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1. PSORIASIS MODERADA-SEVERA.

1.1. Generalidades de la psoriasis.

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica cuya
manifestacion caracteristica es la hiperplasia de la epidermis en forma de
lesiones eritematosas (enrojecidas) y descamativas en la piel, como
consecuencia Uultima de la hiperproliferacion de queratinocitos
epidérmicos’?. Actualmente, se define como una enfermedad de causa
desconocida con base poligénica e inmunomediada, donde influyen

factores ambientales y psicosométicos™2.

En cuanto a su prevalencia, que es muy variable segun la zona
geografica, se estima que afecta a entre el 1 y el 3% de la poblacion
mundial*® (Figura 1), y es una de las pocas enfermedades no transmisibles
que la Organizacién Mundial de la Salud ha identificado como un
importante problema de salud®. En Espafia, su prevalencia se estima en

un1,4-2,7%".

Prevalencia 4

<0.5

0.5-1.0 <
m10-15 ¥

m 1.5-20
m20-25

Figura 1. Prevalencia mundial de psoriasis (imagen de Parisi, 2020°).

Al igual que la mayoria de patologias inflamatorias autoinmunes o

inmunomediadas, la psoriasis fluctia entre periodos de remisién y
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exacerbacion?8°, La expresion elemental de esta afeccidn es la presencia

de lesiones eritemato-escamosas (Figura 2A), pero puede presentar gran

heterogeneidad clinica®®. En base a las caracteristicas de las

manifestaciones clinicas cutaneas, se clasifica en dos tipos principales®®°:

Tipo estable crénico: psoriasis en placa o vulgarus (Figura 2B).
Engloba el 80 - 90% de los casos. Caracterizada por la aparicién de
placas bien delimitadas en la piel, de color rojo mate con escamas
laxamente adheridas, laminares, de color blanco o plateado, que
pueden confluir y formar lesiones mds amplias y ser asintomaticas
o producir prurito, ardor, dolor y/o sangrado. La mayoria de los
pacientes con lesiones inactivas crdnicas tiene una evolucion de

meses y afios que se modifica con lentitud.

Tipo eruptivo inflamatorio: psoriasis en gota o guttate (Figura 2C).
Representa aproximadamente un 2 - 10% de los casos, se suele dar
mas en poblacion infantil. Caracterizada por la aparicion de
multiples lesiones pequefias dispersas, por lo general en el tronco,
y con una mayor tendencia a la resolucion espontanea, aunque
pueden volverse recidivantes y evolucionar hacia la psoriasis

estable crdnica.

Otras formas minoritarias, que suelen aparecer en combinacién

con la forma crénica, son%°:
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Tipo flexural o intertriginosa: psoriasis invertida. Cursa con
manchas rojas lisas con tendencia a afectar casi de forma exclusiva

a los pliegues de la piel (axilas, ingles, bajo las mamas, etcétera).

Psoriasis pustulosa. Forma de presentacién poco frecuente en la
que aparecen ampollas en las lesiones, de forma generalizada o

localizada.



INTRODUCCION

Figura 2. Lesiones eritemato-descamativas (A), psoriasis en placa (B) y psoriasis
en gota (C) (fotografias de la Guia para pacientes con psoriasis de la Academia
Espafiola de Dermatologia y Venereologia, 20208).

La presentacion clinica de cada tipo puede variar entre unindividuo
y otro, yendo desde aquellos que solo tienen algunas placas circunscritas
hasta los que presentan afectacion generalizada de la piel, conocido como
eritrodermia, la forma mas grave de psoriasis, que afecta a un 2 - 3% de
los pacientes®®. Ademds, cuando la psoriasis aparece en algunas
localizaciones concretas de la piel puede presentar caracteristicas
especiales que llegan a considerarse subtipos de la enfermedad: en cuero
cabelludo (presente en un 50 - 80% de los pacientes), ufias (psoriasis

ungueal), genital, palmo-plantar en manos y/o pies y facial.

La evaluacion e interpretacion conjunta del area e indice de
gravedad de la psoriasis (PASI, del inglés Psoriasis Area and Severity
Index), del indice de calidad de vida dermatoldgico (DLQI, del inglés
Dermatology Life Quality Index) y de la superficie de cuerpo afectada
(BSA, del inglés Body Surface Area) es uno de los principales métodos
médicos para la valoracion de la gravedad de la enfermedad y su
clasificacion como psoriasis leve, moderada o severa. Se considera
psoriasis grave aquella con valores de PASI, BSA y/o puntuaciéon DLQI
mayor de 10, o si, aun por debajo de estas puntuaciones, hay gran

compromiso de dreas visibles del cuerpo, cuero cabelludo, genitales,

23



presencia de onicdlisis de al menos dos uiias, presencia de prurito elevada
o placas recalcitrantes®?. Aproximadamente un 20% de los casos son
considerados como psoriasis moderada-severa!l. Aunque la mortalidad
gue se le atribuye no es elevada -un aumento del riesgo relativo de
mortalidad de entre 1,12 y 1,52 en comparacion con la poblacién
general?-, esta patologia conlleva una morbilidad significativa y una gran

afectacidn de la calidad de vida®.

1.2. Etiologia.

La psoriasis en una enfermedad multifactorial sin causa directa. Los
factores ambientales, la predisposicion genética y los desajustes en el
sistema inmunitario que los dos anteriores pueden desencadenar son los

tres pilares claves para el desarrollo de la enfermedad®2.

De entre los factores ambientales y/o factores que comprometen
el equilibrio del sistema inmune y que pueden actuar como
desencadenantes de la patologia, los mas habituales son los traumatismos
fisicos (frotacion y rascadura), infecciones estreptocécicas agudas (que
suelen desencadenar psoriasis en gotas), el estrés (que es uno de los
principales interruptores que desencadenan los periodos de exacerbacion
o brotes de la psoriasis, llegando a provocar el 40% de los brotes en
adultos), la toma de algunos farmacos como glucocorticoides sistémicos,
litio oral, antipalidicos, interferédn y bloqueadores B, o la ingesta de

alcohol%%2,

No es una patologia hereditaria, pero si que presenta
predisposicion genética. Es de base poligénica, ya que la red de estudios
gendmicos ha hallado polimorfismos con susceptibilidad a psoriasis en
mas de 80 regiones del genoma, que explican alrededor del 30% de la
heredabilidad de la enfermedad®. Muchos de los trastornos

autoinmunitarios estan relacionados con polimorfismos en la region del
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genoma que codifica para el complejo mayor de histocompatibilidad,
concretamente en el conjunto de genes encargados de codificar las
proteinas de los antigenos leucocitarios humanos (HLA del inglés human
leukocyte antigen), imprescindibles como sefializacién en los procesos de
inmunidad adaptativa e innata'3. La regién gendmica principalmente
relacionada con el desarrollo de psoriasis se conoce como gen de
susceptibilidad a la psoriasis 1 (PSORS1, del inglés Psoriasis Susceptibility
Gene 1), que codifica principalmente genes implicados en la
presentacion de antigenos, siendo el alelo HLA C*06:02 el principal factor
de riesgo genético para la psoriasis de aparicion temprana, pero no para
la enfermedad de aparicidn tardia, la artritis psoriasica y las formas
pustulosas de psoriasis*4. La localizacion de dicho alelo, junto a la de
otras variantes con un efecto genético menor, sefialan claramente el
papel central de alteraciones de la inmunidad innata y adaptativa en la
patogénesis de la enfermedad!%!, consistente con su caracter
autoinmune. Las vias cruciales afectadas incluyen aquellas que involucran
interferon (IFN) tipo 1 y sefializacion antiviral, factor nuclear
kappa B (NF-kB), interleucinas (ILs) 23 y 17, y procesamiento y
presentacion de antigenos. Otras regiones de susceptibilidad estan
implicadas en otros procesos como vias de inflamacion (ej. regiones que
codifican para citocinas o sus receptores), en procesos bioldgicos de los

queratinocitos'* o en la funcién de barrera de la piel***°.
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1.3. Inmunopatogénesis.

Las principales manifestaciones de la psoriasis son evidentes en la
capa mas externa de la piel; sin embargo, el desarrollo de la placa
psoriatica abarca capas mas alla de la epidérmica y requiere la interaccién
de células inmunitarias innatas, adaptativas y vasculares, ademas de
involucrar a los queratinocitos. La epidermis y la dermis reaccionan como
un sistema integrado en el que los cambios en la capa germinativa de la
epidermis y los cambios inflamatorios en la dermis, desencadenan

cambios a nivel epidérmico?!¢17,

Los estudios inmunolégicos y genéticos muestran que los
mecanismos principales en el desarrollo de la psoriasis son: la activacion
del sistema inmunitario innato impulsada por sefiales de peligro
enddgenas, la comunicacion alterada entre los sistemas inmunes innato
y adaptativo, el papel del factor de necrosis tumoral a (TNFa, del inglés
tumor necrosis factor a), del IFN, de la IL-23 y de las respuestas de las
células T colaboradoras o efectoras (Th, del inglés T helper) 17, y la
consecuente perpetuacion autoinflamatoria en algunos pacientes y
reacciones autoinmunes impulsadas por células T en otros; todo ello
vinculado con la genétical?1®17, Asi, |la psoriasis muestra rasgos de una
enfermedad autoinmune sobre un fondo (auto)inflamatorio, con ambos
mecanismos superpuestos e incluso capaces de potenciarse el uno al

otrol2:16,17

En la patogenia de la psoriasis se puede hablar de una fase de
iniciacion y una fase de mantenimiento que da lugar a una progresién
clinica crénica®>®17 (Figura 3). La combinacién de las variantes génicas
susceptibles con uno o varios factores ambientales desencadenantes
marcaria el inicio del proceso patogénico. La accion de las células

presentadoras de antigenos (CPAs) es la base para el inicio del desarrollo
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de la placa psorisica®?®

, ¥y aunque su activacién en la psoriasis no estd
del todo clara, el proceso mayormente propuesto implica que los
gueratinocitos, en respuesta a una lesién u otro factor ambiental de los
propuestos anteriormente, producen péptidos antimicrobianos (PAMs)
(catelicidina LL37, B-defensinas, proteinas $100) disfuncionales, con la
capacidad de romper la tolerancia innata de las CPAs ante los acidos
nucleicos extracelulares del propio individuo, liberados por las células en
proceso de muerte'®21, En situaciones fisioldgicas los PAMs son moléculas
claves en la inmunidad innata, tienen propiedades antibidticas y actian
frente a patogenos en tejidos que requieren acciones de defensa de
primera linea, como es el caso del tejido epidérmico; pero en la piel
psoriasica estos péptidos forman, con el ADN propio, complejos que seran
reconocidos equivocamente como antigenos (autoantigenos) por las
CPAsY2021 | 3 activacion de las CPAs es clave en la fase de iniciacidn, ya
gue desencadena los primeros estadios de la cascada inflamatoria con la
secrecién de diversas citocinas, siendo la produccion de TNFa e IFN-1

(IFNay IFNB) la de mayor relevancia en este punto®*1°,

La sefializacion de TNFa e IFN tipo | promueve la maduracién
fenotipica de las células dendriticas (CDs) plasmocitoides a CDs
mieloides'®1°, Las CDs mieloides activadas fagocitan a los
autoantigenos®!1° y migran hasta los ganglios, donde presentan estos
antigenos a los linfocitos T, activandolos. Las CDs mieloides contintan
incentivando la cascada inflamatoria con la secreciéon de IFN, IL-12 e IL-23.
El conjunto de citocinas induce la diferenciacion y proliferacion de los
linfocitos T virgenes en linfocitos Th CD4+, concretamente el IFN tipo |
impulsa la diferenciacidn y funcion de los linfocitos Thl y Th17, IL-12 los
estimula hacia Th1l e IL-23 es clave para la diferenciaciéon y proliferacion

de Th17 y Th221619:22,
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Figura 3. Fisiopatologia de la psoriasis (imagen adaptada de Nestle, 2009%°). Ante
un desencadenante, los queratinocitos producen péptidos antimicrobianos
(PAMs) (ej. LL37) alterados capaces de ocasionar que acidos nucleicos propios
sean reconocidos como antigenos por las células presentadoras de antigenos
(CPAs). Las CPAs desencadenan los primeros estadios de la cascada inflamatoria
con la secreciéon de citocinas. IFN | promueve la maduracion fenotipica de las
células dendriticas (CDs) mieloides, las cuales fagocitan a los autoantigenos y los
presentan a los linfocitos T. Los linfocitos T activados secretan TNFa, IL-12 e IL-
23. IL-12 induce la diferenciacién de Thil, IL-23 de Th17 y Th22. Los linfocitos T
sensibilizados migran hacia la piel en busca de las moléculas consideradas
antigenos, al reaccionar antes ellos liberan IFNy y TNFa (Th1), IL-22 (Th22), IL-17,
IL-22 y TNFa (Th17). Las citocinas desencadenan la maduracion y proliferacion
descontrolada de los queratinocitos, el aumento de la expresion de mediadores
angiogénicos (ESAF, VEG-F) y de moléculas de adhesion endoteliales (ICAM-1, E-
selectina, LFA-1). Los queratinocitos activados retroalimentan la cascada
inflamatoria incrementando la produccion de IFNy y secretando IL-1, IL-6, TNFa y
quimicocinas y produciendo mas PAMs que actien como autoantigeno,
perpetuando asi el proceso de modo ciclico. ESAF: factor endotelial activador de
la angiogénesis; ICAM-1: molécula de adhesidn intercelular-1; LFA-1: antagonista
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del antigeno 1 asociado con la funcidn de los linfocitos; VEGF: factor de
crecimiento vascular endotelial.

Los linfocitos T, ya sensibilizados, migran hacia la piel en busca de
las moléculas consideradas antigenos. Para ello, pasan primero por los
vasos sanguineos gracias al aumento de la expresidon de antagonista del
antigeno 1 asociado con la funcién de los linfocitos (LFA-1 del inglés
lymphocyte function-associated antigen 1)*3, molécula de adhesidn que
les permite unirse a su ligando, la molécula de adhesién intercelular-1
(ICAM-1, del inglés Intercellular Adhesion Molecule-1) de las células
endoteliales, y extravasar hacia el tejido dérmico?3. Una vez localizados

los antigenos, se produce la liberacién de citocinas a nivel dérmico'6-2%:

e Los linfocitos Thl secretan IFNy y TNFa.
e Los linfocitos Th22 secretan IL-22.
e Los linfocitos Th17 impulsan la secrecién de IL-17, IL-22 y

TNFa.

Todas estas citocinas liberadas en la dermis terminan por acceder a los
queratinocitos de la epidermis, desencadenando su maduraciéon y
proliferacion descontrolada, dando lugar a la hiperqueratosis de la
epidermis propia de las lesiones psoridsicas'®®. Ademas, se ven
reducidos los niveles de células T reguladoras (Treg) -las encargadas de
suprimir la actividad del sistema inmunitario-, lo cual promueve una

mayor activacion de las células Thly Th17%%7,

Una vez la cascada alcanza la epidermis son diversos los fenémenos

gue van a contribuir a la perpetuacion de la patologia de moco ciclico:

° IL-17A estimula la produccién de quimiocinas provocando la
quimiotéxis de neutréfilos hacia la epidermis?>; y promueve la expresion
de TNFa en los queratinocitos?®. Ambos fendmenos son clave para la

perpetuacién de la inflamacion en la epidermis. La liberacién de IL-17
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procede de la activacion de las Th1l7 por el TNF e IL-23, por ello se
considera a esta via la principal responsable de la perpetuacién de la
inflamacién hacia la epidermis?'®. Los neutréfilos juegan un papel crucial
en el desarrollo de la psoriasis?’8, su funcidn, fenotipo y la cantidad de
neutréfilos aberrantes se encuentran alterados en estos pacientes,
pueden acumularse en zonas localizadas del estrato cdrneo
(microabscesos de Munro'®?7), y su actividad tras la estimulacién por la

IL-17A juega un papel fundamental en la perpetuacién de la inflamacién?>,

° La llegada de las citocinas a la epidermis causa también el
aumento de la expresién de mediadores angiogénicos y de moléculas de
adhesién endoteliales?®3!. Son varios los factores con propiedades
proangiogénicas que se sobreexpresan en la piel psoridsica, como el TNF,
factor de crecimiento transformante a (TGFa del inglés Transforming
Growth Factor a), factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF del
inglés Vascular Endothelial Growth Factor), el factor endotelial activador
de la angiogénesis (ESAF del inglés Endotelial cell-Stimulating
Angiogénesis Factor), el factor inducible por hipoxia, IL-8, IL-17 y
angiopoyetinas?®3!. Entre los factores angiogénicos con mayor aumento
en la psoriasis, esta el VEGF, cuyo incremento en sangre se relaciona con
la gravedad de la enfermedad?®. VEGF es un vinculo importante entre el
dafo epidérmico y dafio vascular, ya que promueve tanto la proliferacion

29-31

de los queratinocitos como la neovascularizacién y la activacién de

células endoteliales, incrementa la expresion de moléculas de adhesion
de los capilares en formacién, aumenta su permeabilidad y favorece la
migracidn de los leucocitos y llegada de factores proinflamatorios a la
29-31

lesién®*=>!, Su aumento prolongado junto con el de las moléculas de

adhesidn en la psoriasis llevan en forma directa la activacidn de las células

29-31

endoteliales y su disfuncion y a la perpetuacién del ciclo de

inflamacion y angiogénesis?®31,
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° Los propios queratinocitos activados retroalimentan la cascada
inflamatoria incrementando la produccién de IFNy y secretando IL-1, IL-6,
TNFa y quimicocinas que atraen a mas CDs y células T, promoviendo su
acumulacién en la piel psoriasica. La propia progresion de la enfermedad
se convierte en un bucle, ya que la inflamacidn alimenta la produccion de
mas PAMs (ej. B-defensina 2) y la sintesis de moléculas HLA por parte de
los queratinocitos epidérmicos, que actlan como superantigenos que

mantienen a los linfocitos activados®®.

La infiltracion de células inmunitarias, mas la exacerbacion de la
produccién de citocinas por parte de los queratinocitos y la continua
activacion linfocitaria contribuyen a mantener y expandir la inflamacién
local. Es por ello que el mantenimiento de las lesiones psoriasicas se
considera una respuesta inmunitaria autorreactiva persistente!®1°,
Finalmente, se produce una placa crdnica caracterizada por células T
citotéxicas CD8+ intraepidérmicas y neutrdfilos, acompafiada de
engrosamiento epidérmico, produccién de escamas y una reaccion de
tejido angiogénico que remodela completamente la porcidén de piel

afectada o lesionada'®1%32,

La inflamacion persistente acaba por alterar la cinética celular de
los queratinocitos, acortando su ciclo vital y reduciendo la frecuencia del
recambio epidérmico. En condiciones fisioldgicas la porporcién de
queratinocitos del estrato basal en fase de proliferaciéon ronda el 70%
del total, cada uno de ellos se divide por mitosis dando lugar a dos
células nuevas que van madurando y ascendiendo hasta llegar al estrato
cérneo donde completan su queratinizacién, y se desprenden de la piel
aproximadamente 28 dias después de su nacimiento en el estrato basal.
En cambio, en la piel psoridsica, la produccién de células epidérmicas es

hasta 7 veces mayor que la normal, completando el ciclo anteriormente
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descrito en tan solo de 4 a 7 dias, de modo que los queratinocitos se van
acumulando y la piel se va haciendo hiperplasica, generando las placas
propias de la enfermedad33. En la histologia de una placa psoridsica
(Figura 4) se aprecia engrosamiento de la epidermis (acantosis) con
alargamiento hacia abajo de las crestas epidérmicas, una capa granular
adelgazada o ausente y capilares alargados y dilatados que se
superponen con un infiltrado inflamatorio de células dendriticas,
macrdéfagos y células T en la dermis y la epidermis, ademas de signos de
neovascularizaciéon®'6-132 En ocasiones también incluyen agrupacién de
neutréfilos en pustulas (micropustulas espongiformes de Kogoj) o

rodeadas de paraqueratosis (microabscesos de Munro)*®.

Figura 4. Afectacion de las dermis y epidermis en una lesién psoriasica
(imagenes de Mancheno Valencia, 2015%2). Piel sana sin alteraciones (izquierda),
piel de lesion psoriatica (derecha) en la que se observa acantosis regular en la
epidermis, crestas interpapilares elongadas con paraqueratosis confluente e
infiltracion de células mononucleares en la dermis y epidermis.

1.4. Repercusion sistémica de la psoriasis moderada-severa.

Comorbilidades.

Son muchos los estudios y autores a lo largo de la ultima década
gue advierten que la psoriasis no es una enfermedad exclusiva de la piel,
sino que debe contemplarse como una enfermedad sistémica34. Existen
evidencias de que la perpetuacién del ambiente inflamatorio se propaga
mas alld de las inmediaciones de las lesiones cutdneas. A medida que

avanza la patogenia de la enfermedad, el aumento de marcadores
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proinflamatorios no tiene lugar solo a nivel de las lesiones de la piel, sino
también en sangre, evidenciando su naturaleza sistémica. El nivel sérico
de multiples citocinas, incluyendo TNFa, IFNy, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17A e
IL-18, estd elevado en comparacién con las concentraciones halladas en
individuos sanos®>3’. La acumulacion de neutrdfilos en las placas
psoriasicas y en los microabscesos viene acompafiado de un aumento de
estos en la circulacion?’38, y existen hallazgos de inflamacién subclinica en
el higado, articulaciones y tendones, acompafiada de un aumento

significativo de la inflamacidn arterial y subcutdnea global3°4°,

Aproximadamente un 73% de los pacientes que padecen psoriasis
tienen una enfermedad concomitante*, presentando mayor prevalencia
de artritis psoridsica, enfermedad inflamatoria intestinal'*#%43, diabetes
mellitus, obesidad, sindrome metabdlico (obesidad abdominal,
hipertension arterial, hiperglucemia vy dislipemia aterogénica),
enfermedades cardiovasculares'***4’, higado graso no alcohdlico®,

4952 o ansiedad y/o depresién, estando estas dos ultimas

linfomas
relacionadas con los cambios en la calidad de vida del paciente®*%>3, El
riesgo de artritis psoriasica y enfermedad inflamatoria intestinal en estos
pacientes deriva de la patogenia comun de estas con la psoriasis*?, ya que
su naturaleza sistémica facilita que los mecanismos inflamatorios
involucrados lleguen a afectar a otros sistemas del organismo,
desarrollandose otras enfermedades inflamatorias inmunomediadas;
esto también sucede en otras enfermedades autoinmunes crénicas como
la artritis reumatoide o la espondiloartritis!#%43, El ligero aumento de la
prevalencia de linfomas tiene que ver con la activacién persistente de los
linfocitos T en la piel**->2. Sin embargo, las comorbilidades més relevantes
son aquellas cuyo nexo con la psoriasis es la inflamacidn crénica sistémica,

como la obesidad y la diabetes —englobadas en el sindrome metabdlico o

independientes de este-, sindrome metabdlico, enfermedad
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cardiovascular (ECV) y esteatosis hepatica, siendo estas dos ultimas las

principales causas de muerte en los pacientes con psoriasis'?.

Los mediadores inflamatorios como TNFa, ILs y otras citocinas, son
grandes responsables del impacto multiorganico de esta enfermedad. Las
citocinas tienen efectos en diversos procesos, como la angiogénesis, la
sefializacién de la insulina, la adipogénesis, el metabolismo de los lipidos
y el trafico de células del sistema inmunitario. El proceso inflamatorio en
la psoriasis, aunque asintomatico al inicio, incentiva la patogénesis de
condiciones como obesidad, diabetes, trombosis y arteriosclerosis,
pudiendo llegar a potenciarlas o incluso inducirlas. Estas, a su vez, pueden
influenciar la patogénesis de la psoriasis al promover el estado
proinflamatorio y aumentar la propensiéon al desarrollo de la
enfermedad!'>*%6, de modo que en el binomio entre la psoriasis y las
enfermedades asociadas, no es posible apuntar a ninguna de ellas como
causa o consecuencia, pues a dia de hoy la relacién es compleja y dificil de

dilucidar.

2. RIESGO CARDIOVASCULAR EN PACIENTES CON PSORIASIS
MODERADA-SEVERA.

2.1. Asociacion epidemioldgica entre psoriasis y enfermedades
cardiovasculares.

La asociacidn entre la psoriasis y una mayor incidencia de ECVs se
conoce desde hace décadas!'#447°760 E| primer estudio que puso de
manifiesto esta relacion se dio a conocer en 1973 y en él se concluia que
el riesgo de enfermedad arterial y venosa era el doble si se padecia
psoriasis®®. A este le sucedieron multiples ensayos para evaluar el
aumento del riesgo cardiovascular en pacientes con psoriasis, y a pesar de
que algunos estudios niegan la relacién®%®3, muchos otros pudieron

reproducir esta asociaciéon®*%472, Actualmente, con base en la evidencia
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disponible, la mayoria de los expertos estdn de acuerdo en que la

asociacion de la psoriasis con la comorbilidad cardiovascular es

rea|46,57,73—75

Las ECVs engloban una serie de afecciones cardiacas que incluyen
aterosclerosis, ataque cardiaco, accidente cerebrovascular isquémico o
hemorrégico, infarto agudo de miocardio y arritmia’®’”. Aunque todavia
existe cierta controversia sobre las formas mds leves de Ia
enfermedad®*®278, en pacientes de psoriasis con una severidad de
moderada a grave se ha observado mayor prevalencia de infarto de
miocardio®*’®, tromboembolismo venoso®’, ictus®®8!, cardiopatia

isquémica, accidentes cerebrovasculares®? y un aumento sustancial de la

mortalidad cardiovascular®7°.

Aunque existe cierta superposicion genética entre la psoriasis y
varias de las condiciones comdrbidas mencionadas en el apartado
anterior, la relacién observada con la afeccidn cardiovascular no puede
explicarse satisfactoriamente por la genética compartida’®>. Se ha
estimado que la psoriasis grave confiere riesgo relativo de ECV en el 25%
de los pacientes, independientemente de factores tradicionales como la
hiperlipidemia, el tabaquismo y la obesidad®®%3%7; y un riesgo absoluto
adicional del 6,2% de sufrir un evento adverso cardiovascular mayor
(MACE, del inglés Major Adverse Cardiovascular Event) (ej. infarto de
miocardio, ictus, muerte de causa cardiovascular) en los 10 afios
posteriores al diagndstico, en comparacion con la poblacion sana**88, Sin
embargo, aun hay dudas acerca de si la psoriasis per se es un factor de
riesgo independiente de ECV?, como asi lo evidencian la mayoria de

estudios>383-87,
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2.2. Manifestaciones cardiovasculares en pacientes con psoriasis
moderada-severa.

En los ultimos afios, se han desarrollado estudios con el objeto de
encontrar las vias y/o células responsables de la conexién entre la
psoriasis, los factores de riesgo cardiovascular y las ECV. Aunque los
mecanismos patogénicos subyacentes no estan claros, la alta prevalencia
de aterosclerosis® y los hallazgos de aterosclerosis subclinica%°® en estos
pacientes, incluso en aquellos con grado leve de la afectaciéon
cutdnea3??%%, apuntan a que este fendmeno podria ser el inicio del
puente entre la afeccidn cutanea y la vascular, ya que la aterosclerosis es

un proceso clave en el desarrollo de ECV?1%3,

Los mecanismos moleculares y el perfil de citocinas
proinflamatorias de las lesiones psoridsicas son notablemente similares a
los de las lesiones vasculares ateroscleroéticas (Figura 5), con un infiltrado
inflamatorio comparable de células T, macréfagos y monocitos’374%4%, En
el primer estudio que manifestd la relacidon entre psoriasis, inflamacién
sistémica y aterosclerosis??, se subrayaba la funcién endotelial alterada y
la extravasacion de leucocitos, principalmente linfocitos T -que vya
comentamos que tenia lugar en la fisiopatologia de las lesiones
psoriasicas-, como un paso temprano compartido en el proceso de
formacién de placa en la aterosclerosis y en la psoriasis®®. Veiamos
anteriormente las vias inflamatorias implicadas en la psoriasis (Figura 3).
Pues bien, en la aterosclerosis (Figura 5) la activacion endotelial en las
zonas donde se localiza la placa arterial naciente promueve la
extravasacién de monocitos y linfocitos y la subsiguiente liberacién de IL-
12 e IL-23 por macréfagos y células dendriticas. Las células Thl
diferenciadas promueven un mayor crecimiento de la placa
aterosclerdtica, mientras que las células Th17 promueven la formacion de

vasos y la hemorragia intraplaca®.
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INTRODUCCION

Todos los subtipos de células T implicadas en la patogenia de la
psoriasis también estan implicadas en la aterosclerosis’>’4%48; siendo los
linfocitos Th1%%%8 y los Th17°°1% |os que tienen el papel predominante en
ambos procesos (Figura 5), con la consecuente liberacién de mediadores
de inflamacion TNFa, IFNy e ILs como IL-1B, IL-22, IL-17°4%, propias de

Th1y Th17 que se encuentran elevadas en ambas afecciones®%-,
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Figura 5. Mecanismos inmunoldgicos comunes entre la psoriasis y la
aterosclerosis (imagen adaptada de Armstrong, 2011°%). IFN-y: interferén
gamma; IL: interleucina; Th: linfocitos T colaboradores; TNFa: factor de necrosis
tumoral alfa; Treg: linfocitos T reguladores.

