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1.1. Epidemiologia y clinica de la psoriasis
La psoriasis es una enfermedad frecuente que afecta principalmente a la piel.
Se caracteriza por ser una enfermedad inflamatoria cronica mediada
inmunolégicamente, que cursa con hiperproliferacion y diferenciacién anormal
de queratinocitos. Aunque en los Ultimos afios se ha avanzado mucho en el
conocimiento de los mecanismos etiopatogénicos de la enfermedad, todavia no
estan claramente establecidos. Gran parte de estos conocimientos han surgido
del empleo de farmacos bioldgicos, que han demostrado gran eficacia clinica y
buen perfil de seguridad. Sin embargo, adn se conoce poco de los mecanismos

a través de los cuales ejercen su accion.

La psoriasis se distribuye a nivel mundial, mostrando variaciones étnicas y
geograficas. En Europa la prevalencia varia entre el 0,6 y el 6,5%, con una
media alrededor del 2%.® Afecta por igual a hombres y mujeres y puede
aparecer a cualquier edad, aunque es mas frecuente alrededor de los 20-30

afios y entre los 50 y 60.*

Existen diversas formas de presentacion clinica, siendo la méas frecuente la
psoriasis en placas. Esta forma afecta al 70-80% de los pacientes con psoriasis
y se caracteriza por placas bien delimitadas, eritematosas, cubiertas por
escamas gruesas blanquecinas, que afectan principalmente los codos, rodillas,
region lumbosacra y cuero cabelludo (fig. 1).* La psoriasis en gotas afecta al
10% de los pacientes y se define por el comienzo agudo de papulas y placas
de pequeiio tamafo, eritematosas, escasamente descamativas, distribuidas en

tronco y extremidades, con evolucién generalmente autolimitada.” Otras formas
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clinicas menos frecuentes son la psoriasis pustulosa y la psoriasis

eritrodérmica.*

Figura 1. Placas eritematosas cubiertas por escama blanca nacarada, distribuidas en cuero

cabelludo y superficies extensoras de extremidades.

Aunque raramente compromete la vida, la psoriasis puede cursar con una
elevada morbilidad y disminucion de la calidad de vida,® ocasionando un gran
impacto econémico en el sistema sanitario.’® Las comorbilidades mas
frecuentemente asociadas con la psoriasis son: artropatia psoriasica,
enfermedad cardiovascular, sindrome metabdlico, higado graso no alcohélico,
enfermedad inflamatoria intestinal, linfoma y céncer de piel, ansiedad y

depresion.’

La artropatia psoriasica se clasifica entre las espondiloartropatias
seronegativas asociadas a HLA-B27, y aunque su prevalencia no ha sido
claramente establecida se cree que afecta al 25-34% de los pacientes con

psoriasis.® La forma de presentacién mas frecuente es la artritis oligoarticular

12



asimétrica. Ademas de la presentacién articular, puede afectar a tendones,
ligamentos y huesos, y con frecuencia se asocia a manifestaciones ungueales.®
En el 70% de los casos aparece después de las manifestaciones cutaneas y su

gravedad no esté necesariamente relacionada con la extensién cutanea.®

1.2. Correlacion clinico-patolégica
A nivel individual las placas de psoriasis se caracterizan por descamacion,
infiltracion y eritema. Las escamas son el resultado de una hiperproliferacion
anOmala de queratinocitos que se manifiesta por el engrosamiento de la
epidermis (acantosis), la reduccibn o0 ausencia de capa granulosa
(hipogranulosis), y la retencion del nucleo de los queratinocitos en la capa
cérnea (paraqueratosis) (fig. 2).° Los cambios a nivel de la epidermis junto con
un denso infiltrado inflamatorio contribuyen a la infiltracion de las lesiones. El
infiltrado principalmente esta compuesto por linfocitos CD4+ y células
presentadoras de antigeno (CPA) en la dermis, mientras que en la epidermis
predominan los linfocitos CD8+, las células de Langerhans y los neutrdfilos (fig.
3).? El eritema de las lesiones es debido al aumento de capilares dilatados y

tortuosos en la dermis superficial (fig. 2).°
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Figura. 2. Paraqueratosis, acantosis y engrosamiento de las crestas
interpapilares en forma de porra con coalescencia de las mismas. Vasos
dilatados en la dermis superficial, rodeados por un infiltrado inflamatorio

formado principalmente por linfocitos (H-E 20x).

Figura 3. A mayor detalle, paraqueratosis con agregados de neutréfilos

(Microabscesos de Munro) (H-E 100x).
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1.3. Genética y bases inmunoldgicas de la psoriasis
La psoriasis se considera una enfermedad multifactorial, influenciada por

multiples genes con penetrancia variable, asi como factores ambientales.

1.3.1. Genética
La contribucién del componente genético al desarrollo de la psoriasis se ha
establecido mediante estudios de familias afectadas y gemelos, estudios
epidemioldgicos de poblacion y, mas recientemente, mediante la identificacion
de genes asociados a la enfermedad mediante estudios de ligamiento y

asociacion.113

La probabilidad de padecer psoriasis en un individuo aumenta si presenta
antecedentes familiares. El riesgo en un descendiente se estima en el 41% si
ambos padres estan afectados, 14% si un padre esta afectado, y 6% si un
hermano esta afectado.! La concordancia para gemelos monocigotos varia del

62% al 70% comparado con el 21-23% para gemelos dicigotos.?

Se han identificado varias regiones cromosomicas asociadas a psoriasis,
denominadas PSORS1-10, siendo la asociacion mas fuerte con el locus
PSORS1 situado en el cromosoma 6p21, dentro del complejo principal de
histocompatibilidad (CMH).* Esta regién codifica genes importantes en la
respuesta inmune, incluyendo genes HLA, asi como mas de 200 genes no
HLA." 2 Varios alelos HLA se han relacionado con la psoriasis, siendo el alelo
HLA-Cw6 el que mas constantemente ha demostrado un elevado riesgo para

® En concreto el alelo HLA-Cw*0602 se ha asociado

15
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principalmente a la psoriasis en gotas y a la psoriasis tipo 1, definida como una
forma més grave, con inicio antes de los 40 afos, con afectacion extensa y
recurrente, y con historia de familiares afectados.’™ '’ Puesto que la mayoria
de las células T epidérmicas son CD8+, es probable que respondan a
antigenos presentados en el contexto de moléculas del CMH clase |, como el

HLA-Cw6.'8

Sin embargo, la forma alélica HLA-Cw6 Unicamente estd presente en el 50-
75% de los pacientes con psoriasis, comparado con el 10-15% de la poblacién
no psoriasica; y solo el 10% de los portadores del alelo HLA-Cw6 desarrollan la
enfermedad.’ *® Se han identificado otros genes de susceptibilidad fuera de la
region del CMH, que estan implicados en la regulacion de la inflamacion y/o
inmunidad, y que pueden contribuir a la severidad y fenotipo de la psoriasis.
Algunos de estos genes regulan la via de sefalizacion IL-23/IL-17 (IL-23A,
IL12B, IL23R); la respuesta inmunitaria Th2 (IL4, IL13); la via de sefalizacion
NFkB; y moléculas de defensa y diferenciacion epidérmica (B-defensina 4

(DEFB4), proteinas de envoltura queratinizada tardia (LCE)).*®

1.3.2. Desencadenantes de la cascada inflamatoria
Multiples factores ambientales se han implicado en la patogenia de la psoriasis,
destacando las infecciones, los farmacos, el estrés emocional, los

traumatismos (fenémeno de Koebner) y el tabaco.!

El factor ambiental mejor caracterizado es la infeccion faringea por
Streptococcus pyogenes. Se ha relacionado con el desencadenamiento de

brotes de psoriasis en gotas, pero también con la exacerbacién de psoriasis
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crénica en placas preexistente.’>*® Su implicacién en la etiopatogenia de la
psoriasis se evidencia por la frecuente historia de infeccion faringea las dos
semanas previas al brote o exacerbacion, el aislamiento del organismo en el

exudado faringeo y la elevacién de los anticuerpos antiestreptococo.?

En cualquier caso, la naturaleza exacta del antigeno responsable de la
activacion de las células T patdgenas permanece desconocida, postulandose el
papel de superantigenos, antigenos estreptocécicos y antigenos cutaneos

relacionados estructuralmente con antigenos estreptocécicos o no.* #

En el contexto de una infeccidn estreptococica faringea, los antigenos
estreptococicos serian presentados en el contexto del HLA-Cwé6 a los linfocitos
T naive (ThO) de los ganglios linfaticos que drenan la faringe, causando su
diferenciacion y proliferacion a linfocitos T efectores y de memoria con

18, 20 El

capacidad de emigrar a la piel, donde serian activados. principal

antigeno estreptococico reconocido como desencadenante de psoriasis es el

peptidoglicano, un constituyente de la membrana celular.*® ?°

Es posible que inicialmente la respuesta esté mediada por linfocitos T
especificos de antigenos estreptocdcicos, y que con el tiempo las células T
pierdan la tolerancia inmunoldgica, reconociendo antigenos propios, Yy
perpetuando de este modo la cronicidad de la enfermedad.’® Se conoce que
epitopos de la proteina M estreptocécica presentan homologia con las

queratinas K16 y K17, y que se unen preferentemente al HLA-Cw6.'% %

Se ha observado que las infecciones, los traumatismos en la piel y la
inflamacion desencadenan la expresion de péptidos antimicrobianos en los

queratinocitos. En las placas de psoriasis se identifican: B-defensinas,
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proteinas S100, catelicidina (LL37), ARNasa y lisozima.?® Estas junto con las
proteinas pequefas ricas en prolina y las proteinas de envoltura queratinizada
tardia (LCE), también aumentadas en psoriasis, podrian actuar como nuevos
antigenos. Algunas de estas proteinas estan codificadas por genes localizados
en el complejo de diferenciacién epidérmica en el cromosoma 1921, que ha

sido relacionado con susceptibilidad genética para la psoriasis (PSORS4).'8 %/

1.3.3. Relacion entre el sistema inmune innato y adaptativo
Las principales células del sistema inmune innato en la piel son las células

dendriticas, los macréfagos, los queratinocitos y los neutréfilos.*

Se sugiere que el inicio de la enfermedad es mediado por las células
dendriticas, las mas potentes CPA. Tras su activacion por sefiales del sistema
inmune innato a través de receptores de reconocimiento de patrones, como los
receptores toll-like, maduran y migran a los 6rganos linfoides. Alli presentan el
antigeno a los linfocitos T naive (ThQ), promoviendo su diferenciacion a células
efectoras y de memoria con distintos patrones de citoquinas (fig. 4). Ademas
durante este proceso las células T adquieren moléculas que determinan su
migracion posterior al tejido especifico del que procede el antigeno, donde
seran de nuevo activadas por el estimulo antigénico. Si el origen es cutaneo,

expresaran CLA y CCR4.%830

Las células dendriticas plasmacitoides son un subgrupo de células dendriticas
gue estan aumentadas en las lesiones de psoriasis y que se caracterizan por la
elevada produccion de IFN-a. ElI IFN-a tiene multiples funciones

proinflamatorias incluyendo la regulacion de la expresion de moléculas del
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CMH clase |, favorece la presentacion de antigenos y la activacion de células
T.31 32 Ademaés existe una poblacién compleja de células dendriticas mieloides
en la piel de los pacientes con psoriasis. Estas células producen un aumento
marcado de citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-23); aumentan la capacidad de
presentar antigenos a las células T; estimulan la produccién de IL-17 e IFN-y
por los linfocitos T; y aumentan la expresion de la sintasa 6xido nitrico inducible
(INOS), generadora de o6xido nitrico, con efectos en la vasodilatacion,

inflamacion y con actividad antimicrobiana.3" %

Asi, por ejemplo, se ha observado que la catelicidina (LL37) forma complejos
con el ADN de células dafiadas que, a través del TLR9, se unen a las células
dendriticas plasmacitoides, estimulando la produccién de IFN-a, implicado en la
iniciacion de las lesiones de psoriasis.*®* Ademéas LL37 forma complejos con el
ARN, activando el TLR7 vy, al igual que el complejo LL37-ADN, desencadena la
secrecion de IFN-a en las células dendriticas plasmacitoides.®* Por otro lado, el
complejo LL37-ARN a través del TLR8 también estimula las células dendriticas

mieloides.3

Por otro lado, los queratinocitos producen altas cantidades de péptidos
antimicrobianos que, ademas de su actividad antimicrobiana, tienen
propiedades inhibidoras de proteinasas, quimioquinas y neuropéptidos. Estas
les permiten contribuir a la patogénesis de la psoriasis reclutando células
inmunitarias, mediando respuesta inmune proinflamatoria e iniciando la
proliferacién de queratinocitos y vasos sanguineos.?® * Los queratinocitos
ademas son sensibles a las citoquinas derivadas de las CPA y los linfocitos T, y
como respuesta incrementan aun mas las citoquinas proinflamatorias (IL-18, IL-
6, TNF-a) y quimioquinas (IL-8 [CXCL8], CXCL10, CCL20).%
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Figura 4. Relacion entre el sistema inmune y adaptativo. Tomada de: Nestle FO, Kaplan DH,

Barker J. Psoriasis. N Engl J Med. 2009; 361(5): 496-509.

1.3.4. Desequilibrio Thl, Th2, Th17
Durante la activacion de las células Th naive (ThO) en los 6rganos linfoides
secundarios, la diferenciacion hacia un tipo de respuesta Th efectora es
dependiente del perfil de citoquinas presente localmente (fig. 5).*° Inicialmente
se crey0 que la alteracion inmunoldgica primaria en la psoriasis era un exceso
de IL-12 (p35/p40), y un defecto de IL-4, causantes de un desequilibrio en los
linfocitos Th1/Th2.*” Posteriormente, la deteccién de niveles elevados de IL-23
(p19/p40), IL-17 e IL-22 en las lesiones de psoriasis, junto con la deteccion de
polimorfismos en varios genes de la via IL-23, condujeron al reconocimiento del

papel fundamental de las células Th17 en la patogénesis de la psoriasis.®®
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Figura 5. Diferenciacion de los diferentes subtipos de linfocitos, y su efecto en la proliferacién y

diferenciacion de los queratinocitos.

Se ha demostrado que las lesiones de psoriasis contienen un exceso de
linfocitos Thl que son activados y producen principalmente IFN-y.*> *! El IFN-y
regula una gran cantidad de genes implicados en las distintas fases de la
patogenia de la psoriasis: activacion de las células dendriticas, activacion de
células T, trafico de leucocitos a través de la expresion de quimioquinas y
moléculas de adhesién, vasodilatacién, y alteracion de los queratinocitos.* %2
Entre las funciones del IFN-y se incluye estimular la produccion de IL-23 por las
células dendriticas, citoquina inductora de la respuesta Th17."®> Ademas se ha
observado que IFN-y e IL-17 actdan sinérgicamente aumentando las citoquinas

proinflamatorias en los queratinocitos.*® Asi el nuevo modelo IL-23/Th17 integra
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también el modelo de inflamacion Thl, de modo que la placa de psoriasis seria
un patron de respuesta cutanea a diferentes citoquinas producidas por distintos

subtipos de células T (fig. 5).

Por otro lado, las células Th2, productoras de IL-4 e IL-13, suprimen la
diferenciacion y la actividad efectora de las células Thl y Thl7, habiéndose
descrito también una disminucion de este subgrupo celular en las lesiones de

psoriasis.'® 3

1.3.5. Eje IL-23/Th17
Los linfocitos Th17 se definen por la capacidad de secretar IL-17A, IL-17F, IL-
22, IL-21 y TNF-a.** Aunque los mecanismos involucrados en su diferenciacion
desde los precursores Th naive (ThO) son controvertidos, TGF-B1, IL-6, IL-1B e
IL-21 parecen implicadas en su origen. Su posterior expansion, supervivencia y
funciones efectoras estan mediadas por la IL-23, producida por las células

dendriticas, queratinocitos y macréfagos.*+°

La expresion aumentada de genes de la via IL-23/Th17 en psoriasis conlleva
los siguientes efectos:*’ 1) Aumento de la expresién de moléculas de defensa
innata como los péptidos antimicrobianos (B-defensinas, catelicidina (LL37))
que pueden actuar como inductores de inflamacioén.*® #° 2) La IL-17 también
actia como una potente citoquina proinflamatoria, estimulando la produccién
de factores angiogénicos y de quimioquinas para la atraccion de células T,
neutréfilos y células mononucleares a las lesiones.*® #° 3) La IL-17 estimula la
produccion de IL-6 por los fibroblastos activando un feedback positivo que

favorece la diferenciacién de nuevos linfocitos Th17.%°
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1.3.6. IL-22, Th22
La IL-22 es una citoquina de la familia IL-10, producida por células del sistema
iInmune innato y adaptativo que, sin embargo, no expresan receptor para IL-22.
Su produccion mayoritaria se atribuyé inicialmente a los linfocitos Th17, aunque
posteriormente se ha observado un subgrupo de células productoras de IL-22,
que no coexpresan IL-17 ni IFN-y, denominandose células Th22 (fig. 5).°%>? Por
lo tanto, Th17 y Th22, junto con células epiteliales epidérmicas, serian las
principales fuentes de IL-22. La diferenciacién a Th22 esta inducida por IL-6,
TNF-a e IL-23, citoquinas que a menudo estdn aumentadas en la piel de
pacientes psoriasicos.’® ** Un estudio reciente ha demostrado que la expresion
de IL-22 tanto en piel como circulante en pacientes con psoriasis esta elevada,
aunqgue sus niveles no siempre se correlacionan con la actividad clinica de la

psoriasis.>*

En la piel, y a diferencia de otras citoquinas como IL-17, la principal funcién de
la 1L-22 es inducir hiperproliferacion de queratinocitos y su diferenciacion
anormal.>*®’ De modo que en las fases iniciales de la psoriasis el TNF-a, el
IFN-y y la IL-17 inducirian la infiltracion cutanea por células inflamatorias y
favorecerian la presentacion del antigeno; mientras que en fases mas tardias
IL-22 seria el mediador final responsable de las alteraciones de los
queratinocitos.® *® Sin embargo, IL-22 también contribuye a la expresion de
genes relacionados con la respuesta inflamatoria, incluyendo IL-6, y de
marcadores de inflamacién sistémica como la sustancia amiloide A (SAA).>* >

De forma paraddjica se ha relacionado con la supervivencia y reparacion del

tejido cutaneo.®® ® La naturaleza dual de esta proteina probablemente

23



dependa del ambiente tisular y del perfil de citoquinas en el que actte.®
Ademas actua sinérgicamente con TNF-a e IL-17 para aumentar la expresion

de péptidos antimicrobianos y la produccién de quimioquinas.®®

1.3.7. Linfocitos T reguladores
Los linfocitos T reguladores (Treg) representan uno de los mecanismos
desarrollados por el sistema inmune para mantener la autotolerancia frente a
antigenos propios, y para asistir en la resolucion de la inflamacién,
manteniendo la homeostasis de los tejidos.®? Parece que los Treg son capaces
de controlar todos los pasos del proceso inmune desde la expansion de la
poblacidn autorreactiva, la diferenciacion, e invasion tisular, hasta las funciones
efectoras en el lugar de inflamacién.®® Uno de los mecanismos mas importantes
por los que ejercen su actividad inmunorreguladora es la inhibicion de la
maduracion, activacion y funcion de las CPA (células dendriticas, macréfagos o
células B), conduciendo a la disminucion de la proliferacion y activacion de
grupos de células T autorreactivas (Thl, Th17, Th22).** Estas acciones son
ejercidas modulando la expresion de moléculas coestimuladoras en la
superficie celular, la reduccion de citoquinas inflamatorias, la liberacion de
citoquinas inmunorreguladoras, como IL-10 y TGF-B, y la apoptosis de células

efectoras y CPA.%*

Estos mecanismos protectores parecen insuficientes en enfermedades
desencadenadas por antigenos propios. Una de las causas de este tipo de
enfermedad seria la reduccion en el nimero de Treg. Sin embargo, los datos

sobre el nimero de Treg en sangre periférica han sido contradictorios en
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muchas enfermedades, incluida la psoriasis.®® ¢ Una de las causas que
explicaria estas diferencias es la diferente metodologia utilizada para la
identificacion y purificacion de Treg. Durante muchos afios los Treg se han
identificado como linfocitos T CD4+CD25+. Sin embargo, posteriormente se
observdé que CD25 no es un marcador especifico, puesto que también se
expresa en células T activadas. En la actualidad, el factor de transcripcidon
FoxP3 es la molécula mas especifica para caracterizar los Treg, dependiendo
de él la represién de otros marcadores, como CD127, también utilizados en su

caracterizacion.®> 68 ©°

Ademas de la disminucién en el numero de Treg, otras posibilidades en el
desencadenamiento de enfermedades inflamatorias son la disminucién de la
actividad antiinflamatoria de los Treg, es decir, de su funcién; o la existencia de
un acimulo de células T autorreactivas resistentes a la regulacién.”* Se ha
observado que las CPA a través de la sintesis de citoquinas proinflamatorias
como TNF-aq, IL-6, IL-1, IL-12 e IL-23 pueden alterar la funcion de los Treg, a
la vez que aumentan la actividad de las células T patégenas (Thl, Thl7,

Th22).%

1.4. Tratamiento actual de la psoriasis
A la vez que ha avanzado el conocimiento de la etiopatogenia de la psoriasis,
la eficacia terapéutica en psoriasis ha progresado de forma paralela. EI mejor
conocimiento de las bases inmunoldgicas de la psoriasis ha permitido el disefio

especifico y la posterior utilizacion en la practica clinica de nuevos agentes
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terapéuticos, los farmacos biol6gicos.”” ™ Esto contrasta con el desarrollo de

los tratamientos sistémicos clasicos basados en descubrimientos al azar.”?

