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Estudio de las poblaciones linfocitarias en las lesiones de

psoriasis tras el bloqueo del factor de necrosis tumoral alfa

con etanercept
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Introduccion. La psoriasis es una enfermedad de fuerte base inmune, con un predominio de respues-
ta inmune celular o Thl. Entre los nuevos firmacos que han demostrado eficacia esta el etanercept, un recep-
tor para el factor de necrosis tumoral alfa que bloquea su accién.

Objetivos. Como objetivos nos planteamos en primer lugar determinar la respuesta histolégica a etanercept me-
diante la determinacién de las poblaciones linfocitarias en las lesiones psoridsicas; y en segundo lugar, determi-
nar la respuesta clinica al firmaco mediante el Psoriasis Area and Severity Index (PASI) y valorar el efecto de eta-
nercept sobre las poblaciones linfocitarias en sangre.

Meétodos. Tratamos 10 pacientes con psoriasis en placas con PASI > 10. Se les realiz6 una evaluacién clinica,
un punch de 4 mm en la placa y una determinacién de poblaciones linfocitarias en sangre antes del comienzo y
tras 12 semanas de tratamiento con etanercept 50 mg/semana.

Resultados. Hubo un descenso significativo en las distintas poblaciones linfocitarias de las lesiones tras el trata-
miento con etanercept. Asi, los linfocitos T CD4+ antes y después del tratamiento con etanercept registraron
los siguientes valores: 16,93 + 8,13y 6,51 = 3,46 (p < 0,007), respectivamente. Y los linfocitos T CD8+ antes y
después del tratamiento con etanercept registraron: 17,73 = 9,77 y 10,50 = 9,4 (p < 0,005), respectivamente. El
PASI mejoré globalmente tras 12 semanas de tratamiento. En un principio el PASI basal mostraba
33,30 = 10,71, y tras el tratamiento se registré 15,20 = 13,28, p < 0,008. Nueve de los diez pacientes mejoraron
y una paciente se mantuvo sin mejoria. No hubo diferencias significativas en las poblaciones linfocitarias san-
guineas antes y después del tratamiento.

Conclusiones. Etanercept es un firmaco que mejora clinicamente la psoriasis y disminuye la infiltracién infla-
matoria de las lesiones sin afectar a las poblaciones linfocitarias sanguineas.

Palabras clave: psoriasis, linfocitos, tratamiento.

ANALYSIS OF LYMPHOCYTE POPULATIONS IN PSORIATIC PLAQUES FOLLOWING
INHIBITION OF TUMOR NECROSIS FACTOR o WITH ETANERCEPT

Abstract. Introduction. Psoriasis is a disease with a strong immunological component in which there is a
predominant T helper 1 cell-mediated immune response. Etanercept, a receptor for tumor necrosis factor o
that blocks its action, is a new drug with proven efficacy in the treatment of psoriasis.

Obyjectives: The primary objective of this study was to assess the histological response to etanercept by analyzing
the lymphocyte populations in psoriatic plaques. The secondary objectives were to assess the clinical response
to the drug using the Psoriasis Area and Severity Index (PASI) and to analyze the effect of etanercept on
peripheral blood lymphocyte populations.

Methods. Ten patients with plaque psoriasis and a PASI score greater than 10 were included in the study.
A clinical assessment was performed in all patients along with a 4-mm skin punch biopsy of a plaque and
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analysis of peripheral blood lymphocyte populations at baseline and after 12 weeks of etanercept therapy at a
dose of 50 mg per week.

Results. There was a significant reduction in different lymphocyte populations in the plaques following
treatment with etanercept. The mean (SD) number of CD4* T lymphocytes per microscopic field decreased
from 16.93 (8.13) at baseline to 6.51 (3.46) after treatment with etanercept (P < 007). CD8* T lymphocytes
also decreased from 17.73 (9.77) before treatment to 10.50 (9.4) after treatment (P < 005). An overall
improvement in PASI score was also observed: 33.30 (10.71) at baseline versus 15.20 (13.28) following
treatment (P < 008). Nine out of 10 patients showed improvement.