En los estudios mas recientes, se ha remarcado la importancia de
la activacién de la via Th17 y de la propia IL-17, concretamente el subtipo
IL-17A, en el contexto de la inflamacién psoridsica y aterosclerética,
llegando a relacionarse la sobreexpresién de esta citocina en las lesiones
cutdneas con la existencia de un estado proaterogénico’®. Los niveles
elevados de IL-17 pueden conducir a un mayor debilitamiento de la capa
fibrosa, con la subsiguiente ruptura de la placa e infarto de miocardio®.

El conocimiento cada vez mayor sugiere que la via Th17 activada
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mediante 1L-23 puede ser el principal vinculo entre las manifestaciones

cutdneas y metabdlicas de la psoriasis'®2.

Otra de las caracteristicas compartidas por la psoriasis y la
aterosclerosis es el papel relevante de las células sanguineas. Citamos
anteriormente que en la psoriasis en placa se forman acumulos
intraepidérmicos de neutréfilos'®>?’; en la aterosclerosis, estos son
igualmente importantes: interacttan con el endotelio dafiado, aumentan
el reclutamiento de leucocitos a través de la secrecidn de mediadores
quimiotacticos y promueven el desarrollo de células espumosas, un
subconjunto de macrdéfagos que conduce a la aterosclerosis y predicen de
forma independiente la disfuncién endoteliall®®%4, La localizacién de
neutréfilos para desarrollar placas ateroscleréticas se ha demostrado en
modelos de ratén'®1% vy |esiones ateroscleréticas humanas!®’; su
presencia en trombos oclusivos y lesiones causantes de sindrome

coronario agudo sugiere un papel en la progresidn aterosclerétical®®.

En cuanto a los monocitos y macréfagos, su participacion ha sido
demostrada en ambas enfermedades. Se han detectado en las lesiones
psoridsicas®®1® y se ha demostrado su contribucién activa a la
propagacion y exacerbacién de la enfermedad!’®. Con respecto a la
aterosclerosis, en general, los macréfagos inflamatorios llevan a cabo
procesos que promueven su progresion, incluida la necrosis de la placay
el adelgazamiento de una capa protectora fibrosa''**'2, aunque también
llevan a cabo funciones que pueden suprimir la progresién de la placa y

promover su regresion*!2,

Por ultimo, las plaquetas también parecen contribuir activamente
en ambas patologias. Cada vez se reconoce mas su participacion en los
procesos inmunitarios e inflamatorios!'3. De hecho, los pacientes con

psoriasis tienen niveles elevados de marcadores de activacion plaquetaria
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(hiperagregabilidad plaquetaria espontdnea, volumen plaquetario medio,
niveles plasmaticos de P-selectina)!'*1>, La combinacién de diversos
indices de activacion plaquetaria ayudar a predecir la gravedad de la
psoriasis'!®. Mecanisticamente, se cree que las plaquetas activadas
facilitan la extravasacion de leucocitos!!® y es esa capacidad la que las
vincula con la aterosclerosis!'’'18, Ademads, su relevancia clinica en las
manifestaciones de ECV es evidente, ya que los farmacos inhibidores de
plaguetas son efectivos en el tratamiento y la prevencion de episodios

tromboembdlicos arteriales agudos*®.

La identificacién de las similitudes y mecanismos compartidos
entre la formacién de la placa psoriatica y la ateroesclerdtica evidencia
por qué ambas afecciones se retroalimentan mutuamente y coexisten con
frecuencia en un mismo individuo, pero si la afeccidn vascular es una
consecuencia del proceso cutaneo o una manifestacion acompafiante de
la enfermedad es tema de debate. Analizar la existencia de mecanismos
por los que la psoriasis moderada-severa desemboca de forma directa en
aterosclerosis y consecuentes ECVs, ayudaria a generar herramientas para

detener el dafio vascular en estos pacientes.
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2.2.1. Desarrollo de aterosclerosis en pacientes con psoriasis

moderada-severa.

La aterosclerosis es un fendmeno impulsado por Ia
inflamacién’*'2%, por lo que hace mas de una década se propuso el
caracter inflamatorio de la psoriasis como nexo entre la afeccién cutanea
y el desarrollo de aterosclerosis?®. La hipdtesis mecanistica mas apoyada
por la evidencia para explicar la capacidad de la psoriasis de actuar como
riesgo cardiovascular independiente se conoce cominmente como

marcha psoriasica y propone que la suma de:

factores ambientales desencadenantes de la psoriasis
(ej. infeccion, tabaco, etc.)
+
la inflamacion sistémica cronica
+

enfermedades concomitantes

resulta en el desarrollo de resistencia a la insulina. Esta resistencia
insulinica posteriormente induce disfuncion endotelial de los vasos
sanguineos, que daria lugar al endurecimiento de los mismos y a la
formacion de aterosclerosis que, en ultima instancia, podria desembocar
en un evento cardiovascular’3121122 A sy vez, los tres sumandos, a través
de los mecanismos compartidos y su base inflamatoria, podrian
retroalimentarse entre sil. Este concepto va en consonancia con el hecho
de que la inflamacidn persistente que implica la psoriasis va mas alla de la
piel y que es capaz de involucar multiples mecanismos sistémicos que la

convierten en un factor de riesgo cardiovascular independiente.

La resistencia a la insulina es un componente destacado de los

trastornos cardiovasculares por su implicaciéon en la generacién de
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disfuncién endotelial®®*?*, Son multiples los estudios que han
evidenciado la presencia clinica de resistencia a la insulina'?>'?¢ con su
consecuente disfuncién endotelial*?’13%, en los pacientes con psoriasis.
Ademas, se ha observado que, junto a los marcadores clasicos de
inflamacidn, en estos pacientes también se hallan elevadas las adipocinas
a niveles similares a los de los individuos prediabéticos'?>*31, La insulina
tiene un papel relevante en la homeostasis vascular!3>133, |a perpetuacion
de la inflamacién que experimentan los pacientes con psoriasis da lugar a
citocinas, adipocinas y factores angiogénicos que, generados en exceso,
son capaces de actuar como antagonistas de esta!3>'36 (Figura 6),
provocando asi la resistencia a la insulina, siendo el TNFa y la IL-6 los

principales responsables de este efecto!3*% (Figura 6).

Las adipocinas en general y la leptina en particular, ademas de
obstaculizar las funciones de la insulina, pueden impulsar la aterosclerosis
a través de la inmunomodulacidn directa en el tejido vascular'3>13¢, por
ejemplo, sobre las moléculas de adhesion (Figura 6) y a su vez promueven
aun mas la expresién de citocinas proinflamatoriasi®®. Se ha demostrado
que la elevacion de la leptina en los pacientes con psoriasis se correlaciona
con la gravedad de la enfermedad cutanea y con indices de aterosclerosis
subclinical®. La disfuncién del endotelio a la que desemboca la resistencia
a la insulina se traduce en un aumento de la permeabilidad de este a
particulas lipidicas y extravasacién de leucocitos, facilitando asi la
formacion de placas de ateroma®3’ (Figura 7) que, a su vez, contribuyen a
la liberacién de mas mediadores inflamatorios y metaloproteinasas de

137

matriz'*’/ que perpetuan la inflamacioén.
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Figura 6. Desarrollo de disfuncion endotelial a causa de la resistencia a la
insulina. eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial; ET-1: endotelina 1; ICAM-1:
molécula de adhesidn intercelular; Ins: insulina; IRS: sustrato del receptor de
insulina; MAPK: proteina quinasa activada por mitégenos; NO: dxido nitrico; NOX:
NADPH oxidasa; PKB/AKT: proteina quinasa B; Ras: proteina monomérica de la

familia de las proteinas G; ROS: especies reactivas de oxigeno.
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A la resistencia a la insulina se le suman lan anomalias lipidicas
presentes en estos pacientes, tanto cuantitativas como funcionales3%13°,
Los niveles medios de LDL oxidada (LDLox) en pacientes con psoriasis son

significativamente mas altos que los de los controles sanos**®

, lo que
muestra que la dislipemia que presentan los pacientes psoridsicos es
aterogénica. Las anomalias incluyen alteraciéon de la capacidad de
transporte inverso de colesterol de las HDL'*° lo que, en combinacidn con
la inflamaciéon  croénica, aceleran la enfermedad vascular

aterosclerética®®® (Figura 7).
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Un tercer mecanismo directo propuesto entre la psoriasis y el
desarrollo de aterosclerosis es la generacién de tejido adiposo
epicardico'® (Figura 7), ya que se ha informado que su presencia estd
aumentada significativamente en pacientes con psoriasis, y este es fuente
adicional de depdsito de grasa visceral y de citocinas inflamatorias que

estan asociadas con la enfermedad coronaria tanto subclinica como

clinica'®,
Factores CA
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|
- RIASIS «
" Tejido adiposo ™ | { \ »COMORE DADES
4 epicardico | | Inflamacién sistémica-< (ej.sindrome metabdlico)
(gresaylsceral) PCR /D, VEGF 7, E-selectina L6
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Figura 7. Mecanismos implicados en el desarrollo de aterosclerosis en pacientes
con psoriasis moderada-grave. Marcha psoriasica. HDL: lipoproteina de alta
densidad; IL: interleucina; LDLox: lipoproteina de baja densidad oxidada; PCR:
proteina C reactiva; TNFa: factor de necrosis tumoral alfa; VEGF: factor de
crecimiento vascular endotelial.

Una vez la capa de ateroma se establece en los pacientes
psoriasicos, son varios los factores que pueden promover el paso de su

fenotipo estable a uno inestable!3”:144142 entre ellos, el ambiente
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inflamatorio, capaz de activar las metaloproteinas de la matriz y la
apoptosis o necrosis celular contribuyendo a la desetabilizaciéon de la
placa**'%, De modo que la condicién inflamatoria que envuelve a la
psoriasis moderada-grave es un factor primordial tanto en el desarrollo
de las placas aterosclerdticas como en su posterior desestabilizacion,
aumentando el riesgo de ruptura y formacién de procesos tromboéticos,
gue en ultima instancia pueden desembocar en eventos cardiovasculares

como infarto de miocardio y accidente cerebrovascular.

3. PROCESO INFLAMATORIO Y TROMBOTICO.

3.1. Interaccidn leucocito-endotelio.

El proceso inflamatorio asociado con patologias como
aterosclerosis, infarto de miocardio o procesos de isquemia-reperfusion,
se caracteriza por una acumulacion excesiva de células leucocitarias en el
endotelio vascular!®®. El endotelio vascular es una monocapa continua de
células que cubre la superficie luminal de los vasos sanguineos y que
separa la sangre del tejido subendotelial. Es un tejido metabdlicamente
activo que interacciona con otras células y factores humorales regulando
el tono vascular y la permeabilidad, el trafico leucocitario, la agregacion
plaguetaria, la coagulacion, la fibrindlisis y la angiogénesis. Cuando el
endotelio es dafiado, este reponde generando una respuesta inflamatoria
localizada mediada por la acumulacidon leucocitaria, adhesion vy
agregacién plaquetaria y activacién de la coagulacidon sanguinea, que

puede dar lugar a procesos trombéticos**.

A nivel vascular, uno de los primeros estadios del proceso
inflamatorio lo constituye la interaccidn entre las moléculas de adhesién
del endotelio vascular y sus correspondientes ligandos existentes en la
célula leucocitaria implicada*®. Este proceso puede ser inducido por

diferentes estimulos y da lugar a la extravasacién de leucocitos desde el
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torrente circulatorio hasta el foco inflamado*®. La interaccién de los
leucocitos con las células endoteliales estd mediada por una cascada
secuencial de reacciones reversibles y transitorias entre estos dos tipos
de células'*’ (Figura 8). Las responsables Ultimas del acercamiento entre
leucocitos y endotelio son las moléculas de adhesién celular,
principalmente las integrinas y selectinas leucocitarias y sus
correspondientes ligandos endoteliales, inmunoglobulinas y selectinas,
respectivamente (Tabla 1). La mayoria de moléculas de adhesion son
constitutivas, pero ademas su expresion y/o su activacion en la superficie
celular de las células endoteliales puede ser estimulada en respuesta a

citocinas de cardcter inflamatorio u otros estimulos proinflamatorios*2.

Tabla 1. Moléculas de adhesidn principalmente implicadas en la
interaccion leucocito-endotelio.

MOLECULAS DE ADHESION
Leucocitarias | Endoteliales
LFA-1 (CD11a/CD18) [
En la mayoria de los leucocitos |
Integrinas Mac-1 (CD11b/CD18) g Superfamilia de
B2 Neutrofilos y monocitos . ICAM-1 i las i
CR4 (CD11c/CD18) 1 inmunoglobulinas
Linfocitos, monocitos y eosinofilos
Integrinas VLA-4 (CD49/CD29) . VCAM-1
B1 Monocitos y linfocitos [
. E-selectina
Selectinas L-selectina (CD62L) —— Selectinas
" P-selectina

LFA-1 (CD11a/CD18) se une a otros leucocitos y media la adhesion firme al
endotelio a través de ICAM-1 e ICAM-2; Mac-1 (CD11b/CD18) en neutrdfilos y
monocitos se une directamente al endotelio a través de ICAM-1; VLA-4
(CD49d/CD29) en linfocitos, monocitos y eosindfilos tiene afinidad por VCAM-1;
y, L-selectina, por E-selectina. CR4: complemento del receptor 4; ICAM-1:
moléculas de adhesion intercelular 1; LFA-1: antagonista del antigeno 1 asociado
con la funcién de los linfocitos; Mac-1: moléculas de adhesion celular 1; VCAM-1:
moléculas de adhesion celular vascular 1; VLA-4: antigenos de activacion tardia 4.

En la Tabla 1 se pueden observar las moléculas de adhesién mas
relevantes en la interaccidon leucocito-endotelio. Entre las integrinas
leucocitarias distinguimos la familia de las integrinas B1, también
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llamadas antigenos de activacion tardia (VLA, del inglés Very Late Antigen)
y las integrinas B2'%°. Las integrinas B1 contienen la subunidad B1 (CD29)
apareada a las diferentes subunidades a (CD49a-f), en este grupo destaca
la accion de la integrina conocida como antigeno de activacion tardia 4
(VLA-4, del inglés “very late antigen 4”). Las integrinas B2 incluyen LFA-1,
la molécula de adhesion celular 1 (Mac-1) y el complemento del
receptor 4 (CR4), comparten una subunidad B comin (CD18) y una
subunidad a (CD11) especifica para cada una de ellas, CD11a para LFA-1,
CD11b para Mac-1 y CD11c para CR4, Estas integrinas regulan sus
propiedades adhesivas mediante cambios conformacionales que
condicionan su afinidad por sus diferentes ligandos -baja, media o alta
afinidad-149150, En situacién de alta afinidad mantienen su conformacion
extendida, pudiendo unirse a los ligandos endoteliales. Ambos tipos de
integrinas son constitutivas y aparte pueden aumentar su expresion y/o,
en el caso de las B2, modificar su conformacion ante determinados
estimulos inflamatorios. Los ligandos endoteliales de las integrinas son
las moléculas de adhesién intercelulares ICAM-1 e ICAM-2 y las
moléculas de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1, del inglés Vascular
Cell-Adhesion Molecule 1)**°. Por otro lado, tenemos las , con
un importante papel en las primeras etapas del proceso de
enlentecimiento de los leucocitos sobre el endotelio. Los leucocitos
tienen L-selectina y sus posibles ligandos endoteliales son E y P-selectina.
En el caso de L-selectina, esta es excretada de la superficie de los
neutrdfilos cuando son activados!*”*>1, E y P-selectina solo se hallan en

moléculas endoteliales activadas'®’.

Inicialmente, en respuesta a un dafo previo, se incentiva la
expresion de mediadores que producen una rdpida activaciéon de
leucocitos y/o de células endoteliales resultando en el aumento de la

expresion de las moléculas de adhesiéon que actlan secuencialmente

46



iniciando enlaces que conducen a un enlentecimiento de la velocidad de
los leucocitos y a un incremento de su contacto con el endotelio!*’-
150 (Figura 8). En esta etapa participa fundamentalmente la familia de las
selectinas leucocitarias ( ) vy endoteliales ( y
)147-1%0 Una vez en contacto cercano con el endotelio, los
leucocitos comienzan el proceso de deceleracién conocido como
RODAMIENTO LEUCOCITARIO. En esta etapa van a participar,
mayoritariamente, las integrinas a4 (VLA-4), que interaccionan
principalmente con VCAM-1, y las integrinas 2 LFA-1 que interaccionan
en mayor medida con ICAM-1'*° (Figura 8). Si el estimulo persiste, los
leucocitos en fase de rodamiento se activan, se adhieren firmemente al
endotelio, difunden a través de la superficie celular y migran a través de

152 Asi, el siguiente paso en la cascada

la monocapa de células endoteliales
es la transicion de los leucocitos enlentecidos a adheridos. La ADHESION
FIRME se produce por interacciones entre integrinas leucocitarias activas
e inmunoglobulinas endoteliales sobreexpresadas a causa de la disfuncion
endotelial, dando lugar a una adhesion célula-célula proxima y estable. A
nivel endotelial, los ligandos de las integrinas van a aumentar su expresion
cuando el endotelio se active, aunque estas moléculas se encuentran
expresadas de forma constitutiva en el endotelio y pueden interaccionar
con sus ligandos leucocitarios sin que se produzca una activacion
endotelial previa. Tras producirse la unidn, las integrinas van a generar
multitud de sefales intracelulares que van a iniciar gran cantidad de rutas
de sefializacién celular, que conllevaran a una fase de post-adhesion y
estabilizacidn, llegando a la fase conocida como fortalecimiento de Ila
adhesion®™®, En este proceso de adhesién estable va a tener mucha
importancia el complejo formado por Mac-1/ICAM-1'*° (Figura 8). El
Gltimo paso es la MIGRACION leucocitaria a través de las uniones entre

células endoteliales y a través de la membrana basal perivascular
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(Figura 8). Los leucocitos activados, una vez han migrado a través de la
barrera endotelial, deben atravesar la matriz extracelular y dirigirse hacia

el lugar de la infeccién o inflamacidn extravascular'?®,

-
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Figura 8. Etapas del proceso de interaccion leucocito-endotelio (imagen
adaptada de Ley, 2007**°). Un estimulo proinflamatorio es capaz de incentivar la
activacion de leucocitos y/o células endoteliales. La interaccion entre leucocitos y
endotelio es un proceso secuencial, comienza con el enlentecimiento de la
velocidad de los leucocitos, en el que participan las selectinas leucocitarias y
endoteliales. Cuando el leucocito entra en fase de rodamiento, participan las
integrinas a4 (VLA-4) leucocitarias que interaccionan con VCAM-1 endotelial y las
integrinas B2 LFA-1 que interaccionan en mayor medida con ICAM-1. Si el
estimulo persiste, los leucocitos se adhieren al endotelio gracias a la interaccion
LFA-1/ICAM-1 y Mac-1/ICAM-1 endotelial. El complejo Mac-1/ICAM-1 serd muy
relevante para dar a la adhesion un caracter firme. El Gltimo paso es la migracion
leucocitaria. CR4: complemento del receptor 4; ICAM-1: molécula de adhesion
intercelular 1; LFA-1: antagonista del antigeno 1 asociado con la funcidén de los
linfocitos; Mac-1: molécula de adhesién celular 1; VCAM-1: molécula de adhesion
celular vascular 1; VLA-4: antigenos de activacion tardia 4.

3.2. Proceso trombético.

La inflamacidén tiene un papel fisioldégico esencial, pero su
perpetuacién en la vasculatura es capaz de romper el equilibro
homeostatico entre los factores procoagulantes, los anticoagulantes y la
fibrindlisis, promoviendo la formacién de placa aterosclerética y/o su
ruptura o fisura, estimulando el proceso trombético®> 194152, e| cual

constituye el mecanismo subyacente comun al desarrollo en las

principales ECVs®. Las interacciones leucocito-endotelio son cruciales
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para iniciar y propagar el desarrollo de lesiones aterosclerdticas, en las

que aumenta el riesgo de generarse trombosis arterial®>*>2,

A nivel celular, los trombos arteriales se componen principalmente
de plaquetas agregadas con capacidad para adherirse a la pared del vaso
lesionado (adhesién plaquetaria) y a otras plaguetas activadas
(agregacion plaquetaria)'®®. Las plaquetas activadas enlentecen su
rodamiento sobre la monocapa de células endoteliales a través de la
interaccion entre los receptores plaquetarios y sus ligandos endoteliales,
y comienzan a reclutar a otras plaquetas y leucocitos en circulacién
mediante la liberacion de una serie de mediadores como ADP/ATP,
tromboxano A2 y trombina, amplificando el proceso aterotrombdtico®®°.
La adhesion de las plaquetas al endotelio venular y arterial en procesos
inflamatorios agudos estd mediada por P-selectina'?’, la cual, ademas de
en el endotelio, se expresa en granulos intracitoplasmaticos de plaquetas,
y, al activarse, es traslocada a la membrana plasmatica, permitiendo la
interaccién con sus ligandos en diversos tipos celulares'#”:1>, La unién de
las plaquetas con los leucocitos se produce mediante la interaccidn de P-
selectina plaquetaria y el ligando glicoproteico-1 de la P-selectina (PSGL-
1) leucocitario, y se estabiliza gracias a la interaccion entre elcomplejo
glicoproteico Iba (GPlba) plaquetario y Mac-1 leucocitarial®®. Los
leucocitos ruedan sobre las plaquetas a través de la interacciéon PSGL-
1/P-selectina y posteriormente se unen a través de Mac-1,
interaccionando con receptores presentes en la membrana plaquetaria
como el complejo glicoproteico GPlba o ICAM-2%Y7. Las interacciones
adhesivas entre las plaquetas y las células endoteliales en los sitios
propensos a la aterosclerosis pueden mejorar el reclutamiento y la
activacién de los monocitos proaterogénicos®. A través de la liberacién
de moléculas proinflamatorias y moduladores de la respuesta bioldgica,

la interaccién entre plaquetas, células endoteliales y leucocitos establece
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una respuesta inflamatoria localizada que puede acelerar, a su vez, la

formacion temprana de sucesivas lesiones aterosclerdticas®.

4. IMPLICACION DEL TRATAMIENTO SISTEMICO DE LA
PSORIASIS MODERADA-SEVERA SOBRE LA COMORBILIDAD
CARDIOVASCULAR.

4.1. Tratamiento de la psoriasis.

Actualmente no existe una cura para la psoriasis, sino que, al ser
una afeccién crénica con etapas de remision y periodos de exacerbacion
o brotes, el objetivo del tratamiento es hacer desaparecer en la medida
de lo posible las lesiones cutaneas, y mantener la enfermedad en periodo
de remision, asi como controlar la inflamacién sistémica a largo plazo y la
aparicién y/o progresion de sus comorbilidades, todo ello con los menores
efectos secundarios posibles!®. Segin el Programa de Consenso

155 el tratamiento se considera exitoso si hay una mejora del 75%

Europeo
o mas del PASI (conocida como respuesta PASI 75), y un fracaso si no logra
un PASI de 50. Si la mejora queda entre el 50 y el 75% pero logra una
puntuacion DLQI igual o inferior a 5 también se considera éxito, mientras
gue si la puntuacién DLQI se mantiene superior a 5 se considera fracaso

del tratamiento.

En todos los casos de psoriasis se recomienda incluir un enfoque
terapéutico no farmacoldgico como coadyuvante al tratamiento de base,
independientemente de la severidad. Este incluye habitos de vida
saludables, medidas higiénico-cosméticas de cuidado de la piel y uso de
compuestos emolientes y/o hidratantes para evitar la sequedad,
descamacion e irritacion de la piel***®, Las estrategias farmacoldgicas
pueden clasificarse en 3 grandes grupos: el tratamiento farmacolégico
tépico, tratamiento sistémico con fototerapia o fotoquimioterapia y el

tratamiento sistémico farmacolégico; que pueden usarse en monoterapia
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o combinados3. La eleccidn de la terapia depende de la severidad, de la
presencia de enfermedades concomitates, la respuesta a tratamientos
previos, intolerancias, expectativas del paciente e incluso del acceso a la

atencidn médica®*7.

El tratamiento tépico con glucocorticoides y/o andlogos de la
vitamina D o inhibidores tdpicos de la calcineurina, principalmente, estd
indicado para las formas leves de la enfermedad o asociado a terapias
sistémicas en las formas de mayor gravedad. La fototerapia se considera
un tratamiento sistémico basado en el efecto antiinflamatorio vy
antiproliferativo de la radiacién ultravioleta. Consiste en la exposicién del
paciente a dicha irradiacidon en cabinas especializadas 2 a 3 veces por
semana. Puede administrarse sola o en combinacidn con otros
tratamientos tdépicos o sistémicos, como el psoraleno, que pretenden
sensibilizar la piel para aumentar la eficacia del tratamiento, en cuyo caso
hablariamos de fotoquimioterapia (por ejemplo, terapia basada en
psoralenos mas radiacion ultravioleta A [PUVA]), que se suele recomendar
en pacientes con psoriasis de moderada a severa. Hay un gran porcentaje
de pacientes con psoriasis de moderada a grave que requeriran

tratamiento sistémico farmacolégico®®'®. Las opciones de este grupo

son:

° Moléculas de pequeio tamafio via oral: agentes inmunosupresores
sistémicos (metotrexato, ciclosporina y apremilast), ésteres del
acido fumarico, acitretina.

° Farmacos bioldgicos que actuan contra el TNFa (adalimumab,

etanercept, infliximab, certolizumab), contra las IL-12 y 23
(ustekinumab), la IL-17 (secukinumab, brodalumab e ixekizumab) o

contra la IL-23 (guselkumab, tildrakizumab y risankizumab)*°8,
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4.1.1. Terapias sistémicas con pequeinas moléculas.

