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1. RESUMEN

Introduccidn: la psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica con una base
patogénica multifactorial por lo que mdultiples abordajes terapéuticos han sido
investigados. La angiogénesis desempefia una importante funcidon en la patogenia de la
psoriasis.

El objetivo de nuestro estudio ha sido: a) cuantificar la angiogénesis y la expresién de
VEGF en la piel sana y en la placa de psoriasis, antes y a los 6 meses del inicio del
tratamiento con adalimumab, y b) correlacionar dichos parametros con las escalas de
valoracion clinica (PASI, BSA, NAPSI, PGA, PASE, DLQI, BASDAI, BAFI y con la presencia
de artritis).

Material y métodos: se realiza un estudio prospectivo de una serie consecutiva de
pacientes con psoriasis moderada-grave. Los pacientes recibieron inyecciones
subcutaneas de adalimumab hasta completar los 6 meses de tratamiento. Antes de su
inicio, se realizaron 2 biopsias punch, una de piel normal y otra de la periferia de placa
de psoriasis, repitiéndose la biopsia a las 24 semanas de iniciarse el tratamiento, en la
zona inicialmente lesionada. En cada biopsia se realizé un estudio inmunohistoquimico
para VEGF, TNFa y CD31. La cuantificacién de la angiogénesis (CD31) se analizd con un
Automated Cellular Imaging Sistem (DAKO). La correlacidn entre pardmetros clinicos e
histoldgicos se llevd a cabo mediante el coeficiente de Pearson o la Rho de Spearman.
La comparacion de los parametros clinicos e histolégicos en ambos periodos de estudio
se realizé con la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon.

Resultados: Se estudiaron 23 pacientes (13 mujeres y 10 varones), con una media de
edad de 37+12 afos y una evolucién media de la psoriasis de 19,9413.1 afios Seis
pacientes (26%) tenian ademas artritis. En la visita basal los siguientes valores fueron
significativamente mas altos en la biopsia de piel con psoriasis que en la piel sana: a)
niveles de angiogénesis (drea endotelial-CD31 positiva): 2274,2+833,1 vs. 810,61+425,2
(p<0.001); b) positividad en la expresion de VEGF: 87% vs. 8,7% (p<0.001) y c) positividad
en la expresion de TNFa: 82,6 vs 4,3% (p<0.001). Se observé una mejoria clinica e
histoldgica significativa en la expresion de TNFa, VEGF y de la angiogénesis tras el
tratamiento con adalimumab. Los parametros clinicos de psoriasis y los de angiogénesis
(VEGF, TNFa y CD31) mostraron uUnicamente una correlacidon significativa entre la
mejoria en el CD31y el PASI basal. Asi, los pacientes con un menor PASI basal tenian una
mayor respuesta al tratamiento (r=0,590; p<0,003).

Conclusiones: en este estudio se demuestra que el tratamiento con adalimumab (anti-
TNFa) disminuye los niveles de VEGF y la angiogénesis en la placa de psoriasis. Este
hecho parece sugerir que una parte de su efecto en la mejoria de la psoriasis se debe a
la inhibicion de la angiogénesis.

Palabras clave: psoriasis, tratamiento, factores angiogénicos, anti-TNF, VEGF.



1. ABSTRACT

Introduction: psoriasis is a chronic inflammatory disease with a multifactorial
pathogenic base and multiple therapeutic approaches have been investigated.
Angiogenesis plays an important role in the pathogenesis of psoriasis.

The aim of our study was: a) to quantify angiogenesis and VEGF expression in healthy
skin and psoriasis plagues before and 6 months after starting treatment with
adalimumab; and b) to correlate these parameters with clinical assessment scales (PASI,
BSA, NAPSI, PGA, PASE, DLQI, BASDAI, BAFI and with the presence of arthritis).

Material and methods: a prospective study of a consecutive series of patients with
moderate-severe psoriasis was performed. Patients received subcutaneous injections of
adalimumab during 6 months of treatment. Before its initiation, 2 punch biopsies were
performed, one of normal skin and one of the periphery of plaque of psoriasis, being
repeated the biopsy at the 24 weeks of beginning the treatment, in the zone initially
injured. At each biopsy, an immunohistochemical study was performed for VEGF, TNFa
and CD31. Quantification of angiogenesis (CD31) was analyzed with an Automated
Cellular Imaging System (DAKO). The correlation between clinical and histological
parameters was performed using the Pearson's or Spearman's Rho coefficient. The
comparison of clinical and histological parameters in both study periods was performed
with the Wilcoxon rank sum test.

Results: A total of 23 patients (13 females and 10 males) were studied, with a mean age
of 37 £ 12 years and an average evolution of psoriasis of 19.9 + 13.1 years. Six patients
(26%) also had arthritis. At the baseline visit, the following values were significantly
higher in skin biopsy with psoriasis than in healthy skin: a) angiogenesis levels (CD31
positive endothelial area): 2274.2 + 833.1 vs. 810.61 + 425.2 (p <0.001); b) positivity in
VEGF expression: 87% vs. 8.7% (p <0.001) and c) positivity in TNFa expression: 82.6 vs
4.3% (p <0.001). Significant clinical and histological improvement in the expression of
TNFa, VEGF and angiogenesis after treatment with adalimumab was observed. Clinical
parameters of psoriasis and angiogenesis (VEGF, TNFa and CD31) showed only a
significant correlation between improvement in CD31 and baseline PASI. Thus, patients
with lower baseline PASI had a greater response to treatment (r = 0.590, p <0.003).

