4+ y CD8+. El bazo fue perfundido
e incubado por 4 horas con PMA (1 mM), Ionomicina (0,5 mg/mL) y brefeldina
(5 mg/mL) . Luego de la incubacidén se colectaron las células y se marcaron
con anticuerpos conjugados para evaluar la expresién de IL-17 e IFN-y
por citometria de flujo. A. Dot plot representativo del porcentaje de
células CD4+ productoras de las citoquinas IL-17 e IFN-y, para cada
condicién. B y C. Grafico de barra muestra el porcentaje de células CD4+
productoras de IL-17 e IFN-y, respectivamente (P<0,05). D. Dot plot
representativo del ©porcentaje de células CD8+ productoras de las
citoquinas IL-17 e IFN-y, para cada condicién. E y F. Gréfico de barra
muestra el porcentaje de células CD8+ productoras de IL-17 e IFN-vy,
respectivamente (P>0,05). A-F Ratones DPS de las 3 condiciones n=5;
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Control-Veh n=1; Control Tes y cop n=2. G-I. Control-Veh n=1, las otras
condiciones n=2. Test Tukey o <0,05.

4.8 Efecto de 1la testosterona en 1la poblacién de células

dendriticas de la piel.

Se considerdé en principio que la mejora en los pacientes con
psoriasis vulgaris y que se realizan terapia de reemplazo de
testosterona (Cemil, B.C. y col., 2015; Eltaweel, A. y col., 2018)
era producto de una disminucidén de poblaciones TCD4 o TCD8 en el
organismo. Como nuestros resultados no son equivalentes se
considerd que el andrdgeno podria tener su efecto a nivel de la
piel. Lo primero que se hizo fue caracterizar los subtipos de DCs
de la piel de ratdédn BALB/c. Para este propdsito se analizd la piel
de un ratén sano. Lo que se encontrd fueron tres subtipos: células
dendriticas dermales (CD24+CD11b-), células de Langerhans
(CD24+CD11b+) % células dendriticas CD11lb+ (Figura 12A7) .
Conociendo los subtipos de DCs presentes en la piel se procedid a
observar cémo cambiaba el perfil con respecto al individuo sano.
De manera interesante, en individuos con psoriasis no se pudo
analizar las poblaciones de DCs en piel, puesto que la poblacidn
de células presentadoras de antigeno se reduce notablemente
(CD45+IAd+) (Figura 12B-D). Sin embargo, no se observaron cambios
en las poblaciones de DCs en los ratones que tenian aumentada la
testosterona al comparar con el control de vehiculo (Figura 12B-

D).
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A continuacidén, se mididé la produccidén de citoquinas en piel
mediante CBA por parte de las poblaciones presentes en la piel.
Lo que se observd es una tendencia a la disminucidén de la secreciédn
de la citogquina IL-6 en los individuos que tienen un aumento en
la testosterona y que esta tendencia es acentuada cuando el
individuo es psoridsico (Figura 12E). Los resultados sugieren que
la testosterona no tiene un efecto en las poblaciones de DCs, algo
que ya se habia observado en el experimento in vitro, pero al
parecer la testosterona podria estar provocando una disminucidn
en los niveles de IL-6 en individuos control y psoriasicos,

