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GLOSARIO
AINES: Antiinflamatorio no esteroideo
AMPc: AMP ciclico

B- bloqueantes:

Bloqueadores b- adrenérgicos

CARD14: Gen que codifica para una proteina 14
conteniendo un dominio para el reclutamiento de
las caspasas

DLQI: Calidad de vida en dermatologia

DNA: Acido Desoxirribonucleico

GM- CSF: Factor estimulador de colonias granulocito macréfago

GMPc: GMP ciclico

HLA: Antigeno leucocitario humano

IFN gamma: Interferon gamma

IFN-a: Interferon alfa

IL 12: Interleuquina 12

IL23: Interleuquina 23

IL6: Interleuquina 6

IL8: Interleuquina 8

IM: Intramuscular

iNOS: Oxido nitrico sinteasa

AV Intravenosa

LPS: Lipopolisacaridos

LT CD4+: Linfocitos T CD4 activos

LT CD8+: Linfocitos T CD8 activos

LT: Leucotrieno

LThl: Linfocito T helper tipo 1
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LTh17: Linfocito t helper tipo 17

LTh2: Linfocito T helper tipo 2

MAGUK Guanilato kinasas asociadas a membrana

MAPK: Proteino quinasa activada por mitbgenos

Mem-TNF-R1: Receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1
unido a membrana

NF- Kb: Factor de transcripcion kappa beta

NGF: Factor de crecimiento neuronal

p: Brazo largo del cromosoma

PAF: Factor activador de plaquetas

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patégenos

PASI: Indice de area y severidad de la psoriasis

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PG: Prostaglandinas

PUVA: Fotoquimioterapia

q: Brazo corto del cromosoma

RANTES: Regulada por la activacion normal de la célula T
expresada o secretada (Citoquina L5)

SC: Subcutanea

s-TNF-R1: Receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1
libre en solucion

TLR: Receptor Toll Like (receptor tipo Toll)

TNF-a R: Receptor del factor de necrosis tumoral alfa

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-R2: Receptor del factor de necrosis tumoral tipo 2

VEGF: Factor de crecimiento vasculo- endotelial

VIP: Péptido vasoactivo intestinal
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RESUMEN

Se estudio la eficiencia del tratamiento de la psoriasis con etanercept
en pacientes del Servicio de Dermatologia del Hospital Nacional Carlos
Alberto Seguin Escobedo a través de la determinacién del PASI y del DLQI.
Adicionalmente se relacionaron los resultados obtenidos con la presencia de

mutaciones en un sector seleccionado del gen CARD14.

Se revisaron las historias clinicas de 17 pacientes que correspondian
a los que habian recibido etanercept como terapia monosistémica a la dosis
de 25 o0 50 mg dos veces por semana. Se usaron los valores del PASI y del
DLQI que figuraban en las historias clinicas antes y después del
tratamiento. Del grupo se seleccionaron a nueve pacientes y con su
consentimiento informado se les tomé una muestra de mucosa oral mediante
la técnica del hisopado. En las muestras se aislo el ADN y se amplifico
mediante PCR un sector del gen CARD14 que incluia la parte final del exon
3 y el inicio del intrén 3, que se considera altamente sensible a mutaciones
relacionadas con la psoriasis. Las secuencias amplificadas se enviaron al
Departamento de Biologia Molecular del Hospital General de Massachusetts

para su secuenciacion, lo que sirvié para la deteccion de las mutaciones.

Con relacion a la determinacion del PASI, se encontro una tasa alta
de respuesta al tratamiento con etanercept en los pacientes con psoriais,
con valores de P75 y P90 de 58% y 90% respectivamente. En lo que
respecta al DLQI, el promedio previo al tratamiento fue de 25.77 (mala
calidad de vida) y disminuy6 a 3.6 después del tratamiento (calidad de vida
satisfactoria). En general el farmaco fue bien tolerado por los pacientes y
s6lo se detectaron algunas infecciones intercurrentes que podrian tener
cierta relacibn. No se encontraron en nuestros pacientes las mutaciones
349G>A y 354G>A descritas como asociadas a la enfermedad, en cambio
encontramos en un paciente del grupo estudiado una mutaciéon no descrita
anteriormente que denominamos como 349-2 G>A localizada a solo dos
nucledtidos de la primera mutacion en el gen CARD14 descrita en psoriasis

y exactamente del mismo tipo (transicion en donde el cambio es de guanina
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por adenina). Las otras mutaciones detectadas estan mas alejadas de la
zona considerada como sensible a mutaciones asociadas a la psoriasis y
parecen estar mas relacionadas a factores étnicos que a la misma
enfermedad ya que se detectaron en la misma proporcién en los pacientes

y en los controles.

Se comenta la alta eficacia encontrada en el tratamiento con
etanercept de los pacientes estudiados y su buena tolerancia. Igualmente, la
ausencia de las mutaciones descritas como asociadas a la psoriasis por
otros autores y la deteccién de una nueva mutacion, a solo dos nucleétidos
de una de las descritas y con iguales caracteristicas, lo que abre la

posibilidad de futuros estudios.

PALABRAS CLAVE: Psoriasis, etanercept, gen CARD14, PASI, DLQI
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ABSTRACT

We studied the efficiency of the treatment of psoriasis with etanercept
in patients of the Service of Dermatology of the Hospital National Carlos
Alberto Seguin Escobedo through the determination of the PASI and the
DLQI. Additionally the results obtained with the presence of mutations in a

selected sector CARD14 gene related.

We reviewed the medical histories of 17 patients who were those who
had received etanercept as monosistemic therapy at a dose of 25 or 50 mg
twice a week. The values of the PASI and the DLQI were contained in the
medical records before and after the use of the treatment with Etancerpt. The
group selected was conformed by nine patients who had previously signed
the informed consent. We took a sample of oral mucosa using a swab. DNA
was isolated in samples and was amplified by PCR from a sector of CARD14
gene that included the final part of exon 3 and the beginning of the intron 3,
which is considered highly sensitive to mutations related to psoriasis.
Amplified sequences were sent to the Department of Molecular Biology of the
General Hospital of Massachusetts for its sequencing, which served for the

detection of mutations.

With regard to the determination of the PASI, a high rate of response
to treatment was found with etanercept in patients with psoriasis, with values
of PASI75 and PASI9O0 of 58% and 90% respectively. In regards to the DLQI,
prior to the treatment averaged 25.77 (bad life quality) and decreased 3.6
after treatment (satisfactory life quality). Overall the drug was well tolerated
by patients and were only detected some intercurrent infections that could
have some relationship. We do NOT found in our patients mutations 349G
>A and 354G >A described as associated with the disease, instead we found
in a patient of the group studied a mutation not described previously. We
called it 349-2 G>A located only two nucleotides before the first mutation in
the gene CARD14 described in psoriasis and exactly of the same type
(transition where the change is adenine to guanine). Other mutations

detected are furthest away from the area considered as sensitive to
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mutations associated with psoriasis and seem to be more related to ethnic
factors rather than the disease itself. Also this mutations were detected in the

same proportion in patients and controls.

We also describe the high efficiency found in the treatment with
etanercept in the patients and also the well tolerated treatment. Similarly, the
absence of the mutations described as associated with psoriasis by other
authors and the detection of a new mutation, to only two nucleotides of a
described and with the same characteristics, which opens up the possibility
of future studies.

KEY WORDS:

Psoriasis, etanercept, CARD14 gene, PASI, DLQI
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INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria, cronica,
hiperproliferativa, no contagiosa y recidivante de la piel. Su causa esta poco
definida, su patogenia es multifactorial, es mediada inmunol6égicamente y se
caracteriza por la presencia de papulas y placas eritematoescamosas. Se
estima que entre 2 a 3% de la poblacién mundial se encuentra afectada y en
nuestro pais se ha calculado que la padecen cerca de medio millon de

personas.

Los avances logrados en la biologia molecular y en el conocimiento
de las bases inmunoldgicas de la enfermedad han permitido en los ultimos
afos el disefio de un grupo de farmacos, denominados farmacos bioldgicos,
gue se suman al arsenal terapéutico que tiene la enfermedad y que parecen
superar con ventaja a aquellos usados en el tratamiento tradicional. Estos
nuevos farmacos antipsoriasicos corresponden mayormente a anticuerpos
monoclonales o a proteinas recombinantes y requieren aun de mayores
estudios para reforzar su eficacia terapéutica y dar la confianza necesaria a
los especialistas y a los mismos pacientes de disponer de farmacos efectivos

y bien tolerados.

Luego de la reciente descripcion de la existencia de mutaciones en el
gen CARD14 relacionadas con la psoriasis, resulta importante investigar su
presencia en relaciéon con la enfermedad en nuestro pais y con la severidad
de la misma. De otro lado, también resulta atractivo relacionar las
mutaciones que se pudieran encontrar con la respuesta al tratamiento
biol6gico, especificamente con el etanercept, que interacciona con el
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR1), el que es precisamente
codificado por el gen CARD14.

En este trabajo reportamos los resultados obtenidos al estudiar la
eficacia del tratamiento de la psoriasis moderada a severa con el etanercept
en el Servicio de Dermatologia del HNCASE haciendo la revision

retrospectiva de las historias clinicas desde el afio 2009 al 2014. La eficacia
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se valora a través de la medida del indice de area y severidad de la psoriasis
(PASI) y del indice dermatoldgico de calidad de vida (DLQI). Junto a lo
anterior se reporta los efectos adversos que el tratamiento podria
determinar. Se complementa este estudio con la deteccién de mutaciones en
un sector del gen CARD14, que incluye la parte final del exé6n 3 y la inicial
del intrén 3, para asociarla con la enfermedad psoriasica y con la respuesta
al etanercept. De esta forma, este estudio de nivel cuasi experimental,
descriptivo y analitico, resulta ser novedoso pues a la actualidad, no se
cuenta con estudios similares en nuestro medio
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MARCO TEORICO

1. LA PSORIASIS COMO ENFERMEDAD DERMATOLOGICA

La psoriasis es una enfermedad croénica, inflamatoria, hiperproliferativa,
recidivante, no contagiosa, de patogénesis multifactorial y mediada

inmunolégicamente.

La mayor parte de los tipos de psoriasis cursan con brotes recurrentes
(de semanas o0 meses) y con periodos de remision incluso completa (Bor
Ter A, 1999)

Se caracteriza por la presencia de papulas y placas eritematoescamosas
bien definidas, localizadas preferentemente en codos, rodillas, region
sacra y cuero cabelludo, aunque puede afectar cualquier otra zona o
toda la superficie cutdnea. Se ha descrito que un 5- 30% de individuos
afectados presentan artritis cronica (artritis psoriasica) (Moll JM, 1973). El
impacto de la psoriasis en la calidad de vida es remarcable y se compara
al que producen varias enfermedades crénicas, comprometiendo
aspectos fisicos, mentales y produciendo asi mismo, discapacidad fisica
y social (Bol Ter A, 1999).

La severidad de la psoriasis se mide por el porcentaje del cuerpo
afectado por las placas psoriaticas. Se considera leve cuando el area
comprometida es menor al 2%, moderada cuando esta entre 2 al 10% y
severa cuando supera el 10% 54 (Lebwohl M, 2004). Existe otra
clasificacion que divide a la Psoriasis en leve (menos del 10%),
moderada (10-25%) y severa (mayor 25%) (Ochaita L, 2010)

1.1. Historia

Es posible que alguna de las descripciones biblicas (Antiguo
Testamento) de la lepra, hiciesen referencia en realidad a formas

graves de psoriasis. Aparentemente fue Celso quien hizo la primera
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descripcion de esta enfermedad y Galeno (129-99 a.C.) acuié el
término de psoriasis por primera vez para aquellas enfermedades
caracterizadas por descamacion y picor de piel, ademas ya
planteaba una descripcion detallada de la misma. También ha sido
denominada como impétigo, lopoi, alphos, usagro, etc.
Anteriormente, Hipocrates(460-377 a.C), conocido como el padre de
la medicina, erroneamente la enlaz6 con la lepra, a tal punto que

varios psoriasicos fueron quemados vivos al creerlos leprosos.

Plenk en el siglo XVIII recuperé el término de psoriasis y fue William
(1809) quien amplio los estudios correspondientes acerca de dicha
enfermedad. Von Hebra (1841), separ6é completamente la psoriasis
de la lepra. Koebner (1879) excéntrico dermatdlogo aleman muy
conocido por su trabajo en micologia, designa como “fenémeno
de Koebner” a la aparicion de lesiones propias de determinadas
dermatosis (psoriasis, liquen plano, pitiriasis rubra pilaris,
enfermedad de Darier, molluscum, vitiligo, xantomas, vasculitis,

sindrome de Sweet) en las zonas de presion o traumatismo.

Recién en el siglo XX, se propusieron los tratamientos actuales para
la enfermedad. En la década de los 20, se comprobd la efectividad
de la luz solar como terapia. En la década de los 50, se empezo a
emplear corticoesteroides tanto de forma tépica como sistémica. En
la década de los 60 se descubrid la hidroxiurea, en los 70 la terapia
PUVA 'y en los 80 el metotrexato. Es recién en el presente siglo que
se introduce la terapia biolégica. Actualmente es la psoriasis la
forma de dermatitis mas estudiada y asi a inicios del presente siglo
ya se reportaban mas de 10,000 publicaciones sobre la enfermedad.
Si bien en la actualidad se ha avanzado bastante en el conocimiento
de su etiopatogenia, de manera especial en base a los estudios de
la inmunologia y biologia molecular de la enfermedad, aln queda

mucho por esclarecer.
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1.2.Prevalencia.

Afecta del 1 al 3% de la poblacion mundial. Se estima una
prevalencia en EEUU de 4.6%. En la poblacion africana,
afroamericana y asiatica, se calcula un aproximado de 0.4%. En un
Simposio sobre la psoriasis, realizado en Dallas, Texas en el 2009,
el IPC (Comité Internacional de Psoriasis) se presentd por primera
vez, la comunidad de expertos en psoriasis un estimado puntual
sobre las tasas de prevalencia de la psoriasis para Sudamérica y
México (Tabla 1). Aunque los datos no son estadisticamente
significativos, demuestran no obstante, que las tasas de prevalencia
especificas de cada pais son comparables, tanto dentro de la misma
regién geogréafica como con los estimados actuales de casos en los
Estados Unidos y Europa. En el caso de nuestro pais se muestra

una incidencia promedio de 2.5%.

TABLA 1. INCIDENCIA DE LA PSORIASIS EN LATINOAMERICA.

NUMERO PROMEDIO -
PAISES DE (DESVIACION
ESTUDIOS ESTANDAR)
Argentina 2 1.13 (0.18)
Brasil 2 250 (0.71)
Chile 2 2.00
Colombia 7 2.00
Ecuador 2 2.75 (3.18)
México 5 2.90 (1.24)
Paraguay 1 1.00
Peru 2 2.50 (0.71)
Venezuela 3 2.50 (1.32)
PROMEDIO 26 2.14 (0.92)
REGIONAL

Tomada de Revision del IPS (Consejo Internacional sobre
psoriasis) Enfoque en América Latina 5(3), Dic 2009
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Se calcula que en nuestro pais hay cerca de medio millén de

pacientes con psoriasis.
1.3.Clasificacion
a) Psoriasis pustulosa

Provocada principalmente por accion de algunos farmacos.
Presenta a su vez una variedad generalizada conocida como
Psoriasis de von Zumbusch. Se caracteriza por la presencia de

pustulas estériles monomorfas que coalescen.

Puede comprometer seriamente el estado general del paciente

requiriendo en algunas oportunidades manejo hospitalario.
b) Psoriasis no pustulosa

» La psoriasis vulgar, constituye la variedad mas frecuente de
psoriasis..Afecta basicamente areas como codos, rodillas,
zona lumbosacra, periumbilical, cuero cabelludo, ufias y area
palmo-plantar. Comienza como una macula eritematosa que
evoluciona a papula y finalmente a placa con escama blanco
nacarada. Dentro de esta variedad de psoriasis se encuentran

a su vez distintas formas clinicas (numular, rupoide, ostracea)

» La psoriasis en gota (guttata), afecta basicamente a nifios
entre 5y 12 anos de edad. Por lo general, precedida de
proceso respiratorio alto (por lo general streptocécico) 10 o 20
dias antes de su aparicion. Afecta principalmente el tronco
(centripeta). Puede evolucionar a psoriasis en placa en el
30% de los casos.

= La psoriasis invertida o flexural, generalmente afecta a
adultos entre la quinta y sétima década de la vida. Se ha

encontrado mayor prevalencia en mujeres postmenopausicas.
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Compromete areas tales como region axilar, region

submamaria y anogenital.

= La psoriasis eritrodérmica, constituye un 2% de las
psoriasis. Puede producirse por extension de una psoriasis
vulgar o ser inicialmente eritrodérmica. Puede ir acompafiada
de sintomas sistémicos (fiebre, hipotermia, falla cardiaca,
hipoalbuminemia, anemia, entre otros). Se ha visto su
asociacion con drogas (suspension brusca de corticoides o de
tratamiento biologico, uso de Metotrexate, acitretin), rayos

ultravioleta, estrés e infecciones.
1.4.Etiologia
Se ha descrito la asociacion de la psoriasis con diversos factores
a) Factores relacionados y metabdlicos:

Se ha visto asociacion con Enfermedad de Crohn (2.9 mas
frecuente que en la poblacién general). Los pacientes con esta
enfermedad presentan 7 veces mas psoriasis que los controles
(Gisondi P, 2012).

La psoriasis puede asociarse a obesidad, hipertension arterial,
resistencia a la insulina, perfil lipidico aberrante, sindrome
metabdlico y un elevado riesgo cardiovascular (Ponce- Rodriguez
My Mendoza R, 2012)

Diversas investigaciones sugieren que estas enfermedades
comparten un vinculo causal y sinérgico que favorece el
desarrollo de aterosclerosis y enfermedades autoinmunes como
facetas de un trastorno sistémico inflamatorio que se expresa
mediante el incremento de marcadores inflamatorios como la

proteina C reactiva. (Gisondi P, 2007)
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b) Factores Genéticos

Se han encontrado antecedentes familiares de psoriasis en un
36 a un 91% de los pacientes con esta patologia. Se le ha
atribuido un 41% de riesgo de padecer de psoriasis cuando
ambos padres son psoriasicos, mientras que de solo tener un
progenitor con psoriasis, el riesgo disminuye a 14% (Gisondi P,
2007)

Existe una asociacion entre los diversos tipos de HLA (Antigeno

leucocitario humano) y las distintas variedades de psoriasis asi

como su forma de aparicion. Cabe citar:

= HLA-B13, B17, B37, Bw6, Cw6: se asocia a aparicion precoz
de lesiones

= HLA-B27: se asocia con psoriasis pustulosa y acrodermatitis
continua

= HLA-Aw19 y HLA-Bw35: se asocia con psoriasis pustulosa
palmoplantar:

= HLA-B13 yHLA-B17: se asocia con psoriasis Guttata en nifios

y eritrodérmica:

Se han identificado 20 loci de susceptibilidad para la psoriasis en
el genoma siendo el mas estudiado el ubicado en el locus 2
(PSORS2) en la regién 17g25.

c) Factores Endocrinos:

Se ha encontrado:
e Asociacion con la hipocalcemia: desencadenante de la
forma pustulosa generalizada.
e Asociacion con el inicio de la pubertad y de la menopausia.
e Agravamiento postparto y una mejoria durante el embarazo.
e Asociacion con la resistencia a la Insulina: La insulina juega

un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
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cutdnea, ademas de la reparacion tisular y maduracion de
gueratinocitos en personas sin patologia. (Dubois S., 2013).
Asi mismo, se ha visto un rol importante en la aparicion,
mantenimiento y perpetuacion de las lesiones psoriaticas.
Incrementa la produccion de IL1b (Interleukina 1b) la cual a
su vez, al actuar sobre los queratinocitos, induce alteracion
en su proliferacion, diferenciacion y maduracion en
pacientes psoriaticos. EI aumento de IL1b induce mayor
sintesis de insulina y esta a su vez, resistencia a la misma.
(Dubois S, 2013)

d) Factores Infecciosos:

Se ha encontrado que es desencadenante de psoriasis en el
44%de los pacientes, un proceso respiratorio alto (especialmente
faringitis estreptococica). Asi mismo se ha encontrado relacion
con la presencia de abscesos dentales, abscesos en region
perianal e impétigo.

e) Factores irritativos y traumatismos:

Conocidos bajo el nombre de Fendmeno de Koebner a algun
traumatismo que induzca la aparicion de entidades
dermatoldgicas, dentro de ellas la psoriasis. Generalmente de
aparicién entre las 2 a 6 semanas después del mismo.