Conclusions: this study demonstrates that treatment with adalimumab (anti-TNFa)
decreases levels of VEGF and angiogenesis in plaque psoriasis. This fact seems to suggest
that part of its effect on the improvement of psoriasis is due to the inhibition of
angiogenesis.

Key words: psoriasis, treatment, angiogenic factors, anti-TNF, VEGF.



2. INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada clinicamente por la
presencia de placas cutaneas eritematosas bien delimitadas. Se trata de una entidad
frecuente, afectando, aproximadamente, al 2% de la poblacién con similar prevalencia
en ambos sexos.?

Es un modelo importante para el estudio y la investigacion de la inflamacidn crénica con
el objetivo de crear nuevas estrategias terapéuticas basadas en su patogenia. La mayoria
de las investigaciones estan centradas en la variante clinica psoriasis vulgar por ser la
mas comun ya que afecta al 85-90% de los pacientes con esta enfermedad.?

A pesar de que cada afo se avanza en el conocimiento de los distintos aspectos de la
enfermedad, actualmente, sigue habiendo incégnitas en esta patologia.

La psoriasis conlleva un alto grado de morbilidad y un importante coste para el sistema
de salud y la sociedad. Los pacientes se sienten mal por el aspecto de su piel y, ademas,
por los efectos secundarios que pueda tener la medicacion.! A su vez, se observa un
descenso en la calidad de vida de las personas con esta patologia. Hasta en el 40% de
los pacientes podemos encontrar manifestaciones articulares.3

Cada vez se considera mas a la psoriasis como una enfermedad sistémica ya que se estan
observando importantes relaciones con otras enfermedades inflamatorias crénicas
como la enfermedad de Crohn y la Diabetes Mellitus en cuanto a sus manifestaciones
sistémicas.! Las condiciones que comparten estas afecciones son el sindrome
metabdlico, la depresion y el cdncer.? A su vez, la relacién entre psoriasis y enfermedad
cardiovascular estd adquiriendo gran importancia, principalmente en las formas
moderadas-graves, con riesgo aumentado de infarto agudo de miocardio.*®

PATOGENIA

La psoriasis puede ser desencadenada por multitud de factores, incluyendo
traumatismos, infecciones y medicaciones, pero puede ser dificil identificar el factor
individualmente en pacientes con psoriasis.®

Las escamas de las placas cutdneas son el resultado de una epidermis hiperproliferativa
con maduracidon prematura de los queratinocitos y una cornificacion incompleta con
retencidon de nucleos en el estrato cérneo (paraqueratosis).

La frecuencia mitdtica de los queratinocitos basales esta incrementada (cada 4-5 dias;
aceleracion siete veces superior a la normal) en comparacion con la piel de una persona
sana.? Como resultado, la epidermis estd engrosada (acantosis) y junto con el infiltrado
inflamatorio dérmico contribuye al espesor total de las lesiones, las cuales varian entre
placas gruesas y delgadas.’

El infiltrado inflamatorio consiste principalmente en células dendriticas, macréfagos y
células T en la dermis y neutrdfilos, con algunas células T en la epidermis. El
enrojecimiento de las lesiones se debe al aumento del nimero de capilares tortuosos
que alcanzan la superficie de la piel a través de un epitelio marcadamente adelgazado.!

Se produce una ruptura en la barrera protectora causada por el fracaso de los



gueratinocitos para apilarse normalmente, secretar lipidos extracelulares y adherirse
entre si.8

Las vias inmunitarias que se activan en la psoriasis representan amplificaciones de
circuitos inmunes de fondo que existen como vias constitutivas o inducibles en la piel
humana normal.®

FACTORES GENETICOS

En los estudios poblacionales se ha observado una mayor incidencia de psoriasis en
familiares de primer y segundo grado que en la poblacion general. Esto se ha
evidenciado por estudios de concordancia de la enfermedad entre gemelos, que han
mostrado que el riesgo de esta patologia es de dos a tres veces mas alto en gemelos
monocigotos que en gemelos dicigotos.°

Se trata de un modelo de herencia complejo. Se han identificado por lo menos nueve
loci cromosémicos relacionados con la enfermedad y se han denominado Psoriasis
Susceptibility 1 through 9 (PSORS1-PSORS9).1!

El principal determinante genético de la psoriasis es PSORS1,*? que se ha visto implicado
en el 35 a 50% de la heredabilidad y se localiza dentro del complejo mayor de
histocompatibilidad en el cromosoma 6p, en la regién HLA-B.

Los estudios de asociacién del genoma han identificado variantes en el gen que codifica
el receptor de la IL23 (IL23R) y en la region no codificante del gen de la IL12, como
indicadores de riesgo de psoriasis.!>'* Asi mismo, las variantes de IL23R se han asociado,
también, con la espondilitis anquilosante y la artritis psoridsica.'>!® A su vez, el gen
CDKAL1 ha sido identificado como asociado a la psoriasis, la enfermedad de Crohn y la
diabetes mellitus tipo 2.’

Los estudios gendmicos en las lesiones psoridsicas apuntan a las células dendriticas y las
células T como principales responsables de la patogenia de la enfermedad y el interferén
tipo 1, el interferdn-gamma y el TNF-a como citoquinas claves en el proceso.®*° Asi,
observamos que las células y los mediadores del sistema inmunoldgico tienen un papel
clave en la susceptibilidad y el mantenimiento de la psoriasis.!