secretados por las células presentes en la piel de ratones control.
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Figura 12. La testosterona no provoca cambios en el perfil de 1las
poblaciones de DC, pero estaria produciendo un cambio en la secrecién de
citoquinas presentes en la piel. La muestra de piel para el andlisis de
subtipos de DCs se homogeneizd y se incubd con Colagenasa IV 2,5 mg/mL
(Gibco) y DNAasa 6.25 pg/mL, luego de lo cual se colectaron las células
y se marcaron con anticuerpos conjugados para evaluar la expresidén de
CD45, CDllc y MHC-ITI (IAd). La muestra de piel para CBA, se colectd
mediante un punch de biopsia, el cual se dejdé incubando por 24 horas.
Luego de la incubacidn se colectd el sobrenadante que se marcd mediante
CBA para conocer la concentracidén de citogquinas secretadas. A. Secuencia
de andlisis de DC de piel, el ultimo dot plot del panel inferior izquierdo
muestra las poblaciones de DCs que se encuentran en la piel de un ratédn
sano. B y C. Secuencia de andlisis de DCs de piel para individuos control
y psoridsicos, respectivamente. D. Cuantificacidén células doble positivas
(CD45+ MHCII+) (P<0,05). E. Cuantificacién CBA para IL-6 (P<0,05). Test
Tukey o<0,05(*), o< 0,005(**), o< 0,0005 (***) y a< 0,0001 (****).
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4.9 Efecto del estrés sobre 1la induccién de dermatitis

psoriasiforme.

Se ha reportado en la literatura que hay un efecto del estrés en
gatillar la psoriasis como también en exacerbar la enfermedad
(Rousset, L. y Halioua, B., 2018). En esta investigacidén no se
tenia por objetivo evaluar este pardmetro de forma directa, aunque
si fue considerado para poder analizar de forma correcta los
resultados del efecto de la testosterona. La induccidén de
dermatitis psoriasiforme se realizd en dos instancias, las que se
denominaron set experimental 1 y 2. Estos individuos tuvieron
diferencias en cuanto a la cantidad de ruido exterior y cantidad
de visitas al Dbioterio por semana, siendo ambas menores en el

segundo set experimental.

Existen estudios en los que se ha mostrado la relacidn entre estrés
y un aumento de la masa de la glandula suprarrenal (Ulrich-Lai,
Y. y col., 2006; Ludescher, B. y col., 2008). Por tanto, este
método fue wutilizado para conocer si el ratdén estaba o no
estresado. Como se muestra en la Figura 13A el segundo set
experimental en todos los grupos tiene un aumento en la masa de
la glandula suprarrenal en comparacidén con el primer set
experimental, que es significativamente diferente. Este efecto del
estrés se ve reflejado en la severidad de la dermatitis
psoriasiforme gque presentan los individuos (Figura 13B). Los

resultados indican que los individuos del segundo set experimental
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presentan una dermatitis psoriasiforme mds grave que los del primer
set experimental. Lo anterior se puede observar en la Figura 13B,
donde el PASI total de los individuos del segundo set es mayor a
los del primer set experimental. También es posible observar esta
diferencia en los pardmetros que componen el PASI total. Estos
resultados a pesar de no tener diferencias estadisticamente

significativas sugieren que el estrés provoca un aumento en la

gravedad de la A psoriasis.
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Figura 13. El1 estrés exacerba la dermatitis psoriasiforme. Se colectd
luego de la eutanasia las gléndulas suprarrenales de los individuos, se
pesaron y se obtuvo un promedio de las dos por animal. A. Grafico de
barras muestra la masa de la gléandula suprarrenal de los ratones
psoriasicos del set 1 (DPS-Veh, DPS-Tes y DPS-Cop) y el set 2 (DPS-Veh2,
DPS-Tes2 y DPS-Cop2) (p<0,05). B. A la izgquierda se muestra grafico de
PASI Total por dia, a la derecha los pardmetros independientes que
componen el PASI total (escamas y eritema). A. Test Tukey o <0,05. B.
Mann-Whitney P>0,05.
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5. DISCUSION