Los agentes terapéuticos de este grupo son de administracion oral,
con la excepcidon de metotrexato, que también estd disponible para
administracién subcutdnea. El metotrexato, la ciclosporina y la acitretina
son considerados terapias inmunomoduladoras convencionales, puesto
que llevan usdndose para esta indicacion mdas de 25 afios. Como
moléculas pequefias de posterior incorporacion tenemos apremilast,
incluido en 2015%°. Hay guias que también incluyen en este grupo los
ésteres del acido fumadrico, ya que se aprobaron hace mas de 25 afos en
Alemania, pero no ha sido hasta 2017 que se ha aprobado su uso clinico

en Europa.

e Metotrexato (MTX):

Andlogo del acido fdlico que inhibe la dihidrofolato reductasa
bloqueando la biosintesis de purinas y con ello la proliferacion celular. En
el caso del tratamiento de la psoriasis, es efectivo a concentraciones que
no llegan a inhibir la proliferacién de los queratinocitos, con que su
mecanismo antiiflamatorio completo aun estd en proceso de
esclarecerse, pero probablemente esté relacionado con sus efectos sobre
las células T, alterando el balance entre los linfocitos Th y los Treg, lo que
reduciria la formacion de factores proinflamatorios, metaloproteinasas y
especies reactivas de oxigeno (ROS)*>%163, Estudios recientes apuntan a
que esto lo podria llevar a cabo regulando al alza los niveles de
adenosina®®®'%, un nucledsido de purina ubicuo con propiedades
antiinflamatorias!®1¢, Un estudio retrospectivo reciente informé que el
33%, 47% y 64% de los pacientes alcanzaron una respuesta exitosa al
tratamiento a los tres, seis y doce meses, respectivamente'®’. Sus posibles
efectos secundarios mas comunes son a nivel gastrointestinal, leucopenia,
fibrosis pulmonar y elevacidn de las transaminasas hepdticas, la

intolerancia por parte de algunos pacientes y su teratotoxicidad. A pesar
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de ellos, sigue siendo un farmaco de primera linea y de uso frecuente, el
estrecho seguimiento de la funcién hepatica y el recuento sanguineo

completo hacen factible una administracion a largo plazo?®.

e Ciclosporina:

Inhibidor de la calcineurina, con lo que consigue una reduccién de
la transcripcion de la IL-2, y con ello la inhibicién de la estimulacion y
diferenciacion de los linfocitos Th. Su efecto inmunosupresor es rapido y
reversible, con lo que es capaz de reducir rdpidamente la severidad de las
lesiones, por eso se emplea como terapia intermitente a corto plazo
inductora de remision de la enfermedad. Como terapia de mantenimiento
se recomienda solo hasta un maximo de dos afos porque sus potenciales
efectos secundarios son importantes (hipertension, linfoma,
hepatotoxicidad y nefrotoxicidad), y algunos de ellos, en especial la
nefrotoxicidad, dependientes de la duracion del tratamiento y de la

dosis168169,

e Acitretina:

Retinoide —molécula andloga de la vitamina A- que normaliza la
proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos mediante la union al
receptor de retinoides!’®'’!, La queilitis es el efecto secundario mas
comun que aparece de forma dosis-dependiente en todos los pacientes.
Otros efectos adversos incluyen conjuntivitis, efluvio, hepatitis vy
teratogenicidad®®. Es mejor evitar el tratamiento con retinoides en
mujeres en edad fértil debido a los riesgos para el feto en desarrollo y la
necesidad de utilizar métodos anticonceptivos dos afos después de la

interrupcién del tratamiento.

e Esteres de acido fumarico (EAF):
Pequefias moléculas con propiedades inmunomoduladoras e

antiinflamatorias!’>73. No se conoce con exactitud su mecanismo, pero
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se cree que implica una interaccién con el glutatién, que, entre otros
mecanismos, inhibe la actividad transcripcional de NF-kB promoviendo un
cambio de respuesta proinflamatoria via Th1/Th17 a una respuesta
antiinflamatoria reguladora Th2'74%75, Su uso por via oral, en forma de
combinacion de dimetilfumarato y monoetilfumarato (DMF/MEF), esta
autorizado Unicamente en Alemania, para el tratamiento de la psoriasis
grave y también la moderada, donde es un fairmaco de primera linea'’s;
en 2017 se reformulé exclusivamente con DMF y fue aprobado para el

tratamiento de la psoriasis en la Unién Europea, Islandiay Noruega®®.

o Apremilast:

Es un inhibidor de la fosfodiesterasa 4 (PDE4), con lo que consigue
reducir la expresion de TNFa, IFNy, IL-17 e IL-23, entre otras, e
incrementar IL-10. Ademas, se ha demostrado que tiene amplios efectos
antiinflamatorios sobre queratinocitos, fibroblastos y células
endoteliales'’”’. Es el primer medicamento de su grupo farmacolégico
aprobado en Espafia para el tratamiento de la psoriasis, aunque debido a
su modesto perfil de eficacia observado hasta la fecha queda destinado a
los casos de pacientes que tienen contraindicado o no toleran otros
tratamientos sistémicos o la fototerapia®’®. Su principal ventaja respecto
a los anteriores es que no es necesario realizar ajuste de dosis en
pacientes de edad avanzada, insuficiencia hepatica o en aquellos con
insuficiencia renal leve o moderada, ni requiere una monitorizacion
rutinaria de los parametros hematoldgicos. Los eventos adversos mas
comunes fueron a nivel de tracto gastrointestinal (nduseas y diarrea) y
tracto respiratorio superior (infecciones y nasofaringitis), fueron de
naturaleza leve y se resolvieron espontdneamente?®. No debe combinarse

con bioldgicos”®,

En general, las terapias convencionales requieren un estrecho
seguimiento clinico debido a los efectos secundarios frecuentes que
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afectan principalmente al rifidn y al higado. Los posibles efectos
secundarios de EAF y apremilast no suelen poner en peligro la vida, pero

pueden ser suficientes para justificar la interrupcion?®.

4.1.2. Terapias sistémicas biolégicas con anticuerpos

monoclonales.

Los medicamentos biolégicos se definen como aquellos cuyo
principio activo se obtiene a partir de células u organismos vivos o de
sustancias procedentes de éstos (o sus versiones producidas en el
laboratorio)*®°. La mayoria de medicamentos bioldgicos de uso clinico
actual contienen sustancias activas hechas de proteinas, de tamafio y
complejidad variables, abarcando desde proteinas simples como la
insulina o la hormona del crecimiento hasta otras mas complejas como los

factores de coagulacidn o los anticuerpos monoclonales!,

En los ultimos 15 afios han empezado a incorporarse este tipo de
agentes bioldgicos al arsenal terapéutico de la psoriasis, revolucionando
su tratamiento gracias a su excelente perfil de eficacia, seguridad y
tolerabilidad®*®'8!, respaldado por multiples estudios a largo plazo en
reumatologia, gastroenterologia y dermatologia. Al contrario de lo que
ocurre con otros tratamientos sistémicos convencionales, ninguno de los
medicamentos bioldgicos se ha asociado con efectos adversos especificos
para un drgano, sin embargo, su uso se sigue viendo limitado por su

elevado coste?®®,

Los farmacos bioldgicos utilizados para la psoriasis son en su
mayoria anticuerpos monoclonales que actuan sobre vias inflamatorias
especificas y se administran por via subcutanea (a excepcion de infliximab,
que es de administracion intravenosa) en diferentes programas
semanales. En general, en el tratamiento de las enfermedades

inmunomediadas los farmacos empleados tendran efecto
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inmunosupresor total o parcial, por lo que habra que tener cuidado en los
pacientes con infecciones activas. Actualmente, los productos bioldgicos
incluidos en el esquema terapéutico de la psoriasis se dirigen a dos vias
cruciales en el desarrollo y la cronicidad de la placa psoriasica: la

sefializacion de TNFa y del eje IL-23/Th1716:181-183,

4.1.2.1. Sefalizacion TNFa: bioldgicos anti-TNFa.

Los inhibidores de TNFa son los que mas tiempo llevan en uso, para
esta y otras patologias, por lo que se consideran farmacos bioldgicos de
primera generacién. Actualmente hay cuatro medicamentos en esta
categoria: adalimumab (ADA), etanercept (ETA), infliximab (INF) y

certolizumab ®17°13% (Tabla 2).

Tabla 2. Farmacos biolégicos inhibidores de TNFa.

Nombre Tipo Mecanismo Via de
administracién

Etanercept | Proteina de fusion humana|lInhibicion competitiva de la unién|Subcutdnea.
(uso clinico |recombinante obtenida de la|del TNF al TNFR de la superficie
para psoriasis | fusion de la porcion del receptor|celular impidiendo la respuesta
en Europa de TNF que actia como ligando|celular mediada por el TNF
desde 2004) |del TNFa con la porcién constante |provocando que el TNF sea
de un anticuerpo IgG1, (es el|biolégicamente inactivo. Actuaria

unico que no es un AcM). como un “falso receptor” del TNFa.
Adalimumab |Anticuerpo  IgG1  monoclonal Subcutédnea.
(2007) completamente humano
recombinante contra TNFa .
Infliximab Anticuerpo  1gG1  monoclonal Perfusion
(2005) quimérico murino-humano intravenosa
recombinante contra TNFa. Neutralizan la actividad del TNFa al|jenta (min. 2
unirse a su forma soluble y unida a|horas) durante
la membrana. 2 horas).
Certolizumab |Fragmento de la fraccion de Subcuténea.

pegol (2018) |unién al antigeno (sin region
constante) de un anticuerpo
monoclonal humanizado
recombinante contra TNFa,
conjugado con polietilenglicol.

AcM: anticuerpo monoclonal; Ig: inmunoglobulina; TNFR: receptor de TNF.

Los anti-TNFa muestran diferentes tasas de respuesta PASI 75: 52%
para etanercept, 59% para adalimumab y 80% para infliximab?8.
Etanercept fue el primer inhibidor de TNFa aprobado por la Food and

Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos para la psoriasis’®;
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mientras que en Espafia fue adalimumab el primer inhibidor de este
grupo en recibir la autorizacién para el uso en primera linea de adultos
con psoriasis en placas moderada a grave que son candidatos para terapia
sistémica. La naturaleza quimérica del infliximab podria contribuir a un
mayor potencial inmunogénico del farmaco, lo que a su vez podria influir

186 por lo que en su caso la duracién

en la supervivencia del farmaco
maxima del tratamiento es limitada a un afio. Ademas, su via de
administracion impide su administracién domiciliaria. A certolizumab
pegol la conjugacidon con polietilenglicol le atribuye una serie de mejoras
biofarmacéuticas que incluyen una vida media aumentada y una
inmunogenicidad reducida’®. A diferencia de otros agentes anti-TNFa, no
se transporta activamente a través de la placenta, por lo que posee la gran

ventaja de estar aprobado para su uso durante el embarazo y la

lactancia®7?,

Los efectos adversos mas frecuentes en este grupo son infecciones
leves, diarrea, rash cutaneo y reacciones en el punto de inyeccidn. Dentro
de los mas graves encontramos la reactivacién de infecciones latentes
como la hepatitis B y C o tuberculosis, lupus inducido por farmacos,
trastornos desmielinizantes del sistema nervioso central y reacciones
paraddjicas como psoriasis y lesiones cutdneas psoriasiformes!’®18818 gp
cuanto al caso concreto de la tuberculosis, su riesgo de reactivacion se
considera mayor con terapias bioldgicas anti-TNFa, que con el resto de
terapias bioldgicas que veremos a continuacion®®®, Infliximab y etanercept
se han asociado con un empeoramiento de la insuficiencia cardiaca
preexistente y, en consecuencia, los bloqueadores del TNF estan
contraindicados en pacientes con insuficiencia cardiaca grave (clase Ill o
IV de la New York Heart Association). Los pacientes con enfermedades
menos graves deben ser controlados cuidadosamente y sometidos a un

seguimiento regular por un cardiélogo®.
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4.1.2.2. Sefializacion en el eje IL-23/Th17.

Como se ha descrito, en la patogenia de la psoriasis la citocina IL-
23 es clave para la diferenciacion y proliferaciéon de Th17 y Th22, y la IL-17
liberada por los linfocitos Th17 es de gran relevancia en el desarrollo de
las lesiones. Actualmente, se encuentran disponibles tres anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a IL-17: secukinumab (SEC) e ixekizumab,
gue bloquean IL-17A; y brodalumab, que estd dirigido contra el receptor

A de |L-1716:179.184 (Tabla 3).

Tabla 3. Farmacos biolégicos inhibidores de IL-17.

Nombre Tipo Mecanismo Via de
‘ administracién
Secukinumab |Anticuerpo 1gGlk monoclonal Neutraliza la actividad del | Subcutdnea.
(2015) completamente humano | homodimero de IL-17A al unirse
recombinante contra IL-17A. selectivamente a ella con gran
especificidad y afinidad y antagoniza
el heterodimero IL-17A/F.

Ixekizumab | Anticuerpo 18G4 monoclonal  Neutraliza la actividad del | Subcutanea.
(2016) humanizado  dirigido  contrahomodimero de IL-17A al unirse
contra IL-17A. selectivamente a ella con gran
especificidad y afinidad y antagoniza
el heterodimero IL-17A/F.
Brodalumab |Anticuerpo 1gG2 monoclonal |Bloquea la actividad bioldgica de las|Subcutanea.
2018) completamente humano | citocinas IL-17A, IL-17F,
recombinante contra IL-17RA. heterodimero IL-17A/F, IL-17C e IL-
17E (también conocida como IL-25),
al unirse a la proteina IL-17RA que se
expresa en la superficie celular y es
componente necesario de los
receptores que utilizan dichas
citocinas.

Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; AcM: anticuerpo monoclonal; TNFR:
receptor de TNF; IL-17RA: receptor de IL-17A.

Los bioldgicos dirigidos a IL-17 son de accidn rapida, con efecto ya
en la primera semana de tratamiento, y un perfil de seguridad

satisfactorio®11%4,

Secukinumab fue el primer inhibidor de IL-17A
aprobado para la psoriasis en 2015, cuenta con una probabilidad
significativa de alcanzar PASI 75 ya en la primera semana de tratamiento
e incluso de mantener PASI 100 después de un afio*®%1%2, Secukinumab e
ixekizumab han demostrado su eficacia para la psoriasis del cuero

cabelludo y las ufias, que son dos variantes clinicas resistentes a las
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terapias tdpicas convencionales. Los principales eventos adversos de este
grupo fueron candidiasis, neutropenia, nasofaringitis, enfermedad
inflamatoria intestinal, infeccion del tracto respiratorio superior y
artralgia y depresidn y riesgo de suicidio en el caso de brodalumab%>-1%7,
Las infecciones por candida son mas frecuentes en pacientes que reciben
secukinumab e ixekizumab, en comparacion con anti-TNFa, porque la
sefializacién de IL-17 es fundamental para la defensa aguda contra
infecciones flngicas y bacterianas extracelulares!®®. No obstante, no se
trata de infecciones graves y no suelen justificar la interrupcién del
tratamiento. El hecho de que la respuesta con secukinumab se mantenga
aun después de la cesién del farmaco sugiere que dirigirse a la
sefializacién de IL-17 ejerce algun efecto modificador de la enfermedad
gue podria conseguir restablecer la homeostasis de la via inflamatoria en

algunos pacientes.

La citocina IL-23 es un dimero compuesto por las subunidades p40
y pl9, siendo ambas claves para su inhibicion. Ademas, p40 no es
exclusivo de IL-23, sino que se comparte con IL-12, citocina implicada en
la diferenciacion de las células T virgenes en Th1, por lo que los farmacos
dirigidos frente a esa subunidad bloquearan tanto la activacién de Th17y
Th22, como de Th1l. Los inhibidores de IL-23 actualmente disponibles son:
ustekinumab (UST) (inhibe conjuntamente IL-23 e IL-12), guselkumab,

tildrakizumab y risankizumab'®17%% (Tabla 4).
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Tabla 4. Farmacos biolégicos inhibidores de IL-12/23 o IL-23.

Nombre Tipo Mecanismo Via de
administracion

Ustekinumab |Anticuerpo 1gGlk monoclonal|Inhibe la bioactividad de la IL-12 y la|Subcutdnea.

(2009) completamente humano|IL-23 humanas al impedir la unién
recombinante contra lajde p40 a la proteina receptora IL-
subunidad p40. 12RB1, expresada en la superficie de
las células inmunitarias.
Guselkumab |Anticuerpo 1gG1A monoclonal Subcutanea.
(2017) completamente humano dirigido

contra la subunidad p19.
Tildrakizumab | Anticuerpo IgG1/k monoclonal Neutraliza la actividad de IL-23 al|sypcutdnea.

(2018) humanizado dirigido contra la|unirse selectivamente a ella con

subunidad p19. gran especificidad y afinidad.
Risankizumab |Anticuerpo  IgG1  monoclonal Subcutanea.
(2019) humanizado dirigido contra Ila

subunidad p19.

AcM: anticuerpo monoclonal; Ig: inmunoglobulina; IL: interleucina; IL-12RB1:
receptor de IL-12 beta 1.

Ustekinumab fue el primer bioldgico aprobado para la psoriasis
después de los inhibidores de TNF-a. En los estudios comparativos con los
anti-TNFa se observo que la vida media de este es significativamente mas
prolongada. La eficacia clinica de ustekinumab mostro el papel crucial de
la via 1L-23/Th17 y el beneficio adicional de inhibir también IL-12, e
impulso el desarrollo de farmacos dirigidos frente a IL-23, naciendo asi
guselkumab, tildrakizumab y risankizumab con especificidad por p19,
todos ellos con gran eficacia clinica'®?%2, Guselkumab mostré
superioridad clinica en comparacién con adalimumab®®®. Los principales
efectos adversos de este grupo incluyen nasofaringitis, infecciéon del
tracto respiratorio superior, reaccién en el punto de inyeccién, dolor de
cabeza y cansancio. Los pacientes tratados con risankizumab fueron
seguidos durante 48 semanas después de la Ultima inyeccién en la semana
16, y una cuarta parte de ellos mostré un PASI 100 mantenido?°.
Actualmente se estd estudiando si la inhibicion de IL-23 tiene el potencial
de modificar el curso de la enfermedad, aunque el fdrmaco ya se haya

eliminado, como sucede con los anti-IL17.
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4.1.2.3. Biosimilares.

En los ultimos afos estan llegando a su fin las patentes de muchos
de los productos bioldgicos y estan ingresando al mercado versiones
biosimilares que empiezan a incorporarse al arsenal terapéutico de la
psoriasis y a otorgar mayor accesibilidad de los pacientes a los biolégicos.
Actualmente hay ocho biosimilares de adalimumab, cuatro biosimilares

de infliximab y dos biosimilares de etanercept aprobados en Europa®.

4.1.3. Esquema terapéutico actual de la terapia sistémica en psoriasis
moderada-severa.

Aproximadamente un 20% de los casos de psoriasis son
considerados de grado moderada-severa'?, lo cual quiere decir que un
alto porcentaje de los pacientes requerira una terapia sistémica. El panel
de expertos del Grupo Espaiol de Psoriasis de la Academia Espanola de
Dermatologia y Venereologia (AEDV) alcanzdé un acuerdo sobre las
indicaciones del tratamiento sistémico en el manejo de la psoriasis
moderada a severa, siendo los criterios para comenzar el tratamiento
sistémico cualquiera de los siguientes puntos!®?:

- PASI superior a 10.

- Formas extensas de psoriasis (BSA >5 - 10 %, la National Psoriasis
Foundation recomienda BSA > 3 %).

- Psoriasis que no se controla con medicacién tépica.

- Psorisis moderada a severa en pacientes no aptos para
fototerapia.

- Recaidas rapidas (menos de 3 meses después de retirar el
tratamiento).

- Limitaciones funcionales (palmoplantar, genital).

- Compromiso de areas visibles (cara).

- Percepcion subjetiva de gravedad (DLQI > 10).

- Psoriasis eritrodérmica o psoriasis de tipo pustulosa extensa.
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Para la eleccion de uno u otro tratamiento sistémico, deben
tenerse en cuenta las caracteristicas de la enfermedad (gravedad y
ubicacién de las lesiones), del paciente (edad, historial de tratamiento,
comorbilidades) y de los propios farmacos disponibles. La guia clinica de
2020 propuesta por el grupo EuroGuiDerm?® sugiere un esquema de
tratamiento base (Figura 9) para que los distintos paises lo adapten
acorde a sus propias recomendaciones, regulaciones locales y

disponibilidad de cada grupo de farmacos.

TRATAMIENTOS DE PRIMERA LINEA

ACITRETINA W ‘ ADALIMUMAB (anti-TNFcr) ‘
‘ CERTOLIZUMAB (anti-TNFa) ‘
CICLOSPORINA Respuesta inadecuada, |I

contraindicado o no BRODALUMAB (anti-IL-17)

FUMARATOS tolerado
IXEKIZUMARB (anti-1L-17)
METOTREXATO -
SECUKINUMAB (anti-1L-17)

GUSELKUMAB (anti-1L-23)

medicamentos convencionales, elija uno de los RISANKIZUMAB (anti-IL-23)

Si no es posible el éxito del tratamiento con los
farmacos bioldgicos de primera linea

TILDRAKIZUMAB (anti-IL-23)

TRATAMIENTOS DE SEGUNDA LINEA

APREMILAST (PDE4)
(si se prefiere oral)

‘ ETANERCEPT (anti-TNFu) ‘

‘ INFLIXIMAB({anti-TNFc) ‘

USTEKINUMAB (anti-IL-23)

Figura 9. Esquema terapéutico para la psoriasis en placa moderada-severa
segun las indicaciones aprobadas por la Agencia Médica Europea (esquema
adaptado de Nast, 2020)10. PDE4: inhibidor de la fosfodiesterasa 4.

Esta guia esta basada en los datos sobre seguridad y eficacia, pero
ademads tiene en cuenta el tiempo que un tratamiento ha estado
disponible, ya que la informacidn sobre efectos secundarios raros y datos

de seguridad a largo plazo generalmente se vuelve mas sélida con el
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tiempo, y el nimero de pacientes tratados con el farmaco a lo largo del
tiempo ("pacientes-afios")!°. Es por ello que los tratamientos
considerados tradicionales encabezan la lista. Ademds, MTX es una de las

terapias sistémicas mas accesibles en términos de coste.

El ultimo metaandlisis disponible en la base de datos
Cochrane mostré que los anti-IL17, seguidos de anti-IL23, anti-IL12/23 y
anti-TNFa superaron a las moléculas pequefias y a los agentes sistémicos
convencionales en efectividad a la hora de alcanzar PASI 908!, ademas de
haber demostrado ampliamente mayor tolerabilidad y menos efectos
secundarios que los tratamientos convencionales'8:2%, Sin embargo, y a
pesar de que estos datos se estan confirmando con el paso del tiempoy
el numero de pacientes tratados al afio, el principal inconveniente del uso
de la terapia bioldgica en la practica clinica sigue siendo su elevado
costel®1%6182  pDe hecho, los tratamientos bioldgicos suelen ser
posicionados como terapias de segunda o tercera linea por los organismos
reguladores®®!. A apremilast se le aplican restricciones similares a los
bioldgicos por la falta de conocimientos de seguridad a largo plazo, pero
también por consideraciones econdmicas, aunque parece ser mas eficaz

que los inmunosupresores convencionales?®?,

Debido a sus costes y a la existencia de la terapia convencional, los
pacientes deben reunir criterios obligatorios antes de ser considerados
para estos tratamientos®?. Asi lo acordd también el panel de expertos del
Grupo Espafiol de Psoriasis de la AEDV, considerando que, aunque la
toxicidad de la terapia sistémica cldsica es mayor que la de las terapias
bioldgicas, el coste y la eficiencia son importantes a la hora de indicar un
tratamiento sistémico. Los criterios que se consideran para decidirse por
el tratamiento con medicamentos bioldgicos son cualquiera de los

siguientes puntos'®?:
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- Pacientes en los que no se consigue un control eficaz de la
enfermedad con los medicamentos sistémicos disponibles, solos
o en politerapia.

- Pacientes que experimentan una rapida recidiva (en el plazo de 3
meses) tras suspender el tratamiento.

- Pacientes que necesitan dosis altas del tratamiento sistémico
convencional (con riesgo de efectos adversos debido a su
toxicidad).

- Pacientes que no toleran el tratamiento sistémico o que tienen
un alto riego de toxicidad con MTX, ciclosporina, acitretina o
fototerapia, incluso en ausencia de anomalias analiticas.

- Pacientes con comorbilidades para las cuales estan

contraindicados el MTX o la ciclosporina.

La mayoria de las guias clinicas no recomiendan ningln agente
biolégico concreto, sino que abogan por individualizar cada caso,
teniendo en cuenta factores del paciente (edad, riesgo de efectos
adversos, peso y la presencia de comorbilidades), su historial de
tratamiento (tratamientos previos, recaida rapida después del
tratamiento, actividad de la enfermedad intermitente o continua), las
caracteristicas de la enfermedad (gravedad e inestabilidad), la posibilidad
de adherencia a la terapia y la ruta de administracién, y por supuesto, las
caracteristicas de cada bioldgico, con la tasa de eficacia (PASI 75 o PASI
90) y el mantenimiento de la respuesta como parametros a
considerart®2204205 | 3 presencia de psoriasis inestable es determinante
en la eleccién del tratamiento de accién rdpida y el paciente calificado
debe participar en la eleccién del tratamiento®®?. El Grupo Espafiol de
Psoriasis propone que en el caso de una falta o pérdida de respuesta a un
agente anti-TNFaq, las opciones incluyen cambiar a otro agente anti-TNF o

ustekinumab, aunque no hay un acuerdo en que la opcién recomendada
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deberia ser cambiar a ustekinumab*®2. Cuando el motivo del cambio es un
evento adverso de efecto de clase, la opcidon recomendada es cambiar a
una clase de fairmaco diferente'® y estdn de acuerdo en que los biolégicos
deben ser prescritos por dermatdlogos con experiencia en el manejo de

la psoriasis con agentes sistémicos cldsicos y agentes biolégicos!®.

La cuestion de si los productos bioldgicos deben considerarse una
terapia de primera linea sigue siendo tema de debate entre los propios
expertos en el drea'®. En la mayoria de los ensayos clinicos con agentes
bioldgicos realizados como parte del proceso de aprobacién del farmaco,
el Unico criterio de inclusion utilizado fue la presencia de psoriasis en
placas de moderada a grave (PASI > 10-12), pero en la practica diaria son

182 Gj bien el

mas las circunstancias a tener en cuenta para la prescripcion
coste y la eficiencia son factores importantes a considerar a la hora de
indicar un tratamiento con bioldgicos, deberia considerarse secundario a

criterios clinicos relevantes para la salud del paciente.

4.2. Repercusion del tratamiento sistémico sobre la comorbilidad
cardiovascular.

La hipodtesis de que la cascada inflamatoria activada en psoriasis
contribuye al proceso aterosclerético ha sentado las bases para suponer
gue la terapia antiinflamatoria podria, teéricamente, mejorar también la
aterosclerosis y reducir el riesgo de MACEs. Conocer el nivel de afectacion
sistémica del paciente seria clave para la elecciéon de un tratamiento
6ptimo capaz de controlar los mecanismos subyacentes que promueven
la aparicion de comorbilidades que acaban convirtiéndose en
complicaciones importantes de la enfermedad. Igual que la fototerapia y
los tratamientos tépicos mejoran los sintomas cutaneos localizados, pero
apenas afectan a las causas subyacentes de la enfermedad?®®, dentro del

arsenal de tratamientos sistémicos pueden existir diferencias en el grado
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de actuacidn sobre la inflamacién generalizada. Averiguar la repercusion
cardiovascular de las distintas terapias permitiria la optimizacién del

esquema terapéutico de la psoriasis moderada-grave.

Ha sido con la introduccién de las terapias bioldgicas que han
aumentado notablemente las expectativas del control sobre la
comorbilidad cardiovascular, mas que con los tratamientos
convencionales. Los datos de estudios retrospectivos apoyan que ciertos
agentes sistémicos, especialmente MTX y los bioldgicos, pueden tener un
efecto cardioprotector reduciendo la probabilidad de que los pacientes
con psoriasis desarrollen una ECV3#°6207210 gynque actualmente no estd
claro si alguna de estas terapias podria alterar el riesgo de desarrollo de

ECV.

La hipdtesis de trabajo que motiva la presente tesis doctoral es que
los farmacos antiinflamatorios biolégicos incluidos en el esquema
terapéutico de la psoriasis podrian tener la capacidad de mejorar la
funcidn vascular, de forma independiente o no a su efecto sobre la clinica
cutanea, y reducir el riesgo cardiovascular en los pacientes con psoriasis
moderada-severa, lo que unido a su ventajoso perfil de seguridad con
respecto a las terapias convencionales, aumentaria su potencial
terapéutico y podria ser una razén de peso para replantear la posicion de
estos farmacos en el algoritmo general de tratamiento de la psoriasis de

moderada a grave.
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El objetivo general de esta tesis es doble: (1) evaluar el impacto de

la psoriasis en la disfuncién vascular y (2) comparar la capacidad de

distintos farmacos sistémicos utilizados en el tratamiento de la psoriasis

moderada-grave (farmacos anti-TNFa, anti-IL17, anti-IL12/23 vy

metotrexato) de mejorar la inflamacidn vascular.

Para ello, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

1. Enun modelo murino de psoriasis:

1.1.

1.2.

1.3.

Valorar el potencial de la psoriasis como factor de riesgo
cardiovascular independiente, comprobando su asociacidon con
la existencia de disfuncion vascular, medida como interaccion

leucocito-endotelio.

Determinar el incremento del riesgo protrombadtico causado por

la presencia de la enfermedad.

Evaluar el impacto in vivo de los farmacos bioldgicos
(adalimumab, etanercept, infliximab, secukinumab vy
ustekinumab) y de la terapia convencional (metotrexato) sobre
los parametros de disfuncion vascular (interaccién leucocito-
endotelio) y el riesgo protrombodtico asociado a la psoriasis

inducida.

2. En muestras de pacientes con psoriasis moderada-grave:

2.1

2.2.

Analizar la existencia de disfuncidén vascular en pacientes que
aun no reciben tratamiento sistémico, mediante el estudio de
moléculas de adhesidn leucocitarias y parametros de interacciéon

leucocito-endotelio.

Evaluar el impacto de los diferentes farmacos bioldgicos (anti-
TNFa, anti-IL17A y anti-1L12/23) y del tratamiento sistémico

clasico (metotrexato) sobre la inflamacidn vascular
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2.3.

(i) en pacientes con psoriasis en fase de remisién por
tratamiento con uno de los farmacos mencionados, asi como
(ii) en pacientes naive con psoriasis activa que comienzan
tratamiento con terapia bioldgica, observando en estos la
progresion en el tiempo de la interaccién leucocito-endotelio y

de la expresién de moléculas de adhesidn leucocitarias.

Investigar la repercusién de los complejos plaqueta-leucocito en
la psoriasis como potencial nexo con el desarrollo de eventos

cardiovasculares.
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1. MATERIAL.