1.4.1. Tratamientos sistémicos convencionales
Los tratamientos sistémicos convencionales utilizados en psoriasis moderada o
grave son acitretino, ciclosporina, metotrexato y fototerapia (fig. 6).”>"® Estos
tratamientos no consiguen eficacia en todos los pacientes, y estan asociados a
potenciales efectos secundarios graves, sobretodo en tratamientos
prolongados. Esto supone un obstaculo en el contexto de una enfermedad
cronica como la psoriasis. Como consecuencia, la terapia rotatoria, combinada
y secuencial ha sido muy utilizada durante afios para disminuir el riesgo

asociado.”

1.4.2. Tratamientos bioldgicos
A diferencia de los tratamientos sistémicos convencionales, los tratamientos
bioldgicos ofrecen nuevas opciones terapéuticas mas selectivas que pueden
minimizar los efectos secundarios, y como resultado, permitir tratamientos a

largo plazo.™

En la actualidad, existen 4 agentes biologicos aprobados por la Agencia
Europea del Medicamento (EMEA) como tratamiento para pacientes adultos
con psoriasis moderada a grave: tres dirigidos a bloquear la citoquina TNF-a, y
un anticuerpo monoclonal humano dirigido contra la subunidad p40 de IL-12 e

IL-23 (fig. 6).”"
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Figura 6. Tratamiento de la psoriasis moderada-grave. Clasicamente los pacientes recibian de
forma rotatoria y secuencial, combinada o no, los tratamientos sistémicos convencionales. La

incorporacion de los farmacos biolégicos ha abierto el camino a los tratamientos continuos.

1.4.2.1. Inhibidores del TNF-a
Actualmente hay 5 farmacos anti-TNF comercializados (fig. 7). De ellos, solo
tres tienen indicacion aprobada en psoriasis: una proteina de fusion

(etanercept) y dos anticuerpos monoclonales: infliximab (quimérico) vy
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adalimumab (humano). Aunque la eficacia clinica de los tres anti-TNF ha sido
probada en los ensayos clinicos y a través de la experiencia real, todavia no se
conocen con exactitud sus efectos bioldgicos especificos y las vias
fisiopatoldgicas que modifican para resolver la enfermedad.’”® También es
incierto por qué los tres inhibidores del TNF-a presentan diferentes perfiles de
eficacia y seguridad. Etanercept, a diferencia de los anticuerpos monoclonales,
no es util en la enfermedad inflamatoria intestinal; en psoriasis, a la semana 12
presenta menor porcentaje de pacientes que alcanzan PASI-75; y presenta
menor incidencia de tuberculosis como efecto secundario.”® Estas diferencias
podrian explicarse por diferentes mecanismos de accion, farmacologia o

farmacocinética (tabla 1).”

Infliximab adalimumab etanercept
Humano Humano m
Murino Fv Fv TNFR2
Humano Humano Humano
Feyl Fey1 Fcy1
certolizumab pegol golimumab

Fv humanizado
(murino CDRs)

Fv

Fab'

Lo
Polietilenglicol

Figura 7. Farmacos anti-TNF comercializados actualmente.

Humano
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Tabla 1. Caracteristicas farmacolégicas de los anti-TNF comercializados.

Caracteristicas . . . Certolizumab
farmacolégicas Infliximab Etanercept Adalimumab Golimumab pegol
Vida media 8-10 dias 3-5,5 dias 14 dias 12+3 dias 13+2,6 dias
Diana TNF TNF, linfotoxina TNF TNF TNF
Fragmento
Anticuerpo Proteina de Anticuerpo Anticuerpo Z?ﬁcﬂ(;rpo
Estructura mqno’cl_onal fusién receptor monoclqnal monoclonal humanizado
quimérico humano p75 recombinante h :
. umano recombinante
humano-murino TNF humano -
conjugado con
polietilenglicol
Complemento A - + + -
Citotoxicidad + - + + -
Senallza0|on " + + _
inversa
s.c., 25mg
2v/sem o0 50 mg
1lv/sem
- L i.v., 5 mg/kg, Alternativa: 50 s.c. 80 mg semO, s.c. 400 mg sem
Qdmmstraaon Y sem 0-2-6, mg 2v/sem dur 40 mg semly s.c., 50 mg/m 0-2-4, 200 mg/2
osis p
c/8sem 12 sem, seguido  c/2sem sem
de 25 mg
2v/sem o0 50 mg
1lv/sem

Se ha observado que las diferencias estructurales entre la proteina de fusion y
los anticuerpos monoclonales se traducen en diferencias en la especificidad de
unién y en las caracteristicas funcionales.® En primer lugar, etanercept, a
diferencia de infliximab y adalimumab, se une no solo al TNF-a, sino también a
la linfotoxina-a (TNF-B). En segundo lugar, infliximab se une a mondémeros y
trimeros de TNF-a soluble, mientras que la unién de etanercept se restringe a
los trimeros. En tercer lugar, infliximab forma complejos con TNF-q, tanto en la
forma soluble como transmembrana, mucho mas estables que etanercept, lo
que resulta en que etanercept libera TNF-a disociado con actividad biolégica; y
aunque tanto infliximab como etanercept inhiben la activacion mediada por el

TNF-a transmembrana, infliximab lo hace de forma mas eficaz.?° Por ultimo, se
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ha observado que infliximab y adalimumab, a diferencia de etanercept, inducen
lisis de las células que producen TNF-a mediante la fijacion del complemento o
citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Este mecanismo de accion de los
anticuerpos monoclonales probablemente se vea favorecido por la formacién

de grandes complejos en su interaccién con el TNF-a.8% 82

Estudios de farmacogendmica en modelos in vitro de inflamacion apoyan las
diferencias en el mecanismo de accion entre la proteina de fusién y los
anticuerpos monoclonales. Haider y col. han demostrado que tan solo 29 genes
son suprimidos de forma paralela por etanercept e infliximab, siendo genes
principalmente implicados en el desarrollo de las células T y en la via del éxido
nitrico. Etanercept suprime 55 genes, principalmente citoquinas producidas por
las células Th2 (IL-4, IL-5); e infliximab modula en exclusividad 513 genes,

muchos correspondientes a la respuesta Thl (IFN-y, IL-12-receptor $2).5®

Varios estudios en pacientes con psoriasis apoyan que los anti-TNF ejercen
sus efectos disminuyendo el infiltrado celular a través de la disminucion de
moléculas de adhesion y de la angiogénesis; disminuyendo la produccion de
citoquinas; y alterando la presentacion a las células T y su activacion.’® 848 Sin
embargo, no existen estudios in vivo en psoriasis que comparen los efectos del
etanercept con los anticuerpos monoclonales, capaces de explicar los

diferentes perfiles de eficacia y por qué un paciente que no responde a uno de

los inhibidores del TNF-a puede responder a otro.
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1.4.2.2. Anticuerpo anti-p40 (IL-12/IL-23)
La incorporacion al arsenal terapéutico del ustekinumab, el anticuerpo
monoclonal que neutraliza la subunidad compartida p40 de la IL-12 y la IL-23,
ha supuesto una nueva opcion terapéutica con un mecanismo de accién
diferente y mas selectivo, mostrando eficacia incluso en pacientes que
previamente no han respondido a anti-TNF.?” Sin embargo, al igual que los

inhibidores del TNF-a, no consigue respuesta en el 100% de los pacientes.?’

1.4.2.3. Nuevas dianas terapéuticas
En la actualidad se estan investigando nuevos farmacos dirigidos a dianas mas
selectivas dentro de la cascada patogénica de la psoriasis con resultados
prometedores. De especial interés es el bloqueo de la via Th17. Tres farmacos
dirigidos a esta via han mostrado buena eficacia y seguridad a corto plazo en
ensayos clinicos en fase 1.3 E| brodalimumab inhibe multiples miembros de
la familia de citoquinas IL-17 a través del antagonismo del receptor IL-17RA;

mientras ixekinumab y secukinumab neutralizan especificamente la IL-17A.%85%°

1.4.3. Busqueda de biomarcadores en el manejo de la psoriasis
Dado que la psoriasis es una enfermedad crénica, en ocasiones acompafada
de una elevada morbimortalidad, con frecuencia los pacientes reciben a lo largo
de la vida todas las opciones terapéuticas disponibles. En la practica clinica el
dermatologo selecciona qué farmaco es el mas conveniente en cada momento

en funcion de la enfermedad, el paciente y los efectos secundarios de cada
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farmaco.’® A la vez que han mejorado los conocimientos en la etiopatogenia de
la enfermedad y con el desarrollo de nuevos farmacos se ha puesto empefio en
encontrar algun biomarcador que realmente se correlacione con la actividad
clinica de la psoriasis, y sea util para monitorizar el inicio, el progreso y la
respuesta a tratamientos.’® ** Sin embargo, dada la complejidad de la
patogénesis de la psoriasis y de los diferentes mecanismos de accion de los
farmacos empleados, ninguno de los biomarcadores no invasivos comunmente

empleados es de utilidad.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis:

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica que evoluciona en brotes.
Los farmacos anti-TNF han supuesto un avance en el tratamiento de las formas
moderadas-severas de la enfermedad. Dado su mecanismo de accion
actuando sobre una molécula clave de la respuesta inmune, es posible que
ademas de una potente accion antiinflamatoria puedan ejercer una accion
inmunomoduladora. En la practica, el principal criterio que se utiliza para tomar
decisiones terapéuticas es el criterio clinico. Pero es posible que la clinica no
refleje por completo la actividad biologica de la enfermedad. El estudio del
patron de citoquinas producidas a nivel cutaneo y de los niveles seéricos
circulantes podria contribuir a entender mejor la fisiopatologia de la enfermedad
y de sus complicaciones. El estudio seriado de los niveles plasmaticos de
determinadas citoquinas podria ser util en la monitorizacién de la actividad de
la enfermedad y de la respuesta a los farmacos anti-TNF y, por tanto, podrian
ser biomarcadores no invasivos que ayudasen a un mejor manejo de los

pacientes con psoriasis.

Objetivos:

1.- Estudiar basalmente el perfil inmunologico e inflamatorio a nivel cutaneo y
sistémico de los pacientes con psoriasis moderada-grave, en comparacién con

controles sanos.
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2.- Analizar el efecto clinico e inmunolégico tanto a nivel cutdneo como
sistémico del tratamiento con inhibidores del TNF-a tras una fase de induccién

de 16 semanas.

3.- Comparar la respuesta clinica e inmunoldgica de los pacientes psoriasicos
que reciben tratamiento con farmacos anti-TNF del tipo anticuerpo monoclonal

(infliximab, adalimumab) y de los que reciben proteina de fusion (etanercept).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Disefio del estudio

Se disefid un estudio prospectivo, observacional, en dos fases. Tras la
evaluacion inicial de los pacientes antes del tratamiento con un inhibidor del
TNF-a, se realiz6 un estudio de corte transversal a las 16 semanas de
tratamiento (fase de induccién). Esta primera fase incluyé un total de 20
pacientes. Ese estudio se completé con otro de seguimiento longitudinal hasta
los 30 meses, que incluyé a los 6 pacientes que en ese momento recibian
tratamiento continuo o intermitente con el mismo anti-TNF inicial y mantenian la

respuesta clinica inicial.

3.2. Sujetos del estudio

Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes de ambos sexos y cualquier
edad en seguimiento en la unidad de biolégicos del servicio de Dermatologia
del Complejo Asistencial Universitario de Leon que presentaban psoriasis
moderada a grave y no habian respondido, o presentaban contraindicaciéon o
intolerancia a otros tratamientos sistémicos, incluyendo foto(quimio)terapia,
acitretino, metotrexato y ciclosporina. La psoriasis moderada a grave se definié
como aquella que cumplia alguna de las siguientes condiciones: no controlable
con tratamiento topico, formas extensas, PASI=10, empeoramiento rapido,
compromiso de areas visibles, limitacion funcional, percepcion de gravedad
subjetiva, o0 asociacion con artropatia psoriasica. El intervalo de tiempo de
recogida de datos fue de tres afios y nueve meses, desde Abril de 2008 a

Enero de 2012, incluyéndose en el estudio 20 pacientes.

Se excluyeron del estudio pacientes con psoriasis en gotas, eritrodérmica o

pustulosa; pacientes que tras la evaluacion inicial mostraron contraindicaciones
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para el tratamiento con anti-TNF segun su ficha técnica; y aquellos que no

aceptaron o revocaron el consentimiento informado del estudio.

A nivel basal (t0) se recogieron los datos demograficos de los pacientes,
incluyendo la edad y el sexo, la edad de inicio de la enfermedad, la actividad
clinica de la psoriasis evaluada mediante el indice de extensién y gravedad de
la psoriasis (PASI), la presencia o no de afectacion articular (en funcién de si
en la entrevista clinica el paciente referia enfermedad inflamatoria
musculoesquelética concomitante segun los criterios del American College of
Rheumatology (ACR)) y los tratamientos sistémicos previos (tabla 2). Los datos
de edad, duracion de la enfermedad y PASI se expresan como media (rango).
La edad media fue de 42 afios (17-58) y la distribucion por sexo mostré un
predomino masculino (H:M, 14:6). Los pacientes presentaron una duracion
media de la enfermedad de 17 afios (5-38). EI PASI medio fue 12,4 (7,2-23,3),
mostrando afectacion articular ocho de los pacientes. Los tratamientos
sistémicos previos incluyeron foto(quimio)terapia (n=14); farmacos
convencionales (acitretino (n=8), metotrexato (n=11), ciclosporina (n=5)); vy

tratamientos biologicos (efalizumab (n=3), inhibidores del TNF (n=5)) (tabla 2).

La decision para administrar uno u otro inhibidor del TNF-a fue individualizada
para cada paciente y tomada por el dermatélogo responsable de la unidad de
biologicos del servicio de Dermatologia. La eleccion se realizé teniendo en
cuenta diversos parametros. En primer lugar, las caracteristicas clinicas del
paciente tales como la edad, el sexo, el peso, las comorbilidades asociadas, la
presencia de artritis y el riesgo de posibles efectos adversos. En segundo lugar,
las caracteristicas de la enfermedad: a) desde un punto de vista histérico:

tratamientos previos, rapidez de la recaida tras el tratamiento, caracter
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intermitente o continuado de la actividad de la enfermedad; y b) en el momento
de la prescripcion: actividad (PASI), intensidad del componente inflamatorio,
ritmo de empeoramiento (inestabilidad) de la psoriasis. Y en tercer lugar, las

preferencias del paciente en cuanto a posologia y perfil de eficacia/seguridad.

Tanto el etanercept como el adalimumab se administraron de forma
ambulatoria via subcutanea por el propio paciente, en forma de jeringa o pluma
precargada, respectivamente. El infliximab se administré6 en la unidad de dia
del hospital en perfusion intravenosa. Nueve pacientes fueron tratados con
etanercept, 7 de ellos con dosis de 50 mg dos veces a la semana, y los 2
restantes con dosis de 50 mg una vez a la semana. La pauta posoldgica
empleada en los tres pacientes que recibieron infliximab fue una dosis de 5
mg/kg administrados durante 2 horas, seguida de dosis adicionales a las 2 'y 6
semanas siguientes a la primera, y posteriormente cada 8 semanas. La dosis
empleada en los 8 pacientes que recibieron adalimumab fue 80 mg en la
semana 0, seguida de 40 mg administrados en semanas alternas empezando
una semana después de la dosis inicial. En el momento de iniciar el tratamiento
bioldgico, uno de los pacientes candidato a etanercept (paciente 3) estaba en
tratamiento con ultravioleta B de banda estrecha (UVB-BE) desde hacia 4
meses siendo suspendido a las 4 semanas; el paciente 13 candidato a
adalimumab estaba en tratamiento con metotrexato desde hacia seis semanas;
y uno de los pacientes con infliximab (paciente 16) tomaba acitretino desde
hacia 2 meses, suspendiéndose a las 8 semanas (tabla 2). Todos los pacientes
tuvieron un tiempo libre de biolégico de un mes antes de ser reclutados en el

estudio.
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Los pacientes realizaron visitas periddicas cada 8 semanas, con evaluacion del
PASI por un unico dermatélogo. Como parametro de eficacia se utilizé el PASI-
75, que indica el porcentaje de pacientes que alcanzan una mejoria superior 0
igual al 75% del PASI basal. De modo que los pacientes se estratificaron en
respondedores y no respondedores en funcién de si alcanzaron el PASI-75 o
no. ElI PASI-90 se utilizd6 para definir aguellos pacientes con una respuesta
excelente. Todos los pacientes completaron 24 semanas de tratamiento sin
interrupciones ni efectos adversos severos. Aunque no se realizaron cambios
de tratamiento en este periodo si se modificaron con posterioridad en los casos
de respuesta insatisfactoria. Tras 12 meses, cinco pacientes cambiaron a otro
inhibidor del TNF-a y/o ustekinumab; dos requirieron afiadir metotrexato al anti-
TNF para controlar la enfermedad, seis realizaron terapia intermitente
(suspensién del tratamiento y reintroduccion tras la recaida); dos mantuvieron
el tratamiento de forma continua;, en tres se suspendié el tratamiento
controlando la enfermedad con UVB-BE y/o terapia tépica; y dos pacientes se

perdieron en el seguimiento.