No significant differences were observed in peripheral blood lymphocyte populations before and after
treatment.

Conclusions. Etanercept leads to clinical improvement of psoriasis and reduces inflammatory infiltration of the

lesions without affecting peripheral blood lymphocyte populations.

Key words: psoriasis, lymphocytes, treatment.

Introduccion

La psoriasis es una enfermedad crénica que afecta a un
2-3% de la poblacién mundial'. Hasta los afios ochenta se
consideraba un trastorno primario del queratinocito, en el
que una alteracién en la diferenciacién del mismo llevaba
a una hiperproliferacion de los queratinocitos®3. Hoy
en dia se considera uno de los trastornos autoinmunes me-
diados por linfocitos T mds comunes*. Se ha caracterizado
el infiltrado de linfocitos en la placa psoridsica y se ha en-
contrado un predominio de linfocitos T CD4+ en dermis y
de linfocitos T' CD8+ en epidermis®®. Diversos estudios
han mostrado la importancia del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) en el desarrollo y mantenimiento de las le-
siones de psoriasis’®.

Etanercept (Enbrel®, Wyeth) es un firmaco modifica-
dor de la enfermedad de naturaleza proteica completamen-
te humano compuesto por la porcién extracelular de 75 kd
(p75) del receptor natural del TNF-a unido a la regién Fc
de la inmunoglobulina G1 (IgG1)>'°. Acttia como un inhi-
bidor competitivo del TNF-o mediante su unién a esta
citoquina, impidiendo su interaccién con sus receptores en
la superficie de distintas poblaciones celulares. A diferencia
de otros anti-factores de necrosis tumoral (TNF), etaner-
cept no induce la muerte celular mediada por el comple-
mento iz vitro.

Nosotros disefiamos un estudio para evaluar el efecto del
bloqueo del TNF-a sobre los linfocitos T en la psoriasis,
evaluando la respuesta de las poblaciones linfocitarias tras
la administracién del firmaco etanercept en un grupo de
pacientes con psoriasis.

Objetivos

El objetivo primario fue determinar la respuesta histol6gi-
ca mediante la determinacién de las poblaciones linfocita-

rias (CD4+ y CD8+) de las lesiones psoridsicas. Los obje-
tivos secundarios fueron determinar la respuesta clinica a
etanercept mediante el Psoriasis Area and Severity Index
(PASI) y valorar el efecto de etanercept sobre las poblacio-
nes linfocitarias (CD4+ y CD8+) en sangre.

Material y métodos

En este estudio se incluyeron un total de 10 pacientes con
psoriasis en placas moderada-severa durante un periodo
de seis meses. Los pacientes no habian recibido en las ocho
semanas previas ningdn tratamiento sistémico y dos sema-
nas antes habian abandonado los tratamientos tépicos uti-
lizados. Ninguno de los pacientes habia llevado anterior-
mente ningun tratamiento de los denominados biolégicos.
Todos los pacientes firmaron el consentimiento informa-
do antes de la administracién del tratamiento y antes de la
realizacién de las biopsias.

Se determind el indice de masa corporal (IMC) en todos
los pacientes antes del comienzo del tratamiento.

El estudio fue aprobado por el comité ético de la institu-
cién.

Los pacientes recibieron etanercept (Enbrel®, Wyeth)
en monoterapia a dosis de 25 mg dos veces a la semana du-
rante 12 semanas.

La afectacién clinica de la enfermedad fue determinada
mediante el PASI. Este indice se cuantificé antes de la ad-
ministracion inicial de etanercept y tras doce semanas de
tratamiento.

En cada paciente se realizé una biopsia de una placa re-
presentativa de su enfermedad mediante un punch de
4 mm antes del comienzo del tratamiento y tras 12 sema-
nas de medicacién.