1.1. Farmacos empleados.

Los medicamentos bioldgicos empleados en esta tesis fueron
adquiridos en colaboracidn con el Servicio de Farmacia del Hospital Clinico
Universitario de Valencia (Espafia). Adalimumab (Humira®), etanercept
(Enbrel®), secukinumab (Cosentyx®) y ustekinumab (Stelara®), con
formato de solucidn inyectable en jeringas o plumas precargadas, se
diluyeron en solucion salina fisiolégica (NaCl 0,9%) para los experimentos
in vivo. Infliximab (Remicade®), en formato polvo para su administraciéon
por perfusion, se disolvié a temperatura ambiente, sin dificultad, en
solucion salina fisiologica (NaCl 0,9%) para los experimentos in vivo. Las
diferentes concentraciones de cada farmaco se realizaron de mayor a
menor de forma seriada, siguiendo el mismo procedimiento para cada
uno de ellos. Metotrexato (Sigma-Aldrich, Misuri, Estados Unidos) en
formato polvo, se disolvié en solucién de carbonatos (pH 9,4) y sus
posteriores diluciones se hicieron con solucién salina fisioldgica
(NaCl 0,9%) para los experimentos in vivo. No se encontrd un impacto
significativo en ninguno de los parametros analizados con las
concentraciones empleadas de los vehiculos. Para los experimentos
previos in vitro (resultados no mostrados), necesarios para la puesta a
punto de los protocolos experimentales, se sustituyé la solucidn salina por

agua estéril.
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1.2. Reactivos.
La mayoria de reactivos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich

(Stenheim, Alemania), Panreac Quimica S.L.U. (Barcelona, Espaia),
Gibco™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos), Lonza

(Basel, Suiza) y Beckton Dickinson (Allschwil, Suiza) (Tablas 5y 6).

Tabla 5. Reactivos utilizados.

REACTIVO
Adenosin difosfato (ADP)

Albumina Sérica Humana
(HSA) (25%)
Azul de tripano

Cloruro férrico
Colagenasa

Crema Imiquimod 5%
(Aldara)

Cubre de plastico de 25 mm
de diametro

Dextrano
DPX, medio de montaje

Dulbecco’s PBS con Ca?*y
Mg?* (DPBS+)
Dulbecco’s PBS sin Ca*y
Mg2* (DPBS-)
EBM-2 medio de cultivo +
kit suplementos
ELISA dimero D humano
(kit)

ELISA dimero D raton (kit)

Eosina

Etanol
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CASA COMERCIAL
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos
3M Pharmaceuticals, 3M Health Care
family, Minnesota, Estados Unidos
Nunc™, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Lonza, Basilea, Suiza

Lonza, Basilea, Suiza
Lonza, Basilea, Suiza

Abyntek Biopharma S.L., Vizcaya,
Espafa

Abyntek Biopharma S.L., Vizcaya,
Espafa

Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
J.T. Baker™, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos



Fibronectina
Ficoll-Paque™ Plus

Formalina 10%
HBSS
HCl

Hematoxilina
Hidroxido Amonico

Ketamina
MgS04

NaHCO3
PBS

Penicilina/streptomicina/
anfotericina

RPMI 1640 suplementado
con 20 mM HEPES

Solucién de Lisis
Suero Fetal Bovino
Suero Fisiologico

(NaCl 0.9%)
Tripsina
Tubos citrato sddico

Xilacina

Xileno

Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
GE Healthcare, Chicago, Estados
Unidos
Histofix® Preservative, PanReac
Lonza, Basilea, Suiza
Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
Merial,Lyon, Francia
Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia
Panreac Quimica S.L.U., Barcelona,
Espafia
Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos
Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos
BD Biosciences, Beckton Dickinson
Lonza, Basilea, Suiza
B. Braun, Melsungen, Alemania

Gibco™ Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos

BD Vacutainer, Beckton Dickinson,
Nueva Jersey, Estados Unidos
Sigma-Aldrich, Misuri,
Estados Unidos

Panreac Quimica S.L.U.,
Barcelona, Espaia
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Tabla 6. Anticuerpos frente a humano utilizados.

ANTICUERPO CASA COMERCIAL
Anticuerpo frente a IgG1 k
Isotipo Control FITC
Anticuerpo frente a CD18 FITC
Anticuerpo frente a CD11a FITC BD Pharmingen, BDBiosciences,

Anticuerpo frente a IgG1 k Beckton Dickinson, Nueva Jersey,
Isotipo Control PE Estados Unidos
Anticuerpo frente a CD11b PE
Anticuerpo frente a CD11c PE
Anticuerpo frente a CD49d PE
Anticuerpo frente a IgG1 k Beckman Coulter SLU, Barcelona,
Isotipo Espafa
Anticuerpo frente a CD41 PE

2. ESTUDIOS /N VIVO EMPLEANDO UN MODELO MURINO.

2.1. Animales de experimentacion.

Se emplearon ratones wild-type C57BL/6 machos de 9 semanas de
edad (Charles River Laboratories, Barcelona, Spain). Una vez recibidos, se
estabularon bajo condiciones estandarizadas (22 + 3 eC, fotoperiodo de
12/12 horas de luz/oscuridad, alimentacion artificial estandar y agua ad
libitum). Todos los protocolos fueron aprobados por el Comité Etico de la
Universidad de Valencia, siguiendo la normativa del Real Decreto 53/2013

(codigo de referencia: A1487302585981).

2.2. Modelo murino de psoriasis inducida por imiquimod.

Para la induccién de la psoriasis se siguié el protocolo descrito por
van der Fits et al. (2009)?'%, basado en el uso de imiquimod (IMQ), una
sustancia agonista de receptores de tipo Toll 7 y 8 (TLR7-8, del inglés Toll
Like Receptor) del sistema inmunitario innato que, al activarlos, induce la
sintesis de mediadores proinflamatorios desencadenando una respuesta

similar a la que tiene lugar en psoriasis, tanto morfoldgica (eritema,
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descamacion, engrosamiento de la piel, acantosis, paraqueratosis e
infiltracion dérmica de células T) como mecdnicamente (activacidon de

citocinas del eje IL-17/IL-23)?1%,

Un dia antes de iniciar el protocolo, se rasuré un area de
aproximadamente 3 x 2 cm en la espalda de los ratones con una
maquinilla eléctrica. Los ratones se trataron topicamente con una dosis
diaria de 62,5 mg de una crema de imiquimod 5% (Aldara™; 3M
Pharmaceuticals) (3,125 mg de IMQ) en la espalda afeitada y en la oreja
derecha (a modo de control positivo con respecto a la oreja izquierda)
durante 2, 4 o 6 dias (modelo completo) (Figura 10). Los ratones vehiculo
se trataron de forma similar con vaselina, sin IMQ. Para complementar la
pérdida de liquidos asociada al tratamiento con IMQ??, se les inyectd
100 pL de soluciéon salina via intraperitoneal (i.p.) a todos los ratones
(incluidos los del grupo vehiculo) los dias 2 y 4 (Figura 10). El peso corporal
se midio antes de la induccion de la psoriasis y todos los dias hasta el

sacrificio.

Induccién de psoriasis
Dias 0 1 2 3 4 5 6 —m

’ v " C57BL/6
100pl ip 100ul ip N con psoriasis

\ suero suero I \\ ;
‘ .
Administracion diaria de 62,5 mg IMQ 5%

(vaselina en el grupo control) C57BL/6
74 aplicacioén topica en la espalda rasurada y en la zz:ﬁ:l
oreja derecha

WT C57BL/6
machos sanos

Figura 10. Modelo murino de psoriasis inducida por imiquimod. Distinguimos
entre ratones con psoriasis (administracion tépica diaria de IMQ), y ratones sin
psoriasis (administracion toépica diaria de vaselina). IMQ: imiquimod; i.p.:
intraperitoneal; WT: Wild Type.
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El dia posterior a la uUltima aplicacién de la crema (dia 7 en los
grupos sometidos al modelo completo) se llevé a cabo la cirugia de
exposicién del cremdster para la evaluacion de la inflamacidn y trombosis

vascular mediante microscopia intravital (apartado 2.3.).

2.3. Microscopia intravital.

Los ratones (22 - 30 g) con psoriasis inducida o sin ella (grupo
vehiculo) se anestesiaron con una mezcla de xilacina clorhidrato 10 mg/kg
y ketamina clorhidrato 200 mg/kg via i.p. A continuacidn, se llevé a cabo
la cirugia de exposicién del musculo cremaster, el cual se extiende sobre
un pedestal transparente (Figura 11) que permite su transiluminacion,
directamente in vivo, a través de un microscopio ortostatico (Nikon
Eclipse E600FN, Nikon Instruments Inc, Paises Bajos) con una camara de
video incorporada (Nikon DS-Fi; Nikon Instruments Inc, Paises Bajos)

(Figura 12).

Figura 11. Cremaster expuesto sobre pedestal transparente. Empleado para el
estudio de la interaccidn leucocito-endotelio y la formacion del trombo (imagen
obtenida de la Tesis Doctoral de Victor Collado Diaz, 2018).

Una vez concluida la cirugia se seleccionaron vénulas (diametro
30 - 40 um) y arteriolas (diametros 25 - 30 um) del cremaster sin
ramificaciones?’3. Los didametros se midieron con un calibrador de video
(Microcirculation Research Institute, Texas A&M University, College
Station, USA) (Figura 12). Durante todo el procedimiento, el tejido se
superfundié continuamente con solucién salina tamponada con

bicarbonato (pH 7,4, 37 2C, 2 mL/min). Los vasos seleccionados se
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grabaron digitalmente mediante el programa NIS Elements AR?!4. Se
utilizé un velocimetro Doppler éptico (Instituto de Investigacion de
Microcirculacién, Estados Unidos) (Figura 12) para medir la velocidad de
los glébulos rojos en la linea central, con el fin de asegurar que los vasos
elegidos poseen un flujo estable y comparable. Posteriormente, en los

videos recopilados se evaluaron las interacciones leucocito-endotelio

sobre las vénulas y la tendencia a la formacién de trombo en las arteriolas.

Figura 12. Montaje de microscopia intravital. (A) Bafio termostatico,
(B) Pedestal translucido, (C) Videocamara, (D) Monitor de ordenador, (E) “Video
Caliper” y “Optical Doppler Velocimeter”.

2.3.1. Evaluacion intravital de interacciones leucocito-endotelio.

El uso de microscopia intravital en la bibliografia para evaluar las
interacciones leucocito-endotelio ha sido fundamental para comprender
la cascada inflamatoria asociada con las enfermedades vasculares y su

modulacién farmacoldgica®>.

Esta técnica nos permitié evaluar los
procesos de rodamiento y adhesidon firme leucocitaria in vivo?*®. Las

vénulas seleccionadas en el proceso anterior se grabaron durante 5
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minutos y, en esas imagenes, se evaluaron las interacciones leucocito-
endotelio. El analisis fue ciego para los tratamientos administrados. Se
evaluaron 2 pardmetros leucocitarios, el nimero de leucocitos en fase de
rodamientoy adherentes durante el andlisis de reproduccidn de imagenes

digitales:

. Rodamiento leucocitario (células/minuto): nimero de leucocitos
que circulan a una velocidad inferior a los eritrocitos porque estan
en la primera fase de interaccién con el endotelio. Se determina
contabilizando el nimero de leucocitos que pueden ser
visualizados en un punto de referencia preestablecido de la vénula
durante 1 minuto.

. Adhesion leucocitaria (células/mm?): nimero de leucocitos que
permanecen estacionados por un contacto estable con el endotelio
venular durante un periodo igual o superior a 30 segundos en 100

pum de vaso.

2.3.2. Evaluacion intravital de trombosis arterial: modelo de

trombosis inducida por superfusion de cloruro férrico (FeCls).

Las arteriolas seleccionadas se utilizaron para evaluar la tendencia
a la formacién de trombo. La trombosis intraarteriola se indujo siguiendo
el modelo de inducciéon de dafo vascular por superfusién de cloruro
férrico (FeCls) de Subramanian et al.?'” con ligeras modificaciones. Es uno
de los modelos de trombosis murinos mas utilizados y ampliamente
descrito, engloba dafio endotelial junto a activacién plaquetaria y
leucocitaria?*®. El dafio producido por el FeCls sobre los vasos sanguineos
es un dafo oxidativo por efecto fisico-quimico, sin mediacién de citocinas

proinflamatorias?!®

, que da lugar a disfuncién endotelial, induciendo una
trombosis oclusiva. El tiempo de oclusién depende de la concentracién de

FeCl; empleada: a concentraciones bajas (£ 50 mM en nuestro modelo),
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el FeCls no es capaz de producir este dafio, requiriendo de factores
externos predisponentes para la formacién del trombo, lo que nos indica
la existencia o0 no de un entorno protrombético. El tiempo requerido para
la oclusién del vaso nos permite medir de forma cuantitativa el dafio

vascular.

Una vez localizada la arteria (didmetro 25 - 30 um) individual sin
ramificaciones con flujo sanguineo estable, confirmado con el velocimetro
Doppler, se detuvo la superfusion de solucidon salina tamponada con
bicarbonato para evitar diluir la solucién de FeCls y se aplicaron 80 pL de
solucion de FeCls 50 mM sobre la arteria seleccionada y, 20 segundos
después, se reinicio la superfusion de solucién salina tamponada con
bicarbonato. La concentracion de 50 mM empleada en nuestros
experimentos fue seleccionada a partir de estudios preliminares dosis-
respuesta para comprobar que no modifica el flujo sanguineo por si sola,
pero predispone a las arteriolas a los efectos trombogénicos de otros
agentes o afecciones con potenciales efectos vasculares deletéreos que,
de otro modo, permanecerian indetectables. Para asegurar que la
solucion de cloruro banaba el vaso seleccionado, nos ayudamos de un
laser incorporado al objetivo cuya proyeccion indicaba la localizacion de

la arteria.

Una vez afadido el FeCls se inicié la grabacién. Las imagenes se
registraron hasta que ceso el flujo sanguineo o durante 8 minutos como
tiempo maximo si no se producia oclusiéon del vaso. El pardmetro
hemodindmico determinado fue:

° Tiempo de oclusion (segundos): tiempo transcurrido desde la
adicion de FeCls hasta la formaciéon del trombo, que concluye con
la parada del flujo sanguineo. Si tras 8 minutos (480 segundos) no

se detenia el flujo, se considera que no se ha producido trombo.
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2.4. Protocolo experimental in vivo: tratamiento farmacolégico de
ratones con psoriasis y evaluaciéon de la interaccion leucocito-
endotelio y la formacién de trombosis.

El protocolo completo consistié en la combinacidn del modelo de
psoriasis inducida por IMQ (descrito en el apartado 2.2.), con la posterior
evaluacién por microscopia intravital y aplicacion del modelo de
trombosis inducida por superfusion de FeCls. El dia posterior a la
induccidon completa de la psoriasis, los animales se anestesiaron y se llevd
a cabo la técnica de microscopia intravital (descrita en el apartado 2.3.)
(Figura 13), con la que se evalué:

- el grado de interaccion de los leucocitos con el endotelio

(descrito en el apartado 2.3.1.)
- vy la tendencia a la formacién de trombos (protocolo en el
apartado 2.3.2.).

Para evaluar si los farmacos biolédgicos incluidos en el estudio in
vivo (Tabla 7) modificaban estos parametros (interaccion leucocito-
endotelio y riesgo de trombosis), se administraron al grupo de animales
correspondiente en una dosis Unica, 24 horas antes de que se iniciara el

protocolo de induccidn de trombosis.

A B
24h - =0 -
Induccién de psoriasis Microscopia intravital
Dias 0 1 2 3 4 5 6 ‘ FeCl, 50mM
; >§ u Administrar W "
<} e == vehiculo (2) 0 A // \\ d
C57BL/6 Cs7BL/6 farmaco (3) @ w v
sanos lcon psoriasis J \
Vénula: Arteriola:
. - Rodamiento - Tiempo oclusién
@ > Adn'nnlstrar . Adhesion
vehiculo (1) N .
C57BL/6 - Migracién

sanos
sin psoriasis
1) Sujetos sin psoriasis
2) Sujetos con psoriasis naive
3) Sujetos con psoriasis tratados

Figura 13. Protocolo experimental para la evaluacion de la interaccion leucocito-
endotelio y riesgo de trombosis en ratones con psoriasis tratados con distintos
farmacos bioldgicos. La microscopia intravital nos permite evaluar las
interacciones leucocito-endotelio y, junto al modelo de trombosis, la existencia
de un entorno protrombético. Los grupos incluidos son: (1) ratones sin psoriasis:
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administracién i.p. de 100 L suero fisioldgico 24 horas antes de la cirugia, (2)
ratones con psoriasis naive: psoriasis inducida por aplicacién de IMQ vy
administracién i.p. de 100 pL suero fisiolégico 24 horas antes de la cirugia, y (3)
ratones con psoriasis tratados con uno de los agentes bioldgicos: psoriasis
inducida y administracién i.p. - o i.v. por la cola en el caso de INF - de 100 pL del
bioldgico 24 horas antes de la cirugia.

La dosificacion fue equivalente en mg/ kg a la administrada en un
contexto clinico (Tabla 7). En el caso de ADA, ademds se pudo ajustar la
dosis en base a los datos obtenidos en estudios que evaluaban el grado
de unién del este farmaco (que es un anticuerpo monoclonal frente a

TNFo humano) al TNFa de ratén?2°,

Tabla 7. Dosis de los farmacos bioldgicos y vias de administracion
empleadas en el tratamiento de los ratones con psoriasis inducida.

Farmaco bioldgico | Rango de dosis empleada | Via de administracion
ADALIMUMAB 22-4,4mg/ kg i.p.
INFLIXIMAB 5-10mg/kg [A"A
ETANERCEPT 0,7- 1,4 mg/kg i.p.
SECUKINUMAB 2,1— 4,3 mg/ke i.p.
USTEKINUMAB 0,7-1,3 mg/kg i.p.

Vias de administracidn iguales a las empleadas en humanos y dosis equivalentes
a los mg/kg aprobados para humanos. i.p.: intraperitoneal; i.v.: intravenosa.

En el caso del MTX (0,29 - 0,57 mg/kg, i.p.)??, se probaron dos
esquemas de tratamiento (Figura 14): (a) dosis Unica 24 h antes de la
microscopia intravital y (b) dosis repetidas a diario desde el inicio de la
induccidn de la psoriasis. En el caso (b) omitimos la hidratacidn con suero,
ya que con cada administracion de MTX el vehiculo actuaba como
hidratacion. El peso corporal se midié antes de la induccion de la psoriasis

y todos los dias hasta el sacrificio.
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Figura 14. Protocolo experimental de tratamiento con metotrexato. a) Dosis
Unica 24 horas antes de la cirugia. b) Dosis repetidas durante la induccién de la
psoriasis. h: horas; IMQ: imiquimod; i.p.: intraperitoneal; MTX: metotrexato.

Tras 24 horas de tratamiento, los animales se sometieron a la
cirugia de exposicion del musculo cremaster, para el posterior analisis

intravital (Figura 15).

Parar 20~
mny
1
: 10min | estabilizar : I:l
1 1 1
1 1 1
1 1 1
! ! !
Anestesiar Cirugia: Grabar vena
exponer el (video 57)
cremaster

Anadir FeCl; 50 mM a arteria
Iniciar grabacién hasta que
cese el flujo sanguineo o
durante un maximo de 8 min
si no hay oclusion

——solucién salina tamponada

Figura 15. Procesos llevados a cabo 24 horas después de la administracion de
los farmacos. En venas evaluamos las interacciones leucocito-endotelio y en las
arterias la predisposicion protrombética.
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2.5. Recoleccidn de tejidos.

Al terminar la microscopia intravital, se recolectd sangre del animal
(aproximadamente 500 uL) por puncidon cardiaca en tubos sin
anticoagulante y se centrifugd 30 minutos a 16000 x g para la obtencién
de suero. Se almacenaron en tubos la piel dorsal afecta, las orejas y el

bazo. Todo ello se conservd a — 80 2C hasta su uso.

2.6. Tincién hematoxilina-eosina de la piel afecta.

La piel dorsal afecta almacenada a — 80 2C se descongeld a
temperatura ambiente y se fijaron en soluciéon de formalina 10%
(Histofix® Preservative, PanReac) a 4 2C previamente a su paso por el
microtomo (Leica RM2245; Leica Biosystems. Barcelona, Espafia). Se
incluyé en parafina y se secciond en cortes transversales que permitieran
visualizar la epidermis y la dermis, incluyendo 3 cortes por cada
portaobjetos de cristal. La parafina fue eliminada sumergiendo los
portaobjetos de cristal en xileno (5 min, 2 veces sucesivas) y los cortes
rehidratados en cubetas con una cadena de disoluciones de etanol en
concentracion decreciente, 3 minutos en cada wuna de las
concentraciones, y lavados con agua destilada y agua corriente para quitar
el exceso de alcohol. Afiadimos hematoxilina (Hematoxylin solution, Gill
No. 3; Sigma), diluida 1/3 (en agua) y filtrada, durante 50 segundos a
temperatura ambiente, y lavamos con agua corriente. Seguidamente, se
adicionaron unas gotas de etanol-HCI 0,5% sobre los portaobjetos y a los
10 segundos se lava con agua. Se adicionan unas gotas de hidréxido
amonico 1% y se lava de nuevo. Se afiade la eosina (Sigma-Aldrich)
durante 1,5 minutos, y se lava rapidamente con agua. Finalmente, se
rehidratan los cortes con una cadena de disoluciones de etanol en
concentraciones crecientes, se aclara con xileno y se monta la preparacion
con un cubreobjetos de cristal en medio de montaje (DPX®, Sigma).
Posteriormente se analizé el espesor dérmico en estos cortes histoldgicos
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de piel. Las imagenes se adquirieron con un microscopio 6ptico digital

(Leica DMD108; Leica Microsystems, Barcelona, Espafia).

2.6.1. Andlisis del espesor dérmico.

El andlisis del grosor de la epidermis se llevd a cabo con el software
Leica DMD108 del microscopio o6ptico digital (Leica DMD108; Leica
Microsystems, Barcelona, Espafia). Se tomaron 3 cortes histolégicos por
cada ratdén, y de cada uno de ellos se hicieron 5 mediciones de la
epidermis en zonas aleatorias, sumando un total de 15 mediciones por
cada raton. El proceso fue llevado a cabo por un observador ciego para el
grupo experimental al que pertenecia cada ratén. El resultado del grosor
de la epidermis fue el resultado de la media de las 15 medidas y se expresé

en micrometros (um).

2.7. Medida de la masa esplénica.

Los bazos fueron conservados a — 80 2C hasta su analisis. Su masa
se determind en una balanza de precisidn y se relativizd al peso total del
correspondiente ratdn. Para su conservacion durante el proceso se

trasladaron en un recipiente con hielo seco.

2.8. Maedida del dimero D en suero de raton.

La sangre recolectada en tubos sin anticoagulante, obtenida por
puncidn cardiaca, se centrifugd 30 minutos a 16000 x g para la obtencién
de suero, el cual fue almacenado a — 80 °C hasta su uso. Para la
determinacion de la concentracién de dimero D se utilizd el kit de ELISA
Mouse D-Dimer D2D (Abyntek Biopharma S.L.) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.
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3. ESTUDIOS PRECLINICOS CON MUESTRAS HUMANAS DE
PACIENTES CON PSORIASIS

3.1. Seleccién de la poblacién de estudio.
La sangre periférica incluida en el estudio proviene de un total de

125 voluntarios, entre los cuales se incluye una muestra de 91
participantes con psoriasis y 32 voluntarios sanos con rango de edad y
proporcién de sexo equiparados. Dentro del grupo de participantes con
psoriasis encontramos 3 cohortes diferenciadas:

- Sin tratamiento sistémico (naive) con PASI > 10: 21 pacientes.

- En tratamiento continuado con un farmaco biolédgico (remision

clinica): 18 con ADA, 26 con SEC, 14 con UST.

- yentratamiento con MTX: 12 pacientes.
Los grupos que reciben tratamiento siguen un régimen de monoterapia
con el farmaco correspondiente. Ninguno de los pacientes considerados
naive habia recibido terapia sistémica durante al menos los 4 meses
previos a la inclusion en este estudio. Los requisitos de inclusion fueron la
mayoria de edad (= 18 afios) y estar diagnosticado con psoriasis
moderada-severa (PASI y/o BSA > 10 y DLQI > 10). El diagndstico de
psoriasis fue valorado y confirmado por un dermatdlogo. Los pacientes
con historia de cardiopatia y/o que tenian pautados antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) fueron excluidos. Todos los que estaban en
tratamiento con un biolégico o con MTX debian estar en igualdad de
condiciones en cuanto al control de la enfermedad, esto es, en remision

clinica (PASI < 3).

La sangre de los individuos sanos se obtuvo del Centro de
Transfusiones de la Comunidad Valenciana o del Hospital Clinico
Universitario de Valencia. Se recluté a los voluntarios sanos

correspondientes para someterse a las mismas pruebas que los pacientes
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con psoriasis, equiparados en edad. La sangre de los pacientes fue
facilitada por el servicio de dermatologia del Hospital Universitario Doctor
Peset y el estudio fue aprobado por su comité ético. Todos los pacientes
firmaron formularios de consentimiento informado antes de participar en
el estudio. Las caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion
obtenida se correspondian con la existencia de un grado moderado-
severo de la patologia (la cohorte fue predominantemente masculina, con

elevado indice de masa corporal [IMC]) (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes incluidos.

Caracteristicas Tratamiento
SANOS NAIVE TRATADOS ADA SEC usT MTX
N 32 21 70 18 26 14 12
Media Media Media Media Media Media Media
(EEM) (EEM) (EEM) (EEM) (EEM) (EEM) (EEM)
Edad (afios) 50,23 47,25 49,56 48,11 44,29 50,92 59,5
(1,54) (2,20) (1,52) (2,9) (2,5) (2,4) (3.2)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sexo: masculino 61 71 59 50 58 57 75
Obesidad (IMC>30) - 58 56 57 47 56 60
Perimetro abdominal
elevado (>88 en mujeres, - 80 57 62 47 67 58
>102 en hombres)
Afectacion articular - 10 27 28 27 21 33
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Desc Desc Desc Desc Desc Desc Desc
Esteatosis hepética - 43 33 | 29| 63 |39 39 (23 69 | 43 | 57 8 92
Es 0 ha sido fumador - 24 71 |21 67 |22 61 |12 73 | 29 71 |33 58

ADA: adalimumab; Desc: dato desconocido; EEM: error estandar de la media;
IMC: indice de masa corporal; MTX: metotrexato; N: tamafio muestra; SEC:
secukinumab; UST: ustekinumab.

No todos los pacientes se incluyeron en todos los experimentos,
sino que las muestras procedentes de estos fueron procesadas de
acuerdo a las necesidades del estudio en cada etapa y a las limitaciones
del proceso experimental, siendo utilizadas para analizar uno, varios o

todos los pardmetros incluidos en este trabajo.

Los pacientes considerados naive debutaron en el tratamiento el

dia de la inclusion en el estudio, por lo que a este grupo se les realizé un
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seguimiento para la obtencién de una segunda muestra con el fin de
analizar los cambios a nivel de interaccion leucocito-endotelio, que
tuvieran lugar tras la instauracion del tratamiento. No existe un consenso
acerca del mejor momento para evaluar la respuesta inicial al tratamiento
sistémico, pero en general, lo mas aceptado, son 16 semanas, con
excepciones en funcién del medicamento8222.223, por esta razon, y por
motivos practicos de intervalos de tiempo entre las citas a la consulta de
estos pacientes, el tiempo medio de tratamiento hasta la obtencién de la
segunda muestra sanguinea fue de unas 18 semanas de tratamiento. Se

completé el seguimiento de 9 pacientes.

3.2. Recoleccidn de las muestras de sangre periférica.

La sangre, tanto de individuos sanos como con psoriasis, se recogio
en tubos con citrato sédico como anticoagulante (3 tubos de 4 mL por
sujeto, aproximadamente 12 mL en total) (BD Vacutainer, Beckton
Dickinson S.A., Madrid, Espafia). A los pacientes naive a los que se pudo
realizar un seguimiento, se les recolecté una segunda muestra en las
mismas condiciones, tras una media de 18 semanas después de la primera

extraccion.

3.3. Estudio de interaccion leucocito-endotelio en camara paralela de
flujo.

El objetivo de la camara paralela de flujo (Flow Chamber) es simular
el flujo de un vaso, mediante la exposicion de una monocapa de células
endoteliales al flujo constante y homogéneo de una solucion de leucocitos
aislados. Mediante esta técnica podemos estudiar in vitro las

interacciones leucocito-endotelio. Esta técnica requiere 3 pasos:

a) Aislamiento y cultivo de células endoteliales.
b) Aislamiento de leucocitos.

c) Ensayo de adhesion dinamica en camara paralela de flujo.
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3.3.1. Aislamiento y cultivo de células endoteliales.

Las células endoteliales se aislaron de vena de cordén umbilical
humano (HUVEC, del inglés Human Umbilical Vein Endothelial Cells). Se
utilizaron cordones umbilicales frescos procedentes de donantes del

Hospital Clinico Universitario de Valencia.