Como grupo control se seleccionaron pacientes del servicio de Dermatologia
del Complejo Asistencial Universitario de Leon con patologia cutanea no
inflamatoria, a los que se les realizé injerto cutaneo de piel total (n=2) o
extirpacion de alguna lesidbn cutanea (nevus melanocitico (n=6),
dermatofibroma (n=2), carcinoma basocelular (n=2)); y pacientes intervenidos
de mamoplastia (n=2) en el servicio de Cirugia Plastica de dicho hospital.
Previamente se descartdé que padecieran alguna enfermedad sistémica o

cutanea generalizada mediante la revision de la historia clinica y la exploracion
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fisica. Un total de 14 controles participaron en el estudio. La media de la edad

fue 44,5 (rango, 25-89), y la distribucion por sexos varén:mujer, 4:10.

El protocolo fue revisado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital de Ledn, cumpliendo con los principios de la Declaracién
de Helsinki. Tanto los pacientes como los controles aceptaron y firmaron el

consentimiento informado antes de iniciar el estudio.
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes antes del tratamiento con inhibidores del TNF-a y tratamiento administrado.

Paciente Edad Sexo PASI ATOPAla g iicio  convencionales previos _biologieos provios il
1 45 H 14 No 40 MTX No ADL
2 54 H 8,1 Si 46 MTX No ETN
3 44 H 10,2 No 16 UVB-BE, PUVA, ACT, MTX EFL, ETN ETN
4 53 H 17 Si = - No ADL
5 40 M 15,2 No 14 UVB-BE, PUVA, MTX ETN ETN
6 37 H 15,3 No 17 PUVA, ACT, MTX, CSA No ADL
7 35 H 11,7 No 15 UVB-BE, PUVA, ACT, CSA No ETN
8 29 M 7,2 Si 18 CSA No ADL
9 30 H 10,8 No 20 UVB-BE ETN ETN
10 38 M 20 No 12 PUVA, ACT, MTX, CSA, IFX, ETN IFX
11 57 H 11 Si 49 MTX ETN ETN
12 41 H 8,1 No 31 ACT EFL ETN
13 38 M 12,6 Si 10 UVB-BE, PUVA, MTX No ADL
14 42 H 7,7 No 28 UVB-BE No ADL
15 37 H 9,1 No 6 UVB-BE, PUVA, MTX No ETN
16 52 H 23,3 Si 21 UVB-BE, ACT, MTX, CSA EFL IFX
17 42 H 9,6 Si 17 UVB-BE, PUVA, ACT No IFX + MTX
18 56 H 18,8 No 43 PUVA, ACT No ADL
19 17 M 111 No 12 UVB-BE No ETN
20 58 M 7,5 Si 20 PUVA, MTX No ADL

Abreviaturas: UVB-BE, ultravioleta B de banda estrecha; PUVA, ultravioleta A con psoraleno; MTX, metotrexato; CSA, ciclosporina; ACT, acitretino; EFL,

efalizumab; ETN, etanercept; ADL, adalimumab; IFX, infliximab.



3.3. Muestreo

El estudio incluyé una visita inicial antes del tratamiento (t0), una visita de
seguimiento después de 16 semanas de tratamiento (t1), y la ultima a los 30
meses (t2). En cada visita se valord clinicamente al paciente, se realizaron
fotografias y se tomaron muestras sanguineas. Las biopsias cutaneas

Gnicamente se recogieron en t0 y t1, y solo en 18 de los 20 pacientes.

3.3.1. Muestras sanguineas

La sangre se extrajo mediante venopunciéon En las extracciones t0 y t1 se
recogieron: un tubo de bioquimica sin anticoagulante, dos tubos con EDTA y
dos tubos con citrato sodico. En la extraccion t2 tnicamente se recogioé un tubo

de bioquimica sin anticoagulante.

A partir del tubo de bioquimica sin anticoagulante se extrajo el suero para la
determinacion de citoquinas, PCR, SAA y ASLO. Uno de los tubos con EDTA
se utilizo para el estudio de las subpoblaciones linfocitarias y otro se congel6 a
-80°C para estudios posteriores de ADN gendomico. Los tubos de citrato se
utilizaron para el estudio de linfocitos T reguladores previo aislamiento de

linfocitos en sangre periférica mediante gradiente de Ficoll.

3.3.1.1. Obtencion de suero
La extraccidon del suero se realizo a partir del tubo de bioquimica. Una vez el

coagulo se retrajo, se centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 20 min a 4°C.
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La fraccion correspondiente al suero se dividié en pequefas alicuotas que se

almacenaron a -80°C hasta su posterior utilizacion.

3.3.1.2. Aislamiento de linfocitos en sangre periférica

Las células mononucleares (monocitos y linfocitos) en sangre periférica fueron
purificadas por gradiente de Ficoll, una técnica de centrifugacion por gradiente
de densidad utilizando como medio la soluciéon Lymphoprep (Axis-Shield, Oslo,
Noruega). La técnica se basa en la menor densidad (por debajo de 1,077 g/ml)
de las células mononucleares respecto a los eritrocitos y las células

polimorfonucleares.

El tiempo transcurrido entre la extraccion de la sangre y la separacion de la
poblacién mononuclear no superd las 8 h. La sangre diluida en solucion tampén
PBS se afiadi6 a un tubo que contenia 4 ml de Lymphoprep, evitando mezclar
la sangre con la solucién. Tras una centrifugacion a 1800 rpm durante 30 min a
temperatura ambiente se separaron distintas fases. Se recogid la fase
blanquecina correspondiente a las células mononucleares y se realizaron dos
lavados con PBS para purificar las células. Finalmente se elimind el

sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 ml de PBS.

3.3.1.3. Purificaciéon de ADN gendémico
El aislamiento del ADN gendmico se realizo a partir de la sangre anticoagulada

en EDTA mediante el kit High Pure PCR Template Preparation (Roche).
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Inicialmente las células contenidas en 200 pl de sangre se lisaron mediante una
incubacion con 200 pl de solucién buffer y 40 pl de proteinasa K, durante 10
min a 70°C. Posteriormente se afiadié 100 pl de isopropanol, y la mezcla se
filtr6 a través de una columna colocada en un tubo colector, en la cual los
acidos nucleicos quedaron unidos selectivamente. Los acidos nucleicos unidos
fueron purificados de componentes celulares contaminantes mediante tres
lavados. Finalmente el ADN unido a la columna se liber6 mediante una elucién
con 200 pl de buffer. Las muestras se conservaron hasta su posterior utilizacion

a -20°C.

3.3.2. Muestras cutaneas

3.3.2.1. Biopsia cutanea

En el momento basal (t0) a cada paciente se le realizé una biopsia de una
placa de psoriasis mediante un punch de 4 mm. En el tiempo t1 la muestra se
obtuvo de la misma placa de psoriasis, habitualmente resuelta. La cantidad de
tejido recogida en los controles fue similar a la de los pacientes. La muestras se
congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se conservaron a -196°C

hasta su posterior procesamiento.

3.3.2.2. Pulverizacién

La piel, por su alto contenido en queratina y colageno, no puede ser sometida
directamente al proceso de homogeneizacion, precisando previamente una
fase de pulverizacion, para lo cual empleamos el pulverizador de mano,

Biopulverizer (BioSpec). Debido al alto contenido en agua, el tejido cutaneo a la

45



temperatura del nitrégeno liquido se convierte en un material fragil. El
pulverizador es capaz de reducir el tejido congelado en nitrégeno liquido a fino

polvo.

Cada muestra cutanea, congelada en nitrogeno liquido, se coloco en el interior
del pulverizador, previamente enfriado en nitrégeno liquido. El resultado fue la
fragmentacion de la muestra en pequefios pedazos. Entre la base y el cilindro
del pulverizador se colocé una fina pelicula de plastico desechable para facilitar
la recogida de la muestra, mantener el pulverizador limpio y evitar que se

produjesen contaminaciones entre una muestra y otra.

3.3.2.3. Disrupcion y homogeneizacion

La disrupcion y homogeneizacion adecuada del material es un paso previo
necesario para la purificacion del ARN. La disrupcién de las membranas
plasmaticas de las células y organelas es requerida para la liberacion de todo
el ARN contenido en la muestra. La homogeneizacién reduce la viscosidad del
lisado, rompe el ADN gendmico de alto peso molecular y otros componentes
celulares de elevado peso molecular para crear un lisado homogéneo. La
disrupcién y homogeneizacion incompletas reducirian la cantidad de ARN

purificado.

El material obtenido de la pulverizacién se resuspendié en 1 ml de tampon de
lisis, y fue sometido a la accién del homogeneizador Tissue-Tearor (BioSpec)
durante 30 s, lo que permitid la lisis y homogeneizacion del tejido mediante

accion mecanica de alta frecuencia.
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3.3.2.4. Purificacion del ARN

El ARN total fue aislado mediante el kit Rneasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,
Ambion, Inc, Austin, Texas, USA). El kit permite procesar un maximo de 100
mg de tejido cutaneo por columna sin exceder la capacidad de purificacion de
ARN del kit. La capacidad de union maxima de ARN son 100 ug. El kit purifica
moléculas de ARN mayores de 200 nucledtidos, por lo que provee un
enriquecimiento relativo en ARNm debido a que los ARN menores de 200
nucleotidos, como el ARN ribosomal (ARNr) 5.8S, ARNr 5S y los ARN

transportadores (ARNt), que juntos son el 15-20% del ARN, son excluidos.

El kit se basa en una solucion de lisis de fenol/tiocianato de guanidina y una
membrana de silice para la purificacion del ARN. El tampon de lisis en el que
se homogeneiz6 la muestra fue una solucién de fenol y tiocianato de guanidina,
disefiado para facilitar la lisis en este tipo de tejidos e inhibir las ribonucleasas.
El fenol se utilizO en combinacion con cloroformo, para aumentar la eficiencia
de la extraccion, ya que su alta densidad y su capacidad para disolver lipidos y
proteinas proporcionan fases acuosas menos contaminadas. Tras afadir el
cloroformo y una centrifugacion a 12000 x g durante 15 min a 4°C, el
homogeneizado se separé en tres fases con distinta solubilidad: una fase
superior e incolora, la fase acuosa que contenia el ARN; una interfase blanca,
qgue contenia el ADN y proteinas; y una inferior, roja, la fase organica (fendlica),
que contenia proteinas y lipidos. Se transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo y
se afiadio etanol para proveer de unas condiciones de union apropiadas. La

muestra se coloco sobre una de las columnas a cuya membrana quedd unido
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el ARN tras una centrifugacion a 8000 x g durante 15 s a temperatura
ambiente. El fenol y otros contaminantes fueron eliminados mediante varios
lavados con soluciones tamponadas administradas en el equipo. Finalmente, el

ARN fue eluido en agua libre de ribonucleasas.

3.3.2.5. Medicion de la concentracion y pureza del ARN

Para establecer la concentracién y la calidad del ARN se midi6é la absorbancia
a 260 (Azs0) Y 280 (Azg0) Nm utilizando un espectofotometro. La concentraciéon
del ARN obtenido se determindé midiendo la absorbancia a 260 nm (Azeo). La
pureza o calidad de la muestra respecto a los contaminantes que absorben en
el espectro de la luz ultravioleta, tal como las proteinas, se estim6é mediante el
cociente Azso /Azgo, considerando que una solucidon pura de ARN tiene una

relacion Axgg /Asg0 de 2+0,05.

3.3.2.6. Eliminacion de ADN gendmico residual

Aunque el kit Rneasy Lipid Tissue Mini Kit elimina la mayor parte del ADN
genomico, pueden permanecer pequefias trazas que pueden interferir en la
reaccion en cadena de la polimerasa (RCP). Para eliminar cualquier resto de
ADN genomico contaminante, 1ug de cada muestra de ARN se tratd con
rDNAse, | Rnase-Free (USB, Cleveland, Ohio, USA) durante 15 min a 25°C. La
enzima rDNAse es una endonucleasa que hidroliza las uniones fosfodiester en

el ADN.
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3.3.2.7. Sintesis de ADN complementario

A partir del ARN se sintetizd6 el ADN complementario (ADNc) por medio de una
transcriptasa reversa, para lo cual utilizamos el kit iScript cDNA synthesis
(BioRad Laboratories, USA). La enzima empleada fue una transcriptasa
reversa derivada del Moloney Murine Leucemia Virus (MMLV) modificada. La
enzima estd combinada con inhibidores de ribonucleasas para evitar la accién
de ribonucleasas contaminantes. Los cebadores utilizados para la transcripcion
inversa fueron hexanucleétidos con secuencias al azar (random primers) y
oligo(dT), estos ultimos son cebadores formados por oligonucleétidos sintéticos
de polideoxitimidina que se unen a las colas poli(A) de los ARNm. La enzima
utiliza como molde las moléculas de ARN a las que se han unido los cebadores
sintetizando en sentido 3"-5". El protocolo de incubacién en el termociclador
fue: 5 min a 25°C, 30 min a 42°C, 5 min a 85°C y un ciclo final a 4°C durante un
tiempo indefinido. Para estabilizar el ADNc se afiadié T10E; y se guardaron por
cada muestra 6 alicuotas de 10 pl a -80°C hasta su posterior uso como sustrato

para la RCP a tiempo real (RCP-TR).

3.4. Métodos

3.4.1. Determinacion del ASLO
Se realizd por Nefelometria utilizando un Nefelometro BN 1l de Behring

(Siemens, Alemania).
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3.4.2. Tipaje HLA

La técnica utilizada para genotipar el HLA fue la RCP con cebadores
especificos de secuencia. Para el tipaje genérico del locus HLA-C, se utiliz6 el
kit Micro SSP™ HLA Class | C Locus Specific (SSP1C) (OneLambda Inc.,
USA) vy en el caso de los pacientes HLA-C*06 se les realizé el tipaje alelo
especifico con el kit Micro SSP™ Allele Specific HLA Class | (C*06) (SSP1

C06) (OneLambda Inc., USA).

Para el kit Micro SSP™ HLA Class | C Locus Specific (SSP1C) los volimenes
utilizados por prueba fueron: 270 pyl de D-Mix, 29 ul de ADN, 1,5 ul de Taq
polimerasa; y para el kit Micro SSP™ Allele Specific HLA Class | (C*06) (SSP1
C06): 180 ul de D-Mix, 19 ul de ADN y 1 ul de Taq polimerasa. Se afiadi6é una
alicuota de 10 ul de la muestra-mezcla de reaccién en cada pocillo de la placa

y se realiz6 la RCP siguiendo el siguiente programa:

N° de ciclos Paso Temperatura (°C) Tiempo (s)
1 1 93 300
2 96 120
12 1 96 10
2 63 60
20 1 96 10
2 59 50
3 72 30
Fin 1 4

Después de completar la RCP, se transfirio cada reaccion de RCP, por orden, a
un gel de agarosa al 2,5%. Para separar los fragmentos amplificados se realizo
la electroforesis de las muestras a 140-150 V durante 3-5 min y se visualizaron

por tincién con bromuro de etidio y exposicion a luz ultravioleta.
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La interpretacién de los resultados se baso en la presencia o ausencia de un
fragmento especifico de ADN amplificado. Para verificar la integridad de la
reaccion de la RCP se utiliz6 un control interno, de modo que se incluyeron un
par de cebadores en cada reaccion de RCP que amplifica una regién
conservada del gen de la B-globina humana, presente en todas las muestras de

ADN.

3.4.3. Determinacion de la proteina C reactiva y sustancia amiloide A

Como marcadores de inflamacion sistémicos convencionales se determinaron
la proteina C reactiva de alta sensibilidad (PCR) mediante inmunoturbidimetria
(Roche), siendo el limite de deteccion 0,15 mg/l; y la sustancia amiloide A
(SAA) mediante nefelometria (BNII, Behring, Siemens, Alemania), siendo el
valor limite de deteccion 0,28 mg/l. Para el andlisis estadistico, los valores por

debajo de los niveles de deteccion se consideraron como 0,1 mg/l.

3.4.4. Andlisis de citoquinas en suero

3.4.4.1. Andlisis de IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-4, IL-12p70, IFN-y, IL-17, IL-10 y
VEGF

Los niveles séricos de dichas citoquinas fueron cuantificados mediante la
técnica Cytometric Bead Array (CBA), utilizando los equipos comerciales
Human Inflammatory Cytokines y Human Th1/Th2/Th17 Cytokine (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EEUU), y reactivos CBA especificos para el analisis
de VEGF. La adquisicion de los datos se realiz6 en un citdmetro de flujo de

doble laser FACSCanto (Becton Dickinson, EEUU).
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La técnica es una aplicacion de la citometria de flujo que permite la
cuantificacion de varias proteinas de forma simultdnea, mediante la deteccién
por fluorescencia de grupos diferentes de particulas recubiertas por anticuerpos
especificos para las proteinas a estudio. La interpolacibn de las
concentraciones de las muestras problemas con una curva estandar determina

la concentracion de la proteina a estudio.

La combinacién de las diferentes poblaciones de particulas de cada kit (se
mezclaron 10 ul de cada poblacion de particulas y se transfirieron 50 pl de la
mezcla a cada tubo) se incubaron con 50 pl del suero problema o de las
diluciones de los estandares y con 50 pl de una mezcla de anticuerpos
conjugados con ficoeritrina (FE) dirigidos contra las proteinas a estudio,
formandose un complejo en forma de sandwich (particulas de captura, proteina
a estudio, anticuerpos de deteccion). Tras 3 h de incubacion a temperatura
ambiente con proteccion de la luz y lavado, se resuspendieron los pellets en
300 pl de buffer y las muestras se adquirieron, previa calibracion, en el

citometro de flujo.

Para la obtencion de la curva estandar se reconstituyeron los liofilizados de los
estandares con 2 ml de diluyente. Posteriormente se realizaron diluciones
seriadas: 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128 y 1:256, de modo que se
obtuvieron 10 puntos para formar la curva estandar. El rango de

concentraciones cubierto fue entre 0 y 5000 pg/ml.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante el software FCAP Array (Becton
Dickinson, EEUU). Los resultados se expresaron en pg/ml. Los limites de

detecciéon (pg/ml) para cada proteina fueron: 7,2 para IL-1B; 2,4 para IL-6; 2,2
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para IL-8; 3,8 para TNF-a; 1,9 para IL-12p70; 3,7 para IFN-y; 4,9 para IL-4,
18,9 para IL-17; 3,3 para IL-10 y 5 para VEGF. Para el andlisis estadistico, los

valores por debajo de los limites de deteccion se consideraron como 1pg/ml.

Para reducir al minimo las variaciones intra e interexperimento, se analiz6 una
alicuota de cada paciente o control por duplicado en el mismo ensayo, y se

repitié en un ensayo diferente con la alicuota restante.