CARACTERISTICAS INMUNOPATOLOGICAS DE LA PSORIASIS

Se ha demostrado la presencia de un mayor nimero de células inmunes (especialmente,
células dendriticas y células T) en lesiones psoridsicas,?®?! la aparicion de células T
clonales en las lesiones a lo largo del tiempo,?? el papel funcional de las células T y
citoquinas en los modelos humanos de psoriasis,?® la actividad de los farmacos dirigidos
al sistema inmune,?*?° |os hallazgos de que la psoriasis puede curarse en pacientes que
han sido sometidos a un trasplante de médula d6sea y que la psoriasis puede ser
transferida de un donante de trasplante a un receptor.?%?” Por lo tanto, las lesiones
psoriasicas probablemente evolucionan como una interaccidén entre las células y los
mediadores del sistema inmune y el epitelio de la piel y el tejido conectivo.?®



EL SISTEMA INMUNE INNATO Y EL PAPEL DE LOS QUERATINOCITOS

Hay evidencia de desregulacién del sistema inmune innato en la psoriasis.?® Las
observaciones clinicas apuntan hacia un papel importante de la citoquina innata,
interferén-a, como una inductora de la psoriasis.3® Los principales productores de
interferén-a, las células dendriticas plasmacitoides, estan incrementadas y activadas en
las lesiones psoridsicas tempranas.!

Los queratinocitos responden a diferentes sefiales de peligro y dirigen las respuestas
inmunes innata y adaptativa. Los queratinocitos psoridsicos son una fuente rica de
péptidos antimicrobianos, incluyendo LL-37, B-defensinas y S100A7 (psoriasina).!
Ademads de su actividad antimicrobiana, los péptidos antimicrobianos también pueden
tener una funcién quimiotactica y formar la funcién de la célula inmune, incluyendo la
de las células dendriticas y las células T.3! La IL-17 es el estimulante patogénico mas
importante de los queratinocitos en la psoriasis.

Los queratinocitos participan en las respuestas inmunes innatas incrementando la
sintesis de moléculas innatas efectoras y, también, en la respuesta inmune adaptativa
dirigiendo la migracion de nuevos subconjuntos de células T a la piel mediante la
produccidn de citoquinas.®32

Las células inmunes innatas producen citoquinas claves (TNF-a, interferén-a, interferén-
y, interleuquina-1pB y interleuquina-6) que activan las células mieloides dendriticas.! Las
células dendriticas activadas presentan antigenos y secretan mediadores como
interleuquina-12 e interleuquina-23, conduciendo a la diferenciacién de las células T
helper, tipo 17 y tipo 1 (Th17 y Th1).! Las células T secretan mediadores que activan a
los queratinocitos e inducen la producciéon de péptidos antimicrobianos, citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas y proteinas S100.! Estos mediadores solubles
retroalimentan el ciclo de la enfermedad proinflamatoria y forman el infiltrado
inflamatorio.!

CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas superan la brecha entre la inmunidad innata y la adaptativa.’ En
la piel, las principales poblaciones de células dendriticas incluyen CD epidérmicas
(células de Langerhans) y CD dérmicas (CD mieloides y CD plasmocitoides).® Las células
dendriticas dérmicas mieloides estan incrementadas en las lesiones psoridsicas e
inducen la autoproliferacién de las células T asi como la produccién de citoquinas de la
célula Th1.2! También tienen capacidad proinflamatoria y subgrupos especializados
producen TNF-a y 6xido nitrico sintasa inducible.33

CELULAS T

Una cuestion importante se refiere a la naturaleza autoinmune de la psoriasis y la
contribucién de las células T autorreactivas al proceso de la enfermedad.! La psoriasis
estd colocada dentro de un espectro de enfermedades autoinmunes relacionadas con
la inflamacion crénica en ausencia de agentes infecciosos conocidos o antigenos.3*

El interés reciente se ha centrado en las células Th17 productoras de interleuquina-17A.1
Este tipo de célula estd especializada en la vigilancia inmunolégica del epitelio y también



secreta interleuquina-22, una citoquina clave entre los efectores inmunes adaptativos y
la desregulacidn epitelial en la psoriasis.?

Cuando las células T efectoras no estdn siendo retenidas por las células T reguladoras,
sus efectos sin restriccidon conducen a la autoinmunidad.®® Algunos estudios han
demostrado que las T reguladoras son disfuncionales en la psoriasis, con una capacidad
supresora disminuida, lo que sugiere que la enfermedad puede ser resultado de la
incapacidad de suprimir la autoinflamacién.3® Sin embargo, la funcién de las células T
reguladoras derivadas de la piel ain no ha sido estudiada.’

CITOQUINAS

El éxito clinico de la terapia anti-TNF en el tratamiento de la psoriasis, pone de
manifiesto el importante papel que juegan las citocinas en su patogenia.?” Tanto el TNF-
o como el interferdn-y también tienen propiedades antiinflamatorias; esto podria
explicar, en parte, la observacién clinica de que la terapia anti-TNF induce psoriasis en
una minoria de pacientes.38

MACROFAGOS

Los macrofagos son células fagociticas que participan en la homeostasis tisular.®® Los
macrofagos han sido reconocidos como células presentadoras de antigeno, capaces de
activar las células T de memoria durante la estimulacién de la respuesta inmune
adaptativa.® Los macréfagos se encuentran aumentados tres veces mdas en la piel
lesional psoridsica.?® Es probable que contribuyan a la inflamacion patdgena en la
psoriasis mediante la liberacidon de productos inflamatorios clave.*!