Se la encuentra presente en el 25% de los pacientes. Otros
factores asociados son las quemaduras solares (luz UV) en el
5% de los casos.

f) Por farmacos:

Una lista enorme de farmacos guardan relaciéon con la aparicion
o la exacerbacion del cuadro’ Entre estos, se cuentan:

¢ Antimaléricos (Cloroquina e hidroxicloroquina)
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e Carbonato de Litio

¢ AINES (Indometacina, Aspirina)

e Antihipertensivos (IECA, calcioantagonistas, beta
bloqueadores)

e Yoduro de potasio

e Interferon

e Supresion de corticoides (Lazaro Ochaita P, 2001)

e Corticoesteroides sistémicos y topicos en grandes areas

e Terbinafina.

e Progesterona.

e Sales de oro.

e Imiquimod tépico.

e Oftros.
g) Por drogas:

Se ha visto que el consumo cronico de alcohol y tabaco, podrian
provocar 0 exacerbar un brote de enfermedad. En estudios
realizados en nuestro pais, se ha visto que con relacién al uso
ylo consumo de sustancias al momento de la consulta, 4,5%

consumian alcohol y 1,8%, tabaco(Ponce- Rodriguez M, 2012)

h) Estrés laboral, estado animico:

Generalmente se le ha relacionado con la presencia de estrés
emocional (principalmente de tipo laboral). Es importante
recalcar que pese a tal detalle, se ha podido encontrar en
nuestro pais, una prevalencia importante de dicha enfermedad
en pacientes desempleados (Ponce- Rodriguez M y Mendoza R,
2012)

Se la encuentra asociada a depresion severa, ansiedad y
cuadros de obsesion.
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Asi mismo, se ha demostrado que existe una asociacion entre
stress emocional, sistema nervioso periférico y la activacion de
lesiones psoriaticas. Durante el stress, las fibras nerviosas
liberan neuropéptidos en grandes cantidades. Se han encontrado
incluso, en las lesiones psoriaticas, gran expresion del factor de
crecimiento nervioso (NGF) el cual a su vez, es inductor de la
proliferacion de queratinocitos, angiogénesis, activacion de
células T, expresion de moléculas de adhesion y proliferacion

nerviosa cutanea (Dubois S, 2013).
i) Sexo:

Mujeres y hombres son afectados en igual proporcion. Sin
embargo, algunos estudios de investigacién reportan una
discreta prevalencia en varones (Valdivia — Blondet L, 2008)

1.5.Métodos de valoracién de la Psoriasis:
a) Indice de Severidad y area de Psoriasis (PASI):

El indice de severidad del area de psoriasis (PASI) es un
elemento importante para la evaluacién de la psoriasis pues
tiene buena correlacion con la severidad de la enfermedad
(Gutiérrez Z, 2003). Fue creado en el afio 1978 por Fredriksson y
Pettersson con la intencion de evaluar la respuesta al tratamiento

de la psoriasis y comparar la misma con relacion al tiempo.

Su puntuacion varia entre 0y 72. Se clasifica en:
e Leve:entreOy20
e Moderada: entre 21y 50

e Severa:entre 51y 72.

(Ver Anexo 3y 4)
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PASI 75 Y PASI 90:

La FDA (Administracibn de drogas y alimentos de EEUU),
establecié el PASI 75 como una estimativa préactica para valorar
la eficacia de los nuevos farmacos en el tratamiento de la
psoriasis y corresponde al porcentaje de pacientes que alcanzo
una mejoria superior o igual al 75% del PASI anterior al
tratamiento. Usando el mismo criterio, algunos autores hablan
del PASI 90.

b) Calidad de vida en Dermatologia (DLQI):

El DLQI (Finlay y Khan,1994) fue el primer instrumento
especifico de medicién de la calidad de vida en dermatologia
(Basra MKA, 2008). Consta de un cuestionario autoadministrado,
corto, simple y facilmente desarrollable compuesto de 10
preguntas. Se lo ha usado en pacientes dermatolégicos por
encima de los 16 anos. (Ver Anexo5)

La version original fue publicada con el objeto de evaluar el
impacto en las actividades diarias de enfermedades
inflamatorias de la piel como el acné, el eczema, la psoriasis y la
urticaria (Lewis V, 2004).

Su utilidad se deriva de los relevantes efectos que una
enfermedad cutanea pudiera tener en la apariencia general, las
relaciones sociales, el estado psicologico y las actividades de la
vida diaria pues necesariamente conllevan a la afectacion
psicolégica y funcional del paciente (Badia X, 2004).Se ha
descrito una alteracion psicosocial, en las actividades de la vida
diaria, el desemperio laboral, lo que conduce a su exclusion de
ciertas ocupaciones, baja autoestima y conflictos internos con
su autoimagen (Finlay AY, 1996). En diversos estudios se ha

descrito que la afectacion de la calidad de vida causada por una
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enfermedad dermatologica es similar a la encontrada en
enfermedades sistémicas como la hipertension, la diabetes, el

asma, la fibrosis quistica y la depresion (Morgan M, 1997).

Se ha usado el DLQI para fines clinicos e investigativos en la
evaluacibn de nuevas terapias dermatoldgicas, en la
comparacién de diferentes enfermedades cutaneas y en la
medicion del impacto en la actividad diaria de las enfermedades
de la piel. La consistencia interna de esta escala es bastante
buena, y ha tenido altos coeficientes de correlacion de
Spearman en su evaluacién de fiabilidad prueba-reprueba
(Lewis V, 2004).

Sin embargo, pese a su gran utilidad, se ha encontrado una falta
de sensibilidad al cambio que se traducen en su dificultad para
detectar mejoria en los pacientes y en la incapacidad para
detectar cambios en la calidad de vida cuando varia la gravedad
del cuadro clinico (Restrepo C, 2003)

Cada item tiene cuatro posibilidades de respuesta segun la
escala de Likert a saber: 0: no en absoluto/no relevante; 1: un

poco; 2: mucho; 3: muchisimo.

El DLQI se calcula sumando los puntajes de cada pregunta,
resultando en un minimo de 0 y un maximo de 30. Los puntajes

altos se corresponden con empeoramiento de la calidad de vida.
Interpretacidon de los puntajes del DLQI:

e Buena calidad de vida: DLQI 0-1

e Calidad de vida Satisfactoria: DLQI 2 -5

e Calidad de vida insatisfactoria: DLQI 6 a 10
e Mala calidad de vida: DLQI: 11 — 30
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2. AVANCES EN EL CONOCIMIENTO DE LAS BASES
INMUNOLOGICAS Y BIOQUIMICAS DE LA ENFERMEDAD

2.1.Factores bioquimicos:

Se ha demostrado la presencia de:

¢ Niveles elevados de acido araquidénico y algunos de sus
metabolitos.

¢ Niveles elevados de leucotrieno B4 (LT B4) por la via de la
lipoxigenasa y niveles elevados de prostaglandinas D2 (PG D2)
por la via de la ciclooxigenasa en las placas de psoriasis (Dubois
S, 2013). Ambas vias funcionan en las células efectoras
inmunes, en la presentacion de antigenos y la activacion de
inmunocitos.

e Lavia de la de oxido nitrico sinteasa (INOS) esta sobreactiva en
la psoriasis, causando a su vez un aumento importante del 6xido
nitrico intracelular.

e Sistema de AMP ciclico defectuoso asociado a niveles elevados
de GMP ciclico (GMPc) ElI AMPc intracelular inhibe la
degranulacién de los mastocitos y por tanto, la liberacion por
estos de varios mediadores inflamatorios como: histamina,
bradiquinina, PGD2, LT B4 y PAF (factor de activacion
plaguetaria) (Dubois S, 2013). Varios farmacos pueden exacerbar
o atenuar la psoriasis al actuar sobre los niveles de AMPc
mediante la inhibicibn o activacion de las enzimas que
promueven su origen o su degradacion. El PAF estimularia a
basofilos, eosindfilos y neutrdfilos quienes liberan importantes
cantidades de radicales libres y tiene papel principal en la fase
inflamatoria de la quimiotaxis. (Valdivia — Blondet L, 2008)

e Sustancia P (SP) que es un neuropéptido sensitivo. Se ha
encontrado que como consecuencia de traumatismos fisicos o
emocionales (estrés psiquico), se libera extraneuralmente en la

piel este neuropéptido (Farber y col, 1975). Este a su vez, actla
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sobre los mastocitos, neutrdéfilos, linfocitos y macrofagos. Al
fijarse a los mastocitos induce su degranulacion, con la liberacion
de mediadores inflamatorios. Induce la expresion de la selectina
Py E, la proliferacion de linfocitos T, la produccion de IL-1, GM-
CSF (factor estimulante de colonias granulocito- macréfago) y
sintesis de ADN por los queratinocitos (Valdivia — Blondet L,
2008). La hiperproliferacion de los queratinocitos pudiera
producirse por el VIP (péptido vasoactivo intestinal).

e Aumento importante de NGF (factor de crecimiento nervioso),
producido por los queratinocitos, y asi mismo un rol regulador de
la inervacién y de la produccion de neuromediadores. El NGF es
un inhibidor de la apoptosis, asi mismo, mitogénico para los
queratinocitos, por estimulacion del oncogén BCL-2. También
produce atraccién de mastocitos promoviendo su degranulacion
en una lesibn en desarrollo. Induce la expresién en los
queratinocitos de una potente c-c quimoquina, el RANTES
(regulated upon activated normal T cell expressed and secreted)
(Valdivia — Blondet L, 2008)

e Gran produccion de factores de crecimiento vasculo- endotelial

(VEGF) los que a su vez perpettan el proceso de angiogénesis.
2.2.Factores Inmunolégicos:
Sobreproduccién celular

Se considera que el inicio de las lesiones esta constituido por la
sobreproduccion de células dendriticas, linfocitos T, macréfagos,
neutrofilos y queratinocitos. En la epidermis predominan los linfocitos
T CD8+y en la dermis los linfocitos T CD4+. La presentacion
antigénica y la formacion de sinapsis inmunoldgicas causaria la
secrecion de varias citoquinas, permitiendo a su vez, la

diferenciacion de células T nativas en células T efectoras como las
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células Thl, Th2, Thl7. Asi mismo, la activacion de estas células,

causaria la sintesis de nuevas quimioquinas (Martin G., 2012)

Los queratinocitos activos producen citoquinas que atraen nuevos
linfocitos al sitio de inflamacion, asi mismo, esto produce una

alteracion en el control de su proliferacion.

Poblaciones de Thl y Thl7 se han encontrado en lesiones
psoriaticas. Por recientes investigaciones,(Valdivia — Blondet L,
2008) se sabe que IL23 (citoquina base en la iniciacién de las
lesiones psoriaticas) y células Thl7 (productoras de IL17 e IL22)
serian los iniciadores de la hiperplasia epidermal y los modificadores
de la diferenciacion epidérmica en la psoriasis. Se han encontrado
neutréfilos incrementados en lesiones psoriaticos infiltrantes en la
epidermis, posiblemente debidos a sobreproduccion de IL8 (Dubois
S., 2013).

Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF-a):

TNFa activa el desarrollo de lesiones mediante el incremento de
moléculas proinflamatorias y moléculas de adhesion. Se conocen

distintos tipos de receptores:

e Receptores de membrana para el TNF:
- TNF-R1 (p55) que existe unido a la membrana celular (mem-
TNF-R1) o libre en solucion (s-TNF-R1)
- TNF-R2 (p75).preferentemente unido a la membrana celular.

e Receptores solubles (TBP):

- Tipo I (TBP-1)
- Tipo Il (TBP-2)
Citoquinas:

e Interleukina 12 (IL12): potente estimulador de la diferenciacion

de células T nativas en células Thly células T citotoxicas.
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Aumenta la produccion de queratinocitos.
e |L8: estimulacion de neutrofilos

e |L23: diferenciacion de células T nativas en células Thl7.
Inciadora de las lesiones psoriaticas

e |L17: reclutamiento de neutroéfilos en las lesiones psoriaticas

¢ Se ha visto que factores como IFNa, aumentan la produccion de

gueratinocitos.
Otros mediadores inmunoldgicos:

Los receptores Toll- Like (TLR) son una familia de receptores
expresados en la superficie de varios tipos de células, sobretodo en
células implicadas en la inmunidad innata. Estos receptores son
capaces de reconocer a patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) como las lipoproteinas (LPS) ¢ ADN viral o
bacteriano. La unién de un agonista del TLR a su receptor, se
encuentra comprometido en numerosas enfermedades como las
autoinmunes y el cancer, asi mismo, desencadena la produccion de
TNF-a E IL6.

Existen factores que la inducen tales como el IFN gamma (producido

por macrofagos y células dendriticas).

En la Figura siguiente, se explica el mecanismo celular inmunolégico
activador de la psoriasis, asi como las citoquinas que participan en
este proceso.
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FIGURA 1. BASES INMUNOLOGICAS DEL DESARROLLO DE LA PSORIASIS
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3. APLICACION DE LOS AVANCES CIENTIFICOS EN EL
TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS

Actualmente, no se dispone de ningun tratamiento curativo por lo que el
objetivo del mismo es mejorar los sintomas y disminuir tanto la gravedad
como la extension de las lesiones (Bol Ter Andal,1999)Habitualmente, la
psoriasis leve a moderada o de extension limitada se maneja con
tratamiento topico, mientras que la moderada a severa puede requerir
tratamiento sistémico. La presencia de artritis psoriasica o la afectacién
de manos, pies y cara pueden requerir también un tratamiento mas

agresivo.
3.1 Tratamiento Tépico:

Indicados en las formas leves de la enfermedad. Una limitacion del
tratamiento topico es el bajo cumplimiento, la aplicacion en zonas
con dificultad en la adherencia al tratamiento y la dedicacion que

supone.
Se citan los siguientes:

e Emolientes: coadyuvantes de gran utilidad ya que evitan la
sequedad y la descamacion de la piel. Son seguros, de bajo
costo y Utiles para prevenir irritaciones.

e Corticoides topicos: actian aclarando las placas y reduciendo
la inflamacion. Dificilmente curan las lesiones de forma completa
y duradera. Se utilizan los de baja potencia para zonas delicadas
(cara, pliegues y zonas intertriginosas) y los de potencia mas alta
para el cuero cabelludo, manos y pies. Los efectos adversos
pueden ser locales y sistémicos.

e Anélogos de la vitamina D: son el calcitriol (metabolito activo de
la vitamina D), y sus analogos sintéticos (calcipotriol y tacalcitol).
El calcipotriol es el mas eficaz. Uno de los mayores
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inconvenientes es que son bastante irritantes de la piel lesional y
perilesional.

e Retinoides topicos: el tazaroteno es el Unico retinoide tépico
disponible para el tratamiento de la psoriasis. Se utiliza en
asociacion con otros farmacos. Es fotosensibilizante y
teratdgeno, por lo que debe obtenerse un resultado negativo en
el test de embarazo para poder iniciar el tratamiento.

e Queratoliticos (4cido salicilico): actian suavizando vy
eliminando las placas escamosas.

e Preparados a base de brea de hulla (Coaltar): son una mezcla
de distintos componentes.

e Inmunomoduladores tépicos: cabe citar al Tacrolimus y al
Pimecrolimus. No tienen la indicacion aprobada en psoriasis y
presentan una eficacia limitada.

3.2 Fototerapia y Fotoquimioterapia:

Son tratamientos que se emplean en centros especializados bajo la
supervision de un dermatoélogo. Se utilizan cuando los tratamientos
tépicos no funcionan o las placas son muy extensas (mas del 40%
de la superficie corporal).

e Fototerapia: los regimenes mas utilizados incluyen radiacion
UVB (de banda ancha o estrecha) en combinacion con
tazaroteno, analogos de la vitamina D o tratamientos sistémico
(Menter A, 2007)

e Fotoquimioterapia o PUVA: consiste en la exposicion a la
radiacion UVA dos horas después de la administracion oral, o
topica (bafio) de un psoraleno que actia como fotosensibilizante.
Presenta una mayor eficacia y un efecto mas prolongado que la
fototerapia, siendo necesario un menor niumero de sesiones.
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La PUVA se considera un factor de riesgo para el carcinoma de
células escamosas, carcinoma basocelular y melanoma (Bol Ter
Andal, 1999)

3.3 Tratamiento Sistémico

El tratamiento sistémico esta indicado en psoriasis extensas que no

responden a otros tratamientos (Lodeiro C, 2011)
e Inmunosupresores:

- Metotrexate: es el tratamiento sistémico oral mas utilizado y de
administracion semanal por periodos largos de tiempo. También
se prefiere en la artritis psoriasica. Se recomienda la realizacion
de ciertas determinaciones analiticas como hematocrito y
pruebas de funcion hepéatica y renal. Debe evitarse el embarazo

hasta 3 meses después de terminar el tratamiento.

- Ciclosporina oral: tiene una eficacia parecida o algo superior al
Metotrexate. Se recomienda para tratamientos intermitentes y
de corta duracion. Sus efectos adversos principales son la

nefrotoxicidad e hipertension.

- Hidroxiurea: se utiliza en psoriasis resistentes o intolerantes a
metotrexate, aunque no tiene la indicacién aprobada. Su

eficacia es menor que metotrexate y ciclosporina.
e Retinoides:

- Acitretina: retinoide analogo de la vitamina A. Es teratdgena
hasta 2 afios después de la suspension del farmaco. (Ochaita L,
2001)

En la tabla siguiente se cita un resumen de los principales
inmunosupresores y retinoides, asi como su via de

administracion y sus principales efectos adversos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(G :
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

TABLA 2. PRINCIPALES INMUNOSUPRESORES Y RETINOIDES USADOS
EN EL TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS

Farmaco Via de ., Efectos Adversos
Administraciéon

Ciclosporina | Oral Nefrotoxicidad e Hipertension

Metotrexate | Oral, SC, IM, IV Hepatotoxicidad, fibrosis pulmonar,
nefrotoxicidad y teratogenia

Hidroxilurea | Indicacién no | Depresion medular,enfermedades

aprobada mieloproliferativas  (leucemia),  teratogenia,

hepatotoxicidad (menos que Metotrexate)

Acitretina Oral Teratogenia, alteracion de los niveles de
colesterol y triglicéridos.

3.4 Tratamientos Biolégicos:

Los agentes inmunomoduladores (biol6gicos) estan teniendo cada
vez mas importancia como alternativa para el tratamiento de la
psoriasis moderada a grave. Son farmacos que también se utilizan en
otras enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, artritis
psoriasica o enfermedad de Crohn. Ustekinumab, tiene como Unica
indicacioén, el tratamiento de la psoriasis. Normalmente se reservan
para psoriasis en placas grave que no responde, 0 en pacientes con
contraindicacién o intolerantes a PUVA y tratamientos sistémicos
incluidos ciclosporina y metotrexato. Son farmacos relativamente
caros y requieren monitorizacion de efectos adversos, ya que no se

conoce su seguridad a largo plazo. Tienen la siguiente clasificacion:
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Anti TNF-a:

Los pacientes con psoriasis tienen incremento en la produccion

del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) (K. E. Nograles,

2011). La funcién de estos farmacos es bloquear la interaccion

del TNF-a con su receptor TNFR1 e impedir a su mismo la
activacion del NF-KB1.