3.4.4.2. Andlisis de IL-22
Los niveles de IL-22 en suero fueron determinados utilizando el kit Quantikine
Human IL-22 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Se trata de un ensayo

por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) de tipo sandwich.

En esta técnica se utilizan dos anticuerpos distintos que reaccionan con
epitopos diferentes del antigeno que se desea medir. Una cantidad fija del
primer anticuerpo esta unida a una serie de pocillos solidos iguales. Se
afiadieron 100 pl de las soluciones problema que contenian antigeno en una
concentracion desconocida o0 una serie de soluciones estandar de
concentraciones conocidas y se incubé durante 2 h a temperatura ambiente
para que los antigenos se unieran al anticuerpo. El antigeno no unido se
elimind mediante varios lavados. Se afiadieron 200 ul del segundo anticuerpo
conjugado con la enzima peroxidasa, y se incubd durante otras 2 h a
temperatura ambiente, seguido de varios lavados. EI complejo formado por el
anticuerpo monoclonal especifico para la proteina a estudio unido a los
micropocillos, la proteina y el anticuerpo monoclonal especifico unido a la

enzima peroxidasa se detecté afiadiendo una solucién de tetrametilbenzidina y
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peréxido de hidrogeno como sustrato cromégeno. La lectura fue realizada en
un espectrofotometro a 450 nm con la correccion de longitud de onda colocada
a 540 nm o 570 nm. La dosis minima detectable de IL-22 fue 2,7 pg/ml. Para el
analisis estadistico, los valores por debajo de los limites de deteccién se

consideraron como 1pg/ml.

Al igual que en el apartado anterior, se analizé una alicuota de cada paciente o
control por duplicado en el mismo ensayo, y se repiti6 en un ensayo diferente

con la alicuota restante.

3.4.5. Cuantificacion mediante reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo
real
Los estudios de expresion génica diferencial en tejido cutaneo se realizaron

mediante RCP-TR.

La RCP es una técnica de biologia molecular cuyo objetivo es la amplificacion
enzimatica de un fragmento de ADN, es decir, obtener un gran numero de

copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo.

La RCP-TR combina la técnica de la RCP convencional con el uso de
fluorescencia para detectar el producto amplificado en la misma reaccion,
permitiendo que los procesos de amplificacion y deteccion se produzcan de
manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de ninguna accion
posterior, reduciendo el tiempo experimental y la posibilidad de contaminacion.
De modo que mediante la deteccion por fluorescencia durante la amplificacion
se puede medir la cantidad de ADN sintetizado en cada momento, ya que la

emision de fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad
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de ADN formado. Esto permite conocer y registrar en todo momento la cinética

de la reaccion de amplificacion.

El ciclo umbral (C;) se define como el nimero de ciclo en el cual la cantidad
acumulada de producto amplificado es suficiente para emitir sefial fluorescente.
Viene determinado fundamentalmente por la cantidad de muestra presente al
inicio de la reaccién de amplificacion. De esta manera, cuando la cantidad de
muestra es grande, se requerirdn pocos ciclos de amplificacion para emitir
sefal fluorescente, y por lo tanto, la reaccion tendra un C; bajo o temprano. En
contraste, si la cantidad de muestra es pequefia al inicio de la reaccién, el C;

sera alto o tardio.

Se disefi6 un ensayo de tipo singleplex. Para monitorizar la amplificacién de la
secuencia diana utilizamos el SYBR Green | (Molecular Probes, Invitrogen), un
fluorocromo que se une de forma no especifica al ADN de doble cadena.
Cuando estéa libre en solucion emite poca fluorescencia, pero es capaz de
aumentar la fluorescencia hasta 1000 veces cuando se intercala en el ADN de
doble cadena. Este sistema de deteccion tiene la ventaja de que la
optimizacién de las condiciones de la reaccion es facil y ademas, es mas
barato que las sondas especificas, el otro sistema de deteccion por
fluorescencia empleado en la RCP-TR. EIl principal inconveniente de los
agentes intercalantes es su baja especificidad, debido a que se unen de
manera indistinta a productos generados inespecificamente o a dimeros de
cebadores, muy frecuentes en la PCR. La RCP-TR fue llevada a cabo
utilizando un termociclador iCycler con modulo Optico (BioRad Laboratories,
USA). Cada amplificacion se desarrolld6 en un volumen final de 20 pl,

conteniendo: 50 ng de ADNc, 0,2 mM de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
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0,5 U de Taq ADN polimerasa (Hotmaster), 2 uM de cebadores, SYBR Green
(1:20000), 5 mM MgCl, (Biotools) y buffer 1x. El disefio de los cebadores se
realiz6 mediante el programa Primer3, accesible de forma gratuita en internet,
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/). La sintesis fue llevada a cabo por Isogen
Bioscience BV. Las secuencias de los cebadores especificos utilizados se

muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Cebadores empleados en la RCP-TR.

Gen Cebador directo Cebador reverso Tamarfio amplificado
TNF-a TCTTCTCGAACCCCGAGTGA CCTCTGATGGCACCACCAG 151
IL-18 GGACAGAATATCAACCAACAAGTGATA GTGTGCCGTCTTTCATTACACAG 151
IL-6 CAAGTCGGTGGCTTAATTATTACACATG ATTGCCATTGCACAACTCTTTTCT 151
VEGF ATGACGAGGGCCTGGAGTGTG CTCACCAAGGCCAGCACATAGG 91
IFN-y GGCTGTTACTGCCAGGACCCATATGT GATGCTCTTGCACCTCGAAACAGCAT 440
IL-17A TCACCTTGGAATCTCCACCG GGACCAGGATCTCTTGCTGG 151
IL-22 TTCCAGCAGCCCTATATCACC GCTCACTCATACTGACTCCGTG 124
EFla TGTTCCTGTTGGCCGAGTG ATTGAAGCCCACATTGTCCC 100

Cada muestra fue amplificada por triplicado. Las condiciones de amplificacién
utilizadas para TNF-a, IL-1B, IL-6, VEGF, IFN-y, e IL-17A se muestran a

continuacion:

= Desnaturalizacion: 95°C durante 5 min.

= Amplificacion y cuantificacion: desnaturalizacion a 95° durante 30 s,
hibridacion a 55°C durante 30 s, extension a 65°C durante 30 s, medida de
fluorescencia a 82°C durante 10 s. Repeticion durante 30 ciclos.

= Ciclo final de enfriamiento a 4°C durante un tiempo indefinido.
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Para IL-22 las condiciones empleadas fueron:

95°C 10 min

95°C 5s

56°C 10 s X 45 ciclos
72°C 10 s

95°C Os

65°C 15s x 1 ciclo
95°C 0Os

40°C 10 sg

El andlisis de los datos se llevd a cabo utilizando el software del iCycler
(BioRad, Laboratories). El método de cuantificacion utilizado para TNF-q, IL-1(,
IL-6, VEGF, IFN-y, e IL-17A se basoO en la cuantificacion relativa de un gen
problema utilizando como normalizador los niveles de expresion de un gen de
referencia. Se utiliz6 como gen normalizador el factor de elongacion 1a (EF1a).
En estudios preliminares de amplificacion en 100 ng de ARN retrotranscrito los
C: para el gen EF1a fueron similares en los tres tipos de muestras de nuestro
estudio, reflejando que el nivel de expresion es constante en todas las
muestras, y que su expresion no se modifica con los tratamientos empleados
en nuestro estudio. El método matematico empleado para el analisis de datos
fue el método Pfaffl, debido a que las eficiencias de los genes diana y
normalizador no fueron similares. Segun este modelo la expresion relativa del

gen problema se calcula como:
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aACt, problemdcalibrador-muestrg

(Eproblem
(Ereferena)

Expresiontelativa=

ACt,referencidcalibrador-muestrg

E problema = Eficiencia del gen problema.
E referencia = Eficiencia del gen de referencia

ACt, problema (calibrador — muestra) = Ct del gen problema en el calibrador

menos Ct del gen problema en la muestra.

ACt, referencia (calibrador — muestra) = Ct del gen referencia en el calibrador

menos Ct del gen referencia en la muestra.

Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias/ml (UA/ml).

El método de andlisis empleado para IL-22 fue mediante cuantificacion
absoluta. Calculamos el resultado de cada muestra, extrapolandolo a una curva
estandar de concentraciones conocidas usada intraensayo. El estandar se
obtuvo a partir de linfocitos aislados de sangre completa de controles sanos
tras estimulacion in vitro con mitdgenos de linfocitos T. Posteriormente se
realizo la extraccion de ARN total, el paso a ADNc, la amplificacion especifica
(RCP) del fragmento deseado (IL-22) con los mismos cebadores, electroforesis
en gel de agarosa al 2% del producto de RCP, recuperacion de la banda del gel
y purificacion de la misma, cuantificacion del estandar y realizacion de
diluciones para poder realizar la curva que usamos en la RCP cuantitativa. En

este caso, el resultado se expresé en concentracion (ng/ml).
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3.4.6. Determinacién de las subpoblaciones linfocitarias
Las poblaciones linfocitarias T, B y NK fueron estudiadas mediante citometria
de flujo el dia de su obtencion, a partir de una muestra de sangre anticoagulada

con EDTA, utilizando un citdmetro FACSCanto (Becton-Dickinson, USA).

Se marcaron 100ul de sangre con diferentes combinaciones de anticuerpos
monoclonales especificos marcados con fluorocromos frente a CD45, CD3,
CD4, CD8, CD16/56, CD19, CD14 (Becton-Dickinson) durante 30 min a 4°C en
oscuridad, utilizando tubos Trucount, que permiten realizar un contaje de
linfocitos en valores absolutos. Los hematies fueron posteriormente lisados con
la solucion FACS lysis durante 10 min. El pellet de linfocitos tras centrifugacion
a 1200 rpm durante 5 min fue lavado y resuspendido en 250 pl de PBS para su
adquisicién en el citbmetro. Los datos fueron analizados con el software

FACSdiva y se presentan como numero absoluto (células/pl).

3.4.7. Poblacion de linfocitos T reguladores

En la actualidad los marcadores mas frecuentemente utilizados para la
identificacion, aislamiento y caracterizacion de los Treg son CD4, CD25, CD127
y FoxP3. El método utilizado en este ensayo para la caracterizacion de los Treg
se basa en la identificacion de los linfocitos T CD4, que expresan niveles mas
elevados de CD25, y de ellos, los que expresan el factor de transcripcion

FoxP3y no expresan CD127.
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Se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales marcados con
fluorocromo para la tincibn de la superficie celular de las células
mononucleares de sangre periférica: CD3 (clon SK7) y CD25 (clon 2A3) de
Becton-Dickinson, y CD4 (clon RPA-T4) y CD127 (clon M21) de Pharmingen
(Franklin Lakes, NJ, EEUU). Para la tincion intracelular del factor de
transcripcion FoxP3, las células se fijaron y se permeabilizaron mediante el Kit
Human FoxP3 Buffer Set (Becton Dickinson, Pharmigen, San Diego, CA,
EEUU). El anticuerpo utilizado fue Foxp3 (clon 259D/C7, Pharmingen). Las
células fueron adquiridas en un citdmetro de flujo de doble laser, FACSCanto
(Becton Dickinson) y analizadas mediante el software FlowJo (Tree Star,
Ashland, Oregon, EEUU). El nimero de linfocitos CD3+CD4+ analizados de
cada muestra fue de al menos 30000. Se definieron las siguientes poblaciones:
linfocitos CD3 CD4 totales (CD3+ CD4+), linfocitos T CD25 totales (CD3+ CD4+
CD25+), linfocitos T con coexpresion de CD25 y Foxp3 (CD3+ CD4+ CD25+
Foxp3+), y Treg (CD3+ CD4+ CD25+%"° Foxp3+ CD127-). Los porcentajes se

refirieron al total de linfocitos CD3* CD4".

3.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS v17.0 para Windows
(SPSS, Chicago, IL, EEUU) y para la obtencion de graficos el programa
GraphPad Prism 6. Las variables continuas se expresan como mediana
(rango). Se han empleado test no paramétricos debido al pequefio tamafio

muestral y a que la mayoria de los datos analizados no siguen la distribucién
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normal. Los contrastes entre variables cualitativas se analizaron mediante el
test exacto de Fisher. El test U-Mann-Whitney se empled para evaluar las
diferencias de las variables cuantitativas entre grupos no relacionados. Para la
comparacion de dos muestras apareadas se utilizd la prueba de Wilcoxon; y
para comparar mas de dos medidas repetidas se empleé el test de Friedman.
Las correlaciones entre variables continuas fueron valoradas utilizando el
coeficiente de correlacién de Spearman. La interpretacion de sus valores por
intervalos se expresa en la tabla 4. Se definio la significacion estadistica como

p<0,05.

Tabla 4. Interpretacion de los valores de los coeficientes de

correlacién segun el rango de valores.

Coeficiente Interpretacion

0 Relacion nula
0-0,19 Relacién muy baja
0,2-0,39 Relacién baja
0,4-0,59 Relacion moderada
0,6-0,79 Relacion alta
0,8-0,99 Relacién muy alta
1 Relacién perfecta
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4. RESULTADOS
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4.1. Respuesta clinica

Se observoé respuesta clinica en todos los pacientes, alcanzandose el PASI-75
en 15 de los 20 pacientes (75%) a las 16 semanas de tratamiento. En ese
momento, el 50% de los pacientes alcanzo el PASI-90. Unicamente dos
pacientes (10%), aunque mejoraron clinicamente, no alcanzaron el PASI-50

(tabla 5).

Tabla 5. Eficacia del tratamiento inicial y tratamientos administrados en el seguimiento a largo

plazo.

Mejoria del PASI

e Tra_ta_m_iento PASI PASI B GEER R PASI- PASI- PASI- Tratami(_ento
inicial t0 t1 (%) 50 75 90 posterior
1 ADL 14 0 100 Si Si Si ND
2 ETN 8,1 3 63 Si No No + MTX
3 ETN 10,2 2 80,4 Si Si No ETN (1)
4 ADL 17 0 100 Si Si Si UVB-BE
5 ETN 15,2 2 86,84 Si Si No ADL
6 ADL 15,3 0 100 Si Si Si ADL (1)
7 ETN 11,7 5,6 52,10 Si No No ETN (1)
8 ADL 7,2 0 100 Si Si Si ADL (C)
9 ETN 10,8 0,8 92 Si Si Si ETN (1)
10 IFX 20 3,8 81 Si Si No ADL, UST
11 ETN 11 0 100 Si Si Si ADL, UST
12 ETN 8,1 0 100 Si Si Si Tépico
13 ADL 12,6 0 100 Si Si Si UVB-BE
14 ADL 7,7 3,6 53,20 Si No No IFX + MTX, UST
15 ETN 9,1 4,8 47,20 No No No ETN (C)
16 IFX 23,3 0 100 Si Si Si IFX (1)
17 IFX + MTX 9,6 0 100 Si Si Si ND
18 ADL 18,8 3,6 81 Si Si No + UVB-BE, UST
19 ETN 11,1 1,2 89 Si Si No ETN (1)
20 ADL 7,5 5 33,33 No No No + MTX

Abreviaturas: UVB-BE, ultravioleta B de banda estrecha; MTX, metotrexato; ETN, etanercept; ADL, adalimumab; IFX,

infliximab, UST, ustekinumab; C, tratamiento continuo; |, tratamiento intermitente; ND, no disponible
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Aunque no se observo diferencia estadisticamente significativa en la mejoria
del PASI entre los dos grupos de tratamiento, proteina de fusién versus
anticuerpos monoclonales (p=0,230), si se objetivd una tendencia a obtener
mejores resultados clinicos en el grupo de los anticuerpos monoclonales (fig. 8
y 9). El porcentaje medio de mejoria del PASI a la semana 16 fue 78,9% (rango
= 47,20 - 100%) para el grupo tratado con etanercept, mientras que el grupo de
los anticuerpos monoclonales disminuy6 el PASI una media de 86,2% (rango =
33,33 - 100%) (fig. 8). No se observaron diferencias entre los dos grupos en
cuanto a la gravedad clinica inicial de la psoriasis (p=0,295) (fig. 9). El 67% de
los pacientes tratados con etanercept obtuvo la respuesta PASI-75 tras la fase
de induccion, frente al 82% de los pacientes tratados con anticuerpos

monoclonales. La mejoria clinica en uno de los pacientes se ilustra en la fig. 10.

100- P =0.230
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% mejoria PASI

201

Etanercept  Anticuerpo monoclonal

Figura 8. Mejoria del PASI en cada grupo de tratamiento a las 16 semanas.
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Figura 9. Respuesta clinica a las 16 semanas de tratamiento en el grupo de pacientes

tratados con etanercept frente al grupo de pacientes tratados con infliximab o adalimumab.

Figura 10. Paciente con psoriasis en placa severa, antes (A) y tras 16 semanas de tratamiento

con infliximab (B).
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4.1.1. Respuesta clinicay HLA

El 50% de los pacientes psoriasicos de nuestra serie, en comparacién con el
14% de los controles, eran portadores del alelo HLA-Cw6*0602. La edad media
de apariciéon de la psoriasis en los pacientes portadores del alelo fue 24,1 afios,
frente al 19,4 de los no portadores. De los 10 pacientes portadores, 6 tenian
antecedentes familiares de psoriasis, frente a 5 en el grupo de los no

portadores.

No se observaron diferencias en la respuesta al tratamiento en funcién de la
presencia del HLA-Cw6. (PASI-75, p=0,303; PASI-90, p=0,656). Tampoco se

observo relacion entre el HLA-Cwe6 y la variable artropatia (p=1,000).

4.1.2. Respuesta clinica y niveles de ASLO

No se observaron diferencias en los niveles de ASLO entre pacientes y
controles (p=0,592), ni modificacion tras el tratamiento (p=0,372). Solo 5 de los
20 pacientes (25%) mostraron niveles de ASLO por encima de 200 U/ml antes

del tratamiento, manteniendo los niveles elevados a las 16 semanas.

Unicamente 2 de los 5 pacientes con titulos de ASLO elevados eran HLA-Cw6
positivos. En el analisis estadistico no se observaron diferencias en los niveles

de ASLO en funcion de la presencia o no del alelo HLA-Cw6 (p=0,796).

La presencia de niveles de ASLO elevados no condiciondé la respuesta clinica

(PASI-75, p=0,560; PASI-90, p=1,000), ni la presencia de artropatia (p=0,603).
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4.2. Estudio de biomarcadores de inflamacién en sue ro

4.2.1. Marcadores sistémicos clasicos de inflamacion

Los niveles de los dos marcadores clasicos de inflamacion sistémica medidos
en sangre periférica, PCR y SAA, no mostraron diferencias significativas en
pacientes respecto a controles sanos (p=0,204 y 0,096, respectivamente) (fig.
11). Pese a no observarse diferencias en el analisis estadistico, en el grupo de
pacientes, a nivel individual, 13 de los 20 pacientes tenian niveles mas
elevados de PCR respecto a la mediana de los controles, esta elevacion fue
mas frecuente para la SAA, donde 16 de los 20 pacientes mostraron cifras mas

altas que los controles (tabla 6).