La psoriasis es una enfermedad autoinmune crénica que en los
ultimos afios ha tenido un gran interés por parte del mundo
cientifico, tanto para conocer cuadles son los factores gatillantes
(ambientales, genéticos, estrés), cédmo se desarrolla, asi como
también para establecer 1los tratamientos apropiados. En esta
investigacidén se abordd el efecto de la testosterona como potencial
inmunomodulador en la psoriasis. En lo que se refiere a
Latinoamérica, Chile es uno de los paises que presenta mas casos
de psoriasis junto a Uruguay, Argentina y Brasil. En nuestro pais
existen entre 180 mil y 200 mil pacientes con psoriasis de 1los
cuales el 80% suele tener psoriasis vulgaris. Actualmente, la
psoriasis es una enfermedad que no estd considerada en la canasta
GES ni en las enfermedades que estudia la encuesta nacional de
salud, ni tampoco en otras prestaciones. La psoriasis puede afectar
muchos aspectos de la vida de las personas que la padecen, en
algunos casos, deteriorando de manera importante su calidad de
vida. De ahi la importancia de investigar potenciales

inmunomoduladores gque puedan convertirse en nuevos tratamientos.

Cuando se habla de si existe una mayor o menor reaccién del sistema
inmune, por lo general se asocia al sexo del individuo, discutiendo
respecto a las hormonas sexuales femeninas (estrdgeno) ¢
masculinas (testosterona) (Ahmed, S. y col., 1985). Respecto a lo

anterior existen opiniones divididas con relacidén a si la psoriasis
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afecta mads a las mujeres que a los hombres, o si los afecta por
igual (Griffiths, C. y Barker, J., 2007; Greb, J. y col., 2016).
Investigaciones sobre el papel de la testosterona en cuadros
inflamatorios y estudios de casos de pacientes con diagndéstico de
psoriasis han mostrado que la testosterona tendria un rol
inmunomodulador, puesto que, disminuye un cierto set de citoquinas
(IL-1B, TNF-a), aumenta otras (IL-10) y algunas se mantienen sin
cambio (IL-6) (Kalinchenko, S.Y., y col., 2010; Traish, A. y col.,

2018) .

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria autoinmune, en donde
las DCs cumplen un rol fundamental en el inicio de la enfermedad.
Por esta razdn, se evalud si la testosterona podia tener un rol
inmunomodulador sobre éstas. Para ello se utilizaron DCs derivadas
de médula 6sea, diferenciadas con GM-CSF, puesto que, es un modelo
celular gque se ha ocupado en incontables estudios (Labeur, M. y
col., 1999; Brasel, K. y col., 2000; Helft, H. y col., 2015). Aun
siendo un modelo ampliamente utilizado, hay que considerar que
dependiendo de si estas células son expuestas solo a GM-CSF o en
conjunto, con otras citoquinas, se pueden obtener diferentes
cultivos de DCs (Brasel, K. y col., 2000; Helft, H. y col., 2015).
Segin reportes de Helft y colaboradores los estudios in vitro
usando BMDC diferenciando uGnicamente con GM-CSF sin considerar la
identidad heterogénea resultante, constituye un problema al
momento de analizar e interpretar los resultados obtenidos (Helft,

H. v col., 2015). El cultivo de células de médula ésea con GM-CSF
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genera dos tipos celulares, ambos CDl11c+MHCII+, wuno dgue es
espontidneamente maduro que tiene marcadores acotados a dendriticas
(CD135, CCR7, CD117) y otro inmaduro, parecido a macréfagos (Helft,

H. y col., 2015).

En el cultivo celular es posible que se encontraran macrdéfagos M1,
producto de la diferenciacién mediante GM-CSF. Estos presentan los
marcadores CD86 y MHC-II en su superficie, a diferencia de los M2,
ademés se sabe que son capaces de secretar IL-6 y TNF-o, pero,
estos macré6fagos no son activados por agonistas de TLR, por lo que
se estaria observando solo la produccidn y secrecidn de citoquinas
por parte de las DCs. En el caso de TNF-a no se observa modificacién
en la cantidad de células que lo producen ni la cantidad de
citoquina producida y secretada por estas cuando se administra
testosterona (Figura 4 H y 5B y C) y tampoco se ve modificada la
cantidad de IL-6 secretada (Figura 4H). Por otro lado, el aumento
de testosterona afecta la cantidad de células productoras de IL-
12 en el grupo dgque tuvo testosterona en la diferenciacidén vy
activacién, pero no en el que tuvo testosterona solo en la
activacién, ademds se observa que se modifica la produccidédn de
esta citogquina, aumentando en aquellas células que se han expuesto
tanto en la diferenciacidén como en la activacidén a testosterona
(Figura 5D-F). Esto es interesante, puesto que se conoce dque la
IL-12 es requerida para la activacién de las células T virgenes
(Ruiz, V. 'y col., 2014), promoviendo la diferenciacién vy