En la Tabla siguiente se citan los principales farmacos

antagonistas del TNF-a

TABLA 3. FARMACOS QUE ACTUAN POR ANTAGONIZAR AL FACTOR
DE NECROSIS TUMORAL

humanizado IgG1

. Mecanismo de Tipo de Anticuerpo Via de
FaImaco Accion Monoclonal BRI +p° Administracion
Infliximab Blogueo temporal A.monoclonal quimérico Infecciones, neoplasias. | Perfusion
del TNFR1 endovenosa
(EV) (2h)
Etanercept Mayor afinidad por | A.monoclonal Infecciones,neoplasias, | Subcutinea
el TNFR1 recombinante humano afectacion neuroldgica, | (SC)
riesgo insuficiencia
cardiaca.
Adalimumab A.monoclonal Infecciones, neoplasias | SC
completamente

Certolizumab

En estudio para
tratamiento de
psoriasis.

A.Monoclonal
recombinante

humanizado

En estudio
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b) Farmacos anti citoquinas:

Existen citoquinas ampliamente estudiadas como
desencadenantes del proceso inflamatorio en la Psoriasis. Se la
visto que la IL23 es la mas comprometida en la psoriasis (R. K.
Sivamani, 2013).

En la siguiente tabla se cita el mecanismo de accion de los

principales farmacos anti citoquinas.

TABLA 4. FARMACOS ANTICITOQUINAS

FARMACO MECANISMO DE ACCION TIPO DE AMC
Ustekinumab Antagonista de la p40 (subunidad componente de | Anticuerpo monoclonal
lalL23 e IL12) humanizado
Apilimod Inhibidor de IL12 e IL23. Inhibidor de Thl. | Derivado de la triazina

Aumenta la produccién de IL 10 (antiinflamatorio)

Brodalimumab Inhibidor del receptor de IL17A e IL17F A. monoclonal 1IgG2
Ixekizumab Inhibidor de IL17. Bloquea la produccion de | A. Monoclonal IgG4
citoquinas, b- adhesinas, péptidos | (en estudio)

antimicrobianos y quimioquinas a cargo de los

gueratinocitos

c) Farmacos Anti Células T:

En la tabla siguiente se cita el principal mecanismo de accion de

Alefacept, anticuerpo monoclonal antagonista de las células T.
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TABLA 5. FARMACOS ANTI CELULAS T

FARMACO | MECANISMO DE ACCION TIPO DE AMC

Alefacept Inhibidor de la proliferacién de células T, inductor | Anticuerpo  Monoclonal
de apoptosis. Reduce la expresion de células CD4 | recombiante (fracion Fc
y CD8, ademas de IL8, IL23, IFN-a. delalgly LFA3)

d) Inhibidores de pequefias moléculas:
Se citan algunos como:

e Inhibidores de la fosfodiesterasa 4

e Inhibidores de la protein kinasa

¢ Inhibidores de la protein kinasa mitégeno activado
e Inhibidores de la Janus Kinasa

e Lipidos

e) Inhibidores del Factor de crecimiento Nervioso (NEG): Aun

en estudio.

4. ETANERCEPT EN EL TRATAMIENTO DE LA PSORIASIS

El etanercept es una proteina dimérica de fusidn que consta de una parte
extracelular de 75 kdaltons constituida por la porcion de reconocimiento
de ligandos del receptor al factor de necrosis tumoral (TNFr) y de otra
parte constituida por la porcion Fc de la inmunoglobulina humana IgGL1.
La proteina tiene 934 aminoacidos y un peso molecular de 150 kdaltons.

4.1 Mecanismo de accion:

Etanercept actia mediante la union reversible, competitiva, tanto al
TNF-a como al TNF-b libre circulante y unido a membrana, evitando
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de esta manera su union a los receptores especificos en la superficie
celular de las células diana, lo cual conlleva una inhibicion de la
activacion celular y, consecuentemente, una inhibicion de la accion

proinflamatoria del TNF

4.2 Administracion:

Las dosis iniciales recomendadas son de 50 mg dos veces por
semana (administradas a intervalos de 3 o0 4 dias) durante 3 meses.
Las dosis de mantenimiento a partir de los 3 meses de comenzar el
tratamiento son de 50 mg una vez a la semana. No se ha visto
diferencia entre la administraciéon del farmaco a dosis de 50 mg dos
veces por semana o la administraciéon del mismo a dosis de 100 mg

una vez por semana.
4.3 Farmacocinética:

e Absorcion: el Etanercept se absorbe lentamente desde el lugar
de inyeccidon subcutanea, alcanzando la maxima concentracion
sérica a las 48 horas después de la administracion de una dosis
Unica

e Biodisponibilidad: se calcula en un 60-76 %

e Tiempo medio hasta el pico de concentracion: se calcula en 51
horas.

e Distribucién: se distribuye ampliamente por los tejidos y se ha
detectado su presencia en el hueso, el higado, el bazo y el rifidn,
entre otros. En liquido sinovial alcanza concentraciones similares
a las séricas.

e Eliminacion: los complejos son metabolizados por protedlisis.
Los péptidos resultantes son eliminados sobre todo por la orina
y, en menor medida, por la via biliar. Un minimo porcentaje se

excreta a través de la leche materna.
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Se elimina lentamente del organismo, lo cual supone una vida

media larga de aproximadamente 68-70 horas.

No existen diferencias farmacocinéticas en funcion del sexo, y
los perfiles de concentraciones séricas en pacientes nifios,
adolescentes, adultos y ancianos, son similares. Asi mismo, no
se ha detectado variacion de las concentraciones en pacientes
con insuficiencia renal o hepatica por lo que no es necesario

realizar cambios de dosificacion.
4.4 Contraindicaciones:

e No se debe administrar a pacientes con sepsis 0 con
hipersensibilidad conocida el etanercept o a alguno de sus
componentes.

e El etanercept se clasifica dentro de la categoria B de riesgo en el
embarazo (Fisher CJ Jr, 1996). No se han realizado estudios en
humanos, por lo que se recomienda no administrar el etanercept

durante el embarazo a menos que sea claramente necesario.
4.5 Efectos Adversos:

e Reacciones en el lugar de la inyeccion. De tipo leve 0 moderada
(Fisher CJ Jr, 1996)

e Infecciones. En los estudios clinicos controlados no se
observaron diferencias significativas en la incidencia de
infecciones en los pacientes tratados con etanercept y los
tratados con placebo. ). Las infecciones mas frecuentes fueron
las respiratorias y del tracto urinario. Datos aislados reportan
casos de sepsis en pacientes con enfermedades subyacentes 0
en tratamiento con otros inmunosupresores.

o Enfermedades malignas. Asociacion no clara aun. Se describen

algunos casos aislados de linfomas, cancer de colon y mama.
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e Podria empeorar el estado de los pacientes con insuficiencia
cardiaca

e Los tratamientos con etanercept y otros agentes que inhiben el
TNF han estado asociados con la aparicion o la exacerbacion de
desérdenes desmielinizantes del sistema nervioso central. Se
han descrito casos de mielitis transversa, neuritis Optica,
esclerosis multiple y un empeoramiento de las enfermedades
convulsivas. La relacion causa-efecto no esta muy clara (Van
Oosten BW, 1996).

e Ocasionalmente se han descrito casos de pancitopenia
incluyendo anemia aplasica, algunos fatales, en pacientes
tratados con etanercept (Anderson JJ, 2001).

e Otros efectos adversos: se describen cefalea, nauseas, rinitis,
tos, dolor abdominal, edema periférico, rash y dispepsia

5. ESTUDIOS SOBRE LA BIOLOGIA MOLECULAR DE LA
ENFERMEDAD

Hace 20 afios se ubico en el cromosoma humano 17, una region (17g25-
gter) que mostraba susceptibilidad a la psoriasis. El estudio fue realizado
en una familia de ancestro europeo (Jordan C. y col, 2014). Los
miembros afectados tenian psoriasis en placas y el 30% de ellos
desarrollaron artritis psoriasica. Posteriormente, haciendo amplias
secuenciaciones del genoma de pacientes con psoriasis, se logré
identificar en el dominio de los genes de reclutamiento de las caspasas,
(el miembro 14 -CARD14: “Caspase recruitment domain, member 14”),
una mutacion relacionada a la psoriasis (Luis Valdivia — Blondet, 2008)

También se pudo identificar una segunda mutacién en el gen CAR14 en
una familia taiwanesa y en una nifia con una severa psoriasis pustular
generalizada. Es interesante que ninguno de los dos padres de la nifia
presentaba la mutacion, indicando que no habia sido heredada sino que
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surgidé espontaneamente. Sugiura y col (2014), detectaron también una
mutacion en el gen CARD14 (c.526G>C) ( pAspl76His) relacionada
con el riesgo de psoriasis pustular precedida de psoriasis vulgar, en una

poblacion japonesa.

CARD14 (Proteina 14 conteniendo un dominio para el reclutamiento

de las caspas)

Las proteinas CARD son proteinas asociadas a la regulacion de la
guanilato kinasa (MAGUK), una clase de proteinas que funcionan como
andamios moleculares para el ensamblaje de complejos multiproteicos
en regiones especializadas de la membrana plasmatica. Esta proteina es
también un miembro de la familia de proteinas TARJETA, que se
encargan del reclutamiento de las caspasas. Los dominios CARD,
interactian especificamente con Bcl10, una proteina conocida por ser un

regulador positivo de la apoptosis de las células B.

Normalmente el gen CARD14 activa al factor nuclear de transcripcion
kappa B (NF-kB) y la mutacién detectada en este gen en los pacientes
con psoriasis aumenta la actividad de este factor. Cuando se compara
los queratinocitos normales con los queratinocitos cultivados de
pacientes con psoriasis que presentan las mutaciones en el gen
CARD14, se encuentra en estos Ultimos, un aumento en la transcripcion
de genes que codifican para quimoquinas y citoquinas asociadas a la
psoriasis, como la interleuquina 8 (IL8) e interleuquina 36 (IL36G). La
caspase recruitment domain-containing protein 14, se localiza
habitualmente en las capas basal y suprabasal de la epidermis,
mientras que su expresidbn en las lesiones de psoriasis se
encuentra aumentada de forma difusa y localizada en las capas
suprabasales. La propuesta que hacen algunos investigadores del tema
(Jordan C. y col, 2014) es que en el contexto de un estimulo inflamatorio
gue actia sobre la base de un gen CARD14 mutado (en los

gueratinocitos), se desencadena una respuesta inflamatoria excesiva
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iniciando asi, el reclutamiento del infiltrado inflamatorio propio de esta
enfermedad. La psoriasis afecta el ciclo de vida de las células de la piel
determinando que los queratinocitos maduren mas rapidamente en muy
pocos dias y se acumulen en las lesiones como parches gruesos y

€scamosos.

En la Figura2, se muestra un esquema representativo de la cascada
estimulada por la accion de un factor desencadenante inflamatorio
(estrés, infeccion, traumatismo) que al actuar sobre un gen CARD14
mutado, induce la activacion del factor de transcripcion kappa beta (NF-
Kb) con la consecuente produccion de citoquinas (dentro de ellas, IL8,
IL36) que conlleva a una estimulacion de neutréfilos, Linfocitos B y
gueratinocitos, determinando la perpetuacion de la reaccion inflamatoria,
propia de la psoriasis.

EstimulosAmbientales Gen CARD14 mutado
Infecciones

" Tomarano ADATIID
R .

activacion

Facter Nudlear kappa beta (FN-kb)
l Transcripcion Genética

Produccu’:ldeawmlouumas

Interleuauina 12 (1L12)

|

LinfocitoT Helper indiferenciado (LTh)) =3 LinfocitoT Helver i(LTh2)

'

TNF a LinfocitoB (LB)

Etanercept _| {

TNFa-R

|

Activacionde

FIGURA 2. MODELO QUE EXPLICA LA ACCION DIRECTA DEL GEN
CARD14 EN LA ETIOPATOGENIA DE LA PSORIASIS Y RELACION CON
EL MECANISMO DE ACCION DEL ETANERCEPT
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CAPITULO |

MATERIAL Y METODOS

1. PACIENTES

Se revisaron los registros de tratamiento de la psoriasis con etanercept
en el Servicio de Dermatologia del HNCASE a partir del afio 2009 (en
gue comenzd a utilizarse el farmaco para el tratamiento de la psoriasis)
hasta el afio 2014. De los 27 pacientes que figuraban se seleccionaron
17 para el presente estudio, descartandose los otros por no haber
completado el esquema de tratamiento y en dos casos por la
imposibilidad de localizar la historia clinica. En este grupo sélo estaba
incluidos los pacientes que recibieron el etanercept como monoterapia

sistémica y en el momento de hacer el estudio.

Del total de historias clinicas seleccionadas, 14 correspondian a varones
y 3 a mujeres y las edades, corregidas a la fecha, oscilaban entre 31y
82 afos. Los datos seleccionados de las historias clinicas fueron
consignados en fichas de recoleccion (Anexo 2) en donde se incluia
ademas, el tiempo de evolucién de la enfermedad, las manifestaciones
clinicas, el esquema de tratamiento utilizado, las complicaciones de
mismo, la respuesta al tratamiento a través del indice de area y
severidad de la psoriasis (PASI) y del indice dermatolégico de calidad de
vida (DLQI). En algunos casos el PASI y el DLQI fue completado con el
examen del paciente al momento de hacer este estudio, en vista que en

la historia clinica no estaba informado adecuadamente.

De los 17 pacientes seleccionados, 9 fueron sometidos al estudio de
las mutaciones en el gen CARD14, que han sido descritas como
asociadas a la enfermedad psoriasica. Estos pacientes cumplian con los

siguientes criterios de inclusion:
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e Pacientes con psoriasis moderada o severa (area de superficie
corporal comprometida mayor al 10%).

e Pacientes que hayan completado por lo menos un ciclo de
tratamiento (10 dosis de 50 mg por semana de Etanercept o 15 dosis
de 25 mg dos veces por semana de Etanercept.

e Pacientes que tienen consignada en su historia clinica toda la
informacién necesaria para determinar el PASI y el DLQI.

e Pacientes que podran ser localizados en el momento de obtener las
muestras para hacer los estudios de biologia molecular del gen
CARD14.

e Pacientes que den su consentimiento para realizar el estudio

También se incluyeron en el estudio las muestras de 4 personas
clinicamente normales y de edades comprendidas en el rango de los 9

pacientes seleccionados.

2. USO DEL PASI Y DEL DLQI COMO PARAMETROS PARA EVALUAR
LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON ETANERCEPT

Para evaluar la eficacia que tuvo el etanercept en el tratamiento de la
psoriasis que presentaban los pacientes de la muestra, se utilizé el PASI
(Psoriasis area and severity index) o también conocido como el indice de
severidad y actividad de la psoriasis y el DLQI (Dermatology life quality
index), el indice dermatolégico de calidad de vida.

El  PASI resulta actualmente la herramienta mas usada
internacionalmente para evaluar la severidad de la psoriasis. EI PASI
combina la determinacion de la severidad de la lesiobn dermatoldgica
propia de la psoriasis con el area de la piel afectada y lo hace con un
simple score que oscila entre 0 (ausencia total de la enfermedad) hasta

72 (enfermedad maxima)
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Para las pruebas de inferencia estadistica de los resultados obtenidos
con el PASI y el DLQI antes y después del tratamiento se determino “t”

para datos apareados utilizando el paquete estadistico SPSS
3. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES EN EL GEN CARD 14

3.1.Aislamiento del ADN

Las muestras de los pacientes para obtener el ADN correspondieron
a un hisopado de la mucosa oral, el que se practic6 a cada paciente

previa firma de su consentimiento informado. (Figura 3)

FIGURA 3. TOMA DE MUESTRA DE MUCOSA ORAL
MEDIANTE LA TECNICA DEL HISOPADO

El aislamiento del ADN se realizé en el Instituto de Biotecnologia del

ADN en Uchumayo- Arequipa, utilizando el siguiente procedimiento:

e El hisopo fue depositado en un tubo Eppendorf conteniendo 20
uL de EDTA 0.5 M, cerrado y guardado en la refrigeradora para
ser usado en los siguientes dias.

e A los tubos conteniendo el hisopo se afadieron 300 ul de buffer
de lisis 1X y luego 1 ul de solucion de proteinasa K y se
incubaron por 10 minutos a 65° C.

e Se escurrieron los hisopos en los bordes del tubo eppendorf y se

les descarto.
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e Se afiadi®6 a los tubos 2ul de solucion de RNA asa y se
centrifug6 por 30 segundos.

e Se incub6 por 30 minutos a 37°C y luego se afadié a cada tubo
180 ul de MPC y se agitaron en el vortex.

e Se centrifugaron los tubos a maxima velocidad durante 5 minutos
y los sobrenadantes se pasaron a nuevos tubos eppendorf.

e A cada tubo conteniendo el sobrenadante se afiadié 600 ul de
isopropanol para precipitar selectivamente el ADN.

e Se centrifugaron los tubos a maxima velocidad durante 10
minutos y se descartaron los sobrenadantes

e El precipitado de cada tubo (pellet) y que corresponde al ADN,
fue lavado con etanol al 75% y centrifugado.

e El precipitado fue solubilizado en 100 uL de suero fisiologico y
corresponde al ADN purificado

e La pureza del material obtenido fue verificada con la medida de
las absorbancias a 260 nm, 230 nm y 280 nm.

e La estimativa aproximada de la cantidad de ADN obtenida en
cada tubo se hizo mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% en buffer TAE (Figura 4)

Banda de ADN
purificado

FIGURA 4. ELECTROFORESIS EN AGAROSA DEL ADN
PURIFICADO.
1-9 DE LOS PACIENTES Y 10-13 DE LOS CONTROLES.
M: MARCADORES DE PESO MOLECULAR
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3.2.PCR del segmento del gen CARD 14 que incluye la zona de las
mutaciones estudiadas.

a) Reacciéon de amplificacién

Después del aislamiento del ADN, se realizé la amplificacion del
segmento del gen CARD14 de 394 bp, que incluye la zona de las
mutaciones y que corresponde al final del exon 3 y el inicio del
intron 3 (Figuras 5y 6 ) mediante la técnica de PCR ( reaccién en
cadena de la polimerasa).

' Nanking

Sizes (bp) 148
CDS joints
Positions =20/-21 2117212 349/350 675676 B43/844 963/964 10R9/1090 1239/1240 1356/1357 14991500 1594/,
Codons 71 117 225226 2817282 3217322 363364 413414 452453 500 532
RE20W
47 T30IM R&26W RE81H
3 Manking
1194

1595 1658/1659  1851/1852 1978/1979 2219/2220 2283/2284 2398/2399 2569/2570 2691/2692 2807/2808
512 553 617/618 660 740 7617762 £ 857 ROT/R9% 936

FIGURA 5. EL GEN CARD14 CON SUS 21 EXONES.
LA FLECHA INDICA LA ZONA QUE SE AMPLIFICO PARA
ESTUDIAR LAS MUTACIONES
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PRIMER EXON 3 (Parte final)

GGCACTTGCTGGATTTGCTGAAGACTCGAGGGAAGAACGG
GGCCATCGCCTTCCTGGAGAGCCTGAAGTTCCACAACCCT
GACGTCTACACCCTGGTCACCGGGCTGCAGCCTGATGTTG
ACTTCAGTAACTTTAGCG

TGAGGGTGAGGAACCCCC INTRON 3

(Parte inicial)

FIGURA 6. SECUENCIA GENOMICA DEL FRAGMENTO
AMPLIFICADO INCLUYENDO LA SECUENCIA DEL PRIMER
SELECCIONADO

Para realizar la PCR a cada tubo de PCR se anadié 2 ul de
ADN de cada muestra, 2 pl de la solucién de primers para la
amplificacion del segmento del gen CARD14 a estudiar (cada
uno con una concentracion final de 200 uyM), y 30 ul de
Platinum PCR Supermix High Fidelity. Los primers tenian la

siguiente secuencia:

Forward primer
5" GGCACTTGCTGGATTTGCTG 3° Tm =Tm 54.4°C

Reverse primer
5 GTTCCTCACCCTCAGAGTGCT 3° Tm=Tm 56.3°C

Los tubos, se colocaron en un termociclador Techne Cyclogene
(Techne Inc., New Jersey, Estados Unidos) y se programé de

la siguiente manera:

e Primero a una temperatura de 95°C por 60 segundos para
desnaturalizar completamente el ADN molde y activar la

enzima.
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e Luego se programd 25 ciclos a 90°C por 70 segundos
(desnaturalizacién), 50° C por 70 segundos (hibridacion) y
70° C por 70 segundos (extensién). Finalmente 1 ciclo a 72°
C por 7 minutos.

e Luego de la amplificacion las muestras fueron mantenidas
en el termociclador a 4° C (post incubacion)

b) Electroforesis del producto de PCR

Los productos de PCR se separaron en geles de poliacrilamida
(Elchrom Scientific) para esto se cargd 5 pl de producto de PCR
en el gel y se corrié en Buffer TAE 1X a 150V a 150 mA por 3
horas. Para determinar el tamafio de los alelos se utilizd como

referencia un marcador de peso molecular de 25pb (invitrogen).