MECANISMO CONTRARREGULADORES

Durante la homeostasis de los tejidos, los estados proinflamatorios se equilibran a
través de mecanismos contra-reguladores.! Aunque los estudios han indicado que el
numero de células T reguladoras (Treg) no esta alterado en la piel psoriasica lesional,
parece haber un defecto en su actividad supresora global.3® Una citoquina reguladora
importante, la interleuquina-10, esta disminuida en la psoriasis.!

LA MICROVASCULARIZACION PSORIASICA

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos a partir de estructuras
vasculares preexistentes.?* Se puede llevar a cabo por dos vias: formacién de nuevos
capilares a partir de vasos sanguineos preexistentes y mediante la division de vasos
preexistentes.*>*3 La matriz extracelular, las células del sistema inmune innato y
adaptativo, asi como las células endoteliales son fuente de factores angiogénicos que
pueden estimular o inhibir receptores especificos y modificar la respuesta de distintas
vias de sefializacién intracelular.*

La angiogénesis fisiolégica tiene lugar transitoriamente durante procesos como
cicatrizacién de heridas, embarazo o el ciclo reproductivo femenino.* La angiogénesis
patoldgica se produce en condiciones como el crecimiento tumoral y la inflamacién
croénica, lo cual se observa durante la artritis reumatoide o la psoriasis.*

Los vasos sanguineos alargados y dilatados en las papilas dérmicas representan un signo



histoldgico adicional de las lesiones cutdneas psoridsicas.*

Mientras que, en la piel normal, los capilares muestran un fenotipo arterial, en la piel
psoridsica presentan caracteristicas de los capilares venosos, como una membrana basal
de una o varias capas y fenestraciones del endotelio.*® De este modo, se ha visto que,
tras el tratamiento de la enfermedad, los capilares venosos tornan al fenotipo arterial,
propio de la piel no afectada.*®

Ademas de los cambios morfoldgicos, los microvasos dérmicos papilares en las lesiones
psoridsicas muestran una mayor expresion de moléculas de adhesion asociadas a la
inflamacién, tales como E-selectina, ICAM-1 y la molécula 1 de adhesion celular
vascular.*> Estas moléculas de adhesidon permiten la adhesiéon de leucocitos al
endotelio® importante accién para la extravasacién de linfocitos y el establecimiento de
una respuesta inflamatoria.

La formacion de nuevos vasos sanguineos comienza con los cambios psoriasicos
tempranos y desaparecen con la cura de la enfermedad.'*’ Varios mediadores
angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial, los factores inducibles por
hipoxia, las angiopoyetinas y las citocinas angiogénicas, como el TNF, IL-8 e IL-17, estan
involucrados en el desarrollo de la psoriasis.*

Como la angiogénesis esta estrechamente regulada por un equilibrio entre estimulos
pro-angiogénicos y anti-angiogénicos, la expresion de factores anti-angiogénicos
también debe ser modulada durante la psoriasis.** De hecho, los queratinocitos aislados
de la piel psoridsica muestran una expresion fuertemente reducida de la
trombospondina-1 (TSP-1), un inhibidor enddgeno de la angiogénesis.* TSP-1 suprime
la proliferacién y migracién de las células endoteliales, formacion de neovasos y
crecimiento tumoral 484950
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Figura 1. El papel de la angiogénesis en la patogenia de la psoriasis. VEGF, vascular
endothelial growth factor; IL, interleukin; IFN, interferon; TNF, tumour necrosis factor;
TGF, tumour growth factor; MMP, matrix metalloproteinases; bFGF, basic fibroblast
growth factor; ECs, endothelial cells; DC, dendritic cells; Th, T-helper cells; N,
neutrophils.®

VEGF

El factor de crecimiento vascular endotelial es el factor angiogénico mas critico en la
patogenia de la psoriasis con lo que se considera una diana dptima para el tratamiento
de la enfermedad.?! La familia de VEGF consta de varios miembros en los mamiferos,
pero VEGF-A es el principal componente y al que normalmente nos referimos®82 El gen
humano del VEGF estd localizado en el cromosoma 6p21.3.82

El VEGF-A se puede unir con dos receptores expresados en las células endoteliales
(VEGFR-1y VEGFR-2).#> La unién del factor a uno de estos receptores lleva a la activacion
de este Ultimo con la consecuente transduccion de la sefial intracelular.’>°3># Sin
embargo, las principales funciones relacionadas con el crecimiento y efectos
angiogénicos son llevadas a cabo por el VEGFR-2, mientras que el VEGFR-1 es requerido
durante la embriogénesis para el desarrollo normal de los vasos sanguineos.>*83

Detmar y col. observaron que la sobreexpresion de VEGF selectivamente en
gueratinocitos basales dio lugar a una inflamacidn crénica de la piel con un aumento de
capilares tortuosos, expresando niveles incrementados de VEGFR-1 y -2, un nimero
elevado de mastocitos en la dermis superior y un aumento de migracion y adhesién de
leucocitos.>

Otro hallazgo a favor de la importante implicacion de este factor en la patogenia de la
psoriasis es la fuerte correlacién de los polimorfismos de un solo nucleétido con Ia
enfermedad.”®