Las células se obtuvieron por el método de la colagenasa. Los vasos
sanguineos del corddén se lavaron con tampdn fosfato salino (PBS, del
inglés Phosphate-Buffered Saline) a 37 2Cy a continuacién se les introdujo
una solucion de colagenasa (1 mg/mL) (Figura 16) con la que se les
mantuvo en el incubador durante 17 min a 37 2C. Transcurrido el periodo
de incubacion, se masajearon suavemente para garantizar la separacion
de las células endoteliales de la pared del vaso, y el contenido se recolectd
y centrifugd a 258 x g. El precipitado obtenido se resuspendié en medio
endotelial basal 2 (EBM-2, del inglés Endotelial Cell Basal Medium-2)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) (2% v/v), hidrocortisona
(0,04% v/v), factor basico de crecimiento de fibroblastos humano (hFGF-
B) (0,4% v/v), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (0,1%
v/v), factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 con arginina
larga 3 recombinante (R3-IGF-1) (0,1% v/v), acido ascérbico (0,1% v/v),
factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (rhEGF) (0,1%
v/v), gentamicina sulfato y anfotericina B (GA-1000) (0,1% v/v), heparina
(0,1% v/v), penicilina (50 U/mL), estreptomicina (50 pg/mL) y fungizona
(2,5 pg/mL); y se deposité en un frasco de cultivo T25. Las células se
mantienen en el incubador de cultivo celular a 37 2C, enatmésfera de
95% de humedad relativa y 5% CO,. En todos nuestros experimentos con

HUVECs se utilizaron células del primer pase de los cultivos primarios.
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Figura 16. Cordén umbilical humano saturado con solucién de colagenasa para
la extraccion de células endoteliales. (llustracion obtenida de la Tesis Doctoral
de Samuel Orden, 2016).

3.3.2. Aislamiento de leucocitos.

Los leucocitos se aislaron de la sangre recolectada previamente
(apartado 3.2.) de individuos sanos y pacientes con psoriasis, mediante
generacidon de gradiente de densidad con el uso de dextrano y Ficoll-

Paque® Plus.

En primer lugar, se adicioné dextrano 3% (en suero fisioldgico) a la
sangre entera en proporcion 2:1 (unos 20 mL de dextrano sobre 10 mL de
sangre), dejandolo incubar durante 45 min a temperatura ambiente,
consiguiendo que se depositen gran parte de los eritrocitos en la parte
inferior y el dextrano junto al resto de grupos celulares sanguineos en la
parte superior (Figura 17 A). A continuacidn, se recogid la fase superior y
se deposité lentamente, para evitar su mezclado, sobre medio Ficoll-
Paque Plus y se centrifugd a 258 x g durante 25 minutos para permitir la
separacion leucocitaria por la diferencia de densidades. Tras la
centrifugacion, las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)
guedan en la interfase formando un anillo blanquecino y los leucocitos

polimorfonucleares (PMNs) en el precipitado (Figura 17 B).
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Plaquetas y
plasma diluido

Dextrano

Ficoll-Paque™
Plus

Depésito de |a
eritrocitos

Interfase:

Eritrocitos
y PMNs

Figura 17. Aislamiento de leucocitos con dextrano-ficoll. A) Deposito de
eritrocitos tras incubacidn a temperatura ambiente con dextrano. B) Separacion
de fases por gradiente de densidad en medio Ficoll-Paque Plus™. PBMCs: células
mononucleares de sangre periférica; PMNs: polimorfonucleares.

Para aislar los PBMC, se recolectd el anillo blanquecino
(Figura 17 B) y se centrifugd de nuevo a 583 x g durante 10 minutos. El
sedimento de PMBCs obtenido se lavd con solucidon de Hanks equilibrada
(HBSS, del inglés Hanks Balanced Salt Solution), sin Ca%* ni Mg?*, y se
resuspendieron en medio RPMI (del inglés Roswell Park Memorial
Institute) completo (suplementado con suero fetal bovino inactivado
(10% v/v), penicilina/estreptomicina (1% v/v), glutamina (1% v/v) y
piruvato sédico (1% v/v). En el caso de los PMNs, el precipitado obtenido
se lisd y se centrifugd de nuevo a 258 x g durante 5 minutos, con el fin de
eliminar los eritrocitos restantes. El sedimento de PMNs obtenido se lavo
con HBSS, sin Ca?* ni Mg?*, y también se resuspendieron en medio RPMI
completo. El breve periodo de tiempo entre su extraccién y su paso por la

camara de adhesion (apartado 2.3.3.) se conservaron a 37 2C.
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3.3.3. Adhesion dindmica en camara paralela de flujo.

Esta técnica ha sido descrita previamente en de Pablo et al.
(2012)%24, Para este ensayo, el cultivo primario de HUVEC, al alcanzar la
confluencia, se lavé con PBS, se despegaron las células con tripsina, y se
sembraron en cubreobjetos circulares de plastico de 25 mm de didmetro
pretratados con Fibronectina (5 pg/mL). La cdmara de flujo utilizada para
la realizacién de estos experimentos posee una hendidura (Figura 18 A)
en la que se inserta el cubreobjetos circular que contiene la monocapa de
células endoteliales confluentes y un canal por el que hacer pasar el flujo
de leucocitos (PMNs o PBMCs) (Figura 18 B). Una vez montada la camara,
una porcién de 5 x 25 mm de la monocapa de células endoteliales
adheridas al cubreobjetos queda expuesta al flujo (Figura 18 B). Ambas
poblaciones leucocitarias (PMNs o PBMCs) se centrifugaron 6 minutos a
258 x g y 8 minutos a 583 x g, respectivamente, y se resuspendieron en
una proporcion 1:1 de solucidn salina tamponada de Dulbecco con Ca?*y
Mg?* (DPBS+, del inglés Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) y solucién
salina tamponada de Dulbecco sin Ca?* y Mg?* (DPBS-), mas albumina
sérica humana (HSA, del inglés Human Serum Albumin) (0,1%). De estas
suspensiones de células se perfundieron 1 x 108 células/mL de PMNs o de
PBMCs sobre la monocapa de células endoteliales, a un flujo controlado
de 0,36 mL/min (0,7 dinas/cm?) gracias a una bomba de infusién. El flujo
leucocitario accederd al canal de la cdmara a través de una conexidn de
entrada (Figura 19 A), atravesara el canal en el que los leucocitos entraran
en contacto con la superficie de 5 x 25 mm de la monocapa de células
endoteliales y saldra por la conexion de salida (Figura 19 B). Una tercera
conexién en la parte anterior de la cdmara permite la expulsién de

posibles burbujas de aire del recorrido (Figura 19 C).
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MATERIAL Y METODOS

Figura 18. Camara paralela de flujo. Abierta (arriba), cerrada (abajo). La cdmara
posee una hendidura (A) en la que se inserta el cubreobjetos circular que contiene
la monocapa de células endoteliales confluentes y un canal (B) por el que pasaran
los leucocitos, PMNs o PBMCs. Una vez montada la cdmara, una porcién de 5 x 25
mm (C) de la monocapa de células endoteliales adheridas al cubreobjetos queda
expuesta al flujo de leucocitos.

Figura 19. Montaje de la camara paralela de flujo. El flujo leucocitario accedera
al canal de la cdmara a través de una conexién de entrada (A), atravesara el canal
en el que los leucocitos entraran en contacto con la superficie de 5 x 25 mm de la
monocapa de células endoteliales y saldra por la conexion de salida (B). Una
tercera conexidn en la parte anterior de la cdmara permite la expulsion de
posibles burbujas de aire del recorrido (C).
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Esta cdmara se colocd sobre un microscopio invertido (Nikon
Eclipse TE 2000-S) conectado a una videocadmara (Sony Exware HAD) para
que fuera posible la grabacién de las imagenes (Figura 20). Para observar
el flujo de leucocitos y su interaccion con las células endoteliales se utilizé
un objetivo 40x. La grabacién se inicié cuando se empezo a ver el paso de
los leucocitos sobre la monocapa de células endoteliales y las imagenes
fueron recogidas con el programa informatico NIS Elements AR program
durante 5 minutos en el mismo campo, en el que posteriormente se
analizaron los parametros de rodamiento y velocidad de rodamiento
leucocitario. Para finalizar se grabaron 6 campos adicionales, sobre los

gue se analizo la adhesidén leucocitaria al endotelio (Figura 21).

Figura 20. Montaje del sistema de camara paralela de flujo sobre el microscopio
invertido. (A) Bomba de infusion/succion. (B) Videocamara. (C) Camara paralela
de flujo. (D) Jeringa invertida con una suspension de leucocitos (PMN o PBMC).
(E) Ordenador conectado a la videocamara. (F) Jeringa de desechos conectada a
la bomba.
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Figura 21. Imagenes representativas de la interaccién leucocito-endotelio. A la
izquierda vemos una imagen de la monocapa de células HUVEC vista a través del
microscopio. A la derecha, un par de leucocitos (PMNs) de paciente adheridos a
la monocapa de HUVEC.
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3.3.3.1. Parametros leucocitarios determinados.

Los parametros a determinar en las imagenes fueron (Figura 8):

Rodamiento leucocitario (células/minuto): nimero de leucocitos
gue circulan a una velocidad inferior a la de los eritrocitos ya que
estadn interaccionando con el endotelio vascular. Se analiza una
zona fija de 100 um durante 1 minuto. Mayor rodamiento equivale
a mayor inflamacion vascular.

Velocidad de rodamiento leucocitario (um/s): tiempo requerido
por un leucocito en fase de rodamiento para recorrer 100 um de
monocapa endotelial. Se calcula haciendo la media de la velocidad
de 20 leucocitos consecutivos. Menor velocidad equivale a mayor
inflamacién vascular.

Adhesion leucocitaria (células adheridas/mm?): un leucocito se
considera adherido al endotelio vascular si permanece estacionado
o tiene un contacto estable con la monocapa endotelial durante un
periodo igual o superior a 30 segundos (Figura 21). Mayor adhesidn

equivale a mayor inflamacién vascular.



3.4. Estudio de la expresion de las moléculas de adhesion por
citometria de flujo.
La expresién de moléculas de adhesion leucocitarias se determiné
mediante citometria de flujo (FACSCalibur™ BD Biosciencies, Madrid,
Espafia) (Figura 22) en muestras de sangre entera de pacientes psoridsicos

y donantes sanos (apartado 3.2.).

Figura 22. Citometro de flujo FACS Calibur.

El citometro de flujo identifica y clasifica las poblaciones
leucocitarias -neutrdfilos, monocitos y linfocitos- de acuerdo a sus
caracteristicas de tamafio y granulosidad (forward scatter -FSC- y side

scatter -SSC-, respectivamente) (Figura 23).

Figura 23. Identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias en el
citometro de flujo. La figura muestra un histograma representativo de las
diferentes poblaciones leucocitarias separadas en funcion de sus caracteristicas
de tamafio (forward scatter) y granulosidad (side scatter) por el citometro de flujo
FACS calibur. Neutréfilos (R1), monocitos (R2) y linfocitos (R3).
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La sangre se incubd durante 20 minutos a 4 2C en oscuridad, a
saturacion con los correspondientes anticuerpos frente a moléculas de
adhesion: anti-CD11b (subunidad a de Mac-1), anti-CD18 (subunidad 32
de integrinas) (CD18), anti-CD11a (subunidad a de LFA-1), anti-CD62L
(subunidad de L-selectina) o con el isotipo control anti-lgG1, conjugados
con fluoresceina isotiocianato (FITC); y con anti-CD11c (subunidad a de
CR4) y anti-CD49d (subunidad de VLA-4) o con el isotipo control anti-IgG1,
conjugados con ficoeritrina (PE). Posteriormente, las muestras se lisaron,
lavaron y fijaron con solucion de lisis (FACS Lysing Solution, BD
Biosciences) y se analizé la expresion de las moléculas de adhesion
leucocitarias de neutrdfilos y monocitos en el citémetro de flujo. La
mediana de la intensidad de fluorescencia se empleé como marcador para
determinar la expresion de las moléculas de adhesién, analizandose

10.000 eventos por cada muestra?®,

3.5. Estudio de los complejos plaqueta-leucocito por citometria de
flujo.

La activacidn de plaquetas estd asociada con su desgranulaciény la
formacion de complejos plagquetas-leucocitos??>226 (PLC, del inglés
Platelet-Leukocyte Complex). Los niveles de PLC son marcadores mas
sensibles de activacion plaquetaria que la expresidon de P-selectina de

superficie??’.

3.5.1. Porcentaje de complejos plaqueta-leucocito.

Para determinar el nivel de complejos plaqueta-neutréfilos (PNC,
del inglés Platelet-Neutrophil Complex) y de complejos plaqueta-
monocitos (PMC, del inglés Platelet-Monocyte Complex) se midid la
cantidad de leucocitos CD41+ en sangre entera de voluntarios sanos y de
pacientes naive. El antigeno CD41, junto a CD61, forma el complejo

glicoproteina GPlIb-llla (CD41/CD61), que es un marcador especifico para
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glicoproteinas constitutivas de la membrana plaquetaria. La existencia de
CD41 en la poblacién celular de leucocitos (neutréfilos o monocitos en
nuestro caso), identificada por tamafio y granulosidad en un citometro de
flujo (figura 23), es indicativo de la presencia de plaquetas unidas a los
leucocitos, y, por tanto, de PNC (en la poblacién de neutréfilos) o de PMC

(en la poblacién de monocitos).

Para detectar CD41, la sangre se incubd a saturacion con
anticuerpo anti-CD41 o con el isotipo control anti-IgGl, ambos
conjugados con PE, durante 20 minutos, a 4 2C en oscuridad.
Posteriormente, las muestras se lisaron, lavaron y fijaron con la solucidn
de lisis (FACS Lysing Solution, BD Biosciences) y se analizd la expresion de
CD41 mediante el citdmetro de flujo. Se analizé, en 10.000 eventos por
cada muestra?’®, el porcentaje de leucocitos CD41+ (Figura 24), lo que
indica el numero de leucocitos ocupados por, al menos, una plaqueta

(porcentaje de PLC).

50

40

30

Células CD41
positivas

20

10

Numero de células
Counts

100 10! 102 10% 104

Logaritmo de la intensidad de
fluorescencia de CD41-FL2

Figura 24. Histograma de fluorescencia de la evaluacion de los niveles de
complejos plaqueta-leucocito presentes en sangre entera. El citdmetro de flujo
separa las poblaciones leucocitarias en funcion de sus caracteristicas de tamafio
(forward scatter) y granulosidad (side scatter), de cada una de las poblaciones se
obtiene un histograma como el de la imagen, en el que el eje de ordenadas
corresponde al nimero de células analizadas y el eje de abscisas, al logaritmo de
la intensidad de fluorescencia de CD41. Los leucocitos marcados con isotipo IgG1-
PE nos permiten determinar el rango a partir del cual consideramos que las células
son positivas para la expresion de CD41. FL2: canal de ficoeritrina.
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3.5.2. Caracterizacion de complejos plaqueta-leucocito.
Ademas del porcentaje de PLC, para evaluar el tipo de perfil de
estos PLC en los pacientes, se analizaron conjuntamente a este dato:

. La media de la fluorescencia de CD41 en los leucocitos CD41+:
diferencias en dicha expresidn seria indicativo de que hay cambios
en la proporcién de plaquetas que conforman cada complejo.

. La mediana de la fluorescencia de CD18 en los leucocitos (método
descrito en el apartado 5).

La expresion media de CD41 en los PNC depende de la proporcién de

plaguetas presentes por cada complejo; la expresion de CD18 en

neutrdéfilos indica el nivel de activacion de estos. La interpretacidon
conjunta de estos datos nos indica si el aumento de la cantidad de PNC se
acompafia de una mayor activacion de los neutrdfilos y/o de un

incremento de la proporcién de plaquetas por cada complejo.

Ademas, para evaluar las diferencias en el estado de activacion de
los leucocitos libres frente a los leucocitos unidos a plaquetas, 40 uL de
sangre entera de voluntarios sanos y de pacientes naive se incubd con un
doble marcaje con anticuerpos a saturacion: anti-CD41 (o isotipo anti-
IgG1 como control negativo) conjugado con PE y anti-CD18 (o isotipoanti-
IgG1) conjugado con FITC, para diferenciar 2 poblaciones (Figura 25):

° Leucocitos CD18+/CD41-: leucocitos libres.
° Leucocitos CD18+/CD41+: leucocitos unidos a plaqueta/s, es decir,

PLC.

Posteriormente, las muestras se lisaron, lavaron y fijaron con la solucién
de lisis (FACS Lysing Solution, BD Biosciences) y se analizaron en el
citdmetro de flujo. Las poblaciones leucocitarias se identificaron en
funcion de sus caracteristicas de tamafio y granulosidad (FSC y SSC,
respectivamente) (Figura 23). Se procesaron 10.000 eventos por cada

muestra y analizamos la mediana de la intensidad de fluorescencia de
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CD18-FITC de los leucocitos CD18+/CD41- (leucocitos libres) y de los

CD18+/CD41+ (leucocitos agregados a plaqueta/s).

CD18

PMC
CD18+/CD41+

IgG1
cD18

102
FL2-H

CD41

Figura 25. Diagramas de la caracterizacion de los complejos plaqueta-leucocito
por citometria de flujo. A) Control negativo en neutrdfilos. Neutréfilos marcados
con isotipo 1gG1-FITC e IgG1-PE, nos permite determinar el rango a partir del cual
consideramos que las células son positivas para la expresidén de una determinada
molécula. B) Neutréfilos marcados con CD18-FITC y CD41-PE, distinguimos entre
neutrofilos libres (CD18+/CD41-) y neutrdfilos unidos a plaguetas o PNC
(CD18+/CD41+). C) Control negativo en monocitos. Monocitos marcados con
isotipo 1gG1-FITC e IgG1-PE. D) Monocitos marcados con CD18-FITC y CD41-PE,
distinguimos entre monocitos libres (CD18+/CD41-) y monocitos unidos a
plaguetas o PMC (CD18+/CD41+). Ig: inmunoglobulina; PMC: complejos plagqueta-
monocito; PNC: complejos plaqueta-neutrofilo.

Los datos de la caracterizacion de los PLC en los pacientes fueron
comparados con los PLC originados por la estimulaciéon con adenosin
disfosfato (ADP) y TNFa. Para ello, 250 uL de sangre procedente de
donantes sanos se trat6 con ADP 10 uM y TNFa 25 ng/mL,
respectivamente, durante 30 minutos. Pasado el tiempo de tratamiento,
la sangre tratada se incubd también con el mismo doble marcaje y se
procesd y analizé de la misma manera que se describe en el parrafo

anterior.
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3.6. Medida del dimero D en plasma humano.

La sangre de los pacientes y de los individuos sanos recolectada en
tubos de citrato sédico se centrifugd 20 minutos a 1500 x g para la
obtencién de plasma, el cual fue almacenado a — 80 2C hasta su uso. Para
la determinacion de la concentracién de dimero D se utilizé el kit de ELISA
Human D-Dimer D2D (Abyntek Biopharma S.L.) de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

4.  COMITES ETICOS.

Tanto el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario de Valencia
como el de Bioseguridad de la Universitat de Valéncia aprobaron el
proyecto dentro del cual se enmarca este estudio con muestras de corddn
umbilical humano y sangre humana. Todos los pacientes firmaron el

correspondiente consentimiento informado.

El Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de
Valencia, asi como de la Conselleria de Agricultura, Medio Ambiente,
Cambio Climatico y Desarrollo Rural de la Generalitat Valenciana aprobd
los estudios con animales de experimentacion realizados en este trabajo,
los cuales estan en concordancia con las directrices institucionales para el

cuidado y uso de animales de experimentacién de laboratorio.

5. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los resultados se expresaron como la media aritmética + el
error estandar de la media (EEM). El tamafio de la muestra fue variable
entre unos experimentos y otros, indicandose el nimero concreto en los
pies de figura, manteniendo un tamafo equiparable entre grupos en cada
ensayo. Las muestras procedentes de los pacientes fueron procesadas de
acuerdo a las necesidades de cada etapa del estudio y a las limitaciones
del proceso experimental, siendo utilizadas para analizar uno, varios o

todos los pardmetros incluidos en este trabajo.
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El analisis de datos entre 3 0 mds grupos de distribucién normal se
realizaron con un analisis de varianza ANOVA de una via, con la posterior
correccién de Tukey; los de distribucién no normal se compararon
mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test
de Dunn. La comparacién de datos entre 2 grupos se analizé con t test de
Student no pareado; o con test de Mann-Whitney para distribuciéon no
normal. En la comparacién entre el pretratamiento y el post-tratamiento,
en el que cada paciente es su propio control, se uso el test t de Student
pareado, en el caso de distribuciones normales, o el test pareado no
paramétrico de Wilcoxon en caso contrario. Se considero que la diferencia

entre grupos es significativa cuando p < 0,05.
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1. RESULTADOS OBTENIDOS EN UN MODELO IN VIVO DE PSORIASIS
INDUCIDA POR APLICACION DE IMIQUIMOD.

1.1. Puesta a punto del modelo murino de psoriasis inducida por
imiquimod.

En primer lugar, quisimos confirmar en un modelo murino la
asociacion entre la psoriasis y la existencia de inflamacidn sistémica
vascular, ya que la bibliografia apunta a esta condicién como principal
mecanismo subyacente responsable del aumento del riesgo

cardiovascular en pacientes psoriasicos.

Este modelo instaura en los ratones la condicién psoridsica
mediante la aplicacion topica diaria de IMQ durante un periodo de 6 dias,
generando lesiones psoriasiformes, hiperqueratosis, acantosis y eritema
(Figura 26 A). En la tincién hematoxilina-eosina de la piel dorsal afectada
de los animales (Figura 26 B) se aprecia como a partir de la segunda
aplicacion comienza a engrosarse la epidermis (acantosis), llegando al
doble de su grosor inicial (Figura 26 C), y la descamacion del estrato
corneo. Tras el cuarto dia, la descamacion se agrava, la acantosis se
multiplica y comienza a apreciarse elongacion de las crestas epidérmicas
en algunas zonas, aumento de infiltrado inflamatorio perivascular e
hipogranulosis al inicio de la epidermis. En el dia 6, ultimo dia de
administracién de IMQ, el grosor de la epidermis aumenta hasta cuatro
veces el inicial, la elongacién de las crestas epidérmicas es mayor y
homogénea por toda la superficie, hay mas infiltrado inflamatorio y la
hipogranulosis es mas marcada. Todos ellos son procesos caracteristicos

de lesiones psoriasiformes.
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Figura 26. Manifestaciones cutaneas de la psoriasis inducida por imiquimod. A)
Fenotipo macroscdpico de la piel afecta. Imagenes representativas de piel dorsal
de ratones sanos (dia 0) y tratados con IMQ 2, 4 o0 6 dias. B) Tincién hematoxilina-
eosina de la piel afecta (Barra = 200 um). C) Acantosis, medida como grosor
epidérmico. Los resultados fueron expresados como media + EEM (n = 4-5).
***¥p<0,001 y ****p<0,0001 respecto al grupo sin psoriasis inducida. Analisis de
varianza ANOVA seguido del post-test Tukey. IMQ: imiquimod.
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Varios de los estudios que hacen uso de este modelo murino hacen
referencia a un aumento de la masa esplénica en los ratones expuestos a
IMQ??822° Valoramos los cambios en la masa esplénica con el fin de
asegurar que se generaba una condicion de alcance sistémico.
Efectivamente, el tratamiento con IMQ indujo en nuestros animales un
incremento de la masa del bazo comparado con el grupo control; ademas,
fue un cambio que se instaurd y se mantuvo desde el segundo dia de

tratamiento con IMQ (Figura 27).
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Figura 27. Cambio en la masa esplénica inducido por el tratamiento con
imiquimod. Los bazos fueron extraidos tras sacrificar al raton y almacenados a -
80 oC hasta su uso. Se pesaron en una balanza de precision y se relativizaron al
peso total del correspondiente ratdn. Los resultados fueron expresados como
media £ EEM (n = 4-5). ¥*p<0,01 y ***p<0,001 respecto al grupo sin psoriasis
inducida (distribucion normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de
Tukey). IMQ: imiquimod.
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1.2. Manifestaciones cardiovasculares tras la induccién e instauracion
de la psoriasis.
Una vez comprobado que el modelo se ha instaurado tanto a nivel
cutaneo como sistémico, pasamos a evaluar el perfil inflamatorio y su
posible repercusion cardiovascular. Para ello, analizamos dos aspectos

claves de la disfunciéon y respuesta inflamatoria vasculares:

1) las interacciones celulares leucocito-endotelio, determinando la
velocidad de rodamiento y adhesion de los leucocitos sobre el endotelio,

paso inicial en la formacién de la placa aterosclerdtica; y

2) la formacion de trombos.

1.2.1. Interaccion leucocito-endotelio en vénulas

cremastéricas de raton con psoriasis inducida.

Observamos, en las vénulas cremastéricas de los ratones mediante
microscopia intravital, un incremento de la interaccion leucocito-
endotelio tras 6 dias de administracion tépica de IMQ (Figura 28). A los 4
dias de inicio del modelo con IMQ, ya se aprecia un marcado
enlentecimiento de la velocidad de los leucocitos en fase de rodamiento,
gue se mantiene reducida al instaurarse la psoriasis en el dia 6
(Figura 28 A). En el sexto dia, ademas, se observa un aumento significativo

de la adhesién de leucocitos a la pared vascular (Figuras 28 y 29).

Este efecto se inicié de forma paralela a la aparicion de las lesiones
cutaneas vistas en el apartado anterior, alcanzando su punto maximo
también a los 6 dias, cuando la lesidn psoridsica estaba completamente

establecida.
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Figura 28. Efecto de la psoriasis inducida con imiquimod sobre la interaccién
leucocito-endotelio. Para la evaluacién de la interaccidon leucocito-endotelio,
después de la cirugia para exponer el musculo cremdster, se grabaron varias
vénulas cremastéricas durante 5 minutos y, posteriormente, en la grabacién se
analizaron los pardmetros de velocidad de rodamiento y adhesidn leucocitarios.
A) Velocidad de rodamiento leucocitaria. Se analizé la velocidad de los leucocitos
en rodamiento que pasaron durante 1 minuto de video contando los segundos
que tardaban en atravesar 100 um. Los resultados fueron expresados como media
+ EEM (n=6-7). **p < 0,01 respecto al grupo sin psoriasis inducida (distribucion
normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey). B) Adhesidn
leucocitaria. Se consideran adheridos aquellos leucocitos que se mantenian
adheridos a la pared del vaso durante al menos 30 segundos. Los resultados
fueron expresados como media £ EEM (n =6 —7). ***p < 0,001 respecto al grupo
sin psoriasis inducida (distribucién no normal, test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido del post-test de Dunn). IMQ: imiquimod.

Figura 29. Imagenes obtenidas en la microscopia intravital de vénulas
cremastéricas. Imagenes representativas de ratones sanos (control) frente a
ratones con psoriasis inducida tras 6 dias de aplicacion repetida con IMQ (imagen
de la derecha). Los circulos transltcidos en el interior de las vénulas son leucocitos
interactuando con el endotelio; los que vemos en el exterior de los vasos son
leucocitos que han migrado al tejido. IMQ: imiquimod. El cédigo QR embebido en
cadaimagen enlaza con los videos originales de los cuales se toman estas capturas
representativas.
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1.2.2. Trombosis inducida en arteriola cremastérica de raton con

psoriasis inducida.

Para comprobar si en nuestro modelo experimental el aumento
detectado en dichas interacciones derivaba en la formacién de un trombo,
se empled el modelo de dafio vascular inducido por FeCls. En la arteriola
de ratones con psoriasis (6 dias con IMQ) se producia una oclusion répida
tras aplicar FeCls (Figura 30 y 31) a una concentracion que en los ratones
sanos no tiende a generar trombosis. El tiempo que tardaba en producirse
la oclusién fue significativamente menor desde el segundo dia de
aplicacion de IMQ y fue disminuyendo en paralelo con la instauracién de
la psoriasis. En el grupo experimental sin psoriasis inducida (0 dias con
IMQ), la misma concentracién de FeCl; no provocaba cambios en el flujo

sanguineo.
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Figura 30. Efecto de la psoriasis inducida por imiquimod sobre la formacion de
trombos in vivo. En la grafica se observa el tiempo de oclusion (s) tras el contacto
con el cloruro férrico 50 mM en ratones sanos o tratados con IMQ diario 2, 40 6
dias, respectivamente. Para determinar cdmo impacta la disfuncion vascular
provocada por la psoriasis inducida sobre la formacidn de trombos, se perfundio
una solucidn de cloruro férrico (FeCl;, 50 mM) sobre las arteriolas del musculo
cremaster y fueron visualizadas por microscopia intravital hasta que el flujo
sanguineo ceso -en caso de oclusidn- o hasta un maximo de 8 minutos -en el caso
de que no haya oclusion.. Los resultados fueron expresados como media + EEM
(n = 8-10). *p<0,05; **p<0,01 y ****p<0,0001 respecto al grupo sin psoriasis
inducida (distribucién no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido
del post-test de Dunn). IMQ: imiquimod; s: segundos.
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RESULTADOS

Sin oclusion, b ( Oclusién 5
flujo constante \ . arteriola

> p
. b4

Figura 31. Fotograma representativo de trombo producido en un ratén tratado
6 dias con imiquimod tépico. En la imagen de la izquierda el flujo sanguineo en la
vena es continuo y estable, correspondiente a los minutos anteriores a la
oclusién, la cual tiene lugar antes de los 8 minutos de grabacidn y se puede
apreciar en la foto de la derecha. El cddigo QR enlaza con el video de la formacién
del trombo en un ratén con psoriasis inducida.