proliferaciédn de las células T (CD4 vy CD8). Ademés, evoca
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propiedades inmunorreguladoras potentes mediante la promocidén de
la diferenciacién celular de célula T helper CD4 (Thl), inhibiendo
la diferenciacién CD4 (Th2) promoviendo la produccidén de IFN por
las células inmunes (Walter, M.J., 2006). Por otro lado, la IL-12
origina la activacidén y sobrevivencia de las DCs, esto tGltimo,
promoviendo la localizacién nuclear del factor nuclear kB, que
provoca un aumento en la produccién de IL-12 (Lotze, M. y Kalinski,

P., 2003).

En resumen, los resultados sugieren que la testosterona en las DCs
no estaria generando un rol inmunomodulador que protege de la
enfermedad, puesto dque, suscita la sobrevivencia de las DCs
presentes en la piel y la diferenciacidén de las células T mediante
el aumento de la produccidén de IL-12. Por otro lado, es conocido
que la IL-12 inhibe la angiogénesis en los ratones mediante la
induccién de IFN-y (Lotze, M. y Kalinski, P., 2003), por lo que
la testosterona podria estar ejerciendo un rol protector gue se
traduciria en una disminucién del eritema en las ©placas
psoridsicas, aspecto gque no se observa en la tincidén tricrdmica
de los cortes de piel de individuos psoridsicos (Figura 8A). Estos
resultados preliminares sugieren que la testosterona podria tener
un rol en la psoriasis, pero hace falta evaluar la produccidédn de
IL-12 a través de otros métodos, como ELISA, para confirmar este
resultado e indagar en los resultados de las poblaciones celulares

de la piel y el bazo en el modelo in vivo.
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En relacién con la cantidad de células que presentan los marcadores
CDllc, CD86 y MHC-II no podemos tener certeza de que sean solo DC,
por lo que cualquier comparacidédn en cuanto a diferenciacién vy
activacién también incluye a los macréfagos. Lo que se observd es
que no hay un cambio en la cantidad de células que se diferencian
y activan (Figura 4A-G), por lo que se concluye que la testosterona
no provocaria una disminucién de las poblaciones de DC vy

macrdéfagos.

Lo anterior abre la incdégnita de qué poblaciones y/o produccidn
y/0 secrecién de citoquinas se estaria viendo afectada por la
administracién de testosterona. Existen estudios en los que se ha
mostrado que la administracidén de testosterona genera una mejora
en las lesiones psoriédsicas (Cemil, B. y col., 2015; Saad, F. y
col., 2016; Eltaweel, A. y col., 2018), pero no se ha profundizado
en el tema. Debido a esto, se planted un estudio indagatorio para
conocer que ocurre en la psoriasis a nivel macroscédpico vy
microscdépico. Para este fin se utilizdé un modelo ampliamente
ocupado y aceptado de induccidén de dermatitis psoriasiforme, el
modelo de induccidén mediante IMQ (Van der Fits, L. y col., 2009;
Ueyama, A. y col., 2014; Onderdijk, A. y col., 2017; Jabeen, M. y

col., 2020; Fenix, K. y col., 2020).