Se realiz6 la tincion del gel de poliacrilamida con SYBR Green
(invitrogen) por 15 minutos en movimiento en el shaker. Se
observo las bandas de la amplificacion de PCR con el trans
iluminador Safelmager (invitrogen) y se tomé una foto (camara
Canon Power Shot G9) para su respectivo analisis con el
software Total Lab TL100. (Figura 7)

FIGURA 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida de los
productos de la amplificacion por PCR. (1- 9 muestras de los
pacientes) (10-13 muestras de los controles. Se incluye un
control positivo y negativo. A ambos lados del gel se pusieron

marcadores de peso molecular)
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c) Purificaciéon de los productos de PCR

Como los productos de PCR suelen contener restos de la
reaccion de amplificacion que interfieren en la secuenciacion, es
necesario llevar a cabo un paso de purificacion previo a la
secuenciacion La purificacién permite remover de la muestra de
ADN, la Taqg polimerasa, el buffer de reaccion, sales, aceite
mineral, agarosa, bromuro de etidio, el exceso de primers y
nucledtidos.

Para esta etapa se usO un kit comerciales que simplifica el
proceso de purificacion (QIAquick PCR Purification Kit, 2002).
Este kit utiliza membranas de silica y buffers de unién
especializados que promueven la adsorcién selectiva de
moléculas de ADN dentro de variedades de tamafio particulares,
utilizado un procedimiento sencillo de union, lavado y elusion. La
adsorcion de los acidos nucleicos a la superficie de la membrana
ocurre a un pH determinado (< 7.5) y en presencia en altas
concentraciones de sales caotropicas provistas por el buffer. Las
impurezas son eliminadas mediante lavados y el ADN puro es
eluido con un pequefio volumen de un buffer de bajas
concentraciones de sal o agua . En estas condiciones los
fragmentos de ADN estan listos para su secuenciacion

3.3.Secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los tubos fueron etiquetados y enviados al Departamento de
Biologia Molecular en el Massachussets General Hospital, Boston,
Estados Unidos (MGH DNA Sequencing Core Facility), para su

secuenciacion.

En MGH DNA Sequencing Core Facility, las muestras fueron
secuenciadas usando el TAQ DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequencing Kit de  Applied Biosystems  que utiliza

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM e DE SANTA MARIA

didesoxinucleotidos fluorescentes (método de secuenciacion

automatica).

Después de la secuenciacion y limpieza, las muestras de ADN
fueron analizadas por electroforesis capilar en un secuenciador
automatico (ABI 3739XL DNA Analyzer) que traduce las sefiales

fluorescentes en la secuencia de bases correspondientes.

Las secuencias fueron analizadas individualmente, primero se edito
sus secuencias eliminando posibles errores en el programa Bioedit
version 7.0.5.2, luego las secuencias fueron comparadas con las
secuencias depositadas en la base de datos GenBank para homo
sapiens seleccionando el segmento del gen CARD14 que
amplificamos utilizando el algoritmo BLAST
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),

El alineamiento mdultiple fue ingresado al programa Mega 4.1 donde
se eligio la herramienta para la construccion de arboles filogenéticos
y se utilizé el método de maximo parsimonia el cual nos devolvié un
arbol filogenético donde se pudo determinar las distancias genéticas
y los porcentaje de similitud secuencial entre los fragmentos

amplificados de los pacientes y controles.
Bases de datos

Los proyectos de secuenciacion de genomas de organismos
biolégicos como el del Genoma Humano, han generando una
inmensa cantidad de informacidén de secuencias de &cidos nucleicos
y aminodcidos. Esta informacion es almacenada en Bases de Datos
internacionales, a las cuales los investigadores envian las

secuencias una vez que son determinadas.

El explosivo crecimiento de la informacion gendmica y las complejas
relaciones a través de las cuales deben ser relacionada, esta

exigiendo a las ciencias de la computacion el desarrollo de cada vez
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mas sofisticados esquemas de disefio y administracion de bases de
datos y se puede decir que en los ultimos afos la informacion
biomédica esta “empujando” el desarrollo de las bases de datos, las
cuales constituyen esfuerzos coordinados, que intentan en lo
posible, almacenar la informacién de una manera no redundante.
Existen principalmente dos bases de datos de este tipo en el mundo
para secuencias de ADN. El Genbank en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) de los Estados Unidos y el EMBL
(European Molecular Biology Laboratory) en el European

Bioinformatics Institute (Aguilar, 2002).

Ademas existen otras bases de datos de acceso libre a través de
Internet como el Ribosomal Differentiation of Medical
Microorganisms (RIDOM), y otras privadas como MicroSeq (Applied
Biosystems) y SmartGene IDNS (Integrated Database Network
System) (Macrae, 2000). Estas bases de datos contienen miles de
secuencias de ARNr pertenecientes a una gran cantidad de
microorganismos. Pueden consultarse para realizar una
comparacion estadistica de las secuencias obtenidas de wun
aislamiento, contra las que ya estan publicadas y asi poder elaborar
dendrogramas, en los que se indique la posicién del nuevo

microorganismo recién identificado (Herrera, 2002).
Herramientas bioinformaticas

La bioinformética posee muchas herramientas que son Uutiles para
encontrar, organizar y analizar datos bioinformaticos, cada una tiene
un propoésito especifico. Las principales herramientas que se utilizan

para analizar las secuencias de ADNr 16S son las siguientes:

a) Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): Es un algoritmo
para comparar secuencias biolégicas, como las secuencias de
aminoacidos de diferentes proteinas o las secuencias de ADN.

Una busqueda de BLAST permite comparar una secuencia no
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conocida con una base de datos de secuencias e identificar las
secuencias en la base de datos que se parecen a la secuencia
no conocida empleando un alineamiento local, el cual busca
conseguir pequefas regiones de secuencias consenso. Este
alineamiento es mas efectivo que el alineamiento global (hace
coincidir las secuencias en el mayor numero de caracteres)
desde el punto de vista computacional, ademéas tiene mayor
sentido bioldgico (Aguilar, 2002).

Es uno de los programas bioinformaticos mas usados,
probablemente porque se dirige a un problema fundamental y el
algoritmo enfatiza la velocidad sobre la sensibilidad. Este énfasis
en la velocidad es vital para hacer que el algoritmo sea practico
en las numerosas bases de datos del genoma actualmente
disponibles (Altschul y col., 1999).

b) ClustalW: Es un programa de alineacion multiple de secuencias
para ADN o proteinas. El alineamiento multiple es funcion
geométrica del numero de secuencias sumadas al proceso. Este
produce alineaciones de secuencia multiples biologicamente
significativas de diferentes secuencias, ademas brinda la
secuencia mas parecida a las secuencias seleccionadas, y los
alinea de modo que las identidades, las semejanzas y las
diferencias puedan ser visualizadas. Las relaciones evolutivas
pueden ser vistas mediante la presentacion de Cladogramas o
Filogramas.

Las secuencias pueden ser alineadas a través de su longitud
total (alineacion global) o sélo en ciertas regiones (alineacion
local). Este es exacto para alineaciones en parejas y multiples.
Las alineaciones globales deben tener espacios vacios
(representando  inserciones/  deleciones) mientras las
alineaciones locales pueden evitarlos, alineando regiones entre

los espacios vacios. La alineacion es progresiva y descarta
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secuencias durante el alineamiento. Los arboles filogenéticos
también pueden ser calculados a partir de alineaciones
multiples. El programa tiene algunos parametros ajustables con
rangos de error minimos (Thompson y col., 1994).
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CAPITULO Il

RESULTADOS

1. De latotalidad de pacientes
1.1 Género y Edad:

De los 17 pacientes estudiados, 14 fueron varones (82.3%) y 3
mujeres (17.7%) (Figura 8). Las edades estuvieron comprendidas
entre los 31 y 82 afios, con un promedio de 57.2 afios. El rango de
edades con mas pacientes fue el de 60 a 69 y el de 30 a 39, con 5y

4 pacientes, respectivamente (Figura 9)

GENERO

H Hombres © Mujeres

FIGURA 8.DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR GENERO
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FIGURA 9. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR GRUPO ETAREO

1.2 Tiempo de evolucion de la enfermedad:

De la totalidad de pacientes estudiados, se evalué que el tiempo de
evolucion de la enfermedad variaba entre los 3 y los 40 afios; con
una media de 15.05 afios. Asi mismo, se encontré que la mayor
parte de pacientes (41.7%, 7 pacientes) tenia un tiempo de
evolucion de la psoriasis entre los 10 a 14 afios y en segundo lugar,
un (17.6%, 3 pacientes), tenia un tiempo de enfermedad que variaba

entre los 20 y 24 afos. (Figura 10)
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TIEMPO DE EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD
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FIGURA 10. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR TIEMPO DE
EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD (EN ANOS)

1.3 Caracteristicas clinicas de la enfermedad:

De las caracteristicas clinicas evaluadas en los pacientes con
psoriasis estudiados previo al tratamiento con Etanercept, se
encontrd6 que la mayor parte de ellos (88.2%, 15 pacientes),
referia en sus controles mensuales, prurito como principal
sintoma. Asi mismo, como dato consignado en la historia, se
encontrd que la piel seca y descamativa constituia la expresion
clinica mas frecuente de la enfermedad, hallazgo encontrado en el
70.5% de pacientes. Es importante sefialar que clinicamente los
pacientes tenian caracteristicas clinicas en comun (eritema,
escama, entre otras), sin poder decir que su enfermedad era

monosintomatica. (Tabla 6).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

TABLA 6. CARACTERISTICAS CLINICAS Y PREVALENCIA (PREVIAS
AL TRATAMIENTO CON ETANERCEPT)

Caracteristica clinica al inicio Prevalencia de la
caracteristica clinica
Prurito 88.23%
Piel seca 70.58%
Piel hiperqueratésica 23.50%
Escama 70.58%
Eritema 58.82%

1.4 Caracteristicas clinicas al final del tratamiento

Con relacion a las caracteristicas clinicas mencionadas, se observé que la

que refirieron disminuyé de forma sustancial, fue la presencia de prurito (6

pacientes, 35.2%). En segundo lugar, 4 pacientes refirieron encontrarse

asintoméaticos al momento del interrogatorio (23.5%).

Dos de los pacientes, refirieron una evolucidon estacionaria del cuadro

(11.7%). (Figura 11)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE .
TESIS UCSM -
DE SANTA MARIA
Caracteristicas clinicas (al final)
7
wv
2
g b
(§)
@
2 5
[
©
° 4
[
E 3
2
2
) . . .
0 o
T, Disminucion T
o, Disminucién K Disminucién . L.
Disminucion X de la piel Disminucién . . .
; de la piel . , de las . No molestias | Estacionaria
del prurito hiperqueraté del eritema
seca sica escamas
| = Series1 6 1 1 1 2 4 2

FIGURA 11. CARACTERISTICAS CLINICAS AL FINAL DEL TRATAMIENTO

1.5 Otras manifestaciones clinicas de la Psoriasis:

Se registraron otras manifestaciones de psoriasis en los pacientes
evaluados. De un total de 17 pacientes consignados, 5 padecian
concomitantemente de artritis psoriasica (29%) y 3 de ellos (18%) de

compromiso ungueal secundario a la enfermedad. (Figura 12)

Otras manifestaciones de la Psoriasis

B W Artritis Psoriasica ™ Onicopatia psoridsica ™ Ninguna

0%

FIGURA 12. OTRAS MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA PSORIASIS
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1.6 PASI Basal (Psoriasis Severity Index Basal):

Se analizé el PASI Basal en los 17 pacientes que fueron incluidos
en el estudio. Se obtuvieron valores de PASI que van desde 3.3
hasta 57.5 con una media de 23.4. No se conocia el PASI Basal
de un paciente en este estudio.

La mayor cantidad de pacientes contaba con un PASI entre 15y
19 (4 pacientes, 25%) un segundo grupo, con un PASI entre 30 y
34 (3 pacientes, 18.7%) (Figura 13)

Puntaje PASI previo al tratamiento con Etanercept
4,5
4
3,5
s 3
&
> 25
T
c
& 1,5
1
0,5
0 Puntaj 0-4 529 10a 15a | 20a | 25a | 30a | 35a | 40a | 45a | 50a | 55a | Desco
e PASI 14 19 24 29 34 39 44 49 54 59 [nocido
m Series1 1 1 2 4 1 1 3 1 1 0 0 1 1

FIGURA 13. PASI BASAL

1.7PASI Final (Psoriasis Severity Index Final):

Con relacion al valor de PASI Final (post tratamiento con
Etanercept), se evidencié una notable reduccién del mismo en los
pacientes estudiados. Los valores obtenidos oscilaban en los
rangos entre 0 y 21.2. Seis de un total de 17 pacientes (37.2%),
obtuvo un valor de PASI entre 0 y 4. Un total de 3 pacientes

obtuvo un PASI final comprendido entre 5 y 9. Como parte de las
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dificultades a las que tuvimos que enfrentarnos, fue a la falta de
consignaciéon de datos de PASI final en 5 pacientes (29.4%).
(Figura 14).

En términos de porcentaje, el 75% de pacientes mostré una
disminucién del PASI mayor al 60%.

Puntaje PASI después del tratamiento con Etanercept

7
6
5 5
b,
a4
3
©
£ 3
=}
& 2
: H B B
0 Puntaj D
untaje 1 g4 5a9 | 10a14 | 15a19 | 20224 |25amas | coconoc
PASI ido
M Seriesl 6 3 1 1 1 0 5

FIGURA 14. PASI FINAL

1.8PASI Basal vs PASI Final (Psoriasis Severity Index Basal vs
Final)

Se hizo un andlisis comparativo entre el PASI Basal y el PASI
Final en los 17 pacientes estudiados evidenciandose una
reduccion notable del mismo (Figura 15). Es importante destacar
gue asi mismo, se mencionan aquellos pacientes que cuentan con
valores de PASI no consignados como es el caso del PASI Final
del paciente 1, 13, 14, 16 y 17. Asi mismo, la ausencia del valor
de PASI Basal en el paciente 16 .
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PASI Inicial vs PASI Final
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FIGURA 15. PASI BASAL VS PASI FINAL

Se realiz6 la prueba de t para media de dos muestras emparejadas
utilizando los datos del PASI basal y final, pero solo se incluyeron los
casos en donde ambos datos estaban consignados. Los resultados

obtenidos se muestran en la siguiente Tabla.

TABLA 7. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DIFERENCIAS ENTRE EL
PASI BASAL Y FINAL A TRAVES DE LA PRUEBA DE T PARA MEDIA DE
DOS MUESTRAS EMPAREJADAS

BASAL ( Antes) FINAL ( Después)

MEDIA ARITMETICA 28.86 5.21
VARIANZA 209.17 36.46
DESVIACION 14.46 6.04
ESTANDAR

Valor méaximo 57.5 21.2
Valor minimo 10.8 1.0
n 12 12

t = 6.075 P = 0.000119
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La tabla anterior muestra que las diferencias entre los valores
de PASI antes y después del tratamiento con etanercept son

altamente significativos (P=0.00012)
1.9DLQI Basal vs Final:

Se encontré6 una reduccion considerable del DLQI Inicial en
comparaciéon al final en 8 de los pacientes estudiados (47.05%).
Sin embargo, en algunas de las historias clinicas, dicho dato no

estuvo consignado (6 pacientes, 35.2%) (Figura 16)

DLQI Basal y Final

Puntaje
N
(0]

EDLQlBasal| 7 11| 0 | 0| 3 (25|35(40/43(31|31(13|16(96|11| 0 |17
EDLQlFinal | 0 |19/ 0 | 0 |1,2/54(10( 1|1 |1 |1|64/0|0|6|0/|0

FIGURA 16. DLQI BASAL VS DLQI FINAL

En términos de porcentaje el DLQI disminuyo en mas del 80% en

el 44% de pacientes y en mas del 60% en el 80% de pacientes.

Se realiz6 la prueba de t para media de dos muestras
emparejadas utilizando los datos del DLQI basal y final, pero solo
se incluyeron los casos en donde ambos datos estaban
consignados. Los resultados obtenidos se muestran en la

siguiente Tabla.
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TABLA 8. ANALISIS ESTADISTICO DE LAS DIFERENCIAS ENTRE EL
DLQI BASAL Y FINAL A TRAVES DE LA PRUEBA DE T PARA MEDIA DE
DOS MUESTRAS EMPAREJADAS

BASAL ( Antes) FINAL ( Después)

MEDIA ARITMETICA 25.77 3.66
VARIANZA 192.44 11.32
DESVIACION 13.87 3.36
ESTANDAR

Valor maximo 43 6.4

Valor minimo 3.0 1.0

n 12 12

t = 4.46 P = 0.00209

Los datos mostrados en la Tabla 8 indican que las diferencias
encontradas entre el DLQI antes y después del tratamiento con

etanercept son altamente significativas ( P = 0.00209)

1.10 Efectos Adversos de tipo infeccioso tras el uso de Etanercept:

No se registraron acontecimientos adversos relacionados con la
administracion del farmaco en el sitio de puncion durante el

tratamiento.

Los efectos indeseados registrados (de tipo infeccioso) fueron 2
casos de infeccion del tracto urinario (11%), 1 episodio de neumonia
(5%), 1 episodio de enfermedad diarréica aguda (5%) y la deteccion
de 2 casos de TB Pulmonar (11%). Pese al diagndstico de TB en
dos de estos pacientes, no hubo necesidad de retirar el farmaco.
Dichos pacientes iniciaron tratamiento antituberculoso segun

esquema protocolizado. (Figura 17)
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Efectos Adversos de tipo Infeccioso
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FIGURA 17. EFECTOS ADVERSOS DE TIPO INFECCIOSO
RELACIONADOS AL USO DE ETANERCEPT

1.11 Otros efectos adversos:

En cuanto a alteraciones laboratoriales detectadas en los pacientes
evaluados, se vio que de un total de 17 pacientes, en 9 de ellos
(52.9%) se detectd elevacion sustancial de perfil lipidico
(triglicéridos, colesterol total, LDL Colesterol), asi mismo en 9 de
ellos (52.9%) se evidencio elevacion en la actividad de enzimas
hepéticas en el suero (TGO, TGP). Dentro de otros efectos adversos
encontrados, se detectdé que 2 pacientes (17.9%) presentaron
leucopenia leve. No se reportaron alteraciones en las otras series

hematolégicas como son eritrocitos ni plaquetas (Tabla 9).
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TABLA 9. OTROS EFECTOS ADVERSOS RELACIONADOS AL USO DE

ETANERCEPT
Alteracion Laboratorial Z%;Zi?;gjoe I\;I)I;Tieeﬁ?[gse

Elevacion del perfil 52.9% 9
lipidico

Elevacion de las enzimas 52.9% 9
hepaticas séricas

Leucopenia leve 17.9% 2
Anemia 0% 0
Plaquetopenia 0% 0
Ninguna 35.29% 6

1.12 Lectura PPD tras el uso de Etanercept:

Dentro de parametros consignados en la revision de las historias
clinicas, se considero la valoracion del PPD (Reaccion de Mantoux)
ante la presencia del M. Tuberculosis y la posible activacion del
mismo tras el uso del Etanercept. De la totalidad de pacientes
estudiados, en 6 de ellos se encontr6é una lectura del PPD en 0 mm,
en 1 de ellos; una lectura comprendida entre 1 y 5mm, en 2 de ellos;
una lectura entre 6 y 10mm. En 2 pacientes se encontro un PPD (+)
(mayor a 20 mm) incluso en ellos se inicié tratamiento especifico, no
siendo esta contraindicacion para el uso de Etanercept segln
sugerencias de Infectologia. Seis de ellos no contaban con una
lectura de PPD al momento de la revision de las historias clinicas

1.13 Procesos Neoproliferativos:

Se encontr6 en 2 (16%) de los pacientes la presencia de
diagnosticos de alta sospecha para neoplasias malignas. No se
contaba, hasta el momento en que las historias fueron revisadas,

con resultados de anatomia patologica concluyentes con tales
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hallazgos. En uno de ellos, se evidencidé la presencia de una
tumoracion dependiente de la glandula parétida y en otro paciente,
se tenia la sospecha de una neoplasia maligna de origen

gastrointestinal (colon) (Figura 18)

Procesos neoproliferativos y el uso de
Etanercept

B Tumoracién parotidea M Tumoracion colénica = Ninguna

6%
6%

FIGURA 18. RELACION DE PROCESOS NEOPROLIFERATIVOS Y EL
USO DE ETANERCEPT

1.14 Tratamientos previos recibidos:

De la totalidad de pacientes estudiados, se ha podido concluir que
12 de ellos (70.58%), recibieron tratamiento previamente con
Metotrexate y que tuvieron posteriormente que abandonar dicho

esquema terapéutico.