La psoriasis puede ser inducida por una lesién externa, lo cual es conocido como
fenédmeno de Koebner, y, curiosamente, la disrupcién de la homeostasis de la barrera
epidérmica induce la expresion de VEGF.>® Asi, la produccion fisioldgica de este factor
ayuda a la proliferacién, diferenciacién y funcionamiento normal de la epidermis ya que
se ha visto en ratones transgénicos, con deficiencia en la expresion del mismo, una
recuperacion retardada de la barrera, con disminucién de la densidad de vasos
sanguineos y de hiperplasia epidérmica.>®

HIFs

En las lesiones psoriasicas, se observa una fuerte proliferaciéon epidérmica con el
consecuente aumento de las demandas metabdlicas provocando condiciones de hipoxia
por lo que la expresién de las formas de HIFs estd aumentada.*

Angiopoyetinas

En el proceso de la angiogénesis también intervienen Ang-1y Ang-2 y su receptor Tie-2.
Son esenciales para el crecimiento, maduracion y estabilizacion de los vasos
sa nguineos 57,58,59,60,61
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El sistema Ang-Tie-2 se activa durante la psoriasis.®?%3Son inducidos en la dermis papilar
de la piel de la psoriasis.®? Ang-1 se expresa en fibroblastos, células mononucleares o
células dendriticas, mientras que la expresién de Ang-2 parece estar limitada a las
células endoteliales.* La reduccidon prominente de la expresién de Ang-2 después de
una terapia exitosa sugiere un papel importante de Ang-2 durante la angiogénesis en la
psoriasis.®?? Ademas, la sobreexpresidon de Tie-2 refleja varias caracteristicas de la
psoriasis en modelos de ratones transgénicos.*

Citoquinas

Intervienen en la proliferacién, migracidén o supervivencia de las células endoteliales o
modulan la expresion de factores pro- o anti-angiogénicos. Entre las citoquinas con
actividad pro-angiogénica, TNF, IL-8 e IL-17 son expresadas durante la psoriasis.*

TNF conduce a la activacion de las células endoteliales, dando como resultado una
expresion aumentada de moléculas de adhesidn y quimioquinas.® El TNF induce varios
factores pro-angiogénicos, tales como VEGF, IL-8 y bFGF, en la célula endotelial®®y ejerce
efectos tanto pro como anti-angiogénicos.

La IL-8 es producida por varios tipos de células (mastocitos,®® neutréfilos,®” células T,%”
queratinocitos®®y células endoteliales®®). Es un quimioatrayente fuerte para neutréfilos,
basdfilos y linfocitos T, y esta implicada en enfermedades autoinmunes, inflamatorias e
infecciosas.”® La IL-8 puede ser inducida por IL-1, TNF, IL-6, IFN-c, lipopolisacéridos,
especies reactivas de oxigeno y otros mediadores del estrés celular.** La IL-8 es también
un potente factor pro-angiogénico. Los efectos pro-angiogénicos de la IL-8 son
independientes de sus funciones proinflamatorias, ya que la IL-8 también estimula la
angiogénesis en ausencia de inflamacién.”%”2

Por otra parte, la IL-8 promueve la supervivencia de la célula endotelial mediante la
inhibicidn de la apoptosis de la célula endotelial mediante la induccién de proteinas anti-
apoptéticas, como Bcl2, y la regulacion a la baja de proteinas pro-apoptdticas como Bax
en la célula endotelial.”

La IL-17A inicia la cascada de produccién de quimioquinas, factores de crecimiento y
moléculas de adhesién por las células epiteliales, fibroblastos y células endoteliales.* Es
un factor pro-angiogénico que puede inducir la formacidn de nuevos vasos sanguineos
en un ensayo sobre cdrnea de rata’® y la migracion de las células endoteliales in vitro,
ademads de estimular la expresidon de otros factores, incluyendo VEGF.*> Asi mismo,
promueve la expresién de TNF por los macréfagos.”
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3. PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

La angiogénesis desempefia una importante funcién en la patogenia de la psoriasis. El
TNF-a es un mediador esencial, al inducir la expresién del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), que activa a las células endoteliales, promoviendo la
angiogénesis. Asi, en el presente trabajo se pretende estudiar el impacto de la
angiogénesis, mediante la inhibicién de la via del TNF-a, sobre la patogenia de la
enfermedad.

El adalimumab es un anticuerpo monoclonal humano usado en el tratamiento de la
psoriasis y otras enfermedades autoinmunes que bloquea la respuesta immune
interfiriendo la union del TNFa a sus receptores.

4. OBIJETIVOS
Los objetivos de este estudio son los siguientes:

12. Cuantificar la angiogénesis y la expresion de VEGF en piel sana y en la placa
de psoriasis antes y a los 6 meses del inicio del tratamiento con adalimumab, un
inhibidor del factor de necrosis tumoral o (TNF-a.).

29. Correlacionar estos parametros con escalas de valoracion clinica: PASI
(Psoriasis Area and Severity Index), BSA (Body Surface Area), NAPSI (Nail Psoriasis
Severity Index), PGA (Physician’s Global Assessment of disease severity), PASE
(Psoriatic Arthritis Screening and Evaluation questionnaire) y DLQI (Dermatology
Life Quality Index).