Como anestesia se usé mepivacaina sin vasoconstrictor,
y para el cierre de la zona se usé sutura con monofilamen-
to no reabsorbible.
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Las biopsias procedentes de las lesiones en placa fue-
ron incluidas en formalina 10 % tamponada (WWR In-
ternational). Tras la confirmacién del diagndstico de
psoriasis mediante tincién con hematoxilina-eosina, se
procedié a realizar tincién inmunohistoquimica median-
te Bond Polymer Detection System (Vision BioSystems,
Australia) para la identificacién de los linfocitos T
CD4+ (Novocastra Laboratories, Newcastle, Reino Uni-
do) y CD8+ (Novocastra Laboratories, Newcastle, Reino
Unido).

La cuantificacién de las distintas poblaciones linfocita-
rias de CD4 y CD8 fue hecha a 400x de magnificacién
(aumento). Se cuantificaron todas las células marcadas por
campo en la epidermis desde la membrana basal hasta el
estrato cérneo y en la dermis hasta una profundidad de
600 micras a lo largo de toda la pieza (4 mm). Posterior-
mente se hizo la media de células por campo. La cuantifi-
cacién de células en cada biopsia se expresé en nimero de
células positivas por campo de 400x.

Las poblaciones linfocitarias se determinaron mediante
recuento automatico y se expresaron en nimero de células
por microlitro.

Analisis estadistico

La distribucién de las variables continuas se hizo median-
te la media = DE, mientras que la distribucién de las va-
riables categéricas se expresé en frecuencias. Las compara-
ciones entre las variables continuas antes y después del
tratamiento con etanercept se hicieron con la prueba de
Wilcoxon para variables relacionadas. La correlacién en-
tre las poblaciones de linfocitos T y el PASI tras el trata-
miento con etanercept, asi como la correlacién entre el
IMC y el PASI tras el tratamiento con etanercept, fue es-
tablecida mediante el clculo del coeficiente r de Spear-
man. Se utiliz6 un nivel bilateral de p < 0,05 para determi-
nar la significacion estadistica. Todo el andlisis estadistico
se realizé con el SPSS para Windows, versién 11 (SPSS
inc, Chicago, Illinois).

Tabla 1. Poblaciones linfocitarias en piel, dermis y epidermis

Resultados

Pacientes

Participaron en el estudio 10 pacientes con edades com-
prendidas entre 30 y 56 afios (media 48,44 + 12,02 afios);
seis (60 %) eran mujeres y cuatro (40 %) eran hombres. El
IMC de los participantes en el estudio estuvo comprendi-

do entre 20,96 y 36,52 kg/m? (media 20,87 + 5,39 kg/m?).

Dermatopatologia

Se analizé un total de 20 biopsias procedentes de 10 pacien-
tes. La cuantificacion de las poblaciones linfocitarias totales,
en el estrato dérmico y en el estrato epidérmico, se muestran
en la tabla 1. Hubo un descenso significativo en las distintas
poblaciones linfocitarias tras el tratamiento con etanercept.
Los linfocitos CD4 totales basales y tras tratamiento con
etanercept mostraron 16,93 = 8,13 frente a 6,51 + 3,46,
p < 0,007; y los linfocitos CD8 totales basales y tras tra-
tamiento (figs. 1y 2) con etanercept: 17,73 + 9,77 frente
210,50 = 9,46, p < 0,005. Los linfocitos CD4 basales en
dermis y tras tratamiento con etanercept registraron
14,46 + 6,42 frente a 6,11 = 3,41, p < 0,007; y los linfocitos
CD8 basales en dermis y tras tratamiento con etanercept:
17,29 = 7,17 frente 211,57 + 6,50, p < 0,005. Los linfocitos
CD4 basales en epidermis y tras tratamiento con etanercept
registraron 2,47 = 2,18 frente 2 0,40 = 0,29, p < 0,008; y los
linfocitos CD8 basales en epidermis y tras tratamiento con
etanercept: 17,73 = 9,77 frente 2 10,50 = 9,46, p < 0,005.

Ademids encontramos una diferencia significativa en la
ratio linfocitos CD4/CDS8 en dermis: 0,94 = 0,27 frente a
0,62 = 0,36, p < 0,47.