Cuatro de los pacientes (23%) recibi6 también tratamiento con
Ciclosporina, tratamiento que segun lo reportado, no modifico
sustancialmente el PASI inicial, siendo necesario el cambio en el

tratamiento.

Asi mismo 5 de estos pacientes (29.4%) recibieron tratamiento en

base a Fototerapia. Segun sefiala la revision de historias clinicas, los
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resultados no modificaron considerablemente el PASI ni mucho

menos el DLQI de nuestros pacientes. (Figura 19)

Tratamientos previos al uso de Etanercept
8 18
§ 16
S 14
3 12
= 10
S 8
g 6
: L
2 I
0 — L
Metotrexate Topicos + Ciclosporina Fototerapia
otros
| m Series1 12 17 4 5

FIGURA 19. TRATAMIENTOS PREVIOS RECIBIDOS

2. De los pacientes seleccionados:
2.1Género y Edad:

De los 9 pacientes estudiados, 7 fueron varones (77.7%) y 2 mujeres
(22.2%) (Figura 20). Las edades estuvieron comprendidas entre los
31y 76 afios, con un promedio de 52.6 afios. El rango de edades
con mas pacientes fue el de 50 a 59 y el de 60 a 69, con 3y 2
pacientes, respectivamente (Figura 21)
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B Mujer ® Hombre

Distribucion por género

FIGURA 20. DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR GENERO
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FIGURA 21.DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR GRUPO ETAREO

2.2Tiempo de evolucién de la enfermedad:

De los 9 pacientes estudiados, se evalu6 que el tiempo de evolucién
de la enfermedad, variaba entre los 6 y los 22 afios; con una media

de 13.1 afios. Asi mismo, se encontré6 que la mayor parte de

pacientes (30%, 3 pacientes) tenia un tiempo de evolucién de la

psoriasis entre los 10 a 14 afios (Figura 22)
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Tiempo de evolcion de enfermedad
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FIGURA 22. DISTRIBUCION POR TIEMPO DE EVOLUCION DE LA
ENFERMEDAD (EN ANOS)

2.3 Caracteristicas clinicas de la enfermedad:

De las caracteristicas clinicas evaluadas en los 9 pacientes con
psoriasis estudiados previo al tratamiento con Etanercept, se
encontr6 que la mayor parte de ellos, referia en sus controles
mensuales, prurito y piel seca como principal sintoma en su
enfermedad (7 pacientes, 77.7%). Asi mismo, como dato
consignado en la historia por parte del médico especialista tratante,
se encontré que la piel descamativa constituia la segunda expresion
clinica mas frecuente de la enfermedad (6 pacientes, 66.6%) (Tabla
10).
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TABLA 10. CARACTERISTICAS CLINICAS (PREVIAS AL
TRATAMIENTO CON ETANERCEPT)

Caracteristica clinica al inicio Prevalencia de la
caracteristica clinica
Prurito 77.7%
Piel seca 77.7%
Piel hiperqueratosica 44.4%
Escama 66.6%
Eritema 44 .4%

2.4 Caracteristicas clinicas al final del tratamiento:

Con relacion a las caracteristicas clinicas mencionadas, se observo
que la que refirieron disminuyé de forma sustancial, fue la presencia
de prurito (4 pacientes, 44.4%). Cuatro pacientes refirieron

encontrarse asintomaticos al momento del interrogatorio (44.4%).

Uno de los pacientes, refirieron una evolucion estacionaria del
cuadro (11.1%).

2.5 Otras manifestaciones clinicas de la Psoriasis:

Se registraron otras manifestaciones clinicas de psoriasis en los
pacientes evaluados. De un total de 9 pacientes consignados, 2
padecian concomitantemente de artritis psoriasica (22.2%) y 2 de
ellos (22.2%) de compromiso ungueal secundario a la enfermedad
de fondo. (Figura 23)
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Otras manifestaciones de la
Psoriasis

B Artritis Psoriasica M Onicopatia psoridsica ® Ninguna

FIGURA 23. OTRAS MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA PSORIASIS

2.6 PASI Basal vs PASI Final (Psoriasis Severity Index Basal vs
Final):

Se hizo un analisis comparativo entre el PASI Basal y el PASI Final
en los 9 pacientes estudiados evidenciandose una reduccion
notable del mismo. Es importante destacar que para que los
pacientes pudieran ser consignados dentro de los 9 estudiados, era

criterio de inclusion el dato del PASI Inicial y Final. (Figura 24).

PASI Inicial vs PASI Final
50
40
(5]
) 30
g 20
~ 10
5 1 =3
2 5 6 7 8 9 10 11 12
mPASI Basal| 25,6 | 16,2 | 24,6 | 345 | 395 | 432 | 31 | 30,7 | 125
mPASIFinal | 21,2 | 1,2 | 54 10 1 1 1 1 6,4

FIGURA 24. PASI BASAL VS PASI FINAL
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2.7 DLQI Basal vs Final:
Se encontré reduccion del DLQI Inicial en comparacién al final en 8

de los pacientes estudiados (88.8%). Se encontré en 1 paciente, un

ascenso del DLQI final en comparacion al basal. (Figura 25)

DLQI Basal vs Final

50
40
30
20

= 5 1 3

2 5 6 7 8 9 10 11 12
mDLQlBasal | 11 3 246 | 345 | 395 | 43,2 | 31 | 30,7 | 125
mDLQl Final | 19 1,2 5,4 10 1 1 1 1 6,4

Puntaje

FIGURA 25. DLQI BASAL VS PASI FINAL

2.8 Efectos Adversos de tipo infeccioso:
No se registraron acontecimientos adversos asociados a la
administracion del farmaco en el sitio de puncion durante el
tratamiento en ninguno de los 9 pacientes seleccionados.
Los efectos indeseados registrados (de tipo infeccioso) fueron 2
casos de infeccién del tracto urinario (11%), 1 episodio de nheumonia

(5%) y la deteccion de 2 casos de TB Pulmonar (11%). (Figura 26)

Efectos Adversos Infecciosos

E Ninguno ®TB Pulmonar = Infeccidn del tracto urinario ® Neumonia ® Diarrea

11% 0%

FIGURA 26. EFECTOS ADVERSOS DE TIPO INFECCIOSO
RELACIONADOS AL USO DE ETANERCEPT
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2.9 Otros efectos adversos:

En cuanto a alteraciones laboratoriales detectadas en los pacientes
evaluados, se vio que de un total de 9 pacientes, en 5 de ellos
(55.5%) se detectdé elevacion sustancial de perfil lipidico
(triglicéridos, colesterol total, LDL Colesterol), concomitantemente se
evidencio elevacion en la actividad de enzimas hepaticas en el suero
(TGO, TGP).

Dentro de otros efectos adversos encontrados, se detectdé que 1
paciente (11.1%) presentd leucopenia leve. Tres pacientes (33.3%)
no tuvieron alteracion alguna en las pruebas de laboratorio. (Grafica
32).

TABLA 11. OTROS EFECTOS ADVERSOS RELACIONADOS AL USO DE

ETANERCEPT
Alteracion Laboratorial Z%;gi?;gjoe I\Fl)l;rgieernotéjse

Elevacion del perfil 55.5% 5
lipidico

Elevacion de las enzimas 55.5% 5
hepaticas

Leucopenia leve 11.1% 1
Anemia 0% 0
Plaguetopenia 0% 0
Ninguna 33.3% 3

2.10 Lectura del PPD:

Dentro de parametros consignados en la revision de las historias
clinicas, se consider6 la valoracion del PPD (Reaccion de Mantoux)
ante la presencia del M. Tuberculosis y la posible activacion del
mismo tras el uso del Etanercept. De los 9 pacientes estudiados, en

3 de ellos se encontré una lectura del PPD en 0 mm, en 1 de ellos;
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una lectura entre 6 y 10mm. En 1 pacientes se encontré un PPD (+)
(mayor a 20 mm) Cuatro de ellos no contaban con una lectura de

PPD al momento de la revision de las historias clinicas.
2.11 Procesos Neoproliferativos:

En ninguno de los pacientes estudiados, se encontré un hallazgo

compatible con algun proceso neoproliferativo.
2.12 Tratamientos previos recibidos:

De la totalidad de pacientes estudiados, se ha podido concluir que 7
de ellos (77.7%), recibieron tratamiento previamente con
Metotrexate. Se concluye también que la totalidad de ellos (100%)
recibié tratamiento topico en base a pomadas saliciladas, corticoides
como la beclometasona junto a otros tratamientos instaurados. Es
importante mencionar que 4 de estos pacientes (44.4%) recibio
también tratamiento con Ciclosporina. Asi mismo 5 de estos

pacientes (55.5%) recibieron tratamiento en base a Fototerapia.

(Figura 27)
10 Tratamiento recibido
g
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FIGURA 27. TRATAMIENTOS PREVIOS RECIBIDOS
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3. Resultados del estudio del estudio de las mutaciones en el gen

CAR14 en los pacientes seleccionados

Las secuencias correspondientes al fragmento seleccionado del gen
CARD14 de los 9 pacientes con psoriasis y de los 4 controles fueron
comparados con la secuencia homologa del homo sapiens presente en
la base de datos GenBank. La  figura siguiente muestra el
cromatograma de una de las muestras (muestra del paciente 5).en
donde se observan los diferentes picos fluorescentes, correspondiendo

un color para cada nucledtido.

1] bt} 30 40 k) L) L 1] 0 190 L
NAENN N NNN N AN ENEN NN NNN NNNN NN O NANAXINTNI AN NRNNNANCAA NN NN N NENTCTACKN CNN GG NCANC I AGOC T GCANCCT GATGT TG /NTTCNG TAACTTTAGCGGT|

120 3 [ 130 180 ] 150 5] 200 200 m
GAGABCTCCOACTTTOACOOT TTOOCAQOCACTTCTAQOAACC TCAQOCTCCTOR TAACC COAOOTOCCCCO0CTTACTTOCCOATTTOCCCTACTECCCCCTTCCCTCCAGOCTO

FIGURA 28. CROMATOGRAMA QUE PERMITIO SECUENCIAR EL
FRAGMENTO SELECCIONADO DEL GEN CARD14. Verde : Adenina;
Rojo: Timina; Negro: Guanina ; Azul : Citosina

‘ﬁ 1 CARD 1 q GECIC TTECTGEAT I TG  [GAAGAL TCGAGGEARGAALE Gmmmmmmmm
1 CARDL4F AMCCC- TAGACGTCTACACCCTGSST
Z CARDL4F TP CAACCC - AGACGTCTACACCCTGGET
3 CARDL4F TP CTEAASTTOCACAACCCTEACGETCTACACCCTEET
4 CARDL4F TR CACAACCCTGACGTCTACACCCTGET
5 CARDL4F TR CTEET
& CARD14F TF CAACCC - TAGACETCTACACCCTEETL
7 CARDL4F AGAGCCTGAAGTTCCACAACCCTGACGTCTACACCCTGETY
8 CARDL4F TP GACGTCTACACCCTEET
9 CARDL4F TR CAACCC - AGACGTCTACACCCTGET
10 CARDL4F T COACAACCC TAGACGTCTACACCCTGET
11 CARDI4F 1T CCACAACCCTGACSTCTACACCETGET
12 CARDLI4AF 1T AGCCTGAAGTTCCACAACCCTGACGTCTACACCCTGET
13 CARDL4F 1T - CAACCCCTAGACGTCTACACCCTEET
b1 CARD 14 .

L CARD14F TR CACCC TGGTCAC‘CGAGGCTGCAGCC TGhTGTTGACTTCAGTMC T TTAGCGG'TGAGAG«‘.‘TCCGAC"'T 'I‘GACGG'J:‘T TGGCAG-C-;CACTT CTAGG-A_AC CT)
£ CARD14F TRCACCCTGETCACCGAGGCTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCGETGAGAGCTCCGACTT TGACGGTTTGECAGGCACTTCTAGGAACCT)
B CARD14F TRCACCCTGEGTCACCEAGGCTECACCCTGATETTGACTTCAGTAACTTTAGCEETEAGAGCTCCEACTT TEACGETTTEGCAGGCACTTCTAGGAACCT)
i CARD14F TRCACCCTGGTCACCE GGCTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCGETGAGAGCTCCGACTT TGACGETT TEGCAGGCACTTCTAGGAACCT)
IS5 CARD14F TR CTEGETCACCGAGECTGCAGCCTEATGTTGACTTCAGTAACTTTAACGETEAGAGCTCCGACTT TEGACGETTTEECAGECACTTCTAGGAACCT
6 CARD14F TRCACCCTGGTCACCGAGGCTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACT TTASCGETGAGAGCTCCGACTT TGACGGTTTEGCAGGCACT TCTAGGAACCT
[! CARD14F CACCCTGEETCACCGAGGCTECAGCCTGATETTGACTTCAGTAACTTTAGCGETEGAGAGCT CCGACTT TGACGSTTTEGCAGGCACTTCTAGGAACCT)
B CARDI4AF TRCACCCTGETCACCGAGGCTGCAGCCTGATGT TGAC T TCAGT AAC T TTAGCGETGAGACCTCCGACTT TGACGGTTTEGCAGGCACT TCTAGGAACCT)
9 CARD14F TRCACCCTGETCACCGAGGCTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCEGTGAGAGCTCCGACTT TGACGGTTTGGCAGGCACTTCTAGGAACCT
L0 CARDI4F T CACCCTEGTCACCGAGGCTECAGCCTEATETTGAC T TCACTAAC T TTACCGETCAGAGCTCCCACTTTGACGGTTTCECAGGCACTTCTASGAMNCCT
Ll CARD14F T CACCCTGGTCACCGAGGOTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCGETGAGAGCTCCGACTT TGACGETTTEGCAGGCACTTCTAGGAACCT)
N2 CARD14F TCACCCTEGTCACOG GECTECAGCCTEATETTEACTTCAGT AACTTTAGCEETEAGAGCTCCGACTT TEACGETTTEECAGECACTTET AGEAACCT
L3_CARDLI4F T CACCCTGEETCACCGAGGCTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCGETGAGAGCTCCGACTT TGACGGTTTGECAGGCACTTCTAGGAACCT)
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01 CARD 14 AGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCGCTTACTTECCEATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCT
CARD1AF TRAGGAACCTCAGGCTCCTEETAACCCCAGETECCCCGCTTACTTGCCGATTTECCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGECTECAGTTCCTETCCCAGCCCC
CARD14P TRAGGAACCTCAGECTCCTEETAACCCCAGETECCCCGCTTACTTEGCCEATTTECCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTECAGTTCCTGTCCCAGCCCC)
CARDL4AP TRAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCGCTTACT TGCCGATTTEGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC
CARD14F TRAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETECCCCGCTTACTTGCCGATTTEGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCCCC
CARD14F TRAGGAACCTCAGGCTCCTGGTAACCCCAGETGCCCCGCTTACTTGCCGATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTOCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC
CARD14AF TpAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCOCAGETECCCCGCTTACTTGCCGATTTECCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC
CARD14F AEEAACCTCAGBECTCCTEETAACCOCAGETGOCCCGCTTACT TECCEATTTECCCTACTCCCCCTTOCC TCCAGGCTGCAGTTCCTGTOCCAGCCCT
CARDLAP TPAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCGCTTACTTGCCEATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC
CARDL4F TRAGGAACCTCAGECTCCTEETAACCCCAGETECCCCGCTTACTTGECCEATTTECCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGECTECAGTTCCTETCCCAGCCCC
10 CARDLAP TAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCGCTTACTTGCCEGATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCT
11 CARDLAF TAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETECCCCGCTTACTTECCEATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTEGCAGTTCCTETCCCAGCCCC
12 CARDI4F TAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCGCTTACTTGCCEGATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC
13 CARDI4F TAGGAACCTCAGGCTCCTGETAACCCCAGETGCCCCECTTACTTGCCGATTTGCCCTACTCCCCCTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTCCCAGCCCC

"0 0 =1 B LD DD

01 CARD 14 |ColACTCCCCCTIToCEICCAGGLIGEAGIICC G ICCCAGLCCLAGCAC T [ GAGEE TG AGEAAT
CARD14F TR CCTACTCCCCO T TOCCTCCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCCCCAGCACTCTGAGGETGAGGAL

CARD14F PP CCTACTCCCCOTTCCCTCCAGGCTGCAGTTCCTGTOCCAGCCCCAGCACTCTGAGGGTGAGGAACACCA

CARDIAF TR CCTACTCCCCOTTOCCTCCAGGC TECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTCTGAGGETGAGGAAD

CARDI4F TR CCTACTCOCCOT TECCTOCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTOTGAGGETGAGSAAC

CARDL4F TR CCTACTCOCCOT TOCCTCCAGGC TECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTCTGAGGETGAGGA

CARD14F TR CCTACTCCCCCT TCCCTCCAGGC TECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTCTGAGGETGAGGAAC

CARD14F COTACTCCCCO T TCCCTCCAGGCTGCAGTTCC TG TCCCAGCCCCAGCACTOCTGAGGGTGAGGAACAGGAATAAAAAAGAACTTCCAACCTATGACTC
CARD14F TR CCTACTCCCCOTTOCCTCCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCCCCAGCACTCTGAGEETEAGGA

CARD14F TR CCTACTCOCCCT TOCCTCCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTCTGAGGETGAGGA

10 CARDLAF T[CCTACTCCCCOTTOCCTOCAGGCTECAGTTCCTETCCCAGCOCCAGCACTCTGAGGETGAGEAAC

11 CARDIAF TCCTACTCCCCo T ToCCTCCAGGETGCAGTTCCTETCCCAGCCCCAGCACTCTEAGSETGAGGAAD

1Z CARDLAF I|[CCTACTCCCCOTTOCCTOCAGGCTGCAGTTCCTETCOCCAGCCCCAGCACTCTGAGSETEAGEAAC

13 CARDLAF I[CCTACTCOCCOPIOCCTCCAGGETGCAGTTCOTGTCCCAGCCCCAGCACTCTGAGGETEAGGEA

FIGURA.29. SECUENCIA DEL FRAGMENTO AMPLIFICADO DEL FINAL
DEL EXON 3 E INICIO DEL INTRON 3 DEL GEN CARD14

RS

01: Secuencia del homo sapiens. 1-9 Secuencias de los pacientes con

psoriasis. 10-13 Secuencias de los controles.