Ademas, se midieron las concentraciones de dimero D (DD) en el
suero de los animales incluidos en el estudio para descartar diferencias

230

importantes de actividad trombdtica y trombolitica subclinica®®® que

pudieran sesgar los resultados (Tabla 9 en el anexo).
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1.3. Efecto de los diferentes tratamientos sobre las manifestaciones
cutaneas y cardiovasculares de la psoriasis inducida en un modelo

murino.

1.3.1. Efecto sobre el dano cutdneo y el aumento de masa

esplénica.

La acantosis dérmica establecida en los ratones con IMQ no se vio
modificada por la administracion de una sola dosis de ninguno de los

farmacos biolégicos empleados (ADA, INF, ETA, SEC o UST)

(Figura 32y 33).
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Figura 32. Acantosis 24 horas después del tratamiento con un bioldgico. Los
ratones con psoriasis inducida fueron tratados con diferentes bioldgicos usados
en la terapia de la psoriasis (ADA 2,2y 4,4 mg/kg, i.p.; INF 10 mg/kg, i.v.; ETA, 1,4
mg/kg, i.p.; SEC 4,3 y 8,6 mg/kg, i.p.; y UST 1,3 mg/kg, i.p.). B) Acantosis. Los
resultados son expresados como media + EEM (n = 4). ***p<0,001 y
***%*0n<0,0001 respecto al grupo sin psoriasis inducida (distribucidon normal, test
ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey). ADA: adalimumab;
ETA: etanercept; INF: infliximab; SEC: secukinumab; UST: ustekinumab.
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RESULTADOS

Control " IMQ 6 dias + INF 10 mg/kg

Figura 33. Imagenes representativas de la piel dorsal de los ratones tefiida con
tincion hematoxilina-eosina. Barra = 200 um. Considerando la piel de un ratén
que no ha recibido IMQ como imagen control. IMQ: imiquimod;
ADA: adalimumab; INF: infliximab; ETA: etanercept; SEC: secukinumab;
UST: ustekinumab.

115



El incremento de la masa esplénica tampoco se vio afectado con

una sola administracién de los farmacos (Figura 34).
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Figura 34. Masa esplénica 24 horas después del tratamiento con un biolégico.
Los ratones con psoriasis inducida fueron tratados con diferentes bioldgicos
usados en la terapia e la psoriasis (ADA 2,2 y 4,4 mg/kg, i.p.; INF 10 mg/kg, i.v.;
ETA 1,4 mg/kg, i.p.; SEC 2,1; 4,3 y 8,6 mg/kg, i.p.; y UST 1,3 mg/kg, i.p.). Los bazos
fueron extraidos tras sacrificar al raton y almacenados a -802C hasta su uso. Se
pesaron en una balanza de precision y se relativizaron al peso total del
correspondiente ratdn. Los resultados fueron expresados como media + EEM
(n =5-7). *p<0,05; **p<0,01y ***p<0,001 respecto al grupo sin psoriasis inducida
(distribucidon normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey).
ADA: adalimumab; INF: infliximab; ETA: etanercept; SEC: secukinumab;
UST: ustekinumab.
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En cuanto al metotrexato, ni el tratamiento de una sola dosis, ni la
administracién continuada durante 6 dias lograron tampoco reducir la
acantosis (Figura 35 A). La dosis Unica tampoco revirtid el incremento de
la masa esplénica, sin embargo, con la pauta repetida de 6 dias se evité
ese incremento, obteniendo un ratio masa bazo/masa ratén similar al de

los ratones sanos (Figura 35 B).
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Figura 35. Efecto de metotrexato sobre la acantosis y sobre el incremento de la
masa esplénica. Los ratones con psoriasis inducida fueron tratados con MTX 0,57
mg/kg i.p. unasola vez 1 dia antes del sacrificio (grupo 1 dia) o con una dosis diaria
durante 6 dias mientras se inducia la psoriasis (grupo 6 dias). A) Cambio en la
masa esplénica inducido por el tratamiento con IMQ. ***p<0,001 y
***%*0n<0,0001 frente al valor correspondiente en el grupo sin psoriasis inducida
(distribucion normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey). B)
Efecto del tratamiento con MTX sobre el incremento en la masa esplénica
inducido por el tratamiento con IMQ. Los bazos fueron extraidos tras sacrificar
al ratén y almacenados a -802C hasta su uso. Se pesaron en una balanza de
precisidn y se relativizaron al peso total del correspondiente ratén. Los resultados
fueron expresados como media = EEM (n = 5-7). **p<0,01 y ***p<0.001 respecto
al grupo sin psoriasis inducida. ##p<0,01 respecto al grupo con psoriasis sin
tratamiento (distribucion normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de
Tukey). MTX: metotrexato.
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1.3.2. Efectos de la terapia sobre la interaccién leucocito-
endotelio en vénulas cremastéricas de raton con psoriasis
inducida.

Los tres farmacos anti-TNFa (ADA, INF y ETA) y el anti-IL17 (SEC) si
gue lograron revertir el aumento de las interacciones leucocito-endotelio
gue acompanan a la psoriasis inducida por IMQ, disminuyendo de forma
estadisticamente significativa y dosis-dependiente la adhesion de los
leucocitos a la pared vascular de las vénulas del ratén (Figura 36). Por el
contrario, el anti-IL-12/23 (UST), incluso en dosis supraterapéuticas, no

revirtio significativamente el reclutamiento de leucocitos (Figura 36).
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Figura 36. Efecto de los farmacos biolégicos sobre la interaccion leucocito-
endotelio de ratones con psoriasis inducida con imiquimod. Los ratones con
psoriasis inducida fueron tratados con diferentes bioldgicos usados en la terapia
e la psoriasis (ADA 2,2 y 4,4. mg/kg, i.p.; INF 5y 10 mg/kg, i.v.; ETA 0,7 y 1,4
mg/kg, i.p.; SEC 2,1, 4,3 y 8,6 mg/kg, i.p.; y UST 1,3 y 8,6 (supraterapéutica)
mg/kg, i.p.). Para la evaluacién de la interaccion leucocito- endotelio, se realiza
una cirugia para exponer el musculo cremaster, se grabaron varias vénulas
cremastéricas durante 5 minutos y, posteriormente, en la grabacion se analizé el
parametro de adhesidn. Se consideran adheridos aquellos leucocitos que se
mantienen adheridos a la pared del vaso durante al menos 30 segundos. Los
resultados fueron expresados como media + EEM (n = 6-7). *p<0,05y ***p<0,001
respecto al grupo sin psoriasis inducida (distribucién no normal, test no
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn). #p<0,05,
##p<0,01 y H###Hp<0.0001 respecto al grupo con psoriasis sin tratamiento
(distribucidon no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-
test de Dunn). ADA: adalimumab; INF: infliximab; ETA: etanercept; SEC:
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secukinumab; UST: ustekinumab. Cédigo QR con enlace directo a un video
representativo del efecto del tratamiento con ADA sobre la adhesidon leucocito-
endotelio.

Por su parte, el tratamiento clasico con metotrexato en una sola
dosis no consigue disminuir de manera significativa el nivel de leucocitos
adheridos a la pared de la vénula con respecto al de los ratones enfermos
gue no reciben ningln tratamiento (Figura 37). Sin embargo, con la
administracion de una pauta de dosis repetidas durante 6 dias, en paralelo
a la aplicacién de IMQ si que se observa una disminucidn significativa en
la adhesién con respecto a los ratones enfermos sin tratamiento

antipsoriasico (Figura 37).
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Figura 37. Efecto de metotrexato sobre la interaccion leucocito-endotelio de
ratones con psoriasis inducida con imiquimod. Los ratones con psoriasis inducida
fueron tratados con MTX 0,57 mg/kg i.p.: una sola vez 1 dia antes del sacrificio
(grupo 1 dia) o con una dosis diaria durante 6 dias mientras se inducia la psoriasis
(grupo 6 dias). Para la evaluacion de la interaccion leucocito-endotelio, se realizd
una cirugia para exponer el musculo cremaster, se grabaron vénulas
cremastéricas durante 5 minutos y, a posteriori, en el video se analizo el
parametro de adhesion. Los resultados fueron expresados como media + EEM (n
= 3). *p<0,05 y ***p<0,001 respecto al grupo sin psoriasis inducida (distribucion
no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn).
#p<0,05 respecto al grupo con psoriasis sin tratamiento (distribucién normal, test
ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey). MTX: metotrexato.
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1.3.3. Efectos de la terapia sobre la tendencia a la formacion

de trombos en arteriola cremastérica de ratén con psoriasis

inducida.

En cuanto a la tendencia a la formacidn de trombos, los anti-TNFa
(ADA, INF y ETA) y el anti-IL17A (SEC) aumentaron significativamente el
tiempo transcurrido entre la adicion del FeCls y la oclusidn del vaso, esto
es, redujeron la tendencia a la trombosis. Por el contrario, el anti-IL-12/23
(UST), incluso en dosis supraterapéuticas, no protegié de la oclusion de

los vasos en ratones con psoriasis (Figura 38).
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Figura 38. Efecto de los bioldgicos sobre la tendencia a la formacion de trombo
en ratones con psoriasis inducida con imiquimod. Los ratones con psoriasis
inducida fueron tratados con diferentes bioldgicos usados en la terapia e la
psoriasis (ADA 2,2 y 4,4 mg/kg, i.p.; INF 5y 10 mg/kg, i.v.; ETA, 0,7 y 1,4 mg/kg,
i.p.; SEC 2,1y 4,3 mg/kg, i.p.; y UST 1,3 y 8,6 (supraterapéutica) mg/kg, i.p.). Para
determinar el impacto de la disfuncion vascular generada con el aumento de la
interaccion leucocito-endotelio sobre la formacién de trombos, se realiza una
cirugia para exponer el musculo cremaster y perfundimos una solucién de cloruro
férrico (FeCls, 50 mM) sobre las arteriolas de dicho musculo y las visualizamos por
microscopia intravital hasta que el flujo sanguineo cesa -en caso de oclusion- o
hasta un maximo de 8 minutos -en el caso de que no haya oclusién-. Los
resultados fueron expresados como media + EEM (n = 6-7). *p<0,05 y ***p<0,001
respecto al grupo sin psoriasis inducida (distribucion no normal, test no
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paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn). #p<0,05, ##p<0,01
y #it##p<0,0001 respecto al grupo con psoriasis sin tratamiento (distribucién no
normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn).
ADA: adalimumab; INF: infliximab; ETA: etanercept; s: segundos;
SEC: secukinumab; UST: ustekinumab. Cddigo QR con enlace directo a un video
representativo de la ausencia de oclusidn en la arteriola de un ratén con psoriasis
inducida tratado 24 horas con ADA.

MTX, en administracién Unica o multiple, no aumenté el tiempo
transcurrido antes de la oclusidn de los vasos en ratones con psoriasis

inducida por IMQ (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de metotrexato sobre la tendencia a la formacién de trombo
en ratones con psoriasis inducida con imiquimod. Los ratones con psoriasis
inducida fueron tratados con MTX 0,57 mg/kg i.p.: una sola vez 1 dia antes del
sacrificio (grupo 1 dia) o con una dosis diaria durante 6 dias mientras se inducia la
psoriasis (grupo 6 dias). Para determinar el impacto de la disfuncién vascular
generada con el aumento de la interaccion leucocito-endotelio sobre la formacion
de trombos, se realiza una cirugia para exponer el musculo cremaster y
perfundimos una soluciéon de cloruro férrico (FeCls, 50 mM) sobre las arteriolas
de dicho musculo y las visualizamos por microscopia intravital hasta que el flujo
sanguineo cesa -en caso de oclusion- o hasta un maximo de 8 minutos -en el caso
de que no haya oclusién-. Los resultados fueron expresados como media + EEM
(n = 5-7). ***p<0,001 y ***p<0,001 respecto al grupo sin psoriasis inducida
(distribucion no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-
test de Dunn). MTX: metotrexato; s: segundos.
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2. RESULTADOS OBTENIDOS EN PACIENTES CON PSORIASIS.

2.1. Caracterizacion del estado proinflamatorio vascular de pacientes

con psoriasis en placa moderada-severa no controlada.

2.1.1. Expresion de moléculas de adhesion en neutrdfilos y

monocitos de pacientes naive.

Las B2 son las principales integrinas involucradas en la mediacidn
de la adhesion leucocitaria al endotelio (Tabla 1), por este motivo se
evaluaron mediante citometria de flujo en neutréfilos las subunidades
CD11a, CD11b, CD11c, y la subunidad que todas tienen en comun, CD18,
en neutréfilos y monocitos procedentes de sangre entera de voluntarios
sanos o pacientes naive. En la poblacion de monocitos también se
determiné CD49d, subunidad de VLA-4 (CD49d/CD29), ya que esta tiene
gran relevancia en monocitos. En ambas poblaciones se evalué ademas la
subunidad CD62L, perteneciente a L-selectina. Esta molécula es excretada
de los leucocitos cuando estos son activados, por lo que en este caso una

disminucién de la expresion indicaria activacion leucocitaria.

En una muestra de 14 individuos sanos y 14 pacientes naive
(pacientes con psoriasis moderada-grave que aun no han recibido
tratamiento), se observa que los neutrdfilos de los pacientes naive
expresan niveles significativamente mas altos de las subunidades CD11b,
CD11c y CD18 que la poblacién de donantes sanos (Figura 40 Ay B), lo
que implica una sobreexpresion de Mac-1 (CD18/CD11b) y CR4
(CD18/CD11c). Por otro lado, en la poblacion de monocitos los pacientes
no presentan cambios significativos en la expresiéon de ninguna de las
moléculas analizadas, sélo una ligera tendencia a la activaciéon de CD62L y

en CD49d (Figura 40 C).
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Figura 40. Expresion de moléculas de adhesion en pacientes con psoriasis
moderada-grave sin tratamiento sistémico (naive). La adhesion de neutroéfilos y
monocitos a las células endoteliales es mediada por la interaccion de integrinas
B1VLA-4 (CD49d/CD29), integrinas 2 LFA-1 (CD18/CD11a), Mac-1 (CD18/CD11b)
y/o CR4 (CD18/CD11c) y L-selectina (CD62L) con las moléculas de adhesion
endoteliales. Se evalud la expresidon de estas subunidades en pacientes con
psoriasis moderada-grave sin tratamiento sistémico. A) Histograma de la
expresion de CD18 de una muestra representativa de un voluntario sano frente
a un paciente naive. B) Expresion de las moléculas de adhesion en neutrdfilos.
C) Expresion de las moléculas de adhesion en monocitos. Los resultados son
expresados como mediana + EEM (n = 14). **p<0,01 y ***p<0,001 respecto a la
expresion de la misma molécula en voluntarios sanos (distribucion normal, t-test
de Student no pareado). FITC: isotiocianato de fluoresceina; ns: no significativo.
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2.1.2. Interaccion leucocito-endotelio de PMNs y PBMCs de

pacientes naive.

Para determinar si la sobreexpresion de las moléculas de adhesidn
en los pacientes se traduce en una mayor interaccion leucocito-endotelio,
se abordd este fendmeno desde un punto de vista funcional mediante

ensayos de adhesion en cdmara paralela de flujo.

Se evalud la interaccién leucocito-endotelio a partir de PMNs vy
PBMCs aislados de sangre entera de los pacientes naive sobre células
HUVEC sanas. Siempre que hablemos de este tipo de interaccion con
células humanas haremos alusién a 3 parametros: el numero de
leucocitos en fase de rodamiento, la velocidad de dicho rodamiento y la

adhesion de estos sobre el endotelio vascular.

Se observd, en una muestra de 11— 13 individuos, una disminucion
en la velocidad de rodamiento de los PMNs y un aumento del nimero de
PMNs en estado de rodamiento, ambos significativos, junto a una
tendencia a un mayor nimero de PMNs adheridos a la monocapa
endotelial, aunque esto ultimo no de modo significativo (Figura 41). Los
PMBCs presentan también en los tres parametros citados una tendencia
a la activacién, pero sin llegar a ser significativa ni para el numero de
PBMCs en estado de rodamiento ni para su velocidad, pero si para el

proceso final de adhesion (Figura 41).

Ademas, se midieron las concentraciones de DD en el plasma de
una muestra representativa de los pacientes incluidos en el estudio para
descartar diferencias importantes de actividad trombdtica y trombolitica

subclinica?®® que pudieran sesgar los resultados (Tabla 10 en el anexo).
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Figura 41. Interaccion leucocito-endotelio en pacientes con psoriasis moderada-
grave sin tratamiento sistémico (naive). Las interacciones entre los PMNs
(izquierda) o PBMCs (derecha) de pacientes con psoriasis sin tratamiento
sistémico previo (naive) y células endoteliales de donantes sanos fueron
analizadas usando una camara paralela de flujo en un modelo in vitro, en el que
las condiciones del flujo mimetizan el flujo dinamico que se da in vivo. Las
imagenes se registraron en un solo campo de visidon durante un periodo de 5
minutos durante el cual se determind (a) la velocidad de rodamiento, (b) el flujo
de rodamiento y (c) la adhesidn a la monocapa confluente de células endoteliales.
Los resultados son expresados como mediana = EEM (n = 11-13). *p<0,05,
**p<0,01 y ***p<0,001 respecto al grupo de voluntarios sanos (si la distribucién
es normal: t-test de Student no pareado de dos colas; si la distribucion era no
normal: test de Mann-Whitney de dos colas). ns: no significativo; PBMC: célula
mononuclear de sangre periférica; PMN: célula polimorfonuclear; PN: pacientes
naive; VS: voluntarios sanos. Cddigos QR con enlace directo a videos
representativos de la interaccion PMN-endotelio de un voluntario sano y de un
paciente naive.
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2.2. Impacto de las diferentes terapias sistémicas sobre el estado
proinflamatorio vascular asociado a la psoriasis moderada-

severa.

2.2.1. Efectos de la terapia sobre la expresion de moléculas de
adhesion en neutrdfilos de pacientes con psoriasis en remision
clinica.

En los neutréfilos de pacientes con psoriasis moderada-grave en
remisién por estar recibiendo tratamiento (12 - 14 por cada grupo de
tratamiento) con ADA o SEC, la expresion de las subunidades CD11a y de
CD62L no estaba elevada respecto a la de los voluntarios sanos
(Figura 42). En este caso, a diferencia de lo observado en los naive, la
expresion de CD11c, CD18 y CD11b tampoco presentaba niveles elevados
respecto a la de los voluntarios sanos (Figuras 42 A, B, Cy E). Sin embargo,
CD11c, CD18 y CD11b si mostraban mayor expresion en pacientes
tratados con UST, también en remisidon clinica, con respecto a los
leucocitos de individuos sanos (Figuras 42 Dy E). En los monocitos no hay
diferencias en la expresion de ninguna de las moléculas de adhesiéon entre
ninguno de los grupos de pacientes con respecto al de los voluntarios

sanos (datos no mostrados).
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Figura 42. Efecto de los farmacos biolégicos sobre la expresion de moléculas de
adhesion en neutrofilos de pacientes con psoriasis moderada-grave. La adhesion
de neutrodfilos a las células endoteliales es mediada por la interaccidn de las
integrinas B2 LFA-1 (CD18/CD11a), Mac-1 (CD18/CD11b) y/o CR4 (CD18/CD11c)y
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L-selectina (CD62L) con las moléculas de adhesion endoteliales. Evaluamos el
efecto de los bioldgicos sobre la expresion de estas subunidades. A) Histograma
de una muestra representativa de la expresién de CD18 de un voluntario sano
frente a uno naive. B) Histograma de muestras representativas de la expresién de
CD18 de cada uno de los tratamientos. C) Histograma de una muestra
representativa de la expresion de CD18 con ADA (anti-TNFa) y SEC (anti-IL17A)
frente a voluntarios sanos y naive. D) Histograma de una muestra representativa
de la expresién de CD18 con UST (anti-1L12/23) frente a un voluntario sano y uno
naive. E) Los resultados son expresados como mediana = EEM (n= 12-14).
*p<0,05, y***p<0,001 respecto a la expresién en voluntarios sanos (cuando la
distribucion fue normal, test ANOVA de una via seguido del post-test de Tukey;
cuando la distribucidon era no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido del post-test de Dunn). ADA: adalimumab; FITC: isotiocianato de
fluoresceina; PE: ficoeritrina; SEC: secukinumab; UST: ustekinumab; VS:
voluntarios sanos.

Estas mismas 3 subunidades, CD11c, CD18 y CD11b, también
estaban mas expresadas en neutrdfilos de pacientes en tratamiento con

MTX, con respecto a los de poblacién sana (Figura 43).

Por tanto, el bloqueo de TNFa y de IL-17A, con ADA y SEC
respectivamente, es capaz de revertir el incremento en la expresion de
CR4 y de MAC-1 de los neutrdéfilos; no asi el bloqueo de I1L12/23 con UST,

ni con el uso de MTX.
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Figura 43. Efecto de metotrexato sobre la expresion de moléculas de adhesion
en neutrdfilos de pacientes con psoriasis moderada-grave. La adhesidon de
neutréfilos y monocitos a las células endoteliales es mediada por la interaccidn
de integrinas B2 LFA-1 (CD18/CD11a), Mac-1 (CD18/CD11b) y/o CR4
(CD18/CD11c) y L-selectina (CD62L) con las moléculas de adhesion endoteliales.
Evaluamos el efecto de metotrexato sobre la expresion de estas subunidades. A)
Los resultados son expresados como mediana + EEM (n = 11-14). *p<0.05,
**p<0.01 y***p<0.001 frente a la expresidn en voluntarios sanos (distribucién no
normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-test de Dunn). B)
Histograma de una muestra representativa de la expresion de CD18 en un
paciente tratado con MTX frente a un voluntario sano y uno naive.
FITC: isotiocianato de fluoresceina; MTX: metotrexato; PE: ficoeritrina; VS:
voluntarios sanos.
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2.2.2. Efectos de la terapia sobre la interaccion leucocito-
endotelio de PMNs y PBMCs de pacientes con psoriasis en
remision clinica.

En el estudio funcional en cdmara paralela de flujo (10-12
individuos por grupo), los leucocitos de pacientes en tratamiento habitual
con anti-TNFa (ADA) o anti-IL-17 (SEC) presentaron un nivel de
interacciones PMN-endotelio similar al de voluntarios sanos, sin
diferencias significativas en la velocidad, rodamiento o adhesién con
respecto a ellos. Ademas, en el caso de los pacientes tratados con ADA,
estos presentaban un numero significativamente menor de PMNs en fase
rodamiento y una velocidad de rodamiento de estos significativamente
mayor, en comparacién con los pacientes que no habian recibido
tratamiento (naive). Ambos parametros se traducen en una menor
activacion leucocitaria (Figura 44). Por otro lado, los PMNs de pacientes
en terapia con un anti-IL-12/23 (UST) mostraron un nivel de interaccion
comparable al obtenido en pacientes naive, con una velocidad de
rodamiento significativamente menor a la de los sanos y un nimero de

PMNs en rodamiento y adheridos mayores que en estos (Figura 44).

En cuanto a los PBMCs, no habia diferencias con respecto a los
sanos en ninguno de los 3 parametros medidos en los pacientes tratados
con ADA y SEC, mientras que el grupo tratado con UST mostraba mayor
activacidn significativa con respecto a los sanos en 2 de los parametros:
mayor cantidad de PBMCs en rodamiento y mayor nimero de PBMCs

adheridos al endotelio (Figura 44).

Ademas, se midieron las concentraciones de DD en el plasma de
una muestra representativa de los pacientes incluidos en el estudio para
descartar diferencias importantes de actividad trombética y trombolitica

subclinica?®® que pudieran sesgar los resultados (Tabla 10 en el anexo).

130



Figura 44. Nivel de interaccién leucocito-endotelio en pacientes psoriasicos en
tratamiento cronico con adalimumab, secukinumab o ustekinumab. Las
interacciones entre los PMNs (izquierda) o PBMCs (derecha) de pacientes con
psoriasis con endoteliales de donantes sanos fueron analizadas usando una
camara paralela de flujo en un modelo in vitro en el que las condiciones del flujo
mimetizan el flujo dinamico que se da in vivo. Dentro del grupo de pacientes
distinguimos 2 cohortes: sin tratamiento sistémico (naive) y los tratados con ADA,
SEC o UST. Las imagenes se registraron en un solo campo de visién durante un
periodo de 5 minutos durante el cual se determinaron (a) la velocidad de
rodamiento, (b) el flujo de rodamiento y (c) la adhesion a la monocapa confluente
de células endoteliales. Resultados son expresados como mediana + EEM (n = 10-
13). *p<0,05, y**p<0,01 frente al grupo de voluntarios sanos (si la distribucion es
normal: t-test de Student no pareado de dos colas; si la distribucidon era no
normal: test de Mann-Whitney de dos colas). ##p<0,01 respecto al grupo de los
naive (distribucidon no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del
post-test de Dunn). ADA: adalimumab; PBMC: célula mononuclear de sangre
periférica; PMN: célula polimorfonuclear; SEC: secukinumab; UST: ustekinumab;
VS: voluntarios sanos.
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Los leucocitos de pacientes en tratamiento convencional con
metotrexato presentaron un comportamiento similar al de ADA y SEC,
manteniendo controlados los niveles de interacciéon leucocitaria al mismo

nivel que en los sujetos sin psoriasis (Figura 45).
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Figura 45. Nivel de interaccidon leucocito-endotelio en pacientes psoriasicos en
tratamiento crénico con metotrexato. Las interacciones entre los PMNs
(izquierda) o PBMCs (derecha) de pacientes con psoriasis y endoteliales de
donantes sanos fueron analizadas usando una camara paralela de flujo en un
modelo in vitro en el que las condiciones del flujo mimetizan el flujo dinamico que
se da in vivo. Dentro del grupo de pacientes distinguimos 2 cohortes: sin
tratamiento sistémico (naive) y los tratados con MTX. Las imagenes se registraron
en un solo campo de visidn durante un periodo de 5 minutos durante el cual se
determinaron (a) la velocidad de rodamiento, (b) el flujo de rodamiento y (c) la
adhesion a la monocapa confluente de células endoteliales. Los resultados son
expresados como mediana = EEM (n = 8-13). *p<0,05 y**p<0,01 respecto al grupo
de voluntarios sanos (distribucion no normal, test no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido del post-test de Dunn). #p<0,05 y ##p<0,01 respecto al grupo de
los naive (distribucion no normal, test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido
del post-test de Dunn). MTX, metotrexato; PBMC: célula mononuclear de sangre
periférica; PMN: célula polimorfonuclear; VS: voluntarios sanos.
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2.2.3. Diferencias en la interaccion leucocito-endotelio antes y

después del tratamiento con un farmaco bioldgico.

Los pacientes considerados naive debutaron en el tratamiento el
dia de la inclusidn al estudio, por lo que a este grupo se les realizdé un
seguimiento para la obtencién de una segunda muestra con el fin de
analizar los cambios a nivel de interaccién leucocito-endotelio y expresion
de las moléculas de adhesién tras la instauracién del tratamiento. Se

realizé el seguimiento completo de 9 pacientes.

Tras una media de 18 semanas desde el inicio del tratamiento
continuado con un farmaco biolégico, la cantidad de PMNs en rodamiento
de los pacientes disminuyd de forma significativa con respecto al nivel de
rodamiento antes del tratamiento (Figura 46 A, Tabla 11 en el anexo) y la
velocidad de dicho rodamiento aumenté de forma significativa
(Figura 46 B, Tabla 12 en el anexo). No se llegan a apreciar cambios
significativos con respecto a la adhesion (Figura 46 C, Tabla 13 en el
anexo). De estos 9 pacientes, 6 habian recibido tratamiento con ADAy 3

con SEC.