Clinica

El PASI mejoré globalmente tras 12 semanas de trata-
miento. EI PASI basal mostré 33,30 = 10,71 y tras el
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Linfocitos CD8 antes del tratamiento (Bond Polymer
Detection System 200x).

tratamiento 15,20 + 13,28, p < 0,008. Nueve de los diez
pacientes mejoraron y una paciente se mantuvo sin me-
joria.

No hubo correlacién significativa entre la variacién de
los linfocitos CD4 totales en la lesién y la mejoria en el
PASI (rho = —0,49, p = 0,15) ni entre los valores de linfoci-
tos CD8 totales en la lesién y la mejoria en el PASI
(tho =0,21, p = 0,55).

Tampoco hubo correlacién entre el IMC y la variacién
del PASI (rho =-0,30, p = 0,93).

Sangre

Se analiz6 un total de 20 muestras de sangre procedentes
de los 10 pacientes. No hubo diferencias significativas en
las poblaciones linfocitarias sanguineas antes y después del
tratamiento. La media de linfocitos CD4 basales fue de
1.204,40 = 869,59 y tras tratamiento con etanercept fue
de 1.021,67 = 409,63, p < 0,441. La media de linfocitos
CD8 basales fue de 642,50 + 351,52 frente a 583,11 = 182,69
tras etanercept (p < 0,55).

Nueve (90%) de los pacientes tuvieron una determina-
cién de anticuerpos antinucleares (ANA) y ENA negativos
antes y después del tratamiento con etanercept. Una (10 %)
paciente presenté ANA positivos con un titulo de 1/640 y
ENA negativos antes del tratamiento. Tras el tratamiento,
el titulo de ANA aument6 a 1/1.280, se hicieron positivos
los anticuerpos contra ribonucleoproteina y sufrié un bro-
te de poliartritis en manos y muiiecas. El cuadro clinico y la
elevacién de autoanticuerpos se resolvieron afiadiendo me-
totrexate 25 mg/semana y prolongando la administracién
de etanercept.

Linfocitos CD8 tras tratamiento (Bond Polymer
Detection System 200x).

Acontecimientos adversos

Uno de los pacientes experimentd un impétigo estafilocéc-
cico en fosas nasales que tuvo que ser tratado con trata-
miento sistémico sin complicaciones. Una paciente presen-
t6 reaccién local en el sitio de inyeccién con fenémeno de
recall que se control6 con esteroides locales.

Discusion

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica de la
piel que puede presentarse asociada a artropatia. En la etio-
logia se han implicado distintos genes que interaccionan
entre si y con estimulos medioambientales, desencadenan-
do el fenotipo de la enfermedad'12. En las lesiones de pso-
riasis se produce una hiperproliferacién y una maduracién
anormal del queratinocito acompafiada de un infiltrado in-
flamatorio compuesto principalmente por linfocitos T con
predominancia de células CD4+ en dermis y CD8+ en
epidermis®. Se ha visto que la activacion local de estas cé-
lulas es crucial en el desarrollo y mantenimiento de las le-
siones de psoriasis®!*.

El etanercept es una proteina de fusién compuesta por
dos subunidades del receptor p75 del TNF-a que actda
uniéndose de forma competitiva a esta molécula y previe-
ne la interaccién con sus receptores en las membranas celu-
lares. Etanercept ha mostrado eficacia en el tratamiento
de la psoriasis y de la artropatia psoridsica mejorando la
afectacion clinica®? y el infiltrado inflamatorio de las lesio-
nes. Nosotros consideramos que etanercept era el agente
ideal para estudiar el efecto inmune del bloqueo del TNF
de las placas de psoriasis porque su accién es debida a la
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neutralizacién del TNF y no a la deplecién de las células
que expresan TNF en su superficie.