Las diferencias mas importantes encontradas con respecto a la
secuencia estandar utilizada (secuencia del fragmento homélogo del

homo sapiens) (Figura 30) permite detectar las siguientes mutaciones:

»= En el paciente 5 mostré una mutacion tipo transicion (G>A) a nivel del
nucledtido 347 y esta a sélo 2 nucleétidos del 349 que es el lugar
donde se encontré una de las mutaciones caracteristicas de este gen
relacionadas con la psoriasis y que es nominada como 349G>A. La
mutacion que hemos detectado seria nominada 347G>A o también
349 -2G>A

= Entre los nucleétidos 313 y 314 ocurrié una insercién del nucleétido
de adenina, la cual se presentd en todos los pacientes excepto el 4,

pero también los controles, con excepcion del 12 la presentaron

= A nivel del nucleétido 291 se encontré una transversion (291T>A) en

los pacientes 1,2,6 y 9y en los controles 10y 13
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= A nivel del nucleétido 290 se encontré una mutacion del tipo

transicion (290C>T) en los pacientes 1y 6 y en los controles 10y 13

= A nivel de los nucledtidos 285,286 y 287 ocurri6 una triple

transversion consecutiva (CAA>ACC) en los pacientes 1,2,6 y 9y en

los controles 10y 13

285-287 290 291 313-314 Inicio del intr6n 3
IR SR SRR RARRBARE) SERE] AN R A A A R A AN R A A R A A A R A R N
110 120 130 140 j
CAACCCTGACGTCTACACCCTGETCACCGE GECTGCAGCCTGATGTTGACTTCAGTAACTTTAGCGETGAGA
A i s c s s s s s s s s s e a B s E s E s a R s E e e
2 ACC. “Auttiennrarerannnsannns Bu it et teane et et a e ey
e I e B e e et e e e e
g I L i a e se s ata e tsessaasraiassiassssssszi=sassstesasesas
5 mmmm e e e e m e ————— e a s e vttt tnan et et Acvivnnnns
3 BCC. “ThA. s v v everareronnneannns Attt ettt ettt ety
F e e rss st s s R s s R s s s R s E s s R s E e R s R AT Bl s s s essnassanssnnnanasnansnsna i ansanns
B e e e ———— L i iiaasiaaeea Bt e e aa e
9 X B e e iea e ey
10 CCA. cACC. " TA. s v v e v cvrrnsecansannsns 7 e
Ll e m e Lttt ssssess et s st ae e s B i e e e e e e
L2 - mmmmm oo e ittt e e rersee s s ae st et e e es it s et st e T a s e st s et s e a st sae et et e naea e
13 B oo . Bttt ittt ea e ettt e

FIGURA 30. SECUENCIA ESTANDAR UTILIZADA (SECUENCIA DEL
FRAGMENTO HOMOLOGO DEL HOMO SAPIENS) Y PRESENCIA DE LAS
MUTACIONES

En vista que la secuencia del gen CARD14 amplificada incluye lugares
en donde se han descrito mutaciones asociadas a la psoriasis, el
establecimiento de la filogenia molecular resulta ser una alternativa
importante para determinar cuan diferentes son las secuencias de los
pacientes psoriasicos con respecto a los controles y a la misma
secuencia homologa control del homo sapiens. Las diferencias se
pueden presentar a manera de un arbol de distancias, que fue
construido usando el programa Mega 4.1, escogiendo para el analisis de
las secuencias el método de Maximun parsimonia (MP). Los resultados

se aprecian en la figura siguiente.
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FIGURA 31. ARBOL DE DIFERENCIAS ENTRE LAS SECUENCIA DEL

FRAGMENTO DEL GEN CARD14 AMPLIFICADO TANTO DE LOS
PACIENTES COMO DE LOS CONTROLES.

Se puede evidencias que es el fragmento del paciente 5 el que tiene las
mayores diferencias en cuanto a la secuencia, siendo precisamente en
este paciente en donde se detectd la mutacion clave asociada a la
psoriasis. El fragmento del paciente 2 y del paciente 9 son los siguen en
diferencias en cuanto a las secuencias. En tercer lugar se encuentra el
fragmento del paciente 8. Los pacientes con secuencias mas parecidas

a los controles son el 3,6,7,1y 4
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CAPITULO I

DISCUSION Y COMENTARIOS

1. EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON ETANERCEPT

Esta determinado que el etanercept actia inhibiendo competitivamente
la union del factor de necrosis tumoral (TNF) a su receptor localizado en
la superficie celular (TNF- R1), impidiendo de este modo que se
desencadene la cascada pro inflamatoria propia de la enfermedad y que

es mediada por este factor.

La introduccion de los agentes terapéuticos bioldgicos en el tratamiento
de la psoriasis es relativamente reciente y se constituye actualmente en
una herramienta muy valiosa para el tratamiento de la psoriasis,
existiendo todavia en algunos especialistas cierto rechazo al uso de
estos farmacos por considerar que su eficacia y sus efectos colaterales
aun no han sido lo suficientemente precisados. Ademas, el costo de
este tratamiento es relativamente alto en relacion al de los tratamientos

tradicionales.

Esta situacion determina el interés que se tiene en evaluar la respuesta
a la terapia biologica de la psoriasis, y si bien es cierto que se han
reportado varios estudios a nivel mundial, en nuestro pais no se cuenta
con mayores reportes al respecto y resulta aun importante comunicar
nuevas experiencias que reflejen su eficacia asi como los efectos
colaterales que pudieran tener. Esto permitira que el médico
especialista, tenga la confianza suficiente para utilizar estos farmacos en

el tratamiento de los pacientes afectos, que lo requieran.

Dentro del tratamiento biologico disponible como parte del arsenal
terapéutico de la psoriasis, el etanercept es uno de los mas utilizados
por la respuesta clinica que se viene obteniendo y por la buena

tolerancia que parece tener.
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En el afio 2002 fue aprobado por la Administracion de Alimentos y
Drogas de EEUU (FDA) el uso del etanercept en el tratamiento de la
artritis psoriasica activa y en el 2004 se aprobo6 su uso para la psoriasis
moderada a severa. En el Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin
Escobedo, donde se realizé este trabajo, se viene empleando este
farmaco para el tratamiento de la psoriasis desde el afio 2009hasta la

actualidad y esta es la primera evaluacion que se hace de su resultado.

El indice de &rea de la psoriasis y severidad (PASI) fue introducido por
Fredrikson y Pettersson en 1978 como una medida de la severidad de la
enfermedad y desde aquella época se ha venido usando para evaluar la
respuesta al tratamiento de la misma. Ha sido ampliamente validado y la
FDA establecié el PASI 75 como una estimativa practica para valorar la
eficacia de los nuevos farmacos biolégicos usados en el tratamiento de
la enfermedad. EI PASI 75 corresponde en los ensayos clinicos al
porcentaje de pacientes que alcanz6 una mejoria superior o igual al 75%
del PASI basal

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran claramente la
eficacia del farmaco en el tratamiento de la psoriasis. El promedio de
PASI antes del tratamiento fue de 28.86 y después del mismo alcanzoé la
cifra de 5.21 .El PASI 75 alcanz6 un valor del 58%, siendo interesante
sefialar que de los 7 pacientes con PASI 75, cinco alcanzaron una
mejoria superior al 90%(PASI 90), es decir corresponden a pacientes en
quienes el tratamiento con etanercept tuvo una respuesta altamente

eficaz.

En un estudio realizado en Valencia, Espafia (Martin B y col. 2008) en
36 pacientes que recibieron etanercept en un periodo de dos afios, se
encontrd que a los 3 meses de tratamiento, el PASI 75 fue de 44%. La
evaluacion a los 6 meses de tratamiento mostro que el PASI 75 aumento
al 75%. Nuestros resultados son mejores que los obtenidos por estos
autores a los 3 meses de tratamiento e incluso podrian ser mejores que

los obtenidos a los 6 meses ya que nuestros pacientes tuvieron un PASI
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90 del 42%.. En otro estudio, reportado por Ceballos E y Habicheyn S
(2005) sobre la eficacia del etanercept en el tratamiento de la psoriasis y
de la artritis psoridsica que incluian mas de 1.000 pacientes, se
encontré respuestas de PASI 75 del 44% y del 59% en pacientes
tratados con el farmaco a dosis de 25 y 50 mg dos veces por semana,
respectivamente. Estos resultados son similares a los obtenidos por
nosotros y aqui también es pertinente la observacion del PASI 90
obtenido en un 42% de nuestros pacientes. En una revision sistematica
de los resultados del tratamiento con etanercept y efalizumab de la
psoriasis realizado por Woolacott N. y col (2006) se encontré en tres
ensayos clinicos que con las dosis de 25 mg o de 50 mg de etanercept
dos veces por semana y durante 12 semanas, el PASI 90 alcanzo cifras

de 11% y 21%, respectivamente.

En un estudio en donde se compara la variacion de la calidad de vida
dermatoldgica (DLQI) antes y después del tratamiento sistémico y tdpico
versus el tratamiento biolégico de la psoriasis (Castafieda J., 2010)
mostré que el tratamiento sistémico y tépico no mejoré significativamente
la calidad de vida ya que apenas un 10 % la mejor6; en cambio con el
tratamiento biologico la calidad de vida mejoré en un 90% de pacientes.
En nuestro estudio, el promedio de DLQI antes de tratamiento fue de
25.7 con DS 13.8 (rango de mala calidad de vida) y después del
tratamiento el promedio fue de 3.6 con DS 3.3 (rango calidad de vida

satisfactoria)

En cuanto a los efectos adversos asociados al uso del etanercept, en
nuestro estudio han sido minimos. Las infecciones en el lugar de la
inyeccion del farmaco, que para algunos autores figura como la
complicacion més frecuente, en nuestro caso no la encontramos en
ninguna de las historias clinicas, aunque no descartamos la posibilidad
gue no fue consignada por la inocuidad de la lesion. Las infecciones que
encontramos en nuestros pacientes durante la época que recibieron el

tratamiento con etanercept y que fueron sefalas en Resultados
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simplemente correspondieron a infecciones urinarias (2 casos),
neumonia (1 caso), enfermedad diarreica (1 caso) y TB Pulmonar (2
casos) y cuya relacion directa con el tratamiento es dificil de precisar. En
las alteraciones laboratoriales detectadas, las del perfil lipidico deben
estar mas asociadas a la psoriasis misma o al tratamiento sistémico
previo que recibieron que al efecto del tratamiento biolégico. Asi, en un
estudio realizado en el Hospital Nacional de Policia en Lima, Peru, se
encontr6 que el 77% de los pacientes con psoriasis presentaba
dislipidemia (Ponce-Rodriguez M y Mendoza R, 2012). Como se sefiald
antes, el que un 52.9 % de nuestros pacientes mostrara aumento en la
actividad sérica de las enzimas hepéticas (TGO y TGP) durante el
tratamiento con etanercept se explicaria por el metotrexate que
recibieron anteriormente. La sospecha de procesos neoproliferativos
malignos en 2 pacientes de nuestro grupo, no fue confirmada hasta el

momento de concluir este estudio.
2. ESTUDIO DE LAS MUTACIONES EN EL GEN CARD14

Es conocido que el gen CARD14 codifica para una proteina de 1004
aminoacidos la cual tiene como funciones activar al factor de
transcripcion NF-kB y regular la apoptosis (Scuidiero 1. y col, 2011). Este
gen se expresa en varios tejidos y lo hace también en el queratinocito
de la piel normal e inflamada. En la piel normal su expresion ocurre en
las capas basales, mientras que en la piel psoriasica el gen esta ausente
en las capas basales pero esta presente en todas las capas superiores
(suprabasales) (Jordan C.y col., 2012). La activacién descontrolada del
NF-kB, que seria secundaria a las mutaciones en el gen CARD14,
llevaria a la activacion de varios genes en el queratinocito, cuyos
productos (IL8,CCL20, SOD2, etc) llevan al reclutamiento vy
diferenciacion de las células inflamatorias. Estas células dendriticas
activadas producen IL 23 y las células T producen IL17 e IL22 que llevan
a la mayor activacion del queratinocito y a la hiperplasia epidermal

propia de la enfermedad psoriésica.
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La mutacién 349G>A en el gen CARD14, asociada a la psoriasis fue la
primera en ser descrita (Bertin J. y col.,, 2001). Posteriormente se
describié otra mutacién (349+5 G>A) en el mismo gen, en una familia
taiwanesa y ubicada a s6lo 5 nucleétidos de la primera. Estas
mutaciones ubicadas al final del exén 3 e inicio del introbn 3 hacen pensar
gue alterarian el mecanismo del empalme (splicing) durante el proceso
de remocion de los intrones en el procesamiento del mensajero y
determinarian cambios en la proteina que codifica, provocando su mayor
actividad y con ello el gatillo para el mecanismo de la lesion psoriasica.
Estos cambios en la estructura primaria final de la proteina determinados
por estas mutaciones han sido demostrados experimentalmente (Jordan
C.y col. 2012).

Lo anterior determiné que en nuestro estudio se seleccione un fragmento
del gen CARD14 ubicado al final del exén 3 e inicio del intron 3 para
amplificarlo, secuenciarlo y detectar las mutaciones que podrian
encontrarse en nuestros pacientes con psoriasis. Como fue sefialado en
Resultados, en el paciente 5 se encontré una mutacion de tipo transicion
con el cambio G>A, en el nucledtido 347, es decir con las mismas
caracteristicas que las dos mutaciones reportadas anteriormente y
curiosamente a solo dos nucleotidos de la mutacion inicialmente descrita
(349 G>A). Por esta razén, la mutacion que hemos encontrado la

denominados como 349 -2 G>A.

Si bien es cierto que s6lo estuvo presente en uno de nuestros pacientes
(11.1 %), su localizacion y tipo de mutacién hace pensar que podria
tener un rol importante en la etiopatogenia de la psoriasis. Este paciente
presentd un PASI alto (24.6). Este hallazgo apertura la posibilidad de
mayores estudios para confirmar su rol en la etiopatogenia de la
enfermedad psoriasica.

La insercion del nucleétido de adenina que ocurrié entre los nucleotidos
313 y 314 se encontré en todos los pacientes con excepciéon de uno

(89%), pero también se encontr6 en 3 de nuestros controles (75%).
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Estos resultados hacen pensar que esta mutacion estaria mas
relacionada a factores étnicos que con la enfermedad misma. Las otras
mutaciones detectadas se dieron con similar frecuencia en los pacientes
gue en los controles por lo que su presencia también la atribuimos mas a

razones étnicas.

En Resultados también se mostré el estudio de la filogenia molecular
entre los fragmentos homologos de los pacientes y controles, con la
intenciébn de destacar las diferencias que en términos de secuencia
nucleotidica tenian. Como era de esperar es el paciente 5 el que mostro
mayor variacion, seguido de un segundo grupo integrado por los
pacientes 2y 9 al cual le sigue el paciente 8. En el grupo con menores
diferencias estan los pacientes 3, 6, 7, 1 y 4, pero también estan los
controles. Usando este parametro no se pueden establecer diferencias
entre los pacientes con psoriasis y los controles. Los pacientes que
mostraron el PASI més alto antes del tratamiento fueron el 2, 7y 8 y
precisamente dos de estos (2 y 8) mostraron mayor variacion en
secuencia en relacién a los controles y a la secuencia homdloga en el
homo sapiens. Consideramos que estos datos son aun insuficientes
como para pronunciarnos sobre la existencia de alguna relacion entre la

severidad de la psoriasis y las variaciones detectadas en la secuencia.

Los pacientes que mejor respondieron al tratamiento con etanercept
fueron el 7, 8 y 9 con PASI 95, siendo dos de ellos (8 y 9) los que
mostraron mayor variacion en la secuencia del fragmento amplificado,
comparado con los controles y con el homo sapiens. Estos datos son
solamente sugerentes que podria existir cierta relaciébn entre la
respuesta al etanercept y las variaciones en la secuencia en el
fragmento del gen CARD14 seleccionado. Seran necesarios otros
estudios con un mayor nimero de pacientes e incluso con busqueda de
mutaciones en otros sectores del gen CARD14 y de comprobarse alguna
relacion, se podria disponer de un método para adelantar la respuesta

que tendria un paciente psoridsico al tratamiento con este farmaco
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bioldgico y la explicacion molecular estaria en que las mutaciones en el
gen CARD14 determinarian la sintesis de un receptor del factor de
necrosis tumoral al cual se uniria més facilmente el etanercept para

bloquearlo

En este trabajo hemos comprobado la eficacia del tratamiento de la
psoriasis moderada a grave con etanercept, no solamente por la
respuesta obtenida de manera especial en el porcentaje de reduccion
del PASI sino también por la casi total ausencia de efectos adversos en
los pacientes que lo recibieron. La limitacion que encontramos fue el
numero de pacientes que pudimos utilizar, derivado del hecho que solo
desde el 2009 se comenzo6 a emplear el farmaco en el tratamiento de la
psoriasis y también a fallas en los reportes de las historias clinicas en
donde faltaban algunos datos, como el PASI y el DLQI. Los estudios que
reportamos sobre las mutaciones en el gen CARD14 en los pacientes
psoriaticos son pioneros en nuestro pais y si bien los consideramos
preliminares, abren el camino para estudios posteriores en donde se
podran emplear una mayor nimero de pacientes, se podran ampliar los
estudios a sus familiares y se podran buscar mutaciones en otros
sectores del gen. Todos estos estudios contribuiran a conocer mejor las
bases moleculares de la psoriasis, detectar a las personas con mayor
riesgo de hacer la enfermedad, conocer anticipadamente la respuesta
que tendria al tratamiento con etanercept e igualmente contribuir al

disefio de nuevos farmacos para su tratamiento.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

1. EIl tratamiento de los pacientes con etanercept como monoterapia
resultd altamente eficiente con un PASI 75 y PASI 90 de 58% y 90%,
respectivamente y con un DLQI promedio después del tratamiento de

3.6 que se encuentra en el rango satisfactorio

2. El uso del etanercept a la dosis de 25 mg , 50 mg o 100 mg de una a
dos veces por semana durante todo el tiempo que duré el tratamiento,
fue bien tolerada por los pacientes ya que no se encontraron mayores

efectos colaterales

3. No se detectaron las mutaciones 349 G>A y 349 +5 G>A en los
pacientes en los que hicimos la amplificacion de un sector del gen

CARD14 y su secuenciacion

4. En uno de nuestros pacientes (11.1%) se detecté una mutacion que, a
nivel mundial, no ha sido descrita anteriormente. A ésta la hemos
denominado 349-2 G>A y se encuentra a sélo dos nucleotidos de la
primera mutacion descrita en el gen CARD14 asociada a psoriasis,
gue tiene las mismas caracteristicas y que hace pensar la importancia

gue tiene en relacion a la enfermedad.

5. La nueva mutacién detectada por nosotros (349-2 G>A) no guarda
mayor relacion con la severidad de la enfermedad ni con la respuesta
al etanercept. Asi mismo, las otras mutaciones detectadas en los
pacientes, también fueron detectadas en los controles en una
proporcion parecida. Estas mutaciones podrian estar asociada a

factores raciales, antes que a la enfermedad misma.
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RECOMENDACIONES

1. Continuar con la evaluacion de la eficacia del tratamiento de la
psoriasis con Etanercept y otros agentes biolégicos para ampliar la
casuistica recomendando que el PASI y el DLQI se evalien
regularmente durante el tratamiento y de preferencia por el mismo
profesional.

2. En los pacientes que suspendan el tratamiento, estimar la recidiva de
la enfermedad en el tiempo, a través del PASI y del DLQI.

3. Ampliar el estudio de la novedosa mutacion que hemos encontrado
(349-2 G>A) en mayor numero de pacientes, de tipo multicéntrico y de
manera especial en los familiares del paciente afectado.

4. Estudiar la presencia de mutaciones en otros sectores sensibles del
Gen CARD14 que actualmente estdn comenzando a ser relacionados
con la enfermedad.

5. Continuar el estudio de las mutaciones en el gen CARD14 y
relacionarlas con la severidad de la enfermedad y con la respuesta al
tratamiento ya que eventualmente, se podria adelantar la respuesta a
obtener con el uso del agente biolégico en el tratamiento de la
psoriasis.

6. Difundir los resultados de este trabajo para posibilitar se tenga mayor
confianza en el uso del Etanercept para el tratamiento de la psoriasis.