Se sabe que el IMQ es un agonista de TLR7 y 8 y que la subsecuente
activacién de NFkB da como resultado la induccidédn de citoquinas

(Suzuki, H. y col., 2000; Dahl, M., 2002), gquimioquinas y otros
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mediadores, llevando asi a la activacién de células presentadoras
de antigeno y la posterior activacién de células T (Schdén, M. p.
y Schoén, M., 2007). Las LCs se activan y migran desde el dia 2 de
la aplicacidén tépica de IMQ (Suzuki, H. y col., 2000), esto se
condice fuertemente con lo observado en el PASI, en donde 1los
primeros signos de induccién de dermatitis psoriasiforme se
observan al dia 3 (Figura 6B y D), dia en el que ya habria
infiltracién en la zona producto de la activacidén de las LCs.
Suzuki y colaboradores mencionan que al dia 10 hay una disminucidn
de un 43% de estas células (Suzuki, H. y col., 2000), lo que se
relaciona con la disminucidén de células CDllc+ que se observd en

los individuos psoriasicos al dia 7 (Figura 12C).

Estd activacidén y comunicacidn entre sistema inmune innato vy
adaptable provoca varios cambios a nivel sistémico. En primer
lugar, si observamos que estd sucediendo en el bazo, un &érgano
linfoide secundario, esperariamos ver gque ya haya expansién de las
células T. Interesantemente, tanto las células TCD4 como las TCD8
disminuyen en los individuos psoridsicos (Figura 10A-C), efecto
que ya se habia reportado por Van der Fits y colaboradores (Van
der Fits, L. y col., 2009). Ademéds, ellos mencionan que encontraron
niveles de produccidén de IL-17 aumentados en las células TCD4 de
los individuos psoridsicos, esto avala la tendencia al aumento que
se observa en los resultados obtenidos (Figura 11A-B) y que los
niveles de produccién de IFN-y apenas aumentaron, resultado que

también se observa en esta investigacién (Figura 11 A y C).
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Adicionalmente, en el estudio se menciona la produccién de IL-17
e IFN-y por las células TCD8, por lo que se esperaba que IL-17
aumentara un poco e IFN-y en gran cantidad, pero esto no se observd
(Figura 11D-F). Estos resultados sugieren que la produccidén de
citoquinas y la cantidad de células que componen las poblaciones
del bazo no son modificadas significativamente por un aumento de

la testosterona a nivel sistémico.

La activacién de los linfocitos T y el aumento en la produccidn
de algunas citoquinas, como la IL-17 e IL-22, producen cambios en
la piel de los individuos psoridsicos. Estas citogquinas actuan
directamente en los queratinocitos promoviendo la produccidn de
IL-8 e IL-6 mediante la IL 17, qgque posteriormente provoca el
reclutamiento de células a la zona (Dahl, M., 2002; Gao, J. vy
col., 2020), lo gue se conoce como infiltrado celular (Figura 7C).
Asi mismo, observamos que la IL-22 promueve la proliferacidén de
los gueratinocitos generando un engrosamiento de la epidermis y
retencién del nucleo por parte de los queratinocitos producto de
la alta tasa de proliferacidén (Figura 7A), efecto que también se
observa a nivel macroscdpico, en lo que se describen como escamas
en la piel de ratén (Figura 6A y D). Lo interesante, es que el
dia 7 se observa en las escamas una leve separacidén de los grupos
gue tienen un aumento de la testosterona con respecto al control
(Figura 6D). Jabeen y colaboradores en su investigacidén mencionan
que al dia 6 la induccidén de dermatitis psoriasiforme por IMQ se

observa en la piel la aparicién en una alta cantidad de la proteina
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STAT3 (Jabeen, M. y col., 2020). Esta proteina tiene directa
relacién con la proliferacidén de los queratinocitos, ya que se ha
observado que la sefalizacidén de IL-22/STAT3 puede inducir CDC6,
proteina que tiene un rol importante en la proliferacidén, puesto
que su eliminacién lleva a una disminucién en esta (Sun, S. vy
col., 2019). Los resultados del dia 7 (dia de 1la eutanasia)
sugieren que la testosterona estaria actuando a nivel de los
queratinocitos, una linea investigativa que se propone explorar

en el futuro.