En el caso de los PBMCs (seguimiento completo de 8 pacientes) los
resultados siguen la misma linea que en PMNs. Tras controlar la clinica
cutanea con un tratamiento bioldgico, también disminuyd la cantidad de
PBMCs en rodamiento (Figura 47 A, Tabla 14 en el anexo) y aumento su
velocidad de rodamiento (Figura 47 B, Tabla 15 en el anexo), ambos
pardmetros de forma significativa. Ambos cambios suponen una
disminucién de la inflamacidn vascular en estos pacientes. No llegamos a
apreciar cambios significativos con respecto a la adhesion (Figura 47 C,
Tabla 16 en el anexo). De entre estos 8 pacientes, 5 habian recibido

tratamiento con ADAy 3 con SEC.

133



A. Rodamiento ) )
Diferencia tras

el tratamiento
PMN

800 ok

400 \

100.

g o
s

células/min)
1)
H
..
L ]

Rodamiento
(células/min)

Diferencias rodamiento
(
@
H
.

0

&
S
S

tiempo en 0 =18 semanas
tratamiento

B. Velocidad de rodamiento

PMN

1500 *

1000

o
=
S

0

Velocidad de rodamiento
(um/s
Diferencias
velocidad de rodamiento
um/s)

tiempo en 0 =18 semanas
tratamiento

C. Adhesion

PMN

[
S
o

s o
e

°
e
oo

@

Adhesion
(células/100pm)

&

o

(células/100um)

Diferencias adhesion

-5 T T

tiempo en 0 =18 semanas
tratamiento

=3

Figura 46. Comparacion de los parametros de interaccion PMNs-endotelio antes
y después del tratamiento con un farmaco bioldgico. Resultados expresados
también en Tablas 11-13 del anexo. En aquellos pacientes naive a los cual se les
realizé una extraccion justo antes de empezar el tratamiento sistémico (tiempo
0), se les realizé una segunda extraccion tras una media de 18 semanas con el
bioldgico pautado para analizar los cambios a nivel de interaccion leucocito-
endotelio. Las interacciones entre los PMNs de los pacientes y células endoteliales
de donantes sanos fueron analizadas usando una camara paralela de flujo. Las
imagenes se registraron en un solo campo de visidon durante un periodo de 5
minutos durante el cual se determinaron (A) el rodamiento, (B) la velocidad de
rodamiento y (C) la adhesién a la monocapa confluente de endoteliales. Los
resultados son expresados como valores absolutos antes y después del
tratamiento (izquierda) y como la diferencia de dichos valores (derecha) (n =9).

*p<0,05 y**p<0,01 respecto a la mediana del pardmetro en los mismos sujetos a
tiempo 0 (distribuciéon no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon).
PMN: célula polimorfonuclear.
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Figura 47. Comparacion de los parametros de interaccion PBMCs-endotelio
antes y después del tratamiento con un farmaco biolégico. Resultados
expresados también en tablas 14-16 del anexo. En aquellos pacientes naive a los
cual se les realizo una extraccion justo antes de empezar el tratamiento sistémico
(tiempo 0), se les realizé una segunda extraccion tras una media de 18 semanas
con el biolégico pautado para analizar los cambios a nivel de interaccion
leucocito-endotelio. Las interacciones entre los PBMCs de los pacientes y células
endoteliales de donantes sanos fueron analizadas usando una camara paralela de
flujo. Las imagenes se registraron en un solo campo de visidn durante un periodo
de 5 minutos durante el cual se determinaron (A) el rodamiento, (B) la velocidad
de rodamiento y (C) la adhesidn a la monocapa confluente de células endoteliales.
os resultados son expresados como valores absolutos antes y después del
tratamiento (izquierda) y como la diferencia de dichos valores (derecha) (n = 8).
*p<0,05 frente a la mediana o media del pardametro en los mismos sujetos a
tiempo 0 (distribucidn no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon;
distribucion normal, t-test pareado paramétrico). PBMC: célula mononuclear de
sangre periférica.
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2.3. Implicacién de los complejos leucocito-plaqueta en el desarrollo

clinico y cardiovascular de la psoriasis.

2.3.1. Cantidad y caracterizacion de complejos plaqueta-

leucocito en pacientes con psoriasis frente a la poblacion sana.

El porcentaje de neutréfilos CD41+ (Figura 48 A) y monocitos
CD41+ (Figura 48 B) en sangre entera de pacientes con psoriasis sin
tratamiento sistémico (n = 15) es significativamente mayor que en
voluntarios sanos; o lo que es lo mismo, en la sangre entera periférica de
pacientes con psoriasis moderada-grave sin tratamiento sistémico hay
mas complejos leucocito-plagueta/s que en la de la poblacién general. La
unién de las plaquetas a los leucocitos implica una mayor activacién de
ambos tipos celulares, incluyendo la induccion de la exposiciéon de
determinadas moléculas de adhesién?3!. Se comprobd la presencia de una
mayor expresion de CD18 en los neutréfilos unidos a plaguetas con
respecto a los neutrdfilos libres (Figura 48), tanto en pacientes como en

individuos sanos.
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Figura 48. Complejos plaqueta-leucocito en pacientes con psoriasis moderada-
grave sin tratamiento sistémico (naive). Se cuantificé la expresion de CD41 en
sangre entera de voluntarios sanos o de pacientes de psoriasis sin tratamiento
sistémico. Las poblaciones leucocitarias se identificaron en funcién de sus
caracteristicas de tamafio y granulosidad (forward scatter-FSC-y side scatter-SSC-,
respectivamente) y CD41 se detectd mediante el marcaje con CD41-PE. A)
Porcentaje de complejos neutrdfilo-plaqueta. Proporcion de neutrdéfilos CD41+,
ocupados por una o varias plaguetas. B) Porcentaje de complejos monocito-
plaqueta. Proporcién de monocitos CD41+, ocupados por una o varias plaquetas.
Los resultados son expresados como mediana * EEM (n= 15). *p<0,05 y
***%*0n<0,0001 respecto al grupo de voluntarios sanos (cuando la distribucion fue
normal, t-test no pareado; cuando la distribucion era no normal, test no
paramétrico de Mann-Whitney). C) Diferencias en la activacion (expresion de
CD18) entre neutrdfilos libres y neutrdfilos unidos a plaqueta/s. Los valores
representan el porcentaje de la media de intensidad de fluorescencia (MFI)
respecto del control (MFI de CD18 en poblacidon de neutréfilos libres de ese
mismo individuo, 100%). Los resultados son expresados como media + E.E.M. (n
= 10). ****p<0,0001 respecto a la poblacion de neutrdfilos libres (t-test no
pareado). FITC: isotiocianato de fluoresceina; MFI: media de la intensidad de
fluorescencia; PMC: complejo monocito-plaqueta; PNC: complejo neutrdfilo-
plaqueta; VS: voluntarios sanos.
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Para evaluar si el aumento de la cantidad de PNC se acompafia de
una mayor activacion de los neutrdfilos y/o de un incremento de la
proporcién de plaquetas por cada complejo se compararon los complejos
plaqueta-neutrdéfilo presentes constitutivamente en voluntarios sanos o
pacientes naive con los formados por la estimulacién con TNFa o ADP.
TNFa o ADP estimulan la formacion de PLC (Figura 49 A-B), pero
generando perfiles diferentes: el ADP ejerce su efecto principalmente
sobre las plaquetas, promoviendo su activacién, por lo que aumenta
significativamente la fluorescencia de CD41 en la poblacién CD41+
(Figura 49 D), lo que indica una mayor proporcién de plaquetas unidas a
cada neutrdfilo con respecto a los PNC basales en sangre, pero sin afectar
de forma directa la expresiéon de CD18 (Figura 49 F); mientras que el
efecto de TNFa sobre los propios leucocitos es mucho mayor,
aumentando la expresion de CD18 (Figura 49 F), pero no produce cambios
en la proporcion de plaquetas/PNC porque no genera variaciones en

fluorescencia de CD41 en la poblacién CD41+ (Figura 49 D).

En los pacientes naive observamos un aumento del nimero de PNC
(Figura 49 C), acompaiiado de un aumento de la expresién de CD18 en los
neutrdfilos, Figura 49 G), pero sin cambios en la fluorescencia de CD41 en
los neutroéfilos CD41+ (Figura 49 E), es decir, sin aumentar la proporcion
de plaquetas por cada complejo, un perfil de PLC mas parecido al

generado por el TNFa que por el ADP.

138



A Vehiculo B) Sangre entera Q) Sangre entera
Vehod 18acdd 011
S —— 250 e -
[] ) 5 8 *
ke * 5 200 by
2 hrgr— - 6
=} E g 150 E
pa ) o2 5
5 o ® o 4
-l S 2100 - . ]
O_ el s g2 H
- PR £ w0 2 2
2 .5
5| zE 2 0
A 10! 100 10 104 Vh TNF ADP vs Naive
CD41-FL2
Control positivo (TNFa) D) Complejos neutrofilo-plaquetals E) Complejos neutrofilo-plaquetals
. e tbacslt o1 o #H =
- g 250, e
@ S 8
E 8 2 200 3
—_— 1
b} sSins 4
o S o > S
R= = = T 150 =
2
8 eyl 3¢ ]
2 T OS o
B 8 =% 100 <
T 3
; i sl | I :
2 T g 50. I}
0 10! 10t 1 e = T T =
CD41-FL2 = Vh ™ ADP E vs Naive
Control positivo (ADP) F) Neutréfilos G) Neutréfilos
- *dpod1Becdd! 013
' = i a
g g0 2
o g 3 - g
o 8=2 20 2
= -
z, see s
& 2= 2T
a S e ® 150 =0
. 28 o . o ®
Y. T 9 s
B s -8 - a
5 O & 1004 e . 59
{ e 3
% o
b w Wl s £ 5
CDA1-FL2 € 3
£ Vh N  ADP = Vs Nalve

Figura 49. Caracterizacion de los complejos plaqueta-neutréfilo en pacientes
con psoriasis moderada-grave sin tratamiento sistémico (naive). Se compararon
los complejos plagueta-neutréfilo presentes en sangre entera de voluntarios
sanos o pacientes naive (n = 10-14) con los formados por la estimulacién con TNFa
(25 ng/mL) o ADP (10 uM) (n = 15). A) Diagramas representativos de los
tratamientos de sangre entera con agua estéril (vehiculo), TNFa o ADP,
respectivamente. B) Porcentaje de PNC en sangre entera tratada con TNFa o ADP.
C) Porcentaje de complejos neutrdfilo-plaqueta en sangre entera de voluntarios
sanos y pacientes naive. D) Expresion de CD41 en los PNC como estimacion de la
proporcion de plaquetas/complejo al tratar con TNFa o ADP. E) Expresion de CD41
en los PNC como estimacién de la proporcion de plaquetas/complejo en sangre
entera de voluntarios sanos y pacientes naive. F) Expresion de CD18 en neutrofilos
de sangre entera tratada con TNFa o ADP. E) Expresidén de CD18 en neutrdfilos de
voluntarios sanos y pacientes naive. Los resultados del tratamiento in vitro con
TNFa o ADP representan el porcentaje de la expresidon respecto del control
(vehiculo, 100 %). *p<0,05 y ****p<0,0001 respecto al vehiculo y ### p<0,001
respecto al TNFa o ADP (test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del post-
test de Dunn). Los resultados en VS y son expresados como mediana + EEM.
*p<0,05, **p<0,01 y ****p<0,0001 respecto al grupo de voluntarios sanos (t-test
no pareado). FITC: isotiocianato de fluoresceina; FL1: canal de FITC; FL2: canal de
PE; ns: no significativo; PE: ficoeritrina; PMC: complejo monocito-plaqueta;
PNC: complejo neutréfilo-plaqueta; Vh: vehiculo; VS: voluntarios sanos.
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2.3.2. Relacion entre los PLC y evolucidn de la clinica cutdnea
en pacientes de psoriasis naive.
Segln nuestros datos, no parece haber relacidn entre el porcentaje

de PLC vy la severidad de la enfermedad puesto que dicho porcentaje no

se relaciona con el DLQI (Figura 50), ni con el PASI (Figura 50).
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Figura 50. Relacidn entre los marcadores de gravedad de la psoriasis, DLQl y
PASI, y el porcentaje de complejos plaqueta-neutrdfilo (arriba) o plaqueta-
monocito (abajo). (n = 7-12). El valor de r fue determinado mediante el
coeficiente de correlacion de Pearson si la poblacion era paramétrica o de
Spearman si no lo era, p<0.05 seria considerado significativo. DLQI: indice de
calidad de vida dermatoldgico; PASI: area e indice de gravedad de la psoriasis.
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2.3.3. Relacion entre los PLC y la inflamacion vascular en

pacientes de psoriasis naive.

Nos centramos en los PNC, ya que los principales cambios
fenotipicos y funcionales que hemos encontrado ha sido en los
neutrdfilos. En los pacientes naive la correlacion lineal entre el porcentaje
de PNCy el numero de neutrdfilos en rodamiento sobre el endotelio fue
positiva, en una muestra de 10 pacientes, de modo que ambas variables

estan asociadas en sentido directo (Figura 51).
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Figura 51. Relacion entre la cantidad de neutroéfilos en fase de rodamiento y el
porcentaje de complejos plaqueta-neutréfilo en pacientes naive. (n = 10). La
correlacion entre el porcentaje de complejos neutréfilo-plaqueta y el nimero de
neutroéfilos en rodamiento sobre el endotelio fue positiva en pacientes naive. El
valor de r fue determinado mediante el coeficiente de correlacion de Pearson,
p<0.05 seria considerado significativo. PMN: polimorfonuclear.
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Alo largo de los Ultimos afios se ha hecho evidente la existencia de
una relacidn entre la psoriasis moderada-severa y el riesgo aumentado de
sufrir ECVs. La mayoria de los estudios consideran esta patologia un factor
de riesgo cardiovascular independiente de los factores de riesgo
tradicionales'?#447,57-5986 = gqunque esto es algo que estd aun por
determinar!. Se considera la condicién inflamatoria como enlace base
entre la afeccién cutdnea y la vascular?®8990120 Nyestros resultados
demuestran que la psoriasis coexiste con la presencia de leucocitos
circulantes activados, lo cual es sefial de inflamacidn vascular, y que las
principales terapias bioldgicas —que son eficaces para combatir las
manifestaciones cutdneas de la enfermedad— no son igualmente eficaces
para controlar dicho entorno inflamatorio vascular. Basamos esta
afirmacion en la evidencia obtenida tanto de datos humanos como de

animales.

Para corroborar la asociacién entre psoriasis y comorbilidad
vascular pusimos a punto un modelo de psoriasis en raton por aplicacion
tépica de IMQ con el objetivo de generar un entorno in vivo que
permitiera que todas las células del sistema vascular del animal, y en
particular leucocitos y endotelio, estuvieran expuestas a la condicidon
inflamatoria sistémica que se asocia a esta enfermedad, y asi poder
valorar mediante microscopia intravital si la formacién de las lesiones
cutaneas venia acompafada de afectacidn vascular. En estas condiciones,
pudimos detectar un marcado incremento de la interaccién leucocito-
endotelio (velocidad de rodamiento y adhesion leucocitarias), que supone

un signo distintivo de disfuncién e inflamacién vascular->3.

La inflamacién vascular representa una expresion temprana vy
crucial de la formacidn de la placa aterosclerética precedente a la

generacion de eventos cardiovasculares®. Ademds, es bien conocido que
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el reclutamiento de leucocitos por el endotelio esta implicado en la
formacion de trombos®3, siendo la trombosis la patologia subyacente
comun al desarrollo de las principales ECVs responsables de muerte-
infarto de miocardio, ictus tromboembdlico y tromboembolia venosa-*3.
Determinamos si la inflamacién vascular detectada era realmente capaz
de predisponer a los ratones a sufrir un evento trombético, como
marcador final de dafio vascular, empleando el modelo murino de
trombosis inducida por FeCls, probablemente el enfoque experimental
mas utilizado para analizar la formacién de trombos. Este modelo implica
una combinacion de dafio oxidativo y endotelial junto con un efecto
fisicoquimico?3?, y ha sido una técnica importante para dilucidar el papel
de los receptores plaquetarios, ligandos, vias de activacion, y para
determinar la implicacion de las proteasas de la coagulacion en la
regulacién de la generacién de trombina y formacién de trombos?32.
Desde un punto de vista mas farmacoldgico, ha sido empleado para
evaluar la influencia de numerosos farmacos en este proceso?'#?33, desde
inhibidores de la agregacidén plaquetaria (como aspirina, clopidogrel o
ticagrelor)?3* hasta anticoagulantes®3>23¢, E| hallazgo de que las arteriolas
de los ratones con psoriasis inducida por IMQ se ocluyen rapidamente
cuando se exponen a concentraciones de FeCls que carecen de efectos
sobre las arteriolas cremastéricas de animales sanos nos confirma, en un
modelo murino cutaneo reproducible, la asociacién entre psoriasis y la
existencia de inflamacién vascular capaz de producir dafio vascular y
generar un entorno protrombdtico. Este es un hallazgo que también se
sospecha en pacientes psoridsicos'???¥’ y que estd en linea con los
estudios clinicos que apuntan a una asociacién entre la psoriasis severa y

un mayor riesgo cardiovasculartt#4-47,5859,

Abordamos un enfoque traslacional en la investigacién con el fin de

valorar el alcance clinico de estos resultados, evaluando la interaccién
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leucocito-endotelio en pacientes con psoriasis moderada-grave. No
podemos acceder de forma directa al entorno vascular de los pacientes in
vivo para adquirir muestra de sus células endoteliales, pero si a sus
leucocitos, por lo que analizamos el estado de activacion de los leucocitos
de los pacientes, tanto funcionalmente mediante ensayos de adhesién en
camara paralela de flujo (en los que evaluamos el nimero de células en
fase de rodamiento, la velocidad de rodamiento, y la adhesién), como
fenotipicamente caracterizando el perfil de moléculas de adhesidn
leucocitarias. Observamos que los neutrdfilos de pacientes con psoriasis
moderada a grave sin tratamiento sistémico (naive) exhiben un mayor
nivel de interaccion leucocito-endotelio que, de acuerdo a los datos
obtenidos del andlisis de la expresion de moléculas de adhesién, podria
atribuirse al aumento de la expresién de las integrinas B2 Mac-1
(CD18/CD11b) y CR4 (CD18/CD11c) en su conformacion activa. En la
poblacién de monocitos los pacientes no presentaban cambios
significativos en la expresidn de ninguna de las moléculas analizadas, lo
cual coincide con el hecho de que no hubiera cambios en los parametros
de rodamiento de PBMCs y velocidad de rodamiento. Sin embargo, si
observamos un incremento en la adhesidn, que podria explicarse con la
tendencia a la activacion de CD62L (L-selectina) y en CD49d (integrina B1
VLA-4) que, aun no siendo significativa, su sinergia podria dar lugar a un
perfil de moléculas de adhesidn suficientes para motivar la adhesién de

algunos PBMCs al endotelio.

A la vista de nuestros resultados, los mayores cambios, tanto
funcionales como proteicos, apuntan a los neutréfilos como protagonistas
de la inflamacidén vascular vinculada a la psoriasis, cuya activacion es
consistente con la presencia de un entorno inflamatorio vascular en los
pacientes con psoriasis y coherente con lo visto en el modelo animal.

Precisamente los neutréfilos son uno de los principales tipos celulares
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implicados en el desarrollo crénico de la psoriasis?®>®’: su funcidn,
fenotipo, la activaciéon y la cantidad de neutrdfilos se encuentran
alterados en estos pacientes?’ y su actividad tras la estimulacién por la
IL-17A juega un papel fundamental en la perpetuacidn de la inflamacién?’.
Aunque el rol de los distintos tipos de células sanguineas en la
comorbilidad cardiovascular de los pacientes psoriasicos no ha sido
claramente evidenciado, monocitos y neutréfilos son relevantes en el
desarrollo tanto de psoriasis?’381%°, como de aterosclerosis y diversas

111

afecciones vasculares'!?, y su actividad en ambas podria convertirlos en

potenciales nexos entre ambas afecciones®”1%%,

Un inconveniente del enfoque funcional en cdmara de adhesion in
vitro es que solo uno de los tipos celulares involucrados -los leucocitos, en
este caso- provienen de pacientes con psoriasis, mientras que las células
endoteliales se obtienen de donantes sanos no sometidos al mismo
ambiente inflamatorio que los leucocitos. Sin embargo, el hecho de que
con solo uno de los tipos celulares sometido al entorno inflamatorio
propiciado por la psoriasis ya se observe un incremento significativo de la
interaccion leucocito-endotelio indica que en el sistema vascular de los

pacientes debe existir un nivel sustancial de interaccion.

El papel que desempeifian los farmacos bioldgicos, dirigidos frente
a citocinas inflamatorias especificas, en estos procesos de dafio vascular
sigue siendo controvertido, probablemente debido a la inconsistencia de
los datos clinicos sobre su eficacia frente al aumento del riesgo
cardiovascular. Lebwohl (2017) cité la falta de una tecnologia
suficientemente especifica y sensible como uno de los motivos para esta
inconsistencia®®®. Sin embargo, nuestro abordaje experimental implica
una medida muy precisa de la afectacidn vascular y nos permite visualizar

las interacciones iniciales entre leucocitos y células endoteliales. De esta
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manera, pudimos determinar en el modelo animal que las
concentraciones clinicas de fdrmacos anti-TNFa y anti-IL17 evitan el
reclutamiento de leucocitos por parte del endotelio y protegen de la
induccién de la trombosis, no siendo asi al administrar el farmaco anti-
IL12/23. Efecto que pudimos apreciar con la administracién de una sola
dosis de los farmacos, e independiente de lo que lograban a nivel
cutaneo, puesto que con esa administracion uUnica ninguno de ellos actud
sobre la acantosis dérmica instaurada. El escenario en las muestras con
pacientes fue similar: el bloqueo de las citocinas TNFa (pacientes tratados
con ADA) o IL-17A (pacientes tratados con SEC) controla, no sélo las
manifestaciones cutaneas —ya que en este caso, en tratamiento crénico,
si mantenian en remision la clinica cutanea-, sino también la inflamacion
vascular a través del control de la expresion del perfil de moléculas de
adhesidén, principalmente Mac-1 y CR4; mientras que el bloqueo de
IL12/23 (en pacientes tratados con UST), a pesar de mantener en remision
la clinica cutanea, no disminuye ninguno de los parametros de inflamacién
vascular medidos. Ademas, al completar el seguimiento de 18 semanas de
tratamiento con un farmaco biolégico en 10 de los pacientes naive,
pudimos comprobar como el tratamiento biolégico normalizaba tanto el
pardmetro de rodamiento como la velocidad de rodamiento de forma
estadisticamente significativa en el analisis por pares, lo cual refuerza la
idea de que realmente la atenuacion de la afectacidn vascular se debe al
tratamiento, y no a otros factores o variables, ya que cada individuo es su
propio control. La continuacidn de este estudio con una muestra de
pacientes mucho mas elevada, podria arrojar mas luz sobre la
significatividad clinica de estos resultados, asi como la existencia de

diferencias entre los distintos tratamientos.

En compendio, nuestros resultados demuestran que la psoriasis

coexiste con un estado de inflamacién vascular, que conduciria a un
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mayor riesgo de eventos cardiovasculares como la trombosis, y respaldan
la idea de que el tratamiento de la psoriasis con algunos de los farmacos
bioldgicos prescritos actualmente, en concreto farmacos anti-TNFa y
anti-IL17, pero no los anti-IL-12/23, podria ejercer un impacto positivo
sobre dichas manifestaciones inflamatorias vasculares. Estos datos estan
alineados con muchos de los estudios clinicos publicados recientemente.
Los beneficios cardioprotectores de los anti-TNFa se documentaron por
primera vez en pacientes con artritis reumatoide, donde se asociaron con
una mejoria en la funcién endotelial®*° y con una reduccién de todos los
ECVs?10.240 | 3 participacion ubicua del TNFa en una amplia variedad de
respuestas vasculares inflamatorias y su aparicién temprana en la cascada
patogénica, han motivado a considerar la terapia anti-TNFoa como la mas
prometedora para controlar la comorbilidad cardiovascular’®. El bloqueo
de esta citocina disminuye la diferenciacion de linfocitos T a Thl, Th17 y
Th22, la posterior liberacién de IL-17 A, IL-17F e IL-22 y los niveles de
reactantes de fase aguda como la PCR y el factor de crecimiento
vascular’®. Grandes cohortes de pacientes tratados con anti-TNF han
mostrado una reduccidn en el riesgo de sufrir eventos cardiacos adversos
graves?03241 vy 3 pesar de que adalimumab e infliximab estdn
contraindicados en pacientes con insuficiencia cardiaca moderada-grave
debido a varios informes de casos contradictorios!?, en pacientes con
psoriasis y en los de artritis reumatoide mejoran la funcién endotelial?®*? y
reducen el riesgo de infarto de miocardio?*'. Sin embargo, la evidencia en
psoriasis sigue siendo escasa y, en general, hay poca demostracién de su
influencia positiva sobre los accidentes cerebrovasculares y otros
MACEs?%3, ademas de estudios, como el de Bissonnette y colaboradores
(2017), que no informaron una reduccién significativa de la inflamacién
vascular en pacientes tratados con adalimumab?*3244, Uno de los Ultimos

estudios centrados en el efecto de adalimumab sobre la inflamacidn

150



vascular y los biomarcadores cardiovasculares confirmé que redujo los
marcadores clave de inflamacién en comparacion con la fototerapia, pero
sin efectos sobre el metabolismo de la glucosa y la inflamacién vascular,
ni sobre los posibles efectos adversos asociados a las lipoproteinas de alta
densidad?*. De modo que, aunque la literatura sigue siendo heterogénea,
en parte debido a diferencias metodoldgicas, los agentes anti-TNFa han
mostrado ejercer efectos beneficiosos a nivel cardiovascular y comienzan
a considerarse como los agentes sistémicos preferidos para el tratamiento
de la psoriasis en pacientes con factores de riesgo cardiovascular
coexistentes?**, aunque siguen sin conocerse sus mecanismos de
actuacion sobre la inflamacién vascular. Una revisidn sistematica reciente
no mostré un efecto significativo de los inhibidores de TNF-a en los
indicadores subclinicos de aterosclerosis en psoriasis, pero no
descartaron un efecto positivo sobre la clinica de las enfermedades
cardiovasculares a través de otras vias, como la remision de la
enfermedad primaria o la reduccién de la tendencia protrombdtica??®.
Nuestras observaciones con este grupo de farmacos respaldan sus efectos
positivos y muestran que el mecanismo de actuacidon podria estar
relacionado con el efecto de estos farmacos sobre las moléculas de
adhesidn, la activacion leucocitaria y, por lo tanto, sobre la inflamacidn

vascular.