7. Difundir a la sociedad y a la poblacion médica la idea que en nuestro
medio ya es factible hacer diversos estudios de Biologia Molecular
gue contribuyan al diagnéstico, al entendimiento de la etiopatogenia,
tratamiento y prevencion de varias enfermedades, incluyendo las

dermatoldgicas.
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l. PREAMBULO

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria hiperproliferativa crénica y recidivante
de la piel, no contagiosa, de causa desconocida y patogénesis multifactorial, mediada
inmunolégicamente y que afecta del 1 al 3% de la poblacion mundial. Se caracteriza por la
presencia de papulas y placas eritemato escamosas bien definidas, localizadas
preferentemente en codos, rodillas, region sacra y piel cabelluda, aunque puede afectar
cualquier otra zona o toda la superficle cutanea. Se ha descrito que un 30% de individuos
afectados presentan artritis crénica (artritis psoriasica). El impacto de la psoriasis en la
calidad de vida es remarcable y se compara al que producen varias enfermedades

cronicas, comprometiendo aspectos fisicos y mentales.

La severidad de la psoriasis se mide por el porcentaje del cuerpo afectado por las
placas psoriaticas. Se considera leve cuando el area comprometida es menor al 2%,
moderada cuando esta entre 2 al 10% y severa cuando supera el 10%,

En la psoriasis, como enfermedad inflamatoria crénica, se implica a las células
dendriticas, a los linfocitos T, a los macréfagos, neutréfilos y queratinocitos como
responsables de la iniciacion de las lesiones de la piel. La presentacion de antigenos y la
formacion de la sinapsis inmunolégica determinara la secrecion de varias
citoquinas/quimoquinas y permitira la diferenciacion de células T en células efectoras tales
como Th1,Th2 y Th17. Por lo tanto, cada célula efectora secretara citoquinas particulares.
Se ha demostrado que el interferén a (IFN-a), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la
interleuquina 2 (IL-2) producen aumento en la proliferacion de los queratinocitos. TNF-a
activa el desarrollo de las lesiones por aumentar el nimero de moléculas de adhesién. IL-2
es un estimulador importante de las células T, pero no tiene la capacidad de alterar la
produccién de citoquinas quimoquinas de los queratinocitos sanos o psoriasicos. Los
queratinocitos activados producen citoquinas y quimoquinas que traen linfocitos al sitio de
inflamacion y que desrregulan su proliferacion.

Actualmente no se dispone de tratamiento curativo para la psoriasis, lo que se
persigue es mejorar los sintomas, disminuir la gravedad y la extension de las lesiones y
atenuar el aparecimiento de nuevos brotes

En general, los tipos de tratamiento utilizados se pueden agrupar en topicos o
locales, por fototerapia y los sistémicos. El tratamiento sistémico esta indicado en los tipos
de psoriasis que nho responden a otros tratamientos. Se utlizan frecuentemente
inmunosupresores como hidroxiurea, ciclosporina y metotrexato. Como estos farmacos
tienen efectos adversos diversos, se les usa en tratamientos cortos y el paciente debe estar
controlado permanentemente. También se utiliza un retinoide analogo a la vitamina A, la
acitretina, que puede administrarse sola o asociada a fototerapia o quimioterapia, pero

como tiene accién teratogénica, su uso es algo limitado
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Los avances logrados en la biologia molecular y en los mecanismos inmunol6gicos
de la psoriasis han permitido el disefio de nuevos farmacos, que han sido recibidos con
singular expectativa. Estos farmacos son producidos mediante biotecnologia, en general
son bien tolerados y hasta el momento se constituyen en una alternativa muy atractiva para
tratar la psoriasis en comparacion con la terapia convencional. Todos estos farmacos
constituyen hoy en dia las herramientas de la denominada terapia bioldgica de la psoriasis.

En la terapia biolégica de la psoriasis se usan basicamente dos tipos de farmacos:
a) Los que interfieren con la activacion de los linfocitos T o células presentadoras de
antigenos (alefacept, efalizumab) o en la circulacion de los mismos en la piel
(efalizumab).
b) Los que bloquean al factor de necrosis tumoral (TNFa) y citoquinas (etanercept,
infliximab , adalimumab)

Jordan C y col., describieron por primera vez en el afio 2012, un gen directamente
asociado con la psoriasis, el CARD 14 y cuyas mutaciones son suficientes para determinar
la enfermedad. Estas mutaciones, que pueden ser gatilladas por un proceso infeccioso,
incrementan la actividad de NF-kB en los queratinocitos y es este factor proteico quien
permite la transcripcion de varios genes que incluyen quimoquinas claves implicadas en la
patogénesis de la enfermedad (CCL 20, IL8 e IL36G), las que se encargan de reclutar
células inmunolégicas que se encargan a su vez de producir citoquinas y quimoquinas que
causas inflamacion y ademas aumentan la activacion de los queratinocitos determinando la
hiperplasia epidermal.

Este importante descubrimiento abre la posibilidad del disefiar nuevos farmacos con
mayor efectividad en el tratamiento de la psorioasis y de otro lado permitira la identificacion
de personan con riesgo de adquirir la enfermedad. También proporciona una herramienta
muy util para predecir y evaluar el tratamiento biol6égico que actualmente se emplea en la
psoriasis y de manera especial cuando se utilizan farmacos como el etanercept que es una
proteina recombinante con acciones bloqueadoras del factor de necrosis tumoral (TNF a) y

de citoquinas. Este Ultimo aspecto es el que pretendemos abordar como trabajo de tesis.
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Il PLANTEAMIENTO TEORICO

1.- Problema de investigacion

1.1. Enunciado del problema
Evaluar la respuesta al tratamiento con etanercept de pacientes con
psoriasis atendidos en el H.N.C.A.S.E en relacion a la presencia de

mutaciones en el exén 3 del gen CARD14.

1.2. Descripcion del problema

a) Area del conocimiento
e General : Biomédicas
e Especifica : Medicina Humana
e Especialidad : Dermatologia
e Linea : Psoriasis
b) Operacionalizacion de variables
Variable Sub- variables Indicador Tipo de Variable Valor
. . i M
3 Sexo Género Categorica- Nominal
[} " F
© —
@ 3 Edad Afos cumplidos Numeérica- Discreta Afos cronolégicos
T O
E L Blanca
S § Grupo étnico Categorica- Nominal Mestiza
(2]
S 8 Raza Negra
o S S—
2 g Primaria
=
Q . 9 o Z 0 . .
s < Escolaridad Nivel de estudio Categoérica- Ordinal Secundaria
©
O Superior
4 - ) ,_ ) Lento
c 4 Forma de inicio Lento, repentino Categorica- Nominal .
.g o Repentino
g 8 -
Q = ) - ) Si
8 o _ Pruginosa Categoérica- Nominal
L c [} No
o 2 s
T .= © -
g 2 ° . . Si
e 9 ) Seca Categorica- Nominal
E = %) No
S © s
9 3 = Cubierta por o _ Si
o 8 = Categérica- Nominal
% o % escamas No
2 3
o o ] -
o c a . ) Si
S 3 S Gruesa Categérica- Nominal
8 No
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Area de piel o _ _
] PASI Numeérica- Discreta Porcentaje
comprometida
-y ) . Si
Artritis Categorica- Nominal
No
Otras Alteracion de las . ) Si
) ) ~ Categorica- Nominal
manifestaciones ufias No
. ) Si
Caspa abundante | Categorica- Nominal N
o]
Calidad de vida indice DLQ Porcentaje
[J) ) » ) Si
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o w No
) =}
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L u 9 [0}
s 2 g piel _ _
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QL 5 &
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c QO - =
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o
Mutacion - i
Secuenciacion del Numero de
en el gen i i - ) ]
Exon 3 exon por el Numeérica-Discreta mutaciones
CARD 14 !
método de Sanger detectadas

c) Interrogantes Basicas

1. ¢Cudles son las caracteristicas de la poblacion psoriasica
estudiada en relacién a sexo, edad y raza?

2. ¢Cudles son las caracteristicas clinicas (PASI/DLQI) de los
pacientes con psoriasis antes de iniciar el tratamiento con
Etanercept?

3. ¢Cudles son las caracteristicas clinicas (PASI/DLQI) de los
pacientes con psoriasis después del tratamiento con
Etanercept?

4. (Qué efecto tuvo el tratamiento sobre las manifestaciones

clinicas de los pacientes con psoriasis?
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5. ¢Qué efecto tuvo el tratamiento sobre el indice de actividad y
severidad de la psoriasis (PASI)?

6. ¢Qué efecto tuvo el tratamiento sobre el indice de calidad de
vida (DLQI?

7. ¢ Se detectaron mutaciones en el gen CARD 14 en los pacientes
con psoriasis?
¢ Cuales fueron estas mutaciones?
¢Existe relacion existe entre las mutaciones que se detectaron
en el gen CARD14 en los pacientes con psoriasis y la severidad
de su cuadro clinico?

10. ¢Existe relacién entre las mutaciones que se detectaron en el
gen CARD14 en los pacientes con psoriasis Y la respuesta que

tuvieron al tratamiento con etanercept?

d) Tipo de Investigacion:
e Documental

e Laboratorial

e) Nivel de Investigacion:
e Cuasi Experimental
e Descriptiva

e Analitica

2. Justificaciéon del Problema

a) Desde hace varios afios se viene utilizando con mucha expectativa el tratamiento
bioldgico en el caso de los pacientes con psoriasis, en razon a las ventajas que
tiene sobre el tratamiento clasico. Uno de los farmacos més utilizados es el
etanercept y los resultados que se estan obteniendo deben ser evaluados. En el
H.N.C.A.S.E. se viene utlizando este tratamiento y esta seria la primera
oportunidad de analizar sus resultados para determinar su eficiencia y si fuera el
caso plantear otros esquemas de tratamiento con el farmaco.

b) Es la primera vez en nuestro pais que se hace un estudio de la psoriasis asociada
a las mutaciones en el gen CARD14 y de otro lado no se encuentra en la literatura
descripciones sobre la eficiencia del tratamiento biolégico de la psoriasis en
relacion a las mutaciones en el gen CARD14.

c) Resulta novedoso estudiar la relaciébn que pudiera existir entre las mutaciones
detectadas en el gen CARD14 y la severidad de las manifestaciones clinicas de la

enfermedad
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d) El trabajo es enteramente factible de realizar ya que se cuenta con los pacientes
sometidos al tratamiento con etanercept y de otro lado tenemos las facilidades del
caso para poder realizar los estudios de amplificacion del exén 3 del gen CARD 14
y la secuenciacién en cada uno de los pacientes.

e) No se aplicara procedimiento invasivo alguno ya que se trabajara con una nuestra
obtenida con un cepillado oral, previo consentimiento informado de los pacientes.
El estudio no plantea problemas éticos ni morales

f) El interés del estudio no solamente estd en que se evaluaran los resultados
obtenidos con etanercept en el tratamiento de la psoriasis en el caso de la muestra
a usar, también serd posible relacionar el tipo de respuesta con las mutaciones que
pudieran encontrarse en el gen CARD14, incluso, con la factibilidad que en un
futuro proximo el estudio de las mutaciones de este gen, podra decidir el éxito de

este farmaco en el tratamiento de la psoriasis.

Como se puede notar la realizacion de este trabajo tiene como justificacion el ser

original, relevante, de actualidad, perfectamente factible y de gran interés.

3. MARCO CONCEPTUAL

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria hiperproliferativa crénica y recidivante
de la piel, no contagiosa, de causa desconocida y patogénesis multifactorial, mediada
inmunolégicamente y que afecta del 1 al 3% de la poblacién mundial. Es mas frecuente en
la raza blanca, su prevalencia es igual en hombres y mujeres y su aparicion es mas
frecuente en la tercera década de la vida. Se caracteriza por la presencia de papulas y
placas eritemato escamosas bien definidas, localizadas preferentemente en codos, rodillas,
region sacray piel cabelluda, aunque puede afectar cualquier otra zona o toda la superficie
cutanea. El impacto de la psoriasis en la calidad de vida es remarcable y se compara al que

producen varias enfermedades crénicas, comprometiendo aspectos fisicos y mentales.

Aparentemente fue Celso quien hizo la primera descripcion de esta enfermedad y Galeno
quien acufi el término de psoriasis para designarla. También ha sido denominada como
impétigo, lopoi, alphos, usagro, etc. e incluso confundida con la lepra, a tal punto que varios
psoriasicos fueron quemados vivos al creerlos leprosos. Fue mérito de von Hebra, en la

segunda mitad del siglo XIX el haber separado completamente a la psoriasis de la lepra .

Se ha descrito que un 30% de individuos afectados presentan artritis cronica (artritis
psoriasica). En general, se sabe que en un 65% de casos, la enfermedad cutanea precede a
la articular, en un 15% ambas afecciones aparecen conjuntamente y en el 20% restante la

enfermedad articular precede en afios al inicio de la enfermedad cutanea® La asociacion
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con obesidad, hipertensién arterial, sindrome metabdlico y dislipoproteinemias también ha
sido descrita®.

Severidad y formas clinicas de la psoriasis

Se acostumbra medir La severidad de la psoriasis por el porcentaje del cuerpo
afectado por las placas psoriaticas. Se considera leve cuando el 4rea comprometida es

menor al 2%, moderada cuando esta entre 2 al 10% y severa cuando supera el 10%,

La forma clinica mas comun de la psoriasis ( 85 -90 %) es la denominada psoriasis
vulgar (psoriasis cronica en placas), que generalmente se presenta como placas
eritematosas bien delimitadas cubiertas por escamas blancoplateadas y de tamafio variable.
Estas lesiones permanecen localizadas por un tiempo, pero posteriormente se extienden
lentamente e incluso se pueden generalizar. Hay otras formas clinicas mas severas, con un
compromiso inflamatorio mas serio y que tienen un curso agudo, como la psoriasis

pustulosa y la psoriasis eritrodérmica.
Histologia e Inmunologia de la Psoriasis

Las alteraciones histologicas descritas en la lesion psoriatica son las siguientes: a)
Hiperplasia epidermal. b) Engrosamiento de la epidermis y reduccién o ausencia de la capa
granular. c) Infiltracion epidermal de células inmunes (células T) y células dendriticas CD
11c en la dermis. d) Presencia de células CD8 y neutréfilos en la epidermis . €) Incremento

en la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) e inflamacion de la piel.

En la psoriasis, como enfermedad inflamatoria crénica, se implica a las células
dendriticas, a los linfocitos T, a los macréfagos, neutréfilos y queratinocitos como
responsables de la iniciacion de las lesiones de la piel. La presentacion de antigenos y la
formacion de la sinapsis inmunolégica determinara la secrecion de varias
citoquinas/quimoquinas y permitira la diferenciacion de células T en células efectoras tales
como Th1,Th2 y Thl7. Por lo tanto, cada célula efectora secretara citoquinas particulares.
Se ha demostrado que el interferén a (IFN-a), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la
interleuquina 2 (IL-2) producen aumento en la proliferacion de los queratinocitos . TNF-a
activa el desarrollo de las lesiones por aumentar el nimero de moléculas de adhesién. IL-2
es un estimulador importante de las células T, pero no tiene la capacidad de alterar la
produccién de citoquinas quimoquinas de los queratinocitos sanos o psoriasicos. Los
queratinocitos activados producen citoquinas y quimoquinas que traen linfocitos al sitio de
inflamacion y que desrregulan su proliferacion. Recientemente se ha encontrado que la
interleuquina 23 (IL-23) tiene un rol clave en la patogénesis de la psoriasis y que las células
Th 17, al producir las interleuquinas 17 y 22 ( IL-17 y IL-22), juegan un rol fundamental como

inductores de la hiperplasia propia de la psoriasis.
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Tratamiento de la Psoriasis

Actualmente no se dispone de tratamiento curativo para la psoriasis, o que se
persigue es mejorar los sintomas, disminuir la gravedad y la extension de las lesiones y
atenuar el aparecimiento de nuevos brotes No se dispone de un tratamiento de eleccion
para esta enfermedad, el utilizar uno u otro tipo de tratamiento depende de la gravedad y
extension de las lesiones, localizacion de las mismas, del estado general del paciente. de
otras patologias que concomitantemente pueda presentar, de la evaluacion costo-beneficio-

riesgo, de la preferencia del paciente y de la respuesta al tratamiento.

En general, los tipos de tratamiento utilizados se pueden agrupar en tépicos o

locales, por fototerapia y los sistémicos.

El tratamiento clasico de la psoriasis ha consistido en la aplicacién local o topica
del medicamento, se usan distintas férmulas, como soluciones, espumas, cremas,
emulsiones, pomadas y unguentos, siendo los emolientes, parafinas, vaselina, aceite de
oliva, etc. Los medicamentos que se aplican en esta forma suelen ser queratoliticos como el
acido salicilico, preparados a base de brea de hulla, retinoides ( tazaroteno), analogos de la

vitamina D y corticoides

La fototerapia se comenzo6 a utilizar en el tratamiento de la psoriasis cuando se
reportd que en los meses de verano las lesiones del paciente psoriatico mejoraban
visiblemente. Aca se incluye la fototerapia y la fotoquimioterapia (PUVA). En la fototerapia
se usa con mayor frecuencia la luz ultravioleta de banda estrecha (UVB de banda estrecha)
. En la fotoquimioterapia el paciente se expone a la radiacion UVA dos horas después de la

administracion oral de un fotosensibilizante ( psoraleno).

El tratamiento sistémico esta indicado en los tipos de psoriasis que no responden
a otros tratamientos. Se utilizan frecuentemente inmunosupresores como hidroxiurea,
ciclosporina y metotrexato. Como estos farmacos tienen efectos adversos diversos, se les
usa en tratamientos cortos y el paciente debe estar controlado permanentemente. También
se utiliza un retinoide analogo a la vitamina A , la acitretina, que puede administrarse sola o
asociada a fototerapia o quimioterapia, pero como tiene accién teratogénica, su uso es

algo limitado

Los avances logrados en la biologia molecular y en los mecanismos inmunoldgicos
de la psoriasis han permitido el disefio de nuevos farmacos, que han sido recibidos con
singular expectativa. Estos farmacos son producidos mediante biotecnologia, en general

son bien tolerados y hasta el momento se constituyen en una alternativa muy atractiva para
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tratar la psoriasis en comparacion con la terapia convencional.®). Todos estos farmacos

constituyen hoy en dia las herramientas de la denominada terapia bioldgica de la psoriasis.

En la terapia biol6gica de la psoriasis se usan basicamente dos tipos de farmacos:

e Los que interfieren con la activacion de los linfocitos T o células presentadoras
de antigenos (alefacept, efalizumab) o en la circulacion de los mismos en la piel
(efalizumab).

e Los que bloquean al factor de necrosis tumoral (TNFa) y citoquinas (etanercept,

infliximab , adalimumab)

Estos farmacos pueden corresponder, segln su estructura, a anticuerpos
monoclonales (MAB) murinos (muromomab), quiméricos (infliximab), humanizados
(efalizumab) y humanos (adalimumab) y en otros casos corresponder a proteinas

recombinantes de fusion, como el etanercept y el alefacept.

Tratamiento de la psoriasis con Etanercept

El Etanercept es una proteina recombinante humana dimérica que esta constituida
por la unién de dos receptores solubles del factor de necrosis tumoral (TNF) y la Fc de la
inmunoglobulina humana G1. Su mecanismo de acciéon consiste en la unién reversible y
competitiva al TNF-a y TNF-f circulantes o unidos a membrana, lo que impide la union del
FNT a sus receptores propios de membrana en las células efectoras del sistema
inmunitario. Al TNFa interviene en la proliferacion de queratinocitos, en la inflamacion
dérmica, en favorecer la adhesion y extravasacion de los linfocitos T activados y en la
angiogénesis.

El etanercept (Embrel) se administra por via subcutanea a la dosis de 25 mg dos
veces por semana, durante 24 semanas consecutivas. Para obtener una mejor respuesta se
puede utilizar el farmaco a la dosis de 50 mg dos veces por semana durante 12 semanas
consecutivas.

El tratamiento con etanercepr , que es uno de los farmacos mas usados en la
terapia biologica de la psoriasis ha mostrado ser efectivo y muy bien tolerado por los
pacientes. Se reportd en un estudio realizado con 652 psoridsicos con una area de
superficie corporal afectada de por lo menos 10 %, que el 59% del grupo deos pacientes
gue recibieron 50mg de etanercept dos veces por semana habian alcanzado un 75% de

mejoria estimada como PASI (Indice de area y severidad de la psoriasis)®.