Después del tratamiento, las concentraciones de ambas proteinas
disminuyeron, alcanzando significacion estadistica Unicamente para PCR
(p=0,031) (fig. 11). En 14/20 y 15/20 de los pacientes se observdé una

disminucién de PCR y SAA, respectivamente, después del tratamiento (tabla

6).
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Figura 11. Niveles de PCR y SAA en suero de controles y pacientes, antes del inicio del

tratamiento y a las 16 semanas.
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Tabla 6. Expresién de PCR y SAA en suero, niveles en cada paciente respecto a la mediana de

los controles (c-t0) y niveles tras 16 semanas de tratamiento respecto a su estado basal (t0-t1).

PCR SYAVAY

Pacientes 1 t0-t1 c-t0 t0-t1

1 T l i !
2 ! ! ! !
3 l l i !
4 T J ! !
5 T T T T
6 i = ¢ ¢
7 T i T 1
8 i i 1 ¢
9 T i T 1
10 T i T T
11 T l i !
12 ! ! i !
13 l T ! i
14 T ! i !
15 T l i !
16 T J i !
17 T T T T
18 T i T ¢
19 i = T T
20 1 1 1 ’

No observamos diferencias en el comportamiento de PCR y SAA en ninguno
de los analisis estratificados segun el tipo de tratamiento, la presencia o no de

artropatia, HLA-Cw6, PASI-75 y PASI-90.

Tanto la PCR como la SAA mostraron correlacion significativa y positiva con el
PASI, aunque el grado de asociacion fue bajo (PCR: r=0,388, p=0,003; SAA:
r=0,298, p=0,023). Sin embargo, ambos marcadores de inflamacion sistémica

mostraron una correlacion alta entre si (r=0,621, p=0,000).
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4.2.2. Niveles de citoquinas en suero

Los niveles de citoquinas proinflamatorias que podrian participar en la
patogenia de la enfermedad, en base a publicaciones previas, fueron
evaluados en controles sanos y en pacientes, antes y después del tratamiento

(tabla 7).

Como marcadores de inflamacién evaluamos TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8 y VEGF.
IL-1B no fue detectable en ninguna de las muestras de pacientes ni en

controles.

No encontramos diferencias basales (t0) en los valores de TNF-a entre
pacientes y controles (p=0,341), pero si diferencias significativas tras el
tratamiento (t1) (p=0,009) (fig. 12). Basalmente, solo 6 de los 20 pacientes
presentaban niveles de TNF-a mas altos que la mediana de los controles. Y
paraddjicamente, tras las 16 semanas de tratamiento aumento en 9 pacientes,
todos ellos tratados con etanercept (tabla 7). No se observd correlacion entre

TNF-a y PASI (r=-0,249, p=0,060).
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Tabla 7. Resumen de algunas de las citoquinas estudiadas en suero, niveles en cada paciente respecto a la mediana de los controles (c-t0) y niveles tras el

tratamiento (16 semanas) respecto a su estado basal (t0-t1). Se muestran solo aquellas en las que hubo hallazgos relevantes.

Pacientes

-t -t -t -t

1 = = 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1

2 = 1 1 ! 1 ! 1 1 = = = = = =
3 1 1 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
4 = = 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
5 = 1 1 1 1 ! 1 ! = = 1 ! 1 !
6 = = 1 ! 1 ! 1 ! = 1 = = 1 !
7 1 1 1 1 1 ! 1 1 = = = 1 1 !
8 = = = = 1 ! 1 ! = = = = 1 !
9 1 1 = = 1 ! 1 ! = = = = 1 !
10 = = 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
11 = 1 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
12 1 1 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
13 = = 1 ! 1 ! 1 ! 1 ! = = 1 !
14 = = 1 ! 1 1 1 ! = = = = 1 !
15 = 1 = = 1 ! 1 1 1 ! = = = =
16 = = 1 ! 1 ! 1 ! = = = = 1 !
17 1 ! 1 1 1 ! 1 ! = 1 = 1 1 !
18 = = 1 ! 1 ! ! ! = = = = 1 !
19 1 1 = 1 ! ! ! ! = = = = = =
20 = = 1 1 1 ! ! ! = = 1 ! 1 !
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TNF-ot pg/ml

Figura 12. Niveles de TNF-a en suero en controles y pacientes, antes y a las 16 semanas de

tratamiento.

Los pacientes con psoriasis mostraron niveles basales (t0) mas altos de IL-6,
IL-8 y VEGF que los controles, aunque para la IL-6 esta diferencia no alcanzo
significacion estadistica, pero si valores cercanos (IL-6, p=0,077; IL-8, p=0,000;
VEGF, p=0,011) (fig. 13). Las tres citoquinas disminuyeron tras el tratamiento,
aunque de nuevo para IL-6 la diferencia no fue significativa (IL-6, p=0,093; IL-8,
p=0,001; VEGF, p=0,000) (fig. 13). Tanto los niveles de IL-8 como VEGF se
igualaron a los de los controles tras el tratamiento (IL-8, p=0,066; VEGF,
p=0,959). A diferencia de lo observado con TNF-qa, al analizar a los pacientes
de forma individual, la mayoria presentaron niveles de IL-6, IL-8 y VEGF
elevados respecto a controles, 16/20, 19/20 y 17/20, respectivamente (tabla 7).
Tras el tratamiento se observé una disminucion de las tres citoquinas, en 12/20
de los pacientes para IL-6, 19/20 para IL-8 y en 17/20 para VEGF. Puesto que
IL-6 es capaz de inducir la sintesis de SAA en el higado,? comprobamos si

aguellos pacientes con elevacion de IL-6 a nivel basal tenian también
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aumentada la SAA. Solo lo observamos en 12 de los 16 pacientes de nuestra

serie.

De los marcadores de inflamacién, Unicamente IL-6 y VEGF se correlacionaron

con el PASI (r=0,437, p=0,001; r=0,516; p=0,000; respectivamente).
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Figura 13. Niveles en suero de IL-6, IL-8 y VEGF en controles y pacientes con psoriasis, antes

y a las 16 semanas de iniciar tratamiento con un inhibidor del TNF-a.

A continuacién, valoramos un grupo de citoquinas directamente relacionadas

con la respuesta inmune adaptativa, IFN-y, la principal citoquina secretada por

12



linfocitos Th1l, e IL-12, principal inductora de esta respuesta. Solo 2 de los 20
pacientes tenian niveles detectables de IFN-y e IL-12, a diferencia de los

controles donde no se detectaron en ninguno (tabla 7).

IL-4, una de las citoquinas mayoritariamente producida en las respuestas
mediadas por linfocitos Th2, no mostrd valores detectables en pacientes ni

controles.

IL-17, como marcador de la respuesta Thl7, tampoco fue detectada
basalmente en ningun suero de pacientes ni de controles. Sin embargo, IL-22,
citoquina secretada principalmente por los linfocitos Th1l7 y Th22, si estaba
aumentada de forma significativa en suero de los pacientes antes de iniciar el
tratamiento en comparacion con el grupo control (p=0,000) (fig. 14). Tras 16
semanas de tratamiento (t1) observamos una disminucion significativa de sus
niveles séricos (p=0,000), si bien, sin alcanzarse los niveles de controles
(p=0,006) (fig. 14). En el analisis individual de pacientes, 17 de los 20
presentaron niveles mas altos que la mediana de los controles, y todos ellos
disminuyeron los niveles tras el tratamiento (tabla 7). Los niveles séricos de IL-
22 se correlacionaron de forma positiva y moderada con el PASI (r=0,556,

p=0,000).

Como interleuguina reguladora se midié IL-10, siendo detectable solo en uno

de los pacientes y en ninguno de los controles.
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@

Figura 14. Niveles en suero de IL-22 en controles y pacientes con psoriasis, antes y a las 16

semanas de tratamiento con un inhibidor del TNF

4.2.3. Correlacion entre citoquinas y marcadores clasicos de inflamacion
sistémica

Tanto PCR como SAA mostraron una correlacion positiva moderada/alta con
las interleuquinas IL-6 (PCR: r=0,693, p=0,000; SAA: r=0,421, p=0,001), e IL-22
(PCR: r=0,540, p=0,000; SAA (r=0,496, p=0,000). PCR mostr6 ademas
correlacion baja con IL-8 (r=0,287, p=0,029) y TNF-a (r=-0,319, p=0,015); y

SAA con TNF-a (r=-0,334, p=0,010).

Las citoquinas que presentaron una correlacion moderada entre si fueron IL-6-
IL-22 (r=0,528, p=0,000). La asociacion fue baja entre: IL-6-IL-10 (r=0,384,

p=0,003), IL-6-TNF-a (r=-0,301, p=0,022), e IL-22-VEGF (r=0,381, p=0,003).
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4.2.4. Analisis longitudinal de seguimiento a 30 meses en pacientes sin cambio
de biologico

En el seguimiento a largo plazo (30 meses), se incluyeron solamente los dos
pacientes que realizaron tratamiento continuo y 4 pacientes que en ese
momento estaban en tratamiento con el mismo farmaco inicial pero de forma
intermitente. Los 6 pacientes mantenian una buena respuesta clinica similar a

la alcanzada en t1 (tabla 8).

Tabla 8. Pacientes que mantienen el tratamiento inicial a los 30 meses de seguimiento, de

forma continua o intermitente.

Paciente Tratamiento PASIt0 PASItl PASIt2

3 ETN (1) 10,2 2 0
7 ETN (1) 11,7 5,6 6
8 ADL (C) 7,2 0 0
9 ETN (I) 10,8 0,8 0
15 ETN (C) 9,1 438 1,6
16 IFX (1) 23,3 0 0

Abreviaturas: ETN, etanercept; ADL, adalimumab; IFX, infliximab;
I, intermitente; C, continuo.

El analisis mediante el test de Friedman para comparar las muestras de los
pacientes antes del tratamiento, a la semana 16 y a los 30 meses, mostré que
los valores de PCR (p=0,030), SAA (p=0,030), TNF-a (p=0,039) e IL-8
(p=0,042) variaron de forma significativa a lo largo del tiempo en respuesta al
tratamiento con inhibidores del TNF-a (fig. 15). Observando las medianas
obtenidas en cada uno de los tres momentos, se observé una reduccidn entre
el momento previo al tratamiento con anti-TNF y los momentos posteriores para
PCR, SAA e IL-8 (fig. 15). Por el contrario, en el caso de TNF-a, se observé un

aumento tras el tratamiento. No se observo significacion estadistica para IL-6
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(p=0,526), VEGF (p=0,311), e IL-22 (p=0,076), pero si una tendencia a

disminuir los niveles tras el tratamiento para VEGF e IL-22.
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Figura 15. Niveles en suero de PCR, SAA, TNF-a, IL-8, IL-6, VEGF e IL-22, en controles y en
aquellos pacientes que mantuvieron a largo plazo tratamiento con el mismo inhibidor del TNF-

a. Se muestran los datos antes de iniciar tratamiento (t0), a las 16 semanas (t1) y a los 30

meses (t2).
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4.3. Valoracion de ARNm de citoquinas en biopsias ¢ utaneas

En el andlisis estadistico, los pacientes con psoriasis mostraron antes del
tratamiento (t0) un aumento significativo respecto a controles sanos del ARNm
en piel de TNF-a (p=0,000), IL-1B (p=0,018), IFN-y (p=0,015), IL-17 (p=0,000) e

IL-22 (p=0,000) (fig. 16).

En el analisis individual de las citoquinas proinflamatorias, se observé que 17
de los 18 pacientes mostraron elevacion del ARNm de TNF-a, y 15 de 18 de IL-
1B, respecto a la mediana de los controles. Sin embargo, los transcritos de
ARNmM de IL-6 y VEGF solo estaban aumentados en 5/18 y 8/18 de los
pacientes, respectivamente (tabla 9). En cuanto a las citoquinas relacionadas
con las diferentes respuestas adaptativas, todas mostraron a nivel basal un
comportamiento similar. Los niveles de ARNm de IFN-y estaban elevados
respecto a la mediana de los controles en 15 de los 18 pacientes, y los de IL-17

e IL-22, en 14/18 y 14/16 de los pacientes respectivamente (tabla 9).

A las 16 semanas de tratamiento, la expresion del ARNm de las 5 citoquinas
que estaban elevadas a nivel basal disminuyo de forma significativa (TNF-a
(p=0,011), IL-1B (p=0,001), IFN-y (p=0,010) IL-17 (p=0,000) e IL-22 (p=0,001));
alcanzandose valores de controles para IL-13, IL-17 e IL-22 (fig. 16). Aunque el
ARNmM de VEGF no estaba elevado respecto a controles antes del tratamiento,

si se observo una disminucion tras el tratamiento (p=0,004).

A pesar de las diferencias observadas en el comportamiento de las citoquinas
proinflamatorias en el andlisis estadistico, individualmente a las 16 semanas
del tratamiento el comportamiento de todas las citoquinas proinflamatorias fue

similar, con un descenso de su expresion en 14/18, 16/18, 12/18 y 15/18 de los
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pacientes para TNF-a, IL-1, IL-6 y VEGF, respectivamente. A destacar que
todos los pacientes con elevacion del ARNm de IFN-y, IL-17 e IL-22 a nivel

basal disminuyeron sus niveles tras el tratamiento (tabla 9).
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Figura 16. Expresion relativa de ARNm de TNF-q, IL-18, IL-6, VEGF, IFN-y e IL-17; y expresion
absoluta de IL-22, en biopsia cutdnea, en controles y pacientes con psoriasis antes y a las 16

semanas de tratamiento con un inhibidor del TNF-a.
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Tabla 9. Expresién de ARNm de citoquinas en biopsia cutéanea, niveles en cada paciente respecto a la mediana de los controles (c-t0) y niveles tras el

tratamiento respecto a su estado basal (t0-t1) (ND: no disponible).

TNF-a IL-1B IL-6 VEGF IFN-y IL-17 IL-22
Pacientes
ct0 t0-tl c-t0O tO-tl c-t0 tO-t1 c-t0 tO-t1 c-t0 tO-t1 c-t0 tO-t1 c-t0 tO-t1
1 T ! T ! ! ! i l ! T = = ND ND
2 T ! T l ! T i l i l = = T !
3 T ! T ! i ! i l i ! = = T !
4 T ! T l ! T i l i l = T ND ND
5 T ! T 1 ! ! l T 7 1 7 ! T !
6 7 ! 7 ! ! ! ! 7 i ! i ! 7 !
7 T l T ! ! 1 l 1 T 1 T ! T l
8 7 i 7 ! ! ! ! ! i ! i ! 7 !
9 T 7 T ! 7 1 ! 1 T 1 T ! T l
10 7 ! 7 ! 7 ! ! ! 7 ! i ! 7 !
1 T ! T ! ! T ! ! ! T i ! T !
12 T ! T l i l i l i ! i ! ! i
13 T ! l T ! T ! ! i l i ! T !
14 T i l T ! T ! T i ! i ! T !
15 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
16 e A A O A
17 T l T 1 ! I 7 I 7 1 7 ! T !
18 7 ! 7 ! ! ! i ! i ! i ! 7 !
19 T l 1 1 ! = ! ! 7 ! 7 ! T !
20 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
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4.4. Correlacion entre citoquinas en sueroy ARNm d e citoquinas en piel

4.4.1. Analisis global de la correlacion entre citoquinas en suero y biopsia

A continuacion analizamos en aquellos pacientes de los que disponiamos datos
a nivel cutaneo y sérico, la relacion basal y los cambios tras el tratamiento en
suero y piel de TNF-a, IL-6, VEGF e IL-22. Tanto IL-18 como IL-17 Unicamente
fueron detectadas a nivel cutaneo, e IFN-y solo se expresé en suero en 2

pacientes, por lo que no se incluyeron en este analisis.

TNF-a claramente mostro un patron diferente al resto de citoquinas estudiadas.
Por un lado, a nivel basal, 17 pacientes de los 18 disponibles, tenian elevacion
del ARNm de TNF-a en piel respecto a la mediana de los controles, pero solo 6
de ellos también tenian valores de proteina elevados en suero antes del
tratamiento (tablas 7 y 9). Por otro lado, la mayoria de los pacientes mostraron
una disminucion de ARNm a las 16 semanas de tratamiento a nivel cutaneo,
diferenciandose dentro de ellos dos grupos en cuanto al comportamiento en
suero. En 7 pacientes la disminucion en piel se acompafné de elevacion de la
citoquina en suero, observandose que todos ellos habian recibido tratamiento
con etanercept. Por el contrario, en 6 pacientes la disminucion de la citoquina
en piel no se acompafido de modificaciones en los niveles séricos,
manteniéndose en valores indetectables; en estos 6 pacientes el tratamiento
recibido fue un anticuerpo monoclonal. Solo en un paciente en tratamiento con

infliximab, la disminucién en piel y suero fue paralela (fig. 17).

IL-6 también mostrdé antes del tratamiento un comportamiento diferente en piel
y suero respecto a controles. Mientras que en suero 15 de los 18 pacientes

presentaron niveles elevados, en piel solo se observaron niveles altos en 5 de
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los pacientes (tablas 7 y 9). En cuanto a la respuesta tras la fase de induccién
del tratamiento, en 12 de los 18 pacientes IL-6 disminuyé a nivel cutaneo, tanto
en los 5 pacientes que presentaban niveles elevados en t0, como en pacientes
gue inicialmente presentaban valores por debajo de los controles. Esta
disminucién en piel fue paralela en suero en 7 de los 12 pacientes, aunque en
dos pacientes la disminucion sérica fue muy discreta (fig.18). Los 7 pacientes
alcanzaron el PASI-75, 5 habian sido tratados con adalimumab o infliximab, y 2

con etanercept.

El comportamiento de VEGF a nivel basal fue similar al de IL-6. Mientras 16
pacientes de los 18 tenian niveles séricos méas altos que controles, en piel solo
8 de los pacientes tenian expresion elevada de VEGF (tablas 7 y 9). Sin
embargo, similar a lo observado para IL-6, a las 16 semanas de tratamiento en
15 de los 18 pacientes disminuy6 la expresién a nivel cutaneo, tanto en los 8
pacientes que presentaban elevacion al inicio del tratamiento, como en los que
presentaban niveles mas bajos que controles. En 13 de los 15, la disminucion
se observé también en suero (fig. 19). Todos los pacientes con evolucion
paralela en piel y suero alcanzaron el PASI-75, en 8 el tratamiento fue con

anticuerpos monoclonales y en 5 con etanercept.