Menos esperados eran los prometedores resultados a nivel
cardiovascular que se estan documentando, cada vez mas, con la terapia
anti-IL17A%%. Se ha descrito que esta citocina puede ejercer efectos pro-
aterogénicos?’, inflamatorios, protrombdticos, desestabilizadores de
placa y atrayentes de células®®, y estar relacionada con enfermedad
coronaria?*>2°%; incluso se observé que su inhibicidn en ratones reduce
significativamente el tamafio de las placas ateroscleréticas®*®. Sin

embargo, su papel en la aterosclerosis sigue siendo controvertido ya que,
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dependiendo del tejido, los tipos celulares implicados y el contexto
inmunoldgico, también se le atribuyen acciones antiaterogénicas?*’2! y
se relaciona su presencia sérica con un menor riesgo de eventos
cardiovasculares importantes?*”:2>2, Estas diferencias pueden explicarse,
al menos parcialmente, por las diferencias en el disefio del estudio, el
método utilizado para inhibir la IL-17A, el modelo animal y el sitio de la
lesién aterosclerdtica, y estdn aun por esclarecerse?*’. Por otro lado,
existen datos experimentales que sugieren que esta citocina podria
desempeiiar un papel central en la relacién entre psoriasis y enfermedad

247 pero los datos existentes que evaltan los efectos de

cardiovascular
los inhibidores de IL-17 sobre el riesgo de ECV en pacientes con psoriasis
son insuficientes?®. El papel protagonista de los neutrdfilos en la
inflamacién vascular asociada a la psoriasis, evidenciado por nuestros
datos, también puede vincularse con la relevancia de esta citocina en
dicho proceso, ya que los neutréfilos son la principal fuente de IL-17A en
las lesiones cutdneas psoridsicas?’. De hecho, uno de los efectos
terapéuticos tempranos del tratamiento de la psoriasis con el anticuerpo
anti-IL17A secukinumab es la eliminacién casi total de los neutrofilos
positivos para IL-17 intraepidérmicos?®. Nuestros resultados evidencian
cémo el bloqueo de IL17A con el agente bioldgico secukinumab muestra
una clara mejora en la inflamacién vascular, tanto en animales como en
pacientes, y una significativa disminucién del entorno protrombdtico en
animales con psoriasis, o cual apoya la hipdtesis de que esta citocina tiene
un papel destacable en el sistema vascular y que es una de las claves del
desarrollo de ECV a partir de la psoriasis. En la misma linea van los
resultados recientes del estudio CARIMA (del inglés Evaluation of
Cardiovascular Risk Markers in Psoriasis Patients Treated with
Secukinumab), el cual evalud los marcadores de riesgo cardiovascular en

pacientes con psoriasis en placas de moderada a grave tratados con
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secukinumab durante 1 afio, y demostré que este tratamiento puede
resultar en una mejora de la funcidn endotelial a las 52 semanas sin
cambios proaterogénicos en la pared de los vasos o alteraciones en los
biomarcadores cardiovasculares®>3. A pesar de que en un ensayo clinico
reciente SEC mostré un impacto neutral a nivel de inflamacién
vascular®®*, los analisis apoyan la idea de que este tratamiento
inflamatorio reduce la repercusién cardiovascular de la inflamacién?°®.
En cuanto a otros anti-IL17, no se ha demostrado que el ixekizumab ni
brodalumab tenga un efecto sustancial en la reduccidon de pardmetros

con impacto cardiovascular®®,

Los agentes anti-IL12/23 son los que mas dudas suscitan en lo que
a la repercusion cardiovascular se refiere, pues, aunque IL-12 e IL-23 se
han sugerido como factores potenciales proaterogénicos’4%°%257 y, por lo
tanto, su inhibicion podria conferir cierta proteccidon vascular, en la
mayoria de los estudios clinicos los datos con ustekinumab sugieren un
perfil neutral sobre los eventos cardiovasculares?®>%8, Los ensayos
clinicos iniciales con briakinumab mostraron un mayor numero de
eventos cardiovasculares?*>2%0, |o que motivé a vigilar los factores de
riesgo cardiovascular en los pacientes en los que se iniciaba un
tratamiento dermatoldgico con cualquier farmaco perteneciente a los
anti-IL12/23%%1, pero posteriormente, en ensayos mas avanzados, no se
encontraron diferencias significativas en el nimero de MACE en los
individuos tratados con este tipo de bioldgicos en comparacién con el
grupo de placebo?®?. Un estudio reciente de casos y controles también
identificd una asociacién significativa entre el inicio del tratamiento con
ustekinumab y la apariciéon temprana de eventos cardiovasculares graves
(OR: 4,17; IC del 95 %: 1,19-14,59)%%3. Sin embargo, de nuevo en estudios
de farmacovigilancia a mas largo plazo no se ha asociado su uso con tal

aumento de riesgo?2264285 Con respecto a la inflamacién sistémica, no
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se ha observado que ustekinumab logre reducirla®®

e incluso algunos
estudios y metaanalisis han concluido que, si bien es cierto que disminuye
la inflamacién en higado, bazo y aorta en pacientes con mejoria de las
lesiones cutdneas, podria aumentar el riesgo de MACEs®®2%3, Por contra,
también hay hallazgos de que ustekinumab mostré una mejoria mayor en
la funcién vascular, coronaria y miocardica?®®. La mayoria de datos en la
bibliografia apuntan a que los anti-IL12/23 tienen un perfil neutral sobre
el desarrollo de eventos y parametros cardiovasculares, pero no
establecen conclusiones definitivas al respecto. Nuestros hallazgos

apoyan que el bloqueo de 1L12/23 no estaria involucrado en la mejora

cardiovascular de los pacientes con psoriasis moderada-grave.

En cuanto a lo que ocurre con las terapias sistémicas
convencionales, segun la bibliografia, pueden agravar diferentes factores
del sindrome metabdlico?®’. No obstante, con el tratamiento con MTX se
ha descrito una asociacion beneficiosa sobre el riesgo
cardiovascular?1268-271.  diferentes estudios le atribuyen efectos
protectores a nivel vascular: mejora de la funcidén endotelial equiparable

241 reduccidn de lipoproteina A y de los

a la obtenida con los anti-TNFa
niveles séricos de E-selectina, control del endurecimiento arterial y
prevencion de la elevacidn de la presién arterial sistélica?’®. Con todo ello
también se le ha atribuido una reduccidn de un 21% de riesgo
cardiovascular, un 18 % del riesgo de infarto de miocardio y una relacion

inversa con el accidente cerebrovascular?’.

Ninguno de los datos
anteriores procede de pacientes psoridsicos, sino de otras enfermedades
inflamatorias inmunomediadas, fundamentalmente artritis reumatoide.
Son pocos los estudios que han evaluado el impacto de MTX sobre el
riesgo cardiovascular en pacientes con psoriasis o artritis psoriasica?’*. En

psoriasis, lo que se ha observado con el uso de MTX es una influencia

limitada en la funcién plaquetaria, la resistencia a la insulina y los niveles
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de lipidos, y cambios significativos en biomarcadores inflamatorios como
PCR, TNF-a o IL-6%7°. Se han realizado estudios en pacientes con artritis
reumatoide y psoriasis en placa concomitantes, en los que el grosor de la
intima-carétida-media y el grosor de la intima-media femoral se redujeron
al someterse a MTX en comparacidn con los pacientes a los que se les
prescribid otro inmunosupresor convencional o un bioldgico®, pero la
evidencia que respalda su efecto vascular protector en poblaciones con

psoriasis y artritis psoridsica ain no es concluyente?’?,

En nuestros estudios incluimos MTX como representante por
excelencia de la terapia clasica. Este tratamiento fue la Unica excepcién al
régimen de dosis Unica en el modelo murino, afiadiendo en su caso un
segundo grupo de administracion multiple durante 6 dias, puesto que
consideramos que su mecanismo de accion en psoriasis, al no estar del
todo esclarecido®®1%, puede incluir rutas de sintesis menos directas que
el bloqueo de citocinas con un anticuerpo monoclonal. La dosis Unica no
tuvo efecto sobre ninguno de los parametros: se mantuvo la acantosis, el
aumento de masa esplénica, el aumento de adhesién leucocitaria y la
tendencia a trombo, igual que en el grupo de animales sin tratamiento. Al
igual que UST, la dosis Unica de MTX no ejerce ningun efecto
vasculoprotector. Sin embargo, los resultados con el tratamiento
continuado de 6 dias fueron confusos porque no influyé en la acantosis,
pero si evitd el aumento de la masa esplénica caracteristico del modelo,
lo cual nos hace pensar que el uso concomitante del farmaco con la
administracién tépica de IMQ impidid que la psoriasis se indujera
completamente, afectdndose la piel del animal, pero no desarrollandose
la afeccion sistémica, por lo que no es posible extraer conclusiones sobre
el efecto cardiovascular de MTX en el modelo murino con este protocolo

experimental. Seria necesario repetir un protocolo especifico para el
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tratamiento con MTX que permitiera adaptarse a su posible mecanismo

mas tardio, sin repercutir en la instauracion de la psoriasis.

El estudio de la interaccidn leucocito-endotelio en pacientes en
tratamiento crénico MTX no se ve afectado por las limitaciones que
encontrabamos en el modelo animal. En pacientes, el tratamiento
convencional con MTX logra mantener controlada la interaccion
leucocito-endotelio, pero, a diferencia de ADA y SEC, lo hace sin afectar a
la expresion de las moléculas de adhesidn, lo cual nos indica que el cambio
gue induce MTX es a nivel de la activacion de estas, no de su expresion.
Las integrinas leucocitarias se pueden encontrar en estado activo (con alta
afinidad por sus ligandos) o inactivo, sin necesidad de cambiar la densidad
de su expresidon?’??73, de modo que, un aumento en su expresidn no
implica necesariamente la induccién de la interaccion con el endotelio; ni,
al contrario, que no haya aumento no nos asegura que no haya mayor
interaccion. Los pacientes en tratamiento continuado con MTX muestran
un perfil de moléculas de adhesion funcionalmente inactivas a nivel de
interaccion con el endotelio. El mecanismo antiiflamatorio completo de
MTX aun esta en proceso de esclarecerse, pero publicaciones recientes
sugieren que podria estar relacionado con el aumento de las

concentraciones de adenosinal®316®

, la cual disminuye la activacién
desmedida de los Th vy restaura significativamente Ila funcidn
inmunosupresora de Tregs!®31> | a unién de la adenosina a su receptor
Aza ¥ Az, en neutrdfilos inhibe la adhesién de estos a las células
endoteliales®3165274 especialmente actuando sobre la modulacién de las
selectinas, pero sin efecto sobre su expresidon en la superficie de las
moléculas?’®. Se cree que esto podria deberse a que la adenosina altera
las interacciones entre las moléculas de adhesiéon y el citoesqueleto de los

neutrdfilos, alterando su capacidad de adhesién?’4. Este mecanismo

antiinflamatorio a través de la adenosina podria explicar los efectos
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observados en los pacientes tratados con MTX: una inhibicién funcional
de la interaccién de los neutrdfilos con el endotelio, sin afectar a la
expresion proteica de las moléculas de adhesion leucocitarias, pero si a su
actividad. El estudio de Reiss y colaboradores en 2005 ya relacioné este
posible mecanismo de MTX con un efecto ateroprotector: demostraron
gue mediante la activacién del receptor de adenosina A2A, el MTX
promueve el transporte inverso del colesterol y limita la formacién de
células espumosas en los macréfagos?’>. Nuestros resultados demuestran
otro efecto protector vascular de MTX relacionado con el mecanismo que

involucra a la adenosina.

Todos los resultados presentados en esta tesis otorgan a la
activacion leucocitaria un rol protagonista en la inflamacién vascular
asociada a la psoriasis. Los leucocitos activados tienen la capacidad de

231

inducir la activacion de las plaquetas?®?!, estas también cuentan con un

papel importante en el desarrollo de la psoriasis'*

y de sus posibles
complicaciones vasculares a largo plazo''®. Los pacientes psoridsicos
presentan mas cantidad de marcadores de activacion plaquetariall#1%®
gue la poblacion general. La activacion de plaquetas esta asociada con su
posterior desgranulacion y la formacion de complejos plaqueta-leucocito
(PLC)?%%, los cuales se consideran marcadores de activacidn plaquetaria,
maés sensibles incluso que la expresién de P-selectina de superficie??®. Los
estudios in vivo muestran que los leucocitos y las plaquetas se colocalizan
dentro de las lesiones aterosclerdticas, en los sitios de hemorragia y lesion
por isquemia-reperfusiéon?3!. De hecho, se encuentran niveles elevados de
PLC en pacientes con diabetes, sindromes coronarios agudos,
traumatismos y sepsis?2%231, En psoriasis también se ha corroborado una
mayor presencia de estos agregados!**?’¢, pero su relevancia sigue siendo

desconocida, aunque consideramos que su formaciéon podria ser un

potencial nexo de unidn entre las enfermedades inflamatorias crénica y
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la comorbilidad cardiovascular, puesto que son varias las publicaciones
que relacionan estos agregados con inflamacién, aterosclerosis y
problemas cardiovasculares!1#226:231.277 e incluso los presentan como un

predictor independiente de eventos aterotrombdticos?3!.

Acorde a lo expuesto anteriormente, los pacientes psoridsicos
naive incluidos en nuestro estudio presentaron mayor porcentaje de PLC
(tanto de monocitos como de neutrdéfilos) que los individuos sanos. La
unién de las plaquetas a los leucocitos implica una mayor activacién inicial
de ambos tipos celulares, mayor exposicién de determinadas moléculas
de adhesién y receptores de superficie, facilita e incrementa el
reclutamiento y la extravasacion de leucocitos desde los vasos
sanguineos, promueve la liberacién de mediadores proinflamatorios
leucocitarios, el estallido oxidativo, la fagocitosis y la liberacion de
vesiculas extracelulares de neutréfilost'#226231.277  De hecho, hemos
corroborado que los neutrdéfilos que forman parte de un complejo con
plaguetas son fenotipicamente y funcionalmente distintos a los leucocitos
libres, representando un subconjunto de células mas activado, con un
patrén de adhesidon mayor al de los leucocitos libres?31276, De manera que
la unién de las plaquetas a los leucocitos, y por tanto la mayor presencia
de PLC, podria ser uno de los factores contribuyentes al estado de
activacion de los leucocitos en los pacientes naive con psoriasis
moderada-severa. En la poblacidon de pacientes naive seleccionada los
PNC presentaban un perfil similar al generado por la estimulacién con
TNFa, en el que la activacion leucocitaria prima sobra la plaquetaria en
dicho complejo (en contraposicion al perfil generado por estimulacion por
ADP, cuya activacion fundamental es a nivel de plaquetas), dato que
reafirma el papel fundamental de la citocina TNFa en el desarrollo de la
psoriasis y sefala al neutréfilo como tipo celular protagonista tanto de la

patologia en si como de la relacion entre esta y la comorbilidad vascular.
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Se ha hallado correlacién entre marcadores de activacion plaquetariay la

gravedad de la psoriasis'*

, pero no se conoce la implicacién de los PLC en
la severidad de la patologia. Segun la bibliografia, la unién de las plaquetas
a los leucocitos facilita e incrementa el reclutamiento y la extravasacién
de estos desde los vasos sanguineos!14226:231.277 En nuestros pacientes
naive, encontramos que el porcentaje de PNC es independiente del
estado cutaneo de la psoriasis (entendido como PASI), pero si guarda una
relaciéon directa con el nimero de neutréfilos provenientes de estos
pacientes que entran en fase de rodamiento sobre un endotelio sano. Esto
reafirma que el aumento de PNC en la psoriasis moderada-severa es uno
de los factores que promueve la interaccion de los neutréfilos con la pared
vascular. Deberia considerarse la medida de la cantidad de PLC como
potencial pardmetro clinico para evaluar la vulnerabilidad vascular de los
pacientes con psoriasis moderada-grave y valorar la posible utilidad de

terapias que previenen las interacciones plaqueta-neutréfilo en pacientes

con psoriasis cardiovascularmente vulnerables.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la psoriasis coexiste
con un estado de inflamacidn vascular compatible con un mayor riesgo de
eventos cardiovasculares, en el que los neutrdfilos circulantes son el
principal tipo celular involucrado, y que las principales terapias bioldgicas
-que son efectivas frente a las manifestaciones cutdaneas de la
enfermedad- no son igualmente eficaces en el control de dicho entorno
inflamatorio vascular, lo que podria suponer una razén de peso para
replantear la posicion de estos farmacos en el algoritmo general de
tratamiento de la psoriasis de moderada a grave. Asi, los farmacos anti-
TNFa y anti-IL17 podrian ser los mdas aventajados en este sentido, yaque
muchos de los estudios con ADA y SEC hablan de reduccién de todos los
ECVs de forma general y apuntan, al igual que nuestros resultados, a que

sus efectos se remontan a las etapas mas tempranas de la inflamacién
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vascular?10240.253.255 - Ademds, los anti-TNFa y los anti-IL17 han
demostrado ampliamente mayor tolerabilidad y menos efectos
secundarios que los tratamientos convencionales!®!®2, Cada vez son mas
los hallazgos de que la mejor evidencia de mejora cardiovascular en los
ultimos afios es responsabilidad de los anti-IL-17%%7. Sin embargo, faltan
estudios controlados que aborden esto. El nuestro otorga mas
argumentos a favor de esta evidencia. Al potencial efecto
vasculoprotector de los anti-IL17 hay que afadir que este grupo
farmacolégico ha mejorado significativamente la resolucion de la
psoriasis, siendo mas eficaz en el aclaramiento de la psoriais no solo frente
a las terapias convencionales, sino también frente a otros bioldgicos,
segln la ultima revision sistematica publicada en la base de datos

Cochrane?®!

. Ademas, secukinumab es eficaz para variantes resistentes de
psoriasis, su accién es mas rapida que con la mayoria de
alternativas!’®°1"1% y consiguen mantener la respuesta incluso un afio
después de la cesidn del farmaco?’®19%192 En el caso de MTX, los hallazgos
son mas heterogéneos, puesto que se le otorga una reducciéon de los casos
de infarto de miocardio en pacientes con psoriasis, pero no en el riesgo
de accidentes cerebrovasculares y otros MACEs?'%278; y en nuestro caso
conseguimos confirmar una mejor funcional a nivel de interaccién
leucocito-endotelio, pero no una reduccién directa de las moléculas de
adhesidn, lo cual podria apoyar la idea que es capaz de ejercer un efecto
cardioprotector, pero menos marcado que el efectuado por ADA y/o SEC,

y con la desventaja de que puede causar toxicidad en érganos diana con

el uso a largo plazo®*.

Asi, y considerando que cada vez hay una mayor concienciacion de la
necesidad de realizar una deteccién temprana de enfermedades
cardiovasculares subclinicas y de factores de riesgo cardiovasculares

adicionales en pacientes psoriasicos®’29%247 y de tenerlo en cuenta a la
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hora de elegir la terapia mas acorde a ello®>7182244 nyestros resultados
demuestran que no todos los farmacos biolégicos tienen un impacto
positivo en la inflamaciéon vascular concomitante a las psoriasis y
alimentan el debate en curso sobre la idoneidad del inicio temprano del
tratamiento con determinados bioldgicos —fundamentalmente, anti-
TNFa y anti-IL17- en pacientes con psoriasis con alto riesgo de

desarrollar ECVs.

161






Conclusiones
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La psoriasis inducida por IMQ en un modelo murino produce un
incremento de la interaccién leucocito-endotelio capaz de generar
un entorno vascular protrombédtico. En este modelo,
concentraciones clinicas de farmacos anti-TNFa y anti-IL17, pero no
anti-1L12/23, evitan el reclutamiento de neutréfilos por parte del
endotelio y protegen de la generacion de trombosis en el modelo de

induccion de trombosis por perfusién de FeCls.

Los leucocitos de pacientes con psoriasis moderada-grave sin
tratamiento sistémico (naive) presentan una mayor capacidad de
interaccion con el endotelio que los leucocitos de la poblacién
general: muestran un mayor nimero de leucocitos en rodamiento,
una menor velocidad de rodamiento y mayor adhesién, lo que se
traduce en una mayor inflamacidn vascular. Este incremento es
atribuible al aumento en la expresion de la conformacion activa de
las integrinas B2 Mac-1 y CR4. Los neutrdfilos son el tipo celular que
muestra mayores cambios, tanto funcionales como proteicos, por lo
que seria el tipo celular principalmente implicado en la inflamacién

vascular asociada a la psoriasis.

La cantidad de complejos plaqueta-leucocito en sangre periférica de
pacientes con psoriasis moderada-grave sin tratamiento sistémico
(naive) es mayor que en la poblacidon general, por lo que estos
agregados podrian ser otro factor contribuyente al aumento de la
activacion leucocitaria en estos pacientes. Ademas, el porcentaje de
complejos neutrdfilo-plaqueta guarda una relacion directa con el
numero de neutréfilos en fase de rodamiento en los pacientes naive,
lo que convierte a la medida de la cantidad de complejos neutrofilo-

plagueta en un potencial parametro clinico para evaluar la
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vulnerabilidad vascular de los pacientes con psoriasis moderada-

grave.

En los pacientes con psoriasis, el bloqueo de las citocinas TNFa (ADA)
o IL-17A (SEC), pero no el de 1L-12/23 (UST), controla, no sdlo las
manifestaciones cutdneas, sino también la inflamacién vascular
asociada, mediante la atenuacién de la expresién de las integrinas 2
Mac-1 y CR4 en los neutroéfilos. Por tanto, podemos concluir que las
citocinas TNFa e IL-17A tienen un papel destacable en el desarrollo

de la enfermedad cardiovascular asociada a la psoriasis.

El tratamiento convencional con MTX controla la interaccion
leucocito-endotelio modulando el estado de activacion de las
moléculas de adhesidn, pero no su expresion proteica. Este efecto
podria deberse a la unidn de la adenosina a sus receptores Azay A,
ya que el mecanismo antiinflamatorio propuesto para MTX implica

el aumento sérico de las concentraciones de adenosina.

En general, nuestros resultados demuestran que la psoriasis coexiste
con un estado de inflamacién vascular que conduce a un mayor
riesgo de eventos cardiovasculares como la trombosis, lo que la
convierte en un factor de riesgo cardiovascular. Los farmacos anti-
TNFa y anti-IL17, pero no los anti-IL-12/23, previenen este estado,
lo que, unido a su ventajoso perfil de seguridad con respectoa las
terapias convencionales, alimenta el debate en curso sobre la
idoneidad de un inicio mas temprano del tratamiento con productos
bioldgicos seleccionados en pacientes con psoriasis con alto riesgo

de desarrollo de enfermedad cardiovascular.
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1. CONCENTRACIONES DIMERO D.

La presencia de moléculas de DD sugiere coagulacién intravascular
porque solo puede generarse después de la formacion de trombina y la
subsiguiente fibrindlisis del coagulo, en la que la plasmina degrada la
fibrina en sitios especificos generando entre sus fragmentos el DD?%%, Las
mediciones del DD sirven como un marcador global de la activacion de los
sistemas de coagulacién vy fibrinolitico, y funcionan como un marcador
indirecto de la actividad trombética y trombolitica subsiguiente?>8,
Debido a que el sistema hemostatico esta en equilibrio dindmico, el nivel
plasmatico de DD no es cero en la poblacion normal, existe un valor

detectable en sangre en la mayoria de los individuos normales.

1.1. Concentracién dimero D en suero de ratén.

En el suero de ratéon los valores de DD oscilaron entre
80 - 450 ng/mL. Los valores elevados eran esperados, ya que eran sujetos
sometidos a cirugia, que es una de las causas que pueden aumentar la
presencia de esta molécula. No observamos diferencias significativas en
la concentracion de DD en suero de los grupos (sano, psoriasis inducida
naive, psoriasis inducida tratado con alguno de los anticuerpos
monoclonales -adalimumab, secukinumab, ustekinumab).

Tabla 9. Concentracion dimero D en suero de raton.

SUERO RATONES

GRUPO CONTROLES PSORIASIS INDUCIDA
(sanOs)
NAIVE ADA ADA SEC ETA INF usT usT

(a,amg/kg) | (2,2meg/kg) | (2,1mg/kg) | (1,4 mg/kg) | (10mg/kg) | (8,6 mgfkg) | (1,3 mg/kg)
Minimo 82,36 271,2| 2489 375,9 332,7 292,7 3253 415,5 373,8
Median 418,6 362,0| 386,5 417,3 363,6 368,9 441,1 419,2 399,2
Méximo 458,7 416,9 | 390,0 443,2 438,0 451,5 495,8 422,9 424,6
Media 344,6 353,0| 3418 413,4 378,1 370,5 425,8 419,2 399,2
DE 176,1 61,73 | 80,45 28,13 54,13 74,75 75,24 5,268 35,96
EEM 88,05 30,87 | 46,45 14,06 31,25 37,37 37,62 SFf25 25,42

ANOVA P valor = 0,8571
P value summary ns

ADA: adalimumab; DE: desviacion estandar; EEM: error estandar de la media;
ETA: etanercept; INF: infliximab; ns: no significativo; SEC: secukinumab;
UST: ustekinumab.
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1.2. Concentracién dimero D en plasma de pacientes psoriasicos.
Segln el sistema de medicién empleado, el valor predictivo
positivo de DD en humanos era >500 ng/mL. En el plasma de los pacientes
y voluntarios sanos incluidos en el estudio los valores de DD oscilaron
entre 1 - 280 ng/mL, valores considerados normales, y sin diferencias

significativas entre grupos.

Tabla 10. Concentracién dimero D en plasma de pacientes psoriasicos.

PLASMA HUMANOS
GRUPO CONTROLES PSORIASIS
(SANOS)
NAIVE | ADA | SEC usT
Minimo 2,920 25,20 |31,46|17,19|25,92
Median 79,55 |112,3|71,18|60,72|69,15
Maximo 219,2 281,7 |135,6|121,0(134,1
Media 95,96 132,9 |78,84(62,73|74,58
DE 89,98 [87,19|37,96(36,55|49,14
EEM 36,73 29,06 |12,00|11,56|24,57
Kruskal-Wallis test P valor = 0,3250
P value y ns

ADA: adalimumab; DE: desviacién estandar; EEM: error estandar de la media;
ns: no significativo; SEC: secukinumab; UST: ustekinumab.

2. TABLAS DE PRETRATAMIENTO FRENTE A POST-TRATAMIENTO.

Tabla 11. Diferencias en la cantidad de PMNs en fase de rodamiento
antes y después del tratamiento con un farmaco biolégico (graficas en
la Figura 45A).

x=18 semanas de tratamiento con un fdrmaco BIOLOGICO

RODAMIENTO PMN

Parémetro Pretratamiento Postratamiento Diferencia
Media 209,0 103,4 -105,6
DE 142,3 108,3 87,52
= EEM 47,43 36,11 29,17
Test no paramétrico
pareado de Wilcoxon P valor = 0,0078**

**p<0.01 frente a la mediana de rodamiento en los mismos sujetos a tiempo 0
(distribuciéon no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon) (n = 9). DS:
desviacion estandar; N: nimero de pacientes incluidos; EEM: error estandar de la
media; PMN: célula polimorfonuclear; x: media.
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Tabla 12. Diferencias en la velocidad de rodamiento de los PMNs antes
y después del tratamiento con un farmaco biolégico (gréficas en la
Figura 45B).
x=18 semanas de tratamiento con un farmaco BIOLOGICO

VELOCIDAD DE RODAMIENTO PMN

Parametro Pretratamiento Postratamiento Diferencia
Mediana 815,2 1120 305,1
DE 258,0 2887 328,3
2 EEM 86,01 96,25 109,4
Test no paramétrico
pareado de Wilcoxon P valor = 0,0273*

*p<0.05 frente a la mediana de velocidad de rodamiento en los mismos sujetos a
tiempo 0 (distribucidn no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon)
(n = 9). DS: desviacién estandar; N: nimero de pacientes incluidos; EEM: error
estandar de la media; PMN: célula polimorfonuclear; x: media.

Tabla 13. Diferencias en la cantidad de PMNs adheridos a la capa
endotelial antes y después del tratamiento con un farmaco biolégico
(graficas en la Figura 45C).

x=18 semanas de tratamiento con un farmaco BIOLOGICO

ADHESION PMN
Parametro Pretratamiento Postratamiento Diferencia
Mediana 4,323 5,770 1,447
DE 4,859 4,056 6,953
LS EEM 1,620 1,352 2,318
Test no paramétrico
pareado de Wilcoxon P valor = 0,6250

No hay diferencias p>0.05 frente a la mediana de adhesion en los mismos sujetos
a tiempo 0 (distribucién no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon) (n
= 9). DS: desviacidon estandar; N: numero de pacientes incluidos; EEM: error
estandar de la media; PMN: célula polimorfonuclear; x: media.
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Tabla 14. Diferencias en la cantidad de PBMCs en fase de rodamiento
antes y después del tratamiento con un farmaco biolégico (graficas en
la Figura 46A).
x=18 semanas de tratamiento con un farmaco BIOLOGICO

RODAMIENTO PBMC

Parametro Pretratamiento Postratamiento  Diferencia
Media 72,88 41,00 -31,88
Ds 22,33 20,19 31,00
TaE EEM 7,893 7,139 10,96
Test no paramétrico
pareado de Wilcoxon P-valor = 0,0234*

*p<0.05 frente a la mediana de rodamiento en los mismos sujetos a tiempo 0 (en
distribuciéon no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon) (n = 8).
DS: desviacion estandar; N: nimero de pacientes incluidos; EEM: error estandar
de la media; PMN: célula polimorfonuclear; x: media.

Tabla 15. Diferencias en la velocidad de rodamiento de los PBMCs
antes y después del tratamiento con un farmaco bioldgico (graficas en
la Figura 46B).

X=18 semanas de tratamiento con un fairmaco BIOLOGICO

VELOCIDAD DE RODAMIENTO PBMC

Parametro Pretratamiento Postratamiento Diferencia
Media 950,2 1257 307,3
DS 363,6 148,4 350,9
N=8 EEM 128,5 52,47 1241
Test no paramétrico
pareado de Wilcoxon P-valor = 0,0313*

*p<0.05 frente a la mediana de velocidad de rodamiento en los mismos sujetos a
tiempo 0 (en distribucién no normal, test pareado no paramétrico de Wilcoxon)
(n = 8). DS: desviacidn estandar; N: nimero de pacientes incluidos; EEM: error
estandar de la media; PBMC, célula mononuclear de sangre periférica; x: media.
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Tabla 16. Diferencias en la cantidad de PBMCs adheridos a la capa
endotelial antes y después del tratamiento con un farmaco biolégico
(graficas en la Figura 46C).
x=18 semanas de tratamiento con un farmaco BIOLOGICO

ADHESION PBMC

Parametro Pretratamiento Postratamiento Diferencia
Media 5,416 3,520 1,896
DS 5,179 2,573 5,235
N=8 EEM 1,831 0,9096 1,851
t-test pareado P-valor = 0,3397

No hay diferencias p>0.05 frente a la media de adhesion en los mismos sujetos a
tiempo 0 (distribuciéon normal, t-test pareado paramétrico). DS: desviacion
estandar; N: numero de pacientes incluidos; EEM: error estdndar de la media;
PBMC, célula mononuclear de sangre periférica; x: media.
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