En nuestro estudio encontramos un descenso precoz
del nimero global de linfocitos T en las lesiones de pso-
riasis tras 12 semanas de tratamiento en monoterapia con
etanercept, lo que concuerda con los resultados de Gottlieb
et al'® tras 24 semanas de tratamiento. Este descenso se
produjo tanto en los linfocitos CD4+ como en los linfoci-
tos CD8+ en dermis y epidermis, pero no en sus respec-
tivas poblaciones sanguineas. El descenso de linfocitos T
en las lesiones tras el uso de anti-T'NF también se ha cons-
tatado en modelos animales y sugiere que la proliferacién
local de células T en la psoriasis es dependiente de la pro-
duccién local de TNF-a*. El descenso de la ratio CD4+/
CD8+ en dermis tras el tratamiento estd de acuerdo con los
estudios que sugieren que los linfocitos CD4+, pero no
los CD8+, son capaces de desencadenar la lesién de psoria-
sis, indicando una resolucién de las mismas?’.

Realizamos la deteccién de los autoanticuerpos en bus-
ca de posibles elevaciones de estos con el tratamiento y so-
lamente se produjo elevacién de los mismos en una pacien-
te que ya tenfa ANA positivos previamente, lo que hace
pensar que su elevacion se produce en individuos predis-
puestos.

La mejoria clinica experimentada en 9 de nuestros
pacientes coincide con lo descrito en la literatura'®. La au-
sencia de mejoria en uno de nuestros pacientes coincidié
con la presencia previa de ANA que aumento tras el trata-
miento con etanercept. En este paciente no se desarrolla-
ron clinica ni histologia cutdnea de lupus, como demostré
la inmunofluorescencia directa negativa. Si que present6 un
episodio agudo de poliartritis que afecté a manos y muiie-
cas, lo que ha sido descrito en algunos pacientes con artri-
tis reumatoide que desarrollaron lupus tras el tratamiento
con terapias anti-I'NF?. Tras las 12 semanas iniciales de
tratamiento del protocolo se le administré metotrexate
25 mg/semana junto con etanercept, lo que produjo una
mejoria de sus lesiones junto con un descenso del titulo de
anticuerpos. En nuestra opinion, el cuadro de esta pacien-
te se corresponderia con un brote de artropatia psoridsica
acompafiando a la refractariedad al tratamiento y no seria
un episodio de lupus, ya que mejoré sin necesidad de la
suspension del tratamiento.

No encontramos correlacion significativa entre el des-
censo de linfocitos y la mejoria en el PASI, lo que podria
ser explicado por el relativamente corto periodo de tiempo
transcurrido entre las biopsias y por el escaso tamafio
muestral. También ha sido sugerido que esta escasa corre-
lacién es debida a que los linfocitos T actian de forma lo-
cal en la produccién de las lesiones de psoriasis y que la
célula que tiene mayor relevancia en su desarrollo seria
la célula dendritica, que los activaria*. Diversos estudios
han mostrado que el mantenimiento de etanercept mas alld
de las 12 semanas iniciales de tratamiento produce una

mejoria clinica en la psoriasis, incluso en aquellos pacientes
que no han respondido durante ese periodo inicial**?. No-
sotros no podemos descartar que en un estudio a largo pla-
zo haya una correlacion significativa entre el descenso en el
PASI y el descenso de linfocitos T en las lesiones.

La ausencia de disminucién de poblaciones linfocitarias
en sangre se explica por la ausencia de modificacién de los
niveles sanguineos de TINF en las fases iniciales del tra-
tamiento con anti-I'NF?, la menor presencia de TNF en
esta que en las lesiones? y porque etanercept no produce li-
sis de las células que expresan TNF en su superficie’.

Los efectos secundarios durante el tratamiento fueron
leves y bien tolerados.

Conclusion

Etanercept produce mejoria clinica y una disminucion sig-
nificativa de los linfocitos CD8 en epidermis y de los linfo-
citos CD4 en dermis en la placa de psoriasis de forma pre-
coz tras 12 semanas de tratamiento sin producir afectacién
de las poblaciones linfocitarias en sangre periférica. Este
estudio muestra eficacia y un buen perfil de seguridad
de este firmaco en el tratamiento de la psoriasis, pero ha-
cen falta estudios a largo plazo con éL.
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