En la literatura es posible encontrar esta relacidén respecto a
otros tipos celulares como las células prostaticas, cardiomiocitos
y células del ttbulo renal (Wang, M. y col., 2009; Reed D. y Arany,
I., 2014; Ho, C. y col., 2020). En estos, se ha mostrado que la
testosterona provoca una disminucidén en la expresidédn y activacioédn
de STAT3, provocando diversos efectos que dependen del tipo
celular. Lo anterior nos lleva a sugerir que la testosterona podria
estar efectuando un papel en la proteccién de la psoriasis, como
se ha visto en los estudios de casos (Cemil, B. y col., 2015;
Eltaweel, A. vy col., 2018), regulando la via de STAT3 en 1los
queratinocitos (Inui, S. y col, 2000; Lai, J. y col., 2012; Ceruti,
J. y col., 2018). Particularmente, STAT3 se inhibiria en presencia
de testosterona, lo que llevaria a gque se apague la via. Lo
anteriormente descrito tendria como consecuencia una disminucién
de Ciclina D y por consecuencia, una disminucidén de la

proliferacidén de los queratinocitos lo que se traduce en una mejora
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visual en las placas psoridsicas (Figura 14). Para probar esta
hipbétesis en primer lugar se propone realizar inmunohistoquimica
en la piel de ratédn con anticuerpo contra STAT3 y STAT3
fosforilado. Lo anterior con la finalidad de comprobar que sea
STAT3 la proteina que se ve afectada o si este efecto ocurre a
nivel del receptor o en otra proteina de esta via. En segundo
lugar, se propone evaluar la presencia o ausencia de blancos rio
abajo de la cascada que son relevantes en la proliferacidén de los

queratinocitos, como lo es CDC6.

Los dqueratinocitos no solo reciben sefiales para proliferar,
también hay sefializacidédn que provoca la produccidn y secrecidn de
citoquinas, como lo son TNF-o e IL-6. Se ha reportado que ambas
citoquinas (TNF-a e IL-6) son producidas por las DCs, por ello,
se observd que ocurria con su produccidn y/o secrecidn in vitro.
En la literatura es conocido que TNF-a es importante en el
desarrollo de 1la psoriasis y que la IL-6 secretada por 1los
queratinocitos, entre otros tipos celulares, contribuye al
reclutamiento de otras células del sistema inmune a la zona, es
por esto por lo que cobra importancia saber gque sucede en cuanto

a la secrecidén de estas citoquinas en la piel.

Se observd que la IL-6 disminuye en los individuos psoridsicos que
tienen un aumento de la testosterona, este fendmeno ya habia sido
reportado por Saad y Thompson (Saad, F. y col., 2016; Thompson,

M. y col., 2017). En ellos se informa que la administracidén de
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testosterona in vivo e 1in vitro disminuye los niveles de IL-6.
Esta citoquina estd involucrada en varios sucesos, por 1lo gue se
habla que tiene efectos tanto anti como proinflamatorios (Ward,
N., 2006). Existen estudios que han mostrado que inhibe 1la
produccidén de TNF-o (Ward, N., 2006), pero ademds tiene un rol en
inducir la proliferacién de las células T y en la fase tardia de
la activacidén de células B, llevando a la produccidén y secrecidn
de anticuerpos. Dado lo variado de su accidén y que solo miramos
al dia 7 es dificil estimar que estd sucediendo con exactitud. Lo
que sugieren estos resultados es que la IL-6 disminuida en los
ratones psoridsicos no tiene un efecto inhibitorio en TNF-oa en
este modelo de induccidén por IMQ en la piel, por lo que seria
interesante que se pueda estudiar que ocurre dia a dia en este

modelo de induccidén en cuanto a esta citoquina y la testosterona.