5. MATERIALY METODO

Se realiza un estudio prospectivo de una serie consecutiva de pacientes con psoriasis
moderada-grave, los cuales fueron vistos en las consultas clinicas del servicio de
Dermatologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (Santander, Norte de
Espafia), debiendo iniciar terapia anti-TNFa por indicacion médica.”® Los pacientes
sometidos a estudio tenian una edad de 18 afios o superior. Todos ellos fueron
clinicamente examinados y diagnosticados de psoriasis por un dermatdlogo. Para ello se
excluyeron pacientes con enfermedad renal, hipertension o indice de masa corporal 235
Kg/m?2.

Los pacientes recibieron inyecciones subcutaneas de adalimumab (Humira, Laboratorios
Abbot S.A., Madrid, Espaifia) con 80 mg en la semana 0 seguidos de 40 mg cada dos
semanas, empezando una semana después de la dosis inicial y hasta completar los 6
meses de duracion del tratamiento.®® El protocolo del estudio fue aprobado por el
comité de ética institucional local, y fue establecido de acuerdo a los estdndares éticos
perfilados en la Declaracion de Helsinki. Los pacientes dieron su consentimiento
informado para participar en este estudio.

En el momento de la inscripcidn todos los pacientes fueron sometidos a evaluacién de
sus caracteristicas clinicas y demograficas (Tabla 1). Al inicio del estudio (antes del
tratamiento con adalimumab) y tras 6 meses de terapia, todos los pacientes fueron
evaluados para determinar la actividad de la enfermedad, incluyendo el porcentaje de
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superficie corporal afectada (BSA), el indice de gravedad y el drea de psoriasis (PASI),
cuestionario de deteccién y evaluacion de artritis psoridsica (PASE), indice de gravedad
de la psoriasis ungueal (NAPSI) y valoracion médica global de la severidad de la
enfermedad (PGA).

Tabla 1. Pacientes con psoriasis moderada-grave que completaron 6 meses con
adalimumab.’®

_

Men/Women, n 14 /15
Age at the time of the study (years); meantSD 38.6+10.7
Disease duration (years); meantSD 18.2+12.1

Classic cardiovascular risk factors, n (%)

Current smokers 10 (34)
Ever smoked 14 (48)
Obese (BMI > 30 Kg/m?) 7 (24)
Dyslipidemia 13 (44)
BMI (kg/m?); mean+SD 27.5%3.7
SD 96.1+10.8

Biopsias y estudio inmunohistoguimico

Antes de iniciar el tratamiento se realizaron 2 biopsias punch (6 mm de didmetro). Una
fue tomada de piel normal y otra de la periferia de placa de psoriasis, repitiéndose a
cada paciente la biopsia a las 24 semanas de iniciarse el tratamiento con adalimumab,
en la zona inicialmente lesionada. También se hizo, en las visitas posteriores, la analitica
correspondiente.

La biopsia punch de piel fue cortada en dos mitades. Una de las mitades fue incluida en
Tissue-Tek OCT y congelada en nitrégeno liquido y almacenada a - 802C. La otra mitad,
fue fijada en formaldehido al 4% e incluida en parafina.

A partir de los bloques de parafina se realizaron secciones de 4 micras que se tifieron
usando la técnica Avidina-Biotina-Immunoperoxidasa (LSAB; Dako, Glostrup,
Dinamarca). La recuperacion de antigeno se realizé incubando las muestras con tampdn
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citrato a pH 6.0 y calentando en un autoclave (3 min, 1.5 atm). Las laminillas se tifieron
con el anticuerpo primario: anti-VEGFA-isoformas: VEGF-121, 165, 189. Clon VG1
(DAKO), anticuerpo anti-TNFa: Abcam ab6671 anti-CD31: clon JC70A (DAKO). Se utilizé
diaminobencidina como cromdgeno y las secciones se contrastaron con hematoxilina.
Los controles positivos y negativos apropiados se realizaron en paralelo.

La cuantificacion de la angiogénesis fue analizada utilizando el sistema automatizado de
imagen celular (ACISS-IIl de DAKO). El sistema de imagen fue usado para identificar la
inmunorreactividad para CD31 de los vasos de la dermis papilar. El drea vascular se
cuantificé por inmunotincion CD31 con el software ImagePro. (Figura 2). Las unidades
fueron dadas en micrémetros (4 pixeles: 1 micrémetro?) y se contaron cuatro campos
aleatorios de 40x en cada laminilla.

Figura 2. Area tefiida (positividad marrén) definido en pixeles.

La expresion imunohistoquimica de VEGF y TNF-a se analizé usando un método
semicuantitativo. Se asignd una puntuacién que dependia del porcentaje estimado de
células positivas. La escala era la siguiente: negativa (0%), débil (0-25%), intermedia
(20%-50%) y fuerte (> 50%). Los queratinocitos, fibroblastos y células inflamatorias de
la dermis fueron inmunorreactivos para VEGF.

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando STATA 12/SE (StataCorp, College Station,
TX). Los resultados se informaron como media + desviacidon estandar (DE). Para la
comparacion de las variables normalmente distribuidas entre los grupos, se utilizé la
prueba t de Student.

La correlacidn de la angiogénesis, TNF-a y VEGF, antes del adalimumab (en el momento
0) y después de seis meses de tratamiento, con variables continuas seleccionadas se
realizé ajustando por edad, sexo y duracion de la enfermedad mediante la estimacion
del coeficiente de correlacién parcial de Pearson (r). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a p <0.05.
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6. RESULTADOS

RESULTADOS CLINICOS

Veintinueve pacientes (52% mujeres; media + DE 38.6+10.7 afios) con psoriasis
moderada-grave (BSA 37.9+16.3%, PASI 18.9+7.8) completaron 6 meses de terapia con
adalimumab pero sélo en 23 pacientes habia sido realizada una biopsia antes (Figura 2
Ay B)y después del tratamiento (Figura 3).