El comportamiento de IL-22 fue claramente diferente al observado para TNF-q,
IL-6 y VEGF. Antes del tratamiento, 14 de los 16 pacientes de los que se
disponian datos a nivel cutaneo y sérico presentaban elevacion en suero, y
también 14 mostraron expresion aumentada en piel (tablas 7 y 9). En los 14
con elevacion en piel a nivel basal (t0) se produjo una disminucién tras el

tratamiento, en 12 de los cuales la disminucidon también se evidencié en suero
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(fig. 20). Diez de los 12 alcanzaron el PASI-75, 7 recibieron tratamiento con

anticuerpos monoclonales y 5 con etanercept.
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Figura 18. Expresion de IL-6 en suero (pg/ml) y ARNm en piel (UA/mI) de cada paciente.
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4.4.2. Analisis estratificado de la correlacion entre citoquinas en suero y biopsia
Con el fin de detectar diferentes patrones de comportamiento en funcién de
variables clinicas o del tipo de tratamiento empleado, realizamos un analisis
estadistico estratificado de los pacientes en funcién de: a) tratamiento recibido
(etanercept / anticuerpos monoclonales), b) respuesta clinica, medida como
PASI-75 y PASI-90, c) artropatia y d) HLA-Cw6. A pesar del pequefio tamafio
muestral, los pacientes estaban balanceados en los subgrupos definidos por
las cuatro variables, excepto para el PASI-75 que fue alcanzado por 15 de los
20 pacientes de la muestra. Sin embargo, dado el valor en la practica clinica
del PASI-75 como marcador de respuesta hemos creido conveniente realizar el
analisis. En todos los subapartados se comprobé que las diferencias no se

debiesen a diferencias basales entre subgrupos.

a) Tipo de tratamiento recibido

Al analizar la respuesta de las citoquinas en suero y de los niveles de ARNm en
piel segun el tipo de tratamiento se observé una respuesta diferente entre los
dos grupos. En el andlisis estadistico, en los pacientes tratados con etanercept
el TNF-a en suero se elevd de forma significativa (p=0,004), mientras que de
forma contraria disminuyé su expresion cutanea (p=0,023) (fig. 21). En el
analisis individual, los 8 pacientes tratados con etanercept aumentaron los
niveles en suero, mientras que disminuyeron en piel en 7 de los 8. Por el
contrario, en el grupo de los pacientes tratados con anticuerpos monoclonales,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el

comportamiento de TNF-a en suero (p=0,999) ni en piel (p=0,160) (fig. 21). De
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los 10 pacientes tratados con adalimumab o infliximab en 9 los niveles en suero
se mantuvieron indetectables, y en piel disminuyeron en 7 de los 10. Sin
embargo, en el grupo de los tratados con anticuerpos monoclonales si se
produjo una disminucién paralela estadisticamente significativa de VEGF, tanto
en suero como en piel, asi como una disminucién sérica de IL-6 (fig. 22), no
observadas en el grupo de etanercept. No obstante, estos datos deben

interpretarse con precaucion dado el pequefio tamafio muestral.

(a) Suero (b) Piel
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Figura 21. (a) Niveles en suero de TNF-a en pacientes tratados con etanercept o con
anticuerpo monoclonal. A la semana 16, los niveles de TNF-a séricos solo se elevan en los
pacientes tratados con etanercept. (b) A nivel cutaneo TNF-a disminuye significativamente en

los pacientes tratados con etanercept.

88



Piel

0.1
P=0,123 P=0013
400+ P =0,055 P = 0,001 0.01 -
. A H R
_ 3004 ; w . I .
£ n T o 0.001 . = N
2 = — B
2004 . s . . N
(LB —_— Ak S — . —t A
i " : A 0.0001 :
> A L A .
100{ ™ — : —_
A i L Ay - A
" A s _10'{ N
0 T L T T 10 T T T :
® ° ® o N & $ &
Etanercept Anticuerpo Etanercept Anticuerpo
monoclonal monoclonal
P = 0,938 P =0,037
30 .\
151 "
15—
E
2 104 .
©
:I . AA
5 = R
T ——
0 L] ] T L]
o & R &
Etanercept Anticuerpo
monoclonal

Figura 22. Diferencias en la expresién de VEGF e IL-6 en suero y/o piel en funcién del tipo de

tratamiento recibido: etanercept o anticuerpo monoclonal.

b) Respuesta clinica

En los pacientes que alcanzaron una respuesta PASI-75, a diferencia de los
que no, disminuy6 significativamente la expresion cutdnea de TNF-q, IL-1, IL-6,
VEGF, IL-17 e IL-22. A nivel sérico el TNF-a se elevo tras el tratamiento,
mientras VEGF, IL-8, e IL-22 disminuyeron. También estos datos deben

interpretarse con absoluta precaucion dado el pequefio tamafio muestral y las
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diferencias entre ambos subgrupos. Sin embargo, al valorar a los pacientes que

alcanzaron una respuesta excelente medida como PASI-90, a diferencia de los

que no, la disminucion de la expresion cutanea se observo para VEGF, y en

suero para IL-8 e IL-6 (fig. 23).
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Figura 23. Variaciones en la expresion de VEGF a nivel cutaneo, y de IL-6 e IL-8 en suero de

pacientes que alcanzan PASI-90, respecto a los que no.

c) Artropatia

La respuesta inmunoldgica tras el tratamiento también fue diferente para los

pacientes con o sin artropatia. En los pacientes con artropatia psoridsica, se
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produjo una disminucién de VEGF cutaneo. A diferencia, en los pacientes sin

artropatia, la disminucion de la expresién cutanea se produjo en TNF-q, IL-6 e

IL-17, mientras que en suero se elevé el TNF-a (fig. 24).
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Figura 24. Variaciones en la expresion de citoquinas en piel y suero en pacientes con psoriasis,

en funcién de la presencia o no de artropatia psoriasica.
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d) HLA-Cw6

En los pacientes portadores de HLA-Cw6, a diferencia de los que no lo eran,
disminuyeron significativamente IL-1§ (HLA-Cw6+, p=0,005; HLA-Cw6-,
p=0,069), IL-6 (HLA-Cw6+, p=0,071; HLA-Cw6-, p=0,575) y VEGF (HLA-Cw6+,
p=0,007; HLA-Cw6-, p=0,263) a nivel cutaneo, no observandose diferencias en

suero.

4.5. Estudio de las poblaciones linfocitarias en sa  ngre periférica

4.5.1. Poblaciones linfocitarias T, B y NK

El estudio de las poblaciones linfocitarias de sangre periférica mediante
citometria de flujo mostré que en condiciones basales, antes del tratamiento, el
namero absoluto (cél/pl) de linfocitos T y NK en pacientes psoriasicos no diferia
de los controles (p=0,306, p=0,691, respectivamente). Si se observd un
aumento basal significativo en el nimero absoluto de linfocitos B CD19+
(p=0,033). No se observaron diferencias tras el tratamiento. Sin embargo, el
estudio de las diferentes subpoblaciones de linfocitos T si mostré tras el
tratamiento una elevacion en los valores absolutos de los linfocitos CD4

(p=0,030) (fig. 25).
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Figura 25. Poblaciones de linfocitos CD3+, CD3+CD4+ y CD3+CD8+ en controles y pacientes,

antes del tratamiento y a las 16 semanas.

4.5.2. Andlisis de linfocitos T reguladores
Puesto que en la literatura se ha descrito que una alteraciéon en el nimero y/o
la funcion de los linfocitos Treg puede estar en relacion con la mayor

T,%% © estudiamos en

susceptibilidad a enfermedades mediadas por linfocitos
sangre periférica los linfocitos Treg que expresan el factor de transcripcion
FoxP3. Para ello, purificamos las células mononucleares de sangre periférica
mediante un gradiente de Ficoll. Los linfocitos Treg comparten marcadores con
los linfocitos T activados. Para seleccionar los Treg de forma rigurosa y

diferenciarlos de los linfocitos T activados, que de forma transitoria pueden

también expresar FoxP3, diferenciamos dos poblaciones de linfocitos: linfocitos
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T activados (CD3+, CD4+, CD25+) y Treg (CD3+ CD4+, CD25+%" FoxP3+,

CD127-) (fig. 26).
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Figura 26. Seleccion y distincién de los linfocitos T reguladores y linfocitos T activados.

Observamos que el porcentaje de linfocitos T activados fue mayor en los
pacientes a nivel basal (t0) que en los controles (p=0,002), sin observarse

diferencias a las 16 semanas de tratamiento (p=0,575) (fig. 27).

En cuanto a los linfocitos Treg, no se observaron diferencias significativas en el
porcentaje de células entre los pacientes basalmente y los controles (p=0,641),
pero si un aumento tras el tratamiento (p=0,014) (fig. 28 y 29). En el analisis
individual de los pacientes, antes del tratamiento 8 de los 20 tenian disminuido
el porcentaje de Treg respecto a la mediana de los controles. Sin embargo, a
las 16 semanas de terapia con anti-TNF en 15 de los 20 pacientes se observo
un incremento porcentual del nimero de Treg (9 AbMo, 6 ETN), en uno no se

modificé (ADL) y en 4 disminuyo (3 ETN, 1 IFX) (tabla 10).
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Figura 27. Linfocitos T activados en controles y pacientes, antes y a las 16 semanas de

tratamiento.
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Figura 28. Niveles de linfocitos T reguladores en controles y pacientes con psoriasis tratados

con inhibidores del TNF-q, antes y a las 16 semanas de tratamiento.
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Figura 29. Ejemplo de un paciente tratado con adalimumab, en el que el porcentaje de linfocitos

Treg aumento a las 16 semanas de tratamiento.

Tabla 10. Linfocitos Treg en sangre periférica, niveles en cada paciente respecto a la mediana

de los controles (c-t0) y niveles individualizados a las 16 semanas de tratamiento respecto a su

estado basal (t0-11).
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En el andlisis independiente de los pacientes tratados con anticuerpos
monoclonales y los tratados con etanercept, a nivel basal no se observaron
diferencias en los valores de Treg entre los dos subgrupos (p=0,152). Tras las
16 semanas de tratamiento, solo se observd un incremento de Treg
estadisticamente significativo en el grupo de pacientes tratados con

anticuerpos monoclonales (p=0,032) (fig. 30).
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Figura 30. Porcentaje de Treg en pacientes tratados con etanercept frente a pacientes tratados

con anticuerpos monoclonales.

Individualmente, el incremento de Treg no correlaciond con la respuesta clinica,
en términos de PASI-75 (p=0,051) y PASI-90 (p=0,192), es decir, los pacientes
en los que el tratamiento se acompafaba de mayor incremento de Treg no

obtenian mejores indices PASI.
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5. DISCUSION
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En este estudio hemos analizado la respuesta de 20 pacientes adultos con
psoriasis en placas moderada-grave al tratamiento con diferentes inhibidores
del TNF-a en condiciones de practica clinica habitual. La edad media de los
pacientes de la muestra fue de 42 afos, con un predominio del sexo masculino,
y una duracion media de la enfermedad de 17 afios. Los pacientes han sido
estudiados de forma global, desde un punto de vista clinico e inmunoldgico,
tanto a nivel cutdneo como sistémico, tras la fase de induccion (16 semanas)
del farmaco. Aquellos pacientes que mantuvieron el mismo tratamiento a largo
plazo (n=6), bien de forma continua o intermitente, conservando la respuesta
clinica, fueron ademas evaluados con posterioridad (a los 30 meses) para
valorar si la respuesta inmunoldgica en suero tras la fase de induccion se

mantenia.

A la hora de interpretar los resultados de este trabajo hay que tener en cuenta
algunas consideraciones relevantes. Aunque el tamafio muestral es pequefio,
lo que limita en parte la generalizacion de conclusiones especialmente a la hora
de hacer comparaciones entre subgrupos, estos estan bien equilibrados en
cuanto a diferentes variables: tipo de tratamiento, presencia o no de artropatia,
genotipo HLA-Cw6 y grado de respuesta clinica (PASI-90). A pesar del
pequefio tamafio muestral, al tratarse de un trabajo clinico-experimental,

creemos que los resultados obtenidos son novedosos y de interés.

En el disefio del trabajo fue prioritaria la comparacion entre los diferentes tipos
de farmacos anti-TNF, pues existen pocos trabajos publicados de esa
naturaleza en psoriasis. Nos interesaba especialmente analizar las diferencias
a nivel sistémico y cutaneo entre anticuerpos monoclonales y receptor soluble

con el fin de determinar las bases inmunologicas que subyacen a los diferentes
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mecanismos de accion y a las diferencias observadas clinicamente. Aunque los
tres inhibidores del TNF-a han demostrado eficacia en el tratamiento de la
psoriasis, el mecanismo de accion de los anticuerpos monoclonales es
diferente al de la proteina de fusién. En nuestro estudio, por razones
estadisticas, analizamos los resultados de adalimumab e infliximab dentro del
mismo grupo asumiendo que, aunque varie la via de administracién y en
consecuencia la biodisponibilidad, conceptualmente el mecanismo de accién de
ambos anticuerpos monoclonales es equiparable. Se sabe que la
inmunogenicidad de los tres farmacos es diferente, siendo méxima en
infliximab, y minima en etanercept. Sin embargo, no consideramos que esto
pueda influir en nuestros resultados por varios motivos. Primero, el estudio esta
realizado fundamentalmente en la fase de induccién, a las 16 semanas de
tratamiento, por lo que no es probable que se hubiesen detectado anticuerpos
neutralizantes de forma tan precoz. Segundo, hay estudios que demuestran
gue en psoriasis, a pesar de que efectivamente se detectan mas anticuerpos
frente a infliximab que con el resto, la supervivencia de infliximab es mayor que
la de los otros dos anti-TNF.* Finalmente, en resultados que no se muestran
en este trabajo, no observamos presencia de anticuerpos antifarmaco en 4
pacientes que cambiaron de tratamiento ni en 3 de los que no cambiaron de

anti-TNF.

Otra consideracion es que en el estudio analizamos el efecto del bloqueo del
TNF-a hasta la semana 16 de tratamiento, tras la fase de induccion. En el
estudio de extension a largo plazo (30 meses) solo analizamos la expresion de
citoquinas en suero de aquellos pacientes respondedores con el mismo

tratamiento, sin diferenciar entre tratamiento continuo e intermitente.

100



Finalmente, hay que tener en cuenta que en dos de los pacientes la
administracion del anti-TNF fue concomitante con la de metotrexato, y que esto
podria haber modificado alguno de los resultados Sin embargo, uno de los
pacientes tenia enfermedad activa en el momento del inicio del bioldgico pese
al tratamiento previo con metotrexato, y no se modificé su pauta y dosis al inicio
del biolégico ni durante el estudio, por lo que consideramos improbable que el
tratamiento concomitante haya influenciado nuestros resultados de manera
importante. Goedkoop y col. refuerzan esta afirmacion en un estudio que
compara infliximab frente a placebo por la ausencia de cambios significativos
en los pacientes que reciben placebo y que contindan en tratamiento con

metotrexato.®® ¥’

La eficacia a corto plazo de la terapia bioldgica en el tratamiento de la psoriasis
en placas ha sido demostrada en varios ensayos clinicos para los tres anti-
TNF.%81% En el global de nuestra muestra el 100% de los pacientes mostré una
disminucion del PASI tras la fase de induccion, el 90% alcanzo el PASI 50, el
75% (15/20) el PASI-75, y el 50% (10/20) alcanz6 una respuesta optima (PASI-
90). Al analizar por separado los pacientes tratados con etanercept y los
tratados con anticuerpos monoclonales, observamos que el porcentaje medio
de mejoria del PASI en el grupo de los tratados con anticuerpos monoclonales
fue mayor, aunque esta diferencia no alcanzo significacion estadistica. En
nuestra serie de casos, el 67% de los pacientes tratados con etanercept
alcanzaron el PASI-75 a la semana 16, siendo este resultado ligeramente
superior a los resultados observados en los ensayos clinicos publicados, donde
el 49% de los pacientes tratados con etanercept a la dosis de 50 mg 2 veces

por semana alcanzan el PASI-75 en la semana 12, y el 59% a la semana 24.%
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% Para los pacientes tratados con etanercept 50 mg por semana, la respuesta
PASI-75 es alcanzada por el 38% y por el 71% de los pacientes en la semana
12 y 24, respectivamente.'® En el grupo de los anticuerpos monoclonales, el
82% de los pacientes de nuestra serie alcanzaron el PASI-75 tras la induccién.
La eficacia PASI-75 observada en los ensayos clinicos de adalimumab e
infliximab (5mg/kg) fue del 71-80% a la semana 16,9 y 80-88% a la

semana 10,105-108

respectivamente. En ausencia de ensayos clinicos que
comparen entre si los diferentes inhibidores del TNF-a, varios meta-analisis
han puesto de manifiesto diferencias en la eficacia durante la fase de
induccion, siendo superiores infliximab y adalimumab, respecto a

etanercept.'*'® Estos datos son concordantes con lo observado en nuestra

serie.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los pacientes tratados en la préactica
habitual difieren de los pacientes tratados en los ensayos clinicos, causando
pequefias diferencias en términos de eficacia.'***?° Estas diferencias se han
atribuido, por un lado, a la seleccion diferente de pacientes; y, por otro, a las
estrategias empleadas en el manejo del tratamiento.*?* *2 A diferencia de los
ensayos clinicos, los pacientes tratados en la practica diaria suelen ser
pacientes resistentes a varios tratamientos y con comorbilidades.**® 8 En
nuestra serie, 11 de los 20 pacientes habian recibido dos o mas tratamientos
sistémicos convencionales con anterioridad al empleo del bioldgico, y tres
habian sido tratados con los cuatro tratamientos convencionales (fototerapia,
metotrexato, ciclosporina y acitretino). Ademas, en 7 de los 20 pacientes ya se

habia empleado algun tratamiento biolégico con anterioridad. Ocho de los

pacientes padecian artropatia psoriasica, aunque no se ha descrito que la
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presencia de afectacidn extracutanea sea predictora de una peor respuesta
cutanea.'?® '?* En cuanto a las estrategias de manejo, en la rutina diaria el uso
concomitante de tratamientos topicos es habitual, sin embargo, en un ensayo
clinico que compar6 adalimumab en monoterapia con el empleo simultaneo de
adalimumab mas calcipotriol/betametasona no se observaron diferencias en el
PASI-75 a las 16 semanas de tratamiento.’®* En la practica diaria ademas es
frecuente obviar periodos de lavado entre tratamientos para evitar recaidas de
la enfermedad, y en ocasiones asociar inicialmente un tratamiento sistémico
para obtener una respuesta mas rapida.*?* %> 1% En nuestra serie el 15% de
los pacientes (3 de 20) estaban en tratamiento con un sistémico clasico en el
momento de iniciar la terapia biolégica. En dos de ellos, uno con UVB-BE, que
inicié etanercept, y otro, con acitretino, que inicio infliximab, se suspendieron a
las 4 y 8 semanas de tratamiento con el biologico. El tercer paciente en
tratamiento combinado con metotrexato, inici6 adalimumab, manteniendo los
dos hasta las 16 semanas. Solo en uno de los 20 pacientes, que padecia
artropatia, se inici6 de forma concomitante infliximab mas metotrexato. En
definitiva, aunque nuestro estudio esta basado en pacientes tratados en
condiciones de practica diaria, dada la heterogeneidad de los pacientes, es
necesario ser cauteloso a la hora de analizar los datos presentados en este

trabajo.