También es posible que el aparente potencial de la testosterona
de modular el sistema inmune sea en realidad el resultado de una
relacidén cercana entre este andrbgeno y otras hormonas asociadas
al estrés, como la corticosterona. En esta tesis no se realizaron
andlisis que involucren el efecto del estrés. Sin embargo, es
posible inferir a partir de la temporalidad que se llevaron a cabo
los experimentos. En esta investigacidén el estrés observado
corresponde a la diferencia existente entre el primer set
experimental y el segundo. Este ultimo debido a la pandemia tiene
una separacién de 10 meses con el primero, tiempo en el cual ha

disminuido el ruido exterior y la cantidad de personal que visita
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el bioterio. Lo anterior tuvo por efecto un aumento del peso de
la glandula suprarrenal, relacidén que se ha observado en ratas,
tiene directa incidencia en el estado de estrés del individuo
(Ulrich-Lai, Y. y col., 2006). Queda pendiente explorar la relacién
del potencial efecto inmunomodulador de la testosterona en cuanto

a su compleja interaccidédn con otras hormonas.
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Figura 14. Propuesta de modelo accién de la testosterona en la enfermedad
de psoriasis. La Testosterona podria estar realizando su accidén por dos
vias posibles. Por un lado, podria ingresar al queratinocito y actuar
sobre STAT3 disminuyendo su activacién y/o produccidédn. La disminucidn de
STAT3 provocaria una disminucién de Ciclina D lo que llevaria a una
disminucidén en la proliferacidén de los queratinocitos. Por otro lado, la
testosterona podria actuar en la disminucién de IL-6 en la zona inflamada.
IL-6 es una citoquina involucrada en la expresidédn del receptor de IL-23
en los linfocitos Thl7, lo que a su vez provocaria una disminucidén de
las citoquinas que producen y secretan estos linfocitos, como IL-22. Lo
anterior se traduciria en una menor tasa de proliferacién de los
queratinocitos debido a la disminucién de IL-22 en la zona, lo que a
nivel de los gqueratinocitos se reflejaria en una disminucién de la
activacién de la via de STAT3-STAT3P. Las células de los extremos
representan lo que ocurre en la psoriasis en los queratinocitos, en tanto
la célula central representa lo que ocurriria en estas células si son
expuestas a testosterona.
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6. CONCLUSION

La presente investigacidén sobre el efecto de la testosterona en
la respuesta a la induccidén de psoriasis permite concluir sobre
la base de los experimentos realizados in vitro que la
diferenciacién y activacidén de las DC no es modulada por la
testosterona. Ademds, se observd que no modifica la producciédn de
TNF-a por parte de estas células. Por otro lado, en el estudio in
vivo se evidencidé que la cantidad de células que componen las
poblaciones inmunes de interés (DC, linfocitos TCD4 y CD8) no
fueron afectadas por la administracién de testosterona. No
obstante, se encontrd un efecto a nivel de algunas citoquinas
secretadas en la piel, tales como TNF-a e IL-6, las que podrian
tener un papel en el efecto inmunomodulador de la testosterona.
Es posible qgue estas citoquinas sean secretadas por otras
poblaciones de interés presentes en la piel, como los
queratinocitos. Por lo que seria importante explorar en el futuro

si la testosterona este ejerciendo un rol a este nivel.
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7. Proyecciones

Medir niveles sanguineos de testosterona en machos. Medir
tanto en machos control (sin tratamiento) como en machos que
reciben inyeccién vehiculo de testosterona o inyecciédn de
testosterona.

Considerar una mayor dosis de testosterona o en su defecto

mas de una inyeccidén de testosterona a los individuos.

Tener un grupo control de actividad de la testosterona, en
donde se midan pardmetros que estén relacionados con el
funcionamiento de esta (por ejemplo, activacidn de genes
blanco) .

Comprobar el efecto en la secrecidén de citoquinas, considerar
complementar con ELISA la medicidén de citoquinas secretadas,
tanto en experimentos in vivo como in vitro.