La psoriasis como consecuencia de mutaciones en el gen CARD14
Investigaciones lideradas por la Escuela de Medicina de la Universidad de
Washington identificaron hace poco tiempo el primer gen relacionado directamente con la

psoriasis ) Usando la técnica de secuenciar todos los genes de los pacientes se descubrié
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una mutacion muy rara en el gen CARD 14 en una familia en la cual la psoriasis era
prevalente, también encontraron esta mutacion en 1/3 de los miembros de la familia que
desarrollaron artritis psoriatica.

Las mutaciones en el gen CARD14 son suficientes para determinar la enfermedad.
Estas mutaciones, que pueden ser gatilladas por un proceso infeccioso, incrementan la
actividad de NF-kB en los queratinocitos y es este factor proteico quien permite la
transcripcion de varios genes que incluyen quimoquinas claves implicadas en la patogénesis
de la enfermedad (CCL 20, IL8 e IL36G), las que se encargan de reclutar células
inmunoldgicas que se encargan a su vez de producir citoquinas y quimoquinas que causas
inflamacion y ademas aumentan la activaciéon de los queratinocitos determinando la
hiperplasia epidermal.
En la figura siguiente, se observa la relaciéon entre las mutaciones a nivel del gen CARD14

en el desarrollo de la psoriasis y el mecanismo de accién del Etanercept.

Estimulos Ambientales Gen CARD14 mutado
- Infecciones

- Traumatismo . (]m:l:[l]l[p

- -Otros
activacion
Factor Nuclear kappa beta (FN- kb)

l Transcripcidn Genética

Producciéllde guimioguinas

Interleuguina 12 (IL12)

l

Linfocito T Helgper indiferenciado (LTh0) —————2 Linfocito T Helper i{LTh2)

'

TNF 2 Linfocito B (LB}
Etanercept ——| l
TMFa-R

l

Activacion de
gueratinocitos

Figura 1.- Modelo que explica la accion directa del gen CARD 14 en la etiopatogenia de la

psoriasis y relacion con el mecanismo de accién del Etanercept

Este importante descubrimiento abre la posibilidad del disefiar nuevos farmacos con mayor
efectividad en el tratamiento de la psoriasis y de otro lado permitira la identificacién de

personan con riesgo de adquirir la enfermedad. También proporciona una herramienta muy
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util para predecir y evaluar el tratamiento bioldgico que actualmente se emplea en la
psoriasis y de manera especial cuando se utilizan farmacos como el etanercept , que es una
proteina recombinante con acciones bloqueadoras del factor de necrosis tumoral (TNF a) y

de citoquinas.
4. ANALISIS DE ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

De las publicaciones que hemos revisado para la elaboracion de este
Proyecto, hemos seleccionado algunas que consideramos mas relacionadas con

nuestro tema.

4.1. Publicacién en donde se evalta la eficiencia de etanercept en el
tratamiento de la psoriasis
Martin B. y col. (2008) Etanercept en la psoriasis. Experiencia clinica.
ACTAS Dermo-Sifilograficas 99(07)1-5.
En este trabajo se revisaron retrospectivamente las historias clinicas de 36
pacientes adultos tratados con etanercept. Para valorar la ,eficacia clinica
del farmaco se utilizé el PASI. El etanercept fue administrado a la dosis de
25 mg dos veces por semana por via subcutanea. A los tres meses de
tratamiento el 36% de pacientes mejoré en un 50% del valor inicial del
PASI; en tanto que el 44% de pacientes mejor6 en un 75%. No se
registraron mayores efectos adversos, es decir que el farmaco fue bien

tolerado.

4.2. Publicacién en donde se revisan los avances logrados en el
tratamiento de la psoriasis, de manera especial con el uso del
tratamiento biolégico
Dubois S. and Pouliot R.. (2013) Review Article.Promising New Treatments
for Psoriasis. The Scientific World Journal. Article ID 980419.9
En esta revision se comenta los grandes avances obtenidos en
letratamiento de la psoriasis en las dos Ultimas décadas y que son
consecuencia de los conocimientos obtenidos en el campo de la
inmunologia de la enfermedad y los avances en la manipulacién genética
para la creacion de nuevos farmacos cuyo uso en el tratamiento
corresponde hoy en dia a la denominada terapia bioldgica de la psoriasis.
Se comenta la mayor eficacia de estos farmacos y la menor presencia de
efectos colaterales. Se sefiala igualmente la necesidad de estudiar su uso

en mayores tiempos de tratamiento para evaluar su eficiencia a largo plazo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

y descartar la presencia de efectos no deseados. Se comenta que son
farmacos mas caros, pero que los resultados que se van obteniendo debe

servir para alentar muchas otras investigaciones al respecto.

4.3. Publicacién en donde se revisan los alcances de la terapia biolégica en
la psoriasis.
Obreg6n L. (2007). Terapia Biolégica en Psoriasis. Dermatol..Perd. 17(3)
Se revisan los diferentes tipos de tratamiento de la psoriasis, terapia topica,
terapia sistémica y fototerapia y los resultados que se obtiene. Se comenta
que con el desarrollo de la biologia molecular, la ingenieria genética y la
biotecnologia ha sido posible el desarrollo de farmacos que actlan a
determinado nivel de la respuesta inmunologica que determina la
enfermedad. Presenta el mecanismo de accion de los diferentes agentes
usados en la terapia biolégica y sefiala los resultados alentadores que se
van obteniendo.

4.4, publicacién en donde se compara la efectividad de los diferentes
farmacos usados en el tratamiento sistémico y de la fototerapia sobre
la psoriasis.

Gelfand J. Wan J., Callis K., Crueger G. and col (2012).Comparative
effectiveness of commonly used systemic treatments or phototherapy for
moderate to severe plaque psoriasis in the clinical practice setting. Arch.
Dermatol. 148 (4): 487-494

Los autores concluyen que aunque se pueden objetivar diferencias en los
resultados obtenidos con los diferentes tipos de tratamiento, estas pudieran
no tener mayor significacion clinica y que seran necesarios mayores
estudios que permitan confirmar la real eficacia. Este trabajo es uno de los
pocos en donde no sobresalen las ventajas de la terapia bioldgica de la
psorisis y que quiza se explica por la heterogenidad de los esquemas de
tratamiento utilizados, lo que dificulta su mejor comparacion.

4.5. Publicacién en donde se describe por primera vez qué mutaciones en
un gen, en respuesta a un estimulo, como un proceso infeccioso,
dispararian toda la maquinaria inmunolégica necesaria para
desencadenar la psoriasis.

Jordan C., Cao L., Roberson E., Pierson K. and col (2012)

PSORS2 Is due to mutations in CARD 14. The American Journal of Human
Genetics 90: 784-795

Loa autores muestran que una mutacion rara en el gen CARD14, gatillada
por algun factor ambiental puede llevar a la psoriasis en placas. Uno de los

autores ( Bowcock A) habia estado buscando este gen por mas de dos
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décadas y su descubrimiento abre la gran posibilidad de disefiar mejores
tratamientos para la enfermedad y también detectar a personas con riesgo
de tenerla.

Las mutaciones detectadas comprometen el exén 3 del gen y afectarian el
empalme entre el exén 3 y 4 durante el procesamiento. Esto llevaria al
aumento en la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) y determinan la
alteracion en la regulacion del set de genes asociados a la psoriasis

presentes en los queratinocitos.

5. OBJETIVOS

5.1. oObjetivo General
Determinar la respuesta obtenida al tratamiento de la psoriasis con
etanercept y su relaciéon con las mutaciones que pudieran detectarse en el
gen CARD14

5.2. Obijetivos Especificos

1) Estimar la eficacia del tratamiento con etanercept en los pacientes con
psoriasis en base al indice de area y severidad de la psoriasis (PASI) y

de la calidad de vida en Dermatologia (DLQI).

2) Determinar los efectos no deseables que tuvo el tratamiento con

etanercept.

3) Precisar las mutaciones encontradas en el exén 3 y regiones vecinas

del gen CARD14 en los pacientes con psoriasis

4) Relacionar las mutaciones encontradas en el gen CARD14 con la
severidad de las manifestaciones clinicas evidenciadas en los pacientes

con psoriasis

5) Relacionar las mutaciones encontradas en el gen CAR14 con la

respuesta obtenida en el tratamiento con etanercept

6. HIPOTESIS
Dado que las mutaciones en el gen CARD14 estan relacionadas con la
mayor produccion de Factor de Necrosis Tumoral (TNF a) en la Psoriasis y que el
Etanercept actda inhibiendo la unién de éste con su receptor, es posible que la
severidad del cuadro y la respuesta al tratamiento, esté influenciada por estas

mutaciones.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

I PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1 Técnicas:
Para la realizacion del trabajo de investigacion se utilizaran las siguientes
técnicas:
1) Revision de las historias clinicas de los pacientes con psoriasis del
H.N.C.A.S.E. que recibieron tratamiento con etanercept y que se

encuentran debidamente documentadas.

1) Obtencién y purificacion de ADN de los pacientes seleccionados
utilizando una muestra obtenida por la Técnica del Hisopado Bucal

2) Amplificacion del fragmento que contiene el exon 3 y zonas vecinas
del gen CARD14.

3) Secuenciaciéon del fragmento amplificado de todos los pacientes

utilizando el método de Sanger

4) Deteccion de las mutaciones y genotipado

1.2. Instrumentos
Para el célculo del PASI se usaran los datos de las historias clinicas y los
formatos diagramados existentes que facilitan su estimativa. Para la estimativa
del DLQI se utilizara el cuestionarios ( 10 preguntas) que evalla el impacto que
tuvo la enfermedad sobre la calidad de vida en la semana previa a su aplicacion.
Para el desarrollo de las técnicas de Biologia Molecular serd necesario el
uso de espectrofotometro, el termociclador y el equipo necesario para la

secuenciacion de los fragmentos

1.3. Campo de verificacion

1) Eltrabajo de revision de las historias se realizara en el H.N.C.A.S.E.

2) La purificacion del ADN y el proceso de amplificacion de los fragmentos
se realizara en los Laboratorios del Instituto de Biotecnologia del ADN
Uchumayo-Arequipa

3) Las muestras para la secuenciacion seran remitidas a un laboratorio

especializado de Boston, EEUU.

2. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
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2.1 Poblacion y muestra

La poblacion corresponde a todos los pacientes portadores de

psoriasis del H.N.C.A.S.E y que recibieron tratamiento con etanercept desde el
afio 2009.
La muestra corresponde a los componentes de la poblacién que cumplan con

los siguientes criterios de inclusion:

Pacientes con psoriasis moderada o severa

Pacientes que hayan completado por lo menos un ciclo de tratamiento
Pacientes que tienen consignada en su historia clinica toda la
informacion necesaria para determinar el PASI y el DLQI

Pacientes que podran ser localizados en el momento de obtener las
muestras para hacer los estudios de biologia molecular del gen
CARD14.

Pacientes que den su consentimiento para realizar el estudio

2.1. Recursos

Humanos:
- Alumna Tesista: Dannae Teresa Paz Melgar

- Asesor: Dr. Marcial Rios Flores

Institucionales:
- Servicio de Dermatologia del H.N.C.A.S.E.
- Instituto de Biotecnologia del ADN Uchumayo

Documentarios:

- Historias Clinicas de los pacientes que conforman la poblacion

- Fichas de cada paciente conformante de la muestra en donde se
incluyen los datos pertinentes al estudio, obtenidos de su Historia
Clinica (Anexo 1)

- Formatos validados para determinar el Indice del Area y
Severidad de la Psoriasis (PASI) (Anexo 2)

- Formato validados de la encuesta utilizada para estimar el Indice
de Calidad de Vida en Dermatologia (DLQI) (Anexo 3)

Financieros

- Autofinanciado

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

IV.CRONOGRAMA DE TRABAJO

iempo

Actividad

Setiembre
2014

Octubre
2014

Noviembre
2014

Diciembre
2014

Enero
2015

Febrero
2015

12 34

12 34

12 34

1 234

1.Eleccion del tema

X X

2.Revisiéon
bibliogréafica

3.Elaboracion del
proyecto

4.Revision de las
Historias
Clinicas

XX X

5.Presentacion y
Aprobacion del
Proyecto

X X

6.Estudios de

ARD14.

Mutaciones del gen

XXX

7 .Elaboracion del
Informe Final

XXX
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Anexo 2: TABLA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS DE PACIENTES

Apellidos y Nombre
Sexo

Edad

Raza

Escolaridad

Forma de inicio

Tiempo de Enfermedad
Caracteristicas de la piel

(al inicio)
e Pruriginosa
e Seca
e Cubierta por escamas
e Gruesa
PASI

e Afioy Valor (01)

¢ Afioy Valor (02)

e Aoy Valor (03)

e Afioy Valor (04)
Otras Manifestaciones Clinicas

e Artritis Psoriasica

e Onicopatias

e Caspa abundante
Caracteristicas de la piel
(después del tratamiento)

e  Pruriginosa

e Seca

e Cubierta por escamas

e Gruesa
indice de Calidad de Vida- DLQ
(al inicio)

indice de Calidad de Vida- DLQ
(después del tratamiento)

Tratamiento
(duracion y dosis)

Otros Tratamientos recibidos
(diferentes al Etanercept)

Antecedentes Familiares de

psoriasis
e Si?
e NoO?
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Andlisis de Laboratorio
(al inicio)
e Leucocitos
e Hemoglobina
e Recuento de Plaquetas
e Glucosa
e Colesterol Total
e HDL Colesterol
e Triglicéridos
e LDL Colesterol

e Creatinina
Anadlisis de Laboratorio
(después del tratamiento)

e Leucocitos

e Hemoglobina

¢ Recuento de Plaquetas

e Glucosa
e Colesterol Total
¢ HDL Colesterol
e Triglicéridos
e LDL Colesterol
e Creatinina
Estudio Radiografico de Torax

Prueba de la Tuberculina-
Reaccion de Mantoux

Detecciéon de cuadros
Infecciosos Intercurrentes
e Sj?

e NO?

Detecciéon de Neoplasias
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ANEXO 3 :PASI
BRITISH | Ministry of PSORIASIS AREA AND
COLUMBIA | Health Services SEVERITY INDEX (PASI) WORKSHEET

The Best Place on Earth

PATIENT NAME DATE OF VISIT (YYYY / MM / DD) PERSONAL HEALTH NUMBER
N T N I O SR

LESION SCORE

Erythema (E)

Induration (I) No Symptoms Slight Moderate Marked Very Marked

Scaling (S)

SCORE 0 1 2 3 4

AREA SCORE

AREA 0 1% - 9% 10% - 29% 30% - 49% 50% - 69% 70% -89% | 90% - 100%

SCORE 0 1 2 3 4 5 6

Lower Limbs
Lesion Score Head Trunk Upper Limbs (LL)
(H) M (UL including buttock

Erythema (E)

Induration (l) (thickness)

Scaling (S)

SUM:E+1+S

Percentage of Affected Area

Area Score

SUBTOTAL: Sum x Area Score

Body Area: Subtotal X amount indicated x 0.1 x 0.3 x 0.2 x 0.4

TOTALS

PASISCORE:H+ T+ UL +LL

HLTH 5379 2009/07/08

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

ANEXO 4:

CALCULO DEL PASI

PASI = 0,1 x (eritema + infiltracion + escamas) x area afectada [cabeza] +
0,3 x (eritema + infiltracidon + escamas) x area afectada [tronco]+
0,2 x (eritema + infiltraciébn + escamas) x area afectada [extremidades superiores] +
0,4 x (eritema + infiltracion + escamas)x area afectada [extremidades inferiores]

Donde:

- Area afectada (cada parte del cuerpo es considerada como el 100%) Se utiliza la

siguiente escala de 0 a 6 puntos:

o

. Sin afectacion.
1. Menos del 10%.
2.10 a 29%.

3. 30 a 49%.

4. 50 a 69%.

5. 70 a 89%.

. 90 a 100%.

Nota: El cuello y los gluteos pertenecen al tronco, las axilas pertenecen a las

(o]

extremidades superiores y los pliegues génito-femorales, a las extremidades

inferiores.

- Se registra la intensidad de las lesiones psoriaticas para cada uno de los 3
sintomas siguientes: eritema, infiltracion y escamas, utilizando la siguiente escala de
Oa4:
Eritema, infiltracion y escamas:

0. Signo ausente

1. Expresion ligera.

2. Expresién moderada.

3. Expresion intensa.

4. Maxima intensidad de expresion.
En la siguiente tabla se recogen las puntuaciones de los tres criterios antes

mencionados.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

TABLA 1. RESUMEN CON LA PUNTUACION CORRESPONDIENTE PARA CADA
CARACTERISTICA CLINICA CONSIDERADA EN EL PASI

Puntaje | Escama Eritema Infiltracion
0 No escama. Piel de color normal, macula |Induracion no palpable.
residual o ausencia de eritema
1 Lesibn minima, escama | Suave, eritema apenas detectable. [Induracion muy pequefia.
en forma de polvo,
semejante a
la de la pitiriasis rosada o
la lesion por Trichophyton
rubrumen las palmas
2 Escamas delgadas, | Eritema pronunciado, pero todavia [Induracién facilmente palpable, como
semejantes a la lesion de | no de un color rojo un granuloma anular, con escaso
la tifia versicolor oscuro. aumento del nivel de la piel.
3 Escamas que cubren la | Enrojecimiento mas marcado en la [Lesion definitivamente elevada, con
mayor parte de la lesion y | fase de la urticaria, induracion facilmente palpable.
se adhieren y cubren el | pero no tan marcado como en la 4.
eritema.
4 Escamas muy gruesas Eritema tipico de la psoriasis en la [Lesion elevada, con induracion severa
placa no tratada, después de [o liquenificacion,
removidas las escamas. como en la neurodermatitis
circunscripta.
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REPOSITORIO DE

ANFXO 5

CUESTIONARIO SOBRE LA CALIDAD DE VIDA —
DERMATOLOGIA

El objetivo de este cuestionario consiste en determinar queé efecto ha tenido su problema
de la piel en su vida DURANTE LA ULTIMA SEMANA.Por favor marque con una “X”
una casilla para cada pregunta.

Durante la Ultima semana, ¢ha sentido Muchisimo a
comezon, dolor o ardor en la piel o la ha tenido  Mucho a
dolorida? Un poco a
Nada Q
Durante la ultima semana, ¢,se ha sentido Muchisimo a
avergonzado/a o cohibido/a debido a su piel? Mucho Q
Un poco a
Nada a
Durante la ultima semana, ¢le ha molestado su Muchisimo o
condicion de la piel para hacer las compras u Mucho a
ocuparse de la casa o el jardin? Un poco a
Nada U Sinrelacion
Durante la ultima semana, ¢ ha influido su Muchisimo a
condicion de la piel en la elecciéon de la ropa que  Mucho Q
lleva? Un poco a
Nada U Sinrelacion
Durante la Ultima semana, ¢ ha influido su Muchisimo a
condicion de la piel en alguna actividad social o  Mucho a
recreativa? Un poco a
Nada U Sinrelacion
Durante la ultima semana, ¢ ha tenido dificultad Muchisimo a
para practicar deportes debido a su condiciéon Mucho Q
de la piel? Un poco a
Nada U Sinrelacion
Durante la ultima semana, ¢le ha impedido su Si a
condicion de la piel trabajar o estudiar? No Q  Sinrelacién
Si la respuesta es "No", durante la dltima Mucho (|
semana, ¢.cuanta dificultad le ha ocasionado su Un poco Q
condicion de la piel en el trabajo o en sus Nada Q
estudios?
Durante la Ultima semana, ¢,su condicion de la Muchisimo a
piel le ha ocasionado dificultades con su pareja, Mucho Q
amigos cercanos o familiares? Un poco a
Nada U Sinrelacion
Durante la ultima semana, ¢, cuanta dificultad le Muchisimo a
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ha ocasionado su condicion de la piel en suvida Mucho a
sexual? Un poco Q
Nada Q  Sin relacion a
10. Durante la Ultima semana, ¢ cuanta dificultad le ha  Muchisimo a
ocasionado su tratamiento de la piel, por ejemplo, Mucho a
ocupéndole tiempo o ensuciando o desordenando  Un poco a
su casa? Nada U Sinrelacion a
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