Pese al gran avance que ha supuesto la terapia bioldgica en el tratamiento de
la psoriasis, existe un subgrupo de pacientes que fallan al tratamiento con
bioldgicos, sin que todavia exista un farmaco al que todos los pacientes
respondan. Definiendo fracaso terapéutico primario como la incapacidad de

77, 127

alcanzar una respuesta PASI-50 durante la fase de induccion, en la
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literatura se describe que el 26% de los pacientes tratados con etanercept
(50mg, 2 veces por semana) fracasan a las 12 semanas, y el 23% en la
semana 24.%® En el caso de adalimumab, el porcentaje de pacientes que no
alcanza el PASI-50 en la semana 12 se establece en 24%,'° y para infliximab
(5mg/kg) en 3-9% en la semana 10.}°" 1% En nuestra serie, dos pacientes
mostraron fracaso terapéutico primario, uno en tratamiento con etanercept y
otro con adalimumab. Sin embargo, el paciente tratado con etanercept continué
con el mismo tratamiento a dosis de 50 mg/sem, obteniendo una respuesta
aceptable y manteniendo la respuesta a los 33 meses de tratamiento continuo.
Este paciente corresponde al grupo de pacientes respondedores lentos, que
mejoran con el tratamiento continuo.*® Los dos pacientes ademés tenian en
comun un PASI basal menor de 12. Dada la baja sensibilidad del indice PASI
por debajo de 12 es posible que en estos dos casos el PASI no haya sido un

buen indicador de gravedad.

Ademas, en un porcentaje variable de pacientes que responden durante la fase
de induccion se ha puesto de manifiesto la pérdida de eficacia del tratamiento
durante la fase de mantenimiento. En un estudio a largo plazo sobre la
efectividad de etanercept a diferentes dosis, la respuesta PGA (Physician’s
Global Assesment) se mantiene menor o igual a 1 (blanqueada, casi
blanqueada) en alrededor del 40% de los pacientes a los 3 y 12 meses. Sin
embargo, a los 24 meses esa proporcion disminuye hasta el 28,6%,
manteniéndose hasta los 48 meses.'* Tyring y col. también observan una
caida de la respuesta a etanercept alrededor del afio. EI mayor porcentaje de
respondedores PASI-75 lo obtienen a las 48 semanas con un 63%, de estos

solo el 74,4% mantiene la respuesta PASI-75 a la semana 96.** En el
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seguimiento durante tres afios de pacientes tratados de forma continua con
adalimumab, de aquellos pacientes que habian alcanzado una respuesta PASI-
75 a la semana 33, el 26% pierden la respuesta entre la semana 33 y 52,
manteniéndose estable a los 2 afios, y con un ligero descenso a los 3 afios.***
En el estudio EXPRESS que valora la respuesta al tratamiento continuo con
infliximab, al igual que lo observado con adalimumab, también observan una
caida de la respuesta antes del afio. El 89% de los pacientes que alcanzan una
respuesta PASI-75 a la semana 10 mantienen esta respuesta a los 6 meses y
el 65% al afio.'®® De nuestros 20 pacientes 6 presentaron fracaso secundario
(pérdida de respuesta tras haber obtenido inicialmente una respuesta clinica)
en el seguimiento a largo plazo, tres en tratamiento con etanercept, dos con
adalimumab y uno con infliximab. Se ha descrito que las principales causas de
fracaso secundario son la formacion de anticuerpos anti-farmaco y/o la
aparicion de nuevas rutas patogénicas, en las que otras citoquinas diferentes a

TNF-a juegan el papel patogénico principal.*3?134

Desde un punto de vista practico, a la hora de abordar los fracasos
terapéuticos primarios o secundarios existen tres alternativas para optimizar los
resultados: intensificar el tratamiento (aumentando dosis o disminuyendo el
intervalo entre dosis), combinar con tratamientos sistémicos clasicos o cambiar
de biolégico.”” En nuestra muestra en el paciente en tratamiento con
adalimumab y fracaso primario la alternativa elegida para optimizar la
respuesta fue la asociaciéon con metotrexato, obteniendo un control adecuado
de la enfermedad. De los 6 pacientes con fracaso secundario, 5 precisaron
cambio de biolégico, pese a que en 4 de ellos se intentd previamente la

intensificacion del tratamiento o la asociacion con fototerapia. Ante estos datos
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se plantea la posibilidad de si ante un fracaso primario 0 secundario es
preferible el cambio de biolégico a las otras dos alternativas. Segun las
directrices espafiolas actuales de tratamiento biolégico de la psoriasis se puede
plantear administrar tratamiento combinado o intensificar temporalmente la
dosis de bioldgico, pero, en general, se dara preferencia a la sustitucion por
otro biolégico.”” En cuanto a cudl es el biolégico preferido frente a un fracaso,
la evidencia cientifica actual es insuficiente para establecer un orden idéneo.”’
No obstante, datos mas recientes sugieren en artropatia psoriasica, en artritis
reumatoide, y en enfermedad inflamatoria intestinal, que la presencia de
anticuerpos anti-farmaco en fracaso secundario predice una buena respuesta a
tratamiento con otro anti-TNF.*** 3® por lo tanto, la determinacién combinada
de la presencia de anticuerpos anti-farmaco anti-TNF y de sus niveles
terapéuticos en el valle parecen Utiles en la toma de decisiones.’*** En

nuestra serie, solo encontramos un paciente en tratamiento con infliximab que

presentaba anticuerpos anti-farmaco (datos no mostrados).

La principal ventaja que ofrecen los tratamientos biolégicos ante una
enfermedad de caracter cronico como la psoriasis es la posibilidad de
tratamiento continuo dado su buen perfil terapéutico. En el caso de infliximab,
el tratamiento continuo se considera de primera eleccion, no solo por demostrar

mayor eficacia frente al tratamiento intermitente,*®’

sino principalmente por el
aumento de reacciones infusionales severas observadas en el grupo de
tratamiento intermitente del ensayo clinico RESTOREZ2, que conllevo la
interrupcién del mismo.**® El etanercept ha demostrado eficacia tanto en

tratamiento continuo como intermitente, aunque ofrece mejores respuestas

PGA y PASI en el tratamiento continuo.’®* % Sin embargo, cuando la
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respuesta es evaluada por el paciente la satisfaccion es similar en ambos
grupos de tratamiento.’*! Varios estudios coinciden en que la respuesta al
retratamiento con etanercept es del 83%, sin observarse efectos secundarios
importantes.’*® % |as tasas de respuesta PASI-75 para los grupos de
tratamiento continuo e intermitente (un Unico ciclo de interrupcion vy
retratamiento) de la extension abierta del estudio REVEAL con adalimumab
fueron 75 y 73% a la semana 108, respectivamente. Ademas aquellos
pacientes cuya respuesta cae por debajo del PASI-50 durante la interrupcién
del tratamiento, tienen peores tasas de respuesta en el retratamiento.’** En
otro estudio, Papp y col. encuentran que el 73% de los pacientes en los que se
han realizado dos interrupciones de tratamiento alcanzan PGA<1 en el tercer
ciclo de tratamiento. Sin embargo, observan que la presencia de anticuerpos
frente a adalimumab aumenta el riesgo de fallo en el retratamiento con el
mismo farmaco.*®® Por lo tanto, puesto que la psoriasis es una enfermedad
cronica y la terapia biolégica presenta un buen perfil terapéutico, el tratamiento
de la psoriasis con agentes biolégicos se debe plantear de forma continuada y
a largo plazo. Esto es especialmente importante en pacientes que presentan
recaidas rapidas al suspender cualquier tratamiento. No obstante, puede
plantearse la interrupcidbn en circunstancias tales como intervenciones
quirargicas, embarazo, viajes o decision del propio paciente. En aquellos
pacientes con respuestas 6ptimas durante mas de un afio puede plantearse la
reduccion de la dosis o la frecuencia de administracion, e incluso la interrupcién

del farmaco, segun el criterio clinico y de acuerdo con el paciente.”’

Entender por qué algunos pacientes no responden inicialmente a un

tratamiento (fracaso primario), o incluso cuando se obtiene una respuesta por
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qué el grado de la misma es variable entre pacientes, e identificar a aquellos
pacientes que van a perder la respuesta inicial (fracaso secundario) es
importante para el manejo de la enfermedad. Los mecanismos que subyacen a
la variabilidad en la respuesta de un paciente a un determinado farmaco son
todavia desconocidos, y probablemente sean el resultado de un perfil genético
0 un estado inflamatorio especifico.*?” *® La busqueda de biomarcadores
séricos que permitan delimitar mejor que la simple observaciéon clinica las
alteraciones inmunoldgicas subyacentes en cada paciente a lo largo de la
evolucion de la enfermedad es un objetivo deseable en el manejo de estos

pacientes y, como tal, fue otro de los objetivos planteados en este trabajo.

En la actualidad, la psoriasis se considera una enfermedad inflamatoria crénica
mediada inmunolégicamente. La accion de diferentes estimulos sobre un
sustrato genético susceptible, desencadena una cascada de sefalizacion a
través de citoquinas y quimioquinas entre queratinocitos, células endoteliales,
neutrofilos, linfocitos, macrofagos y células presentadoras de antigeno. Una
vez iniciada la cascada inflamatoria se genera un circulo vicioso que estimula la
proliferacion anormal de los queratinocitos y perpetla la respuesta inflamatoria.
Aunque se conocen gran parte de los circuitos que mantienen la enfermedad,
no se conocen con exactitud los mecanismos exactos que desencadenan el

inicio de la misma (fig. 4).3% 1%/

Entre los genes de susceptibilidad para la psoriasis el mas frecuentemente
relacionado es el HLA-Cw6, localizado en el locus PSOR1. El 50% de los
pacientes de nuestro estudio eran portadores del alelo, frente al 14 % de los
controles, siendo estos datos concordantes con la literatura.’ ** No hemos

observado que los pacientes portadores de este alelo tuviesen un inicio de la
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enfermedad mas precoz, ni mayor frecuencia de antecedentes familiares de
psoriasis. Aunque parece claro que la infeccion respiratoria por estreptococo
puede desencadenar un brote de psoriasis en gotas, el papel del estreptococo
en la patogenia de la psoriasis crénica en placas permanece controvertido.?* En
nuestra serie, no hemos observado relacion entre la infeccién estreptocdcica,
evaluada mediante niveles de ASLO, y la psoriasis; ni una asociacién entre
infeccion estreptocécica y ser portador del alelo HLA-Cw6. Es posible que
superantigenos de Streptococcus pyogenes, en consecuencia sin relacion con
presentacion via HLA, puedan ser relevantes en el inicio de la disregulacion de

la respuesta inmune observada en pacientes con psoriasis.**®

Una vez iniciada la psoriasis, en la fase de mantenimiento las células
dendriticas mieloides secretan mediadores pro-inflamatorios, incluyendo TNF-
a, IL-12 e IL-23, que ademés favorecen la diferenciacion de linfocitos ThO a
linfocitos Thl y Th17 productores de IFN-y e IL-17 respectivamente. Las
células Th1l7 también son las principales productoras de IL-22, aunque se ha
descrito un subgrupo celular Th22 que exclusivamente produce esta
interleuquina. Mientras TNF-a, IFN-y e IL-17 inducen la expresion de
quimioquinas y el subsiguiente reclutamiento de células inmunes en la piel, la
principal funcion de IL-22 es la induccion de proliferacion aberrante de
queratinocitos y la consiguiente hiperplasia epidérmica, de ahi que esta
citoquina se considere de especial relevancia en la patogenia de la

enfermedad.'*°

En nuestra serie confirmamos el papel relevante de las citoquinas IFN-y, IL-17
e IL-22 en la patogenia de la psoriasis, pues observamos un aumento de la

expresion de IFN-y, IL-17 e IL-22 en piel psoriasica respecto a controles sanos.
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También se observo un aumento de las citoquinas inflamatorias TNF-a e IL-1p.
Llama la atencidn en nuestra muestra el escaso numero de pacientes que a
nivel cutdneo mostraron elevacion basal respecto a controles de IL-6 y VEGF,
pese a ser citoquinas proinflamatorias directamente relacionadas con las
anteriores. Aunque sorprendentemente no detectamos un aumento significativo
de VEGF en la piel a nivel basal, si observamos una disminucion de su
expresion tras el tratamiento. Creemos que el pequefio tamafio muestral y las
diferencias en cuanto a evolucion y tratamientos previos de los pacientes han
podido influir en estos resultados. Tanto TNF-a, IL-13, IFN-y, IL-17 e IL-22
disminuyeron su expresion a nivel cutaneo tras 16 semanas de tratamiento con
inhibidores del TNF-a. Todas se redujeron hasta niveles de controles sanos

excepto TNF-a e IFN-y.

El perfil de citoquinas presente en la piel de pacientes con psoriasis es clave en
el comportamiento de las células T autorreactivas. Las células T autorreactivas
existen en la piel aparentemente normal de pacientes con psoriasis en un
estado quiescente, a pesar de convivir con las células presentadoras de
antigeno. Solo cuando estas son activadas y el ambiente inflamatorio local es
el adecuado se desencadena la proliferacion y produccion de citoquinas de las
células T autorreactivas, capaces de perpetuar el estado de inflamacién.? La
terapia con inhibidores del TNF-a, ha demostrado modulacion de circuitos,
tanto de inmunidad innata como adaptativa.®® Zaba y col. han observado dos
efectos tras el bloqueo de TNF-a con etanercept. En primer lugar, supresion
rapida de la cascada clasica de inflamacion modulada por TNF-a, que conduce
a la produccion de IL-1, seguida de IL-6 e IL-8. Y en segundo, disminucion de

la activacion de las células dendriticas, presumiblemente estimuladas por TNF-
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a, resultando en wuna disminucion de la produccién de IL-23, de la
diferenciacion de células ThO a Thl7 y Th22 y de su activacién, evidenciado
por la disminucién de IL-17 e IL-22.5% '° Gottlieb y col. observan una
cronologia similar en la respuesta a etanercept, una rapida e intensa supresiéon
de genes directamente regulados por TNF-a (IL-1, IL-6 e IL-8) durante el primer
mes, seguida de una reduccién progresiva de genes relacionados con las
células dendriticas (IL-23p19) y la respuesta Thl (IFN-y) a los 3 y 6 meses.?
Chiricozzi y col. refuerzan el papel conjunto de la inmunidad innata y adaptativa
en la patogenia de la psoriasis, y su modulacion por etanercept, al observar in
vitro una mayor reduccion de la expresion de genes sinérgicamente regulados
por TNF-a e IL-17 comparado con genes regulados solo por TNF-a.*® Otros
grupos de investigacion han obtenido resultados similares en la modulacion de
la respuesta Thl, Thl7 y Th22 a nivel local tras el tratamiento con otros anti-
TNF.?1 132 Existe ademas evidencia de que la terapia anti-TNF, inhibe la
activacion del endotelio celular y la angiogénesis reflejada, entre otros, en la
disminucién de la expresiéon de VEGF a nivel local, que conllevaria a una
disminucién del infiltrado celular.?® " 31%¢ En nuestra muestra confirmamos
gue la terapia con inhibidores del TNF-q, regula a nivel local mecanismos de
inmunidad innata (TNF-a, IL-1), respuesta Thl, Th1l7 y Th22 (IFN-y, IL-17 e IL-

22), y angiogénesis (VEGF). A nivel de ARNm en piel no observamos

diferencias relevantes entre los dos grupos de anti-TNF.

Sin embargo, pese a la apariencia clinicamente normal de la piel tras el éxito
del tratamiento y a la disminucion de marcadores de inflamacion, persiste un
estado de inflamacion subclinico, capaz de desencadenar la aparicion de

nuevas lesiones y que hasta el momento ningan tratamiento ha sido capaz de
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resolver.’®” En un estudio de Suérez-Farifias y col. tras 3 meses de tratamiento
con etanercept, no observan una resolucion total de la inflamacién. Entre otros
marcadores de inflamacién, detectaron expresion residual de genes
inflamatorios como IL-12p35, IL-22, IL-17 e IFN-y.**® Es posible que persistan
interacciones entre células dendriticas y linfocitos T residuales, no moduladas
por el TNF-a, que conduzcan a niveles bajos de citoquinas, por debajo del
umbral para desencadenar activacion de la epidermis y enfermedad visible. Sin
embargo, sigue sin estar claro qué moléculas y qué nivel de expresion es
requerido para que la lesién sea clinicamente visible.’® En nuestro trabajo,
confirmamos estos resultados ya que tanto TNF-a como IFN-y, aunque
disminuyeron tras 16 semanas de tratamiento, no regresaron a valores basales
normales. No obstante hubiese sido necesario hacer un estudio longitudinal
mas largo y con mayor numero de pacientes para poder corroborar este hecho.
Estos datos abogarian por un tratamiento continuado sin interrupciones o, al
menos, prolongado en el tiempo. Quizas con ello podrian minimizarse las
alteraciones sistémicas y/o comorbilidades observadas frecuentemente en

pacientes con psoriasis.

En los udltimos afios se ha prestado atencion al riesgo elevado que tienen los
pacientes con psoriasis de desarrollar comorbilidades como artropatia,
sindrome metabdlico, diabetes, enfermedad cardiovascular y depresion,
resaltando el caracter sistémico de la enfermedad.’* En realidad, algunos de
los circuitos inflamatorios que mantienen la enfermedad cutanea son
compartidos por dichas comorbilidades.'® Durante periodos de enfermedad
cutdnea activa, se produciria la liberacion desde la piel de citoquinas

proinflamatorias a la circulacion sistémica, que podrian iniciar o participar en las
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comorbilidades observadas. De forma analoga, hormonas y citoquinas
inflamatorias liberadas en condiciones como obesidad, diabetes, vy
aterosclerosis, comunes en pacientes con psoriasis, influirian en la patogénesis
de la placa de psoriasis, promoviendo un estado inflamatorio que podria
aumentar la severidad de la psoriasis ya instaurada o0 promover
reactivaciones.*®® Asi, por ejemplo, TNF-a, IL-6 y otras citoquinas conocidas
genéricamente como adipoquinas producidas en cantidades elevadas por
adipocitos y macrofagos del paniculo adiposo en pacientes obesos podrian
jugar un papel relevante.'® En este sentido se ha descrito también que en
estados de hiperinsulinemia como la obesidad o el sindrome metabdlico existen
niveles elevados y mantenidos de VEGF.'®® Especial importancia tiene la
psoriasis como factor de riesgo independiente para la enfermedad
cardiovascular por la mortalidad asociada.’®® Se postula que la inflamacién
cronica cutanea mediada por citoquinas como TNF-a, IL-6 e IL-12 y la
angiogénesis cronica necesarias para mantener la psoriasis provocan
disfuncién endotelial y consecuentemente favorecen la aterosclerosis.'®* 1
También citoquinas producidas por linfocitos Th17 se han relacionado con la
aterosclerosis, observandose niveles elevados de IL-17A/IL-17F en todos los
estadios del desarrollo de la placa de aterosclerosis, e infiltracion de células T
CD4+ que expresan IFN-y e IL-17 concomitantemente.'® Los pacientes con
sindrome coronario agudo, ademas de mostrar un aumento de los mediadores
relacionados con los linfocitos Thl7, presentan disminucién de linfocitos T
reguladores FoxP3 y de sus mediadores IL-10 y TGF-B, demostrando un perfil
celular y de citoquinas similar al de la psoriasis.** Aunque inicialmente IL-22 no