Analizar otras poblaciones celulares como queratinocitos vy
células Tyd, ya que la testosterona podria estar ejerciendo
un rol en otras poblaciones de la piel.

Analizar la produccidédn y secrecidn de otras citoquinas que
son relevantes para la enfermedad como IL-23.

Evaluar el efecto de 1la testosterona en un modelo de
induccidén més prolongado, emulando la enfermedad crénica, vy
no aguda como se realizd en esta investigacidn.

Evaluar durante el modelo de induccidén por IMQ a diario si

las citoquinas secretadas en la piel, particularmente en las
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que se observaron cambios en esta investigacidén, se mantienen
o varian durante la induccidn.

Medir IL-12 en el modelo de induccidén por IMQ, puesto que se
ha reportado que inhibe 1la angiogénesis y en esta
investigacidén (en el experimento in vitro) se observd una
tendencia al aumento en su produccidn, particularmente en el
grupo que tuvo testosterona durante la activacidén vy
diferenciacidén de las DCs.

Observar en la piel de 1los ratones psoridsicos si 1la
testosterona provoca una disminucién de lo que se han
descrito como vasos sanguineos tortuosos (Micali, G. y col.,
2010) en la enfermedad de psoriasis.

Considerando que en los Ultimos afios se ha reportado que el
sistema nervioso es un elemento importante en la psoriasis
(Zhang, X. y He, Y., 2020), considerar este aspecto como un
pardmetro més de la evaluacidn de la psoriasis y observar si

la testosterona podria tener alguna accidédn a este nivel.
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Figura 15. Comparacién de la evolucién de las caracteristicas psoriasicas
medidas como PASI y grosor de piel entre los individuos psoriasicos
hembra y macho de la misma edad. Se aplicdé IMQ durante 6 dias en el dorso
depilado de 1los ratones. Durante este periodo se tomdé registro del
eritema, escamas y grosor de piel, incluyendo el dia de la eutanasia en
la caracterizacién. A. Se muestran fotografias representativas
correspondientes a los cambios morfoldgicos en la piel de la zona dorsal
de los ratones a los dias 3, 5 y 7 (dia de eutanasia) para machos vy
hembras. B. Grafico muestra PASI total de los 6 dias (dias 1-6) de
tratamiento y el dia de eutanasia (dia 7) para machos y hembras. C.
Gréafico muestra el grosor de piel de los 6 dias (dias 1-6) de tratamiento
y el dia de eutanasia (dia 7) para machos y hembras. D. Graficos muestran
los parédmetros independientes que componen el PASI total; a la izquierda
se muestra la cantidad de eritema y el de la derecha muestra la cantidad
de escama, ambos con una escala de 1-4. Ratones DPS hembras y machos n=3.
Mann-Whitney P>0,05.
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Figura 16. Comparacién de la evolucién de las caracteristicas psoriasicas
medidas como PASI y grosor de piel entre los individuos psoriasicos
machos de diferente edad. Se aplicé IMQ durante 6 dias en el dorso
depilado de los ratones. Durante este periodo se tomd registro del
eritema, escamas y grosor de piel, incluyendo el dia de la eutanasia en
la caracterizacién. A. Se muestran fotografias representativas
correspondientes a los cambios morfoldgicos en la piel de la zona dorsal
de los ratones a los dias 3, 5y 7 (dia de eutanasia) para los dos grupos.
B. Grafico muestra PASI total de los 6 dias (dias 1-6) de tratamiento y
el dia de eutanasia (dia 7) para los dos grupos. C. Grafico muestra el
grosor de piel de los 6 dias (dias 1-6) de tratamiento y el dia de
eutanasia (dia 7) para los dos grupos. D. Gradficos muestran los parametros
independientes gque componen el PASI total; a la izquierda se muestra la
cantidad de eritema y el de la derecha muestra la cantidad de escama,
ambos con una escala de 1-4. Ratones DPS machos 8S y 14S con n=5. Mann-
Whitney P>0,05.

76