En la tabla 2 se observan las diferencias en los pardmetros clinicos entre el momento 0
(inmediatamente antes del comienzo de la terapia con adalimumab) y tras 6 meses de
tratamiento con este agente bioldgico.

BSA (%) 37.9%16.3 <0.001
PASI (0-72) 18.9+7.8 1.3+2.1 <0.001
NAPSI hands (0-80) 5.4+10.5 1.5+3.9 0.04
PGA psoriasis (0-6) 3.9+0.6 0.7+0.6 <0.001
PASE total score (15-75) 32.5+15.9 25.2+13.0 0.005
PASE functional (8-40) 15.9+8.7 12.1+6.2 0.005
PASE symptoms (7-35) 16.617.7 13.1+7.3 0.007
BSA (%) 37.9+16.3 3.1#5.5 <0.001
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Figura 2A. Biopsia de piel después del tratamiento.
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RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS

TNF-a

En el estudio IHQ observamos positividad para TNFalfa (Figura 4) en la biopsia
correspondiente a la placa de psoriasis en todos los casos. Observamos una positividad
leve para TNF alfa en la biopsia de piel sana en 1 de los pacientes.

“ '41‘]‘ A

Figura 4. Positividad mediante inmunohistoquimica para TNF-a.

Después del tratamiento observamos positividad leve para TNF-a en dos de los 23 casos
estudiados. El resto de los pacientes mostraban negatividad para TNF-a.
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VEGF

La positividad para VEGF se observé principalmente en los queratinocitos, con
diferentes grados de intensidad. (Figura 5). En la tabla 3 y 4 se observan los resultados
del estudio IHQ de VEGF en la piel sana y en la piel con psoriasis respectivamente, antes
del tratamiento con adalimumab.

Figura 5A. Positividad intensa y ligera mediante inmunohistoquimica para VEGF.

Tabla 3. Resultados de IHQ para VEGF en piel sana.

VEGF _sano
- R
negativo 21 91,3 91,3 91,3
Validos ligero 2 8,7 8,7 100,0
Total 23 100,0 100,0
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Tabla 4. Resultados de IHQ para VEGF en psoriasis antes del tratamiento.

VEFG_psoriasis

Frecuencia Porcentaje Po\l;gtleiz';aje % acumulado
negativo 3 13,0 13,0 13,0
ligero 8 34,8 34,8 47,8
Validos moderado 9 39,1 39,1 87,0
intenso 3 13,0 13,0 100,0
Total 23 100,0 100,0

Tabla 5. Resultados de IHQ para VEGF después del tratamiento.

VEFG_postto

. . . Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje | Porcentaje valido

acumulado

negativo 19 82,6 82,6 82,6

ligero 2 8,7 8,7 91,3

Validos
moderado 2 8,7 8,7 100,0
Total 23 100,0 100,0

Observamos una significativa sobreexpresion de VEGF en la placa de psoriasis en
comparacion con la piel normal. El 86.9% de las biopsias de las placas psoriasicas
mostraron tincidn positiva para VEGF. Por otro lado, se observd una débil positividad
para el VEGF en el 8.7% de las biopsias de la piel no lesionada. Ademas, habia un claro
descenso de la expresion de VEGF antes y después de tratamiento con adalimumab.
Basal psoriasis: negativa 3/23 (13%) vs Post-tto 19/23 (82,6%): p<0,0001Basal psoriasis:
positiva 20/23 (86,9%) vs Post-tto 4/23 (17,4%): p<0,001. (Tabla 5).
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CD31

Comparamos la angiogénesis en placas de psoriasis antes y después de seis meses de
tratamiento y observamos que la inmunotincion CD31 (Figura 5) se redujo
estadisticamente en las placas psoridsicas después del tratamiento (prueba de
Wilconson, Figura 6). CD31 antes y después del tratamiento (p<0.0001).

3.0007

2.500
2.260r
2.000
1. 75

1,600

C031 Pixals)

L5}
i
[-

1,000

=1l g

260

Fiel sana Lesion psoriasis Fostratamiento

Figura 6. Prueba de Wilconson. Angiogénesis antes y después del tratamiento.

Tabla 6. Prueba de Wilcoxon (Angiogénesis antes y después del tratamiento).

Estadisticos de contraste®

yA -3,924°

Sig. asintoét. (bilateral) ,000
a. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

b. Basado en los rangos positivos.
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COMPARACION INMUNOHISTOQUIMICA VEGF Y ANGIOGENESIS CON LAS VARIABLES

CLINICAS

De todos los parametros clinicos estudiados, solame

tratamiento.

nte existia una relacién
estadisticamente significativa entre la expresién de VEGF antes y después del
tratamiento con el PASE. (Tabla 7). Los pacientes con mayor PASE son los que mayor
expresion de VGFR tienen y se observa un claro descenso del VEGF después del

Tabla 7. Comparacién de variables clinicas con la expresion de VEGF.

r

,083

BSA_porc p ,708
n 23

r ,161

PASI_072 p ,463
n 23

r -,095

NAPSIhands p ,666
n 23

r ,143

PGA p ,514
n 23

r -,015

Artritis p ,947
n 23

r ,457

PASE_sintomas p ,028
n 23

Correlaciones BIVARIADAS

VEFG_post-tto

-,234

,283
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r ,331 ,493

PASE_funcional p ,123 ,017
n 23 23

r ,404 ,496

PASE_total p ,056 ,016
n 23 23

No existe correlacién entre expresion VEGF y factores de actividad de psoriasis.
ANGIOGENESIS

La diferencia que existe entre la angiogénesis (cuantificada con CD31) antes y después
del tratamiento se correlaciona con el PASI basal. La correlacién es directa (Tabla 8).