se ha relacionado con la aterosclerosis ni la enfermedad cardiovascular,®*
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recientemente Fabbrini y col. han observado un aumento de células Thl7 y
Th22 en el tejido adiposo de pacientes obesos con alteraciones metabdlicas, a
diferencia de obesos metabdlicamente normales y sujetos delgados,
acompanado de un aumento de las concentraciones de IL-22 en plasma.
Sugieren que las citoquinas liberadas por estas células contribuirian a la
patogénesis de la resistencia a la insulina.'® La relacién entre alteracién
cutdnea y comorbilidades también ha sido comprobada por Suarez-Farifias y
col. en estudios del transcriptoma, donde muestran la asociacién de genes
sobreexpresados en la placa de psoriasis con vias funcionales asociadas con
enfermedad metabdlica y riesgo cardiovascular.*®® Al igual que la enfermedad
cardiovascular, la artropatia psoriasica comparte muchos mecanismos
inmunopatolégicos con la enfermedad cutanea.’®” '®® Sj el desarrollo de las
comorbilidades se precipita 0 mantiene por mediadores inflamatorios que se
inician en la piel, es logico predecir que los tratamientos sistémicos de la

psoriasis puedan mediar en la resolucién de las comorbilidades asociadas.*®*

172

La busqueda de biomarcadores séricos no invasivos de utilidad en el
seguimiento de estos pacientes fue otro de los objetivos planteados en este
trabajo. Permitirian, por una parte, delimitar mejor que la simple observacion
clinica las alteraciones inmunoldgicas subyacentes en cada paciente a lo largo
de la evolucién de la enfermedad y, por otra, contribuir a identificar las
comorbilidades asociadas. De esta manera, podrian dirigir la toma de las
decisiones terapéuticas mas apropiadas en estos pacientes. La identificacion
de marcadores de inflamacion sistémica tendria en primer lugar un valor

prondstico, siendo Utiles para predecir la evolucion de la enfermedad y el riesgo
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de enfermedad metabdlica, eventos cardiovasculares y otras comorbilidades; y
en segundo lugar, facilitaria la instauracion de tratamiento precoz y su
monitorizacién, disminuyendo el impacto psicosocial y metabdlico.!”® Sin
embargo, los estudios realizados hasta la fecha con algunos de estos

biomarcadores en psoriasis han obtenido resultados discrepantes.*® 14

Entre los marcadores inflamatorios sistémicos clasicos, la PCR ha sido el
marcador mas estudiado. Los pacientes con psoriasis con frecuencia presentan
niveles mas elevados que controles sanos.'”>*"® Sin embargo, la correlacién de
PCR con la actividad clinica de la psoriasis a nivel cutaneo ha mostrado
resultados contradictorios.*”® " Esto es debido a que la PCR esté influenciada
por la artropatia psoriasica, la enfermedad cardiovascular o el indice de masa
corporal.'’"*" Los resultados de varios estudios si son superponibles en
cuanto a la disminucién de los niveles de PCR tras el tratamiento, incluidos los
inhibidores del TNF-a.%%*82 Aunque Dogan y col. propusieron que la SAA seria
un marcador mas especifico que la PCR en la evaluacion de inflamacion
causada especificamente por la psoriasis al no relacionarse con el indice de
masa corporal,*®® Choudhury y col. relacionaron los niveles de SAA con
diabetes y eventos coronarios, comorbilidades asociadas a la psoriasis.!”® En
nuestra serie de casos aunque el analisis estadistico no mostré diferencias
significativas en los niveles de PCR y SAA entre pacientes y controles sanos, si
se observo una tendencia clara a presentar niveles mas elevados basalmente
en los pacientes con psoriasis. A las 16 semanas del tratamiento si
observamos una disminucion significativa de la PCR, que se mantuvo en
aguellos pacientes que continuaron con el tratamiento y buena respuesta

clinica a los 30 meses. Aunque para la SAA no observamos diferencias
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estadisticamente significativas tras la fase de induccién si se observd una
tendencia a presentar niveles mas bajos que los basales. Ademas en el analisis
de los 6 pacientes seguidos a 30 meses el test de Friedman si mostrd
significacion estadistica para SAA. Con estos datos concluimos que en nuestra
serie, los valores de PCR y SAA disminuyen tras tratamiento con cualquiera de

los anti-TNF y que SAA no es mejor marcador que PCR.

Igualmente las publicaciones sobre la correlacién entre niveles séricos de
citoquinas y la severidad de la enfermedad también han mostrado resultados
contradictorios.™ La mayor parte de las citoquinas pueden ser producidas por
muchas células diferentes y ejercen efectos pleiotropicos. Los valores
plasmaticos de citoquinas son reflejo de la produccién a diferentes niveles y por
distintos tipos celulares y, por ello, no son Unicamente reflejo directo de lo que
ocurre exclusivamente en la piel psoridsica. Por ello, su estudio podria aportar
una vision global, incluyendo comorbilidades, de la situacion del paciente con
psoriasis. Ademas, la comparacion de los niveles séricos con los niveles
producidos a nivel cutaneo y su modificaciéon o no tras el tratamiento, podrian
dar una vision mas clara de cuales podrian ser las citoquinas mas relevantes
desde un punto de vista patogénico en la piel, cuales podrian estar mas
relacionadas con el estado proinflamatorio y las comorbilidades, y como los
diferentes farmacos anti-TNF podrian modular unas y otras. La mayoria de los
estudios indican que los pacientes con psoriasis tienen niveles seéricos
elevados de citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-8, y factores
proangiogénicos como VEGF.*® 1™ Se ha publicado que el tratamiento con
etanercept produce una disminucion significativa en suero de IL-1, IL-6 y TNF-a

184

en pacientes con psoriasis. Igualmente se ha descrito que infliximab

116



disminuye los niveles séricos de TNF-a, IL-6 y VEGF en pacientes con
artropatia psoriasica.'® También se han demostrado niveles circulantes de IL-
22 elevados.'® Sin embargo, pese al papel crucial de IL-17 en la patogenia de
la psoriasis, no se han encontrado datos consistentes sobre su elevacion en
suero.'*® 1™ E| tratamiento con etanercept, a diferencia de acitretino, ha
demostrado disminucién de los niveles séricos de IL-17 e IL-22.** La
diversidad de los resultados obtenidos, probablemente influenciada por
tamafios muestrales pequefios y por las diferentes técnicas empleadas, ha
llevado al desarrollo de meta-analisis, que tratan de combinar los resultados de
estudios individuales para aumentar la posibilidad de encontrar efectos reales.
Recientemente Dowlatshahi y col. realizaron un meta-andlisis para cuantificar
la inflamacion sistémica en pacientes con psoriasis severa, encontrando
evidencia de inflamacién sistémica leve, medida por la elevacion de IL-6, TNF-
a, PCR, E-selectina e ICAM-1 en suero de pacientes respecto a controles. No
obstante, la elevacion fue discreta e independiente de la severidad clinica de la
enfermedad cutanea, por lo que concluyen que no serian utiles como
marcadores de severidad de enfermedad.'® Una de las razones que puede
contribuir a la variabilidad en los resultados entre estudios es la presencia de
comorbilidades.” De manera interesante, niveles elevados de PCR e IL-6 se
han propuesto como marcadores Utiles para la deteccion precoz de artropatia
en pacientes con psoriasis.'®® En nuestra serie hemos detectado un aumento
de la expresién basal en suero de las citoquinas IL-8, VEGF e IL-22 en
pacientes con psoriasis respecto a controles, y ademas IL-22 y VEGF se
correlacionaron con el PASI. Aunque IL-6 también mostré tendencia a estar

mas elevada en pacientes que en controles no alcanzé significacion
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estadistica. Sin embargo, TNF-a no mostr6 aumento basal respecto a
controles. Las citoquinas IL-1 e IL-17, elevadas a nivel cutdneo, no se
detectaron en suero, e IFN-y e IL-12 solo se detectaron en 2 pacientes. Es
posible que la sensibilidad de la técnica empleada no fuese suficiente para la
deteccidén de pequefias concentraciones séricas de dichas citoquinas. Tras 16
semanas de tratamiento, los valores séricos de IL-6, IL-8, VEGF e IL-22
disminuyeron, sin alcanzarse significacion estadistica para IL-6. Aunque TNF-a,
no mostr6 aumento basal respecto a controles, si se observaron diferencias
tras el tratamiento que, llamativamente, fueron dependientes del tipo de anti-
TNF utilizado, aumentando los valores séricos solo en el grupo tratado con
etanercept. Este aumento de TNF-a tras tratamiento con anti-TNF ha sido
descrito con anterioridad en artritis reumatoide.'*® También ha sido descrito en
pacientes con artritis reumatoide tratados con anti-IL6 R (Tocilizumab).'**
Aunque su mecanismo no es claro, probablemente se trate de TNF-a
iInmunoreactivo, pero no funcionalmente activo, formando inmunocomplejos. En
nuestra muestra ademas hemos observado que los 6 pacientes que se
siguieron a 30 meses con buena respuesta clinica y el mismo farmaco tenian
tendencia a mantener la respuesta obtenida a las 16 semanas para TNF-a, IL-
8, VEGF e IL-22. Sin embargo, en la interpretacion de los resultados en suero
hay que tener en cuenta la gran variabilidad de los niveles de citoquinas tanto
en pacientes como en controles, y la no existencia de valores de referencia.
Esto es debido a la existencia de polimorfismos en los genes de citoquinas que
condicionan que los individuos produzcan basalmente cantidades diferentes,
por lo que mas que las diferencias entre controles y pacientes la importancia de

la interpretacion de los datos radica en las diferencias entre pacientes antes y
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después del tratamiento. Otro de los resultados a destacar en nuestro estudio
fue la correlacién entre los marcadores séricos de inflamacién clasicos PCR y

SAA con IL-6 e IL-22, asi como la correlacion entre IL-6 e IL-22.

Desde un punto de vista patogénico, resultan de especial interés las
discrepancias observadas entre los niveles séricos de TNF-a, IL-6, VEGF e IL-
22 y la detecciéon de su ARNm en piel. Observamos tres comportamientos
diferentes entre estas 4 citoquinas. En primer lugar, IL-22 fue la Gnica citoquina
donde se observaron de forma paralela niveles séricos y ARNm cutaneo
elevados basalmente, con una clara disminucién tras las 16 semanas de
tratamiento en ambos. Por el contrario, IL-6 y VEGF mostraron un
comportamiento similar entre ellas, observandose que a nivel basal la mayoria
de los pacientes tenian un aumento de los niveles en suero, sin incremento de
transcritos en piel. Sin embargo, tras el tratamiento se observé disminucién de
ambos. Por ultimo, se observo incremento de transcritos de TNF-a a nivel
basal, pero no aumento de TNF-a sérico. Es llamativo que solo 6 de los 20
pacientes de nuestra muestra presentaron elevacion basal sérica de TNF-a. La
ausencia de niveles circulantes altos de TNF-a también se ha descrito en otras
enfermedades que responden a anti-TNF, como en artritis reumatoide, donde la
mayor parte de los pacientes que responden a tratamiento no tienen niveles de
TNF-a circulantes detectables, lo que demuestra que lo importante es la
produccién local.’®? Esta observacién es acorde con la propiedad de la mayoria
de las citoquinas de actuar a nivel local, bien en la misma célula que la secreta
(accion autocrina) o bien en una célula vecina (accion paracrina). Tras el
tratamiento la mayoria de los pacientes presenté una disminucion de TNF-a en

piel con un comportamiento en suero diferente en funcidn del tipo de anti-TNF
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empleado. Por lo tanto, en base a los resultados comparativos entre los niveles
séricos y los niveles de ARNm antes y después de tratamiento, las citoquinas
gue estarian directamente implicadas en la patogenia de la enfermedad a nivel
cutaneo serian TNF-q, IL-1, IFN-y, IL-17 e IL-22, claramente alteradas en piel y
modificadas con el tratamiento. Por otro lado, las citoquinas que estarian mas
relacionadas con la actividad inflamatoria global y las comorbilidades serian IL-
6 y VEGF. IL-22 fue la citoquina que mejor correlacion mostré en nuestra serie
entre la piel y el suero, por lo que ademas de estimular la proliferaciéon
aberrante de queratinocitos a nivel local, también ejerceria funciones a nivel
sistémico. Por otro lado, en nuestro estudio la regulacion de TNF-a seria
dependiente del tipo de anti-TNF empleado, lo que indicaria mecanismos de

accion diferentes.

Por lo tanto, confirmamos en nuestro estudio que el bloqueo del TNF-a produce
una modulacion de la inflamacion no solo a nivel cutaneo, sino también a nivel
sistémico. Los inhibidores del TNF-a interfieren en la inmunidad innata, en la
respuesta adaptativa Th17/Th22 y en la angiogénesis. Sin embargo, al igual
que lo observado a nivel cutaneo, persiste cierto grado de inflamacién pese al
tratamiento, objetivado en nuestra muestra por la persistencia de niveles de IL-

22 elevados respecto a controles.

Ademas de su accion pro-inflamatoria, TNF-a es una molécula clave en la
defensa frente a infecciones y en la homeostasis de la respuesta inmune. En
consecuencia, no resulta extrafio que el uso de farmacos que bloquean TNF-a
se acompafie de un incremento de susceptibilidad a infecciones, incluyendo
tuberculosis.*®® *** Tampoco lo es que su uso, a corto o medio plazo, pudiera

ejercer efectos inmunomoduladores que, en el caso de las enfermedades
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inflamatorias crénicas como la psoriasis, podrian ser sinérgicos con el efecto

antiinflamatorio y, por ello, relevantes en la historia natural de la enfermedad.

Hay pocos estudios que aborden el efecto directo de los farmacos anti-TNF
sobre las distintas poblaciones de linfocitos en pacientes con psoriasis.!®® Este
fue otro de los objetivos inicialmente planteados en este trabajo, valorar si
ademas de su conocida y potente accidén antiinflamatoria, los farmacos anti-
TNF podian también ejercer un efecto inmunomodulador a largo plazo, que
pudiese conferirles ventajas frente a otros farmacos y quizds modificar la
historia natural de una enfermedad crénica como la psoriasis. Incluso cabria la
posibilidad de que, puesto que los mecanismos de actuacién de los diferentes
farmacos anti-TNF no son idénticos, pudiesen ejercer un efecto diferente sobre
las diferentes poblaciones de linfocitos. En nuestro estudio no observamos
diferencias en las diferentes poblaciones de linfocitos en sangre periférica entre
controles y pacientes con psoriasis a nivel basal, excepto un incremento de
linfocitos B. Tras el tratamiento, no se observaron modificaciones en las
poblaciones de linfocitos B, linfocitos NK vy linfocitos T totales (CD3), pero si un

aumento de linfocitos T CD4+.

En los ultimos afios los linfocitos Treg han emergido como una poblacién de
especial interés en las enfermedades autoinmunes e inmunomediadas, siendo
una poblacion de dificil caracterizacion fenotipica y funcional, y cuyo descenso
se ha relacionado con un riesgo aumentado para el desarrollo de
enfermedades autoinmunes.'***%® También en psoriasis dos grupos de trabajo
independientes, han observado disminucion de los linfocitos Treg respecto a
67, 199, 200 ; ; ;
controles. Sin embargo, en nuestra serie de pacientes, no observamos

diferencias a nivel basal entre pacientes y controles. No obstante, dada la gran
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variabilidad interindividual en sujetos sanos en los valores de Treg, creemos
que el valor relevante desde un punto de vista patogénico es el
comportamiento de esta poblacion en un mismo individuo. Tras el tratamiento,
los niveles relativos de Treg aumentaron, lo que podria sugerir que el blogqueo
de TNF-a podria favorecer la diferenciacion de linfocitos T a poblaciones
reguladoras Treg y bloquear la diferenciacibn a otras células efectoras
proinflamatorias Thl o Thl7 patogénicas. Es interesante destacar que el
aumento de Treg se produjo en el subgrupo de pacientes tratados con
anticuerpos monoclonales, pero no en los tratados con etanercept. Si estos
datos se confirman en otros estudios podrian indicar un mecanismo de accién
diferente en la diferenciacion de los linfocitos T entre anticuerpos monoclonales
y proteina de fusion. Es interesante mencionar ademas que en la practica
totalidad de pacientes en los que aumentaron Treg se observd un descenso de
IL-22. No obstante, la significacidn clinica de este aumento de Treg en 15 de 20
pacientes tratados, es incierta pues en este estudio no se observo correlacion

significativa entre el numero de Treg y el PASI.

Puesto que la poblacion de Treg actua sobre los linfocitos T activados
autorreactivos de forma paracrina, y adquieren su funcion supresora
localmente, es posible que la presencia a nivel local de otras citoquinas
proinflamatorias comprometa la eficiencia supresora de los Treg. Asi, se ha
demostrado en un modelo in vitro que IL-6 es suficiente para revertir la
actividad supresora de los Treg.”®* Igualmente el perfil de citoquinas presente
tiene implicaciones importantes en la induccién de tolerancia pudiendo
favorecer la diferenciacion a Treg o la generacion de células Thl7

proinflamatorias.’®® Por lo tanto la verdadera relevancia de la poblacién Treg
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como supresora de las poblaciones autorreactivas Thl7 y Th22, vendria dada
por su funcion, y no exclusivamente por el nimero absoluto o relativo de

células.
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6. CONCLUSIONES
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1. Los farmacos anti-TNF fueron eficaces clinicamente (PASI-75) en el
75% (15/20) de los pacientes con psoriasis en placas refractaria a tratamientos
convencionales. A las 16 semanas de tratamiento, la respuesta clinica fue
ligeramente superior con los anticuerpos monoclonales, pero no

estadisticamente significativa.

2. Los resultados sugieren que en pacientes con psoriasis moderada/grave
en tratamiento con anti-TNF es mejor la terapia continua o al menos

prolongada en el tiempo.

3. Confirmamos la elevada prevalencia de HLA-Cw6 en pacientes con

psoriasis que, sin embargo, no se asocié con infeccion estreptocdcica.

4. A nivel plasmético los pacientes presentaron un incremento en los

niveles de IL-8, VEGF e IL-22, que disminuyeron tras tratamiento con anti-TNF.

5. La determinacion de los niveles séricos de IL-22, podria ser atil como
marcador de inflamacidon mas sensible que los marcadores clasicos (PCR y
SAA), por su capacidad para reproducir la actividad inflamatoria en las fases
activas de la enfermedad y disminuir sus niveles tras el tratamiento de forma

paralela al PASI.

6. En base a la expresion aumentada a nivel cutaneo, las citoquinas que
podrian ser relevantes patogénicamente en la piel de los pacientes psoriasicos

son TNF-q, IL-1, IFN-y, IL-17 e IL-22.

7. El tratamiento con inhibidores del TNF-a disminuy6 la expresion cutanea

de ARNm de TNF-qa, IL-1, IFN-y, IL-17 e IL-22, que no correlacion6 con una
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disminucién paralela de los niveles plasmaticos de dichas citoquinas. Solo el

comportamiento de IL-22 ha sido paralelo en piel y suero.

8. Los inhibidores del TNF-a, producen un aumento de la poblacion de
linfocitos T reguladores. Asumiendo que su principal funcién es controlar la
accion de las poblaciones Thl, Thl7 y Th22, el aumento de los linfocitos T
reguladores justificaria en parte la disminucién de las citoquinas inflamatorias
que hemos observado tras el tratamiento. Sin embargo, su aumento no se

correlaciond con el PASI.

9. Cuando se compararon los efectos inmunolégicos entre pacientes
tratados con anticuerpos monoclonales y etanercept, se observaron algunas
diferencias (niveles plasmaticos de TNF-a, induccion de linfocitos T
reguladores) que sugieren que los mecanismos de accibon no son

completamente superponibles.
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