Los pacientes con un PASI basal mejor (menos puntuacién en el PASI) tienen una mayor
respuesta al tratamiento en términos de una mayor diferencia en el CD31, respecto a
los pacientes con un PASI basal peor (Figura 7).

Tabla 8. Correlacién de la diferencia de angiogénesis con el PASI.

Correlaciones

PASI PASI PASI PASI 6m
cuartiles | mediana
,590 ,521 ,144

Coeficiente de ,508
correlacién
Rho de
D31 dif2
Spearman R Sig. (bilateral) ,013 ,003 ,011 ,556
N 23 23 23 19
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Figura 7. Coeficiente de correlacion de la diferencia de angiogénesis con el PASI.

7. DISCUSION

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria inmuno-mediada de la piel, caracterizada
por engrosamiento de la epidermis debido a la proliferacion de los queratinocitos, la
infiltracidon por células inflamatorias y el aumento de la vascularizacién dérmica.? La
angiogénesis es una etapa temprana de la psoriasis, ocurriendo antes del desarrollo de
las lesiones psoridsicas y manifestdndose con un aumento de la tortuosidad, la
permeabilidad y la elongacidn de los capilares papilares dérmicos.*®

La evidencia de un papel de las células endoteliales en la psoriasis, incluye la expresiéon
aumentada del VEGF,”’” la inflamacion psoriasiforme en modelos de ratones con
sobreexpresion transgénica de VEGF en la epidermis, la asociacion de psoriasis con
variantes de genes de VEGF "8y |a eficacia de terapias contra la angiogénesis en modelos
animales.”

El VEGF-A parece ser el principal factor angiogénico que contribuye a la expansion
vascular. VEGF-A induce la proliferacidon de las células endoteliales y aumenta la
permeabilidad vascular, mediante la estimulacion de dos receptores tirosin kinasa,
VEGFR-1y VEGFR-2, en la superficie de la célula endotelial.

VEGF y el factor de angiogénesis estimulante de células endoteliales estan
significativamente aumentados en las placas de psoriasis y esos niveles parecen
correlacionarse con la severidad clinica.®
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En nuestro estudio observamos una significativa sobreexpresion de VEGF en la placa de
psoriasis en comparacion con la piel normal. Por lo que demostramos el importante
papel de VEGF en el desarrollo de la psoriasis. Ademads, hay un claro descenso de la
expresion de VEGF después de tratamiento con adalimumab. VEGF podria jugar un papel
importante en la relacidn que existe entre inflamacidn y la angiogénesis.

Comparamos la angiogénesis en placas de psoriasis antes y después de seis meses de
tratamiento y observamos que la angiogénesis determinada mediante
inmunohistoquimica con CD31 se redujo en las placas psoridsicas después del
tratamiento.

Probablemente adalimumab produce una disminucion de VEGF y esta disminucién de
VEGF favorece la regresidon de la angiogénesis que estaba incrementada en las placas de
psoriasis. Ademas del descenso de otros factores proangiogénicos que se encuentran
elevados en la psoriasis.”’

La diferencia que existe entre la angiogénesis (cuantificada con CD31) antes y después
del tratamiento se correlaciona con el PASI basal. Los pacientes con un PASI basal mejor
(menos puntuacion en el PASI) tienen una mayor respuesta al tratamiento en términos
de mayor descenso de angiogénesis, respecto a los pacientes con un PASI basal peor.

TNF es el primer miembro de la superfamilia de citocinas TNF. EI TNF dirige la activacién
de las células endoteliales, resultando en un incremento en la expresidon de moléculas
de adhesion y quimiocinas. Asi mismo, induce varios factores pro-angiogénicos, tales
como VEGF, IL-8 y bFGF, en las células endoteliales.

Las terapias que bloquean la actividad de TNF dan lugar a una mejoria clinica de la
psoriasis y a una disminucion en la expresion de factores pro-angiogénicos. Los datos
confirman que el TNF contribuye a la angiogénesis asociada con la psoriasis. Sin
embargo, se desconoce por el momento si éste causa angiogénesis directamente, o
bien, indirectamente a través de la induccion de factores pro-inflamatorios o
angiogénicos.
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8. CONCLUSIONES

El anti-TNFa adalimumab disminuye los niveles de VEGF, es decir, disminuye la
angiogénesis con el tratamiento.

No observamos correlacidon entre los niveles de actividad clinica de la psoriasis y la
expresion de VEGF antes y después del tratamiento. Solo se correlaciond con el PASE.

Los niveles de angiogénesis (area endotelial — CD31 positiva) son mayores en la placa de
psoriasis que en la piel sana del mismo paciente. Y los niveles de angiogénesis
disminuyen con el tratamiento.

Existe una relacion entre la diferencia de angiogénesis antes y después del tratamiento
con respecto al PASI inicial.
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