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RESUMEN. La psoriasis es unaenfermedad autoinmune caracterizada por hiperplasia,
infiltrado inflamatorio y diferenciacién ancrmal de los gueratinocitos epidérmicos en
ia piel. con predominio de linfoncitos T activados CD, y CI), positivos. Ef anticuerpo
monaclonal ior t, es un anti CD, que tiene efecto inmunesupresor al disminuir los
linfoncitos T en piel y sangre periférica, es un anticuerpo monocdlonal IgG 2a murino
que reccnoce un epitope diferente comparado con otros anticuerpos monoclonales
anti CD,. Fi Calcitropol es un anilogo de la vitamina D,, efectivo en la inhibicién dela
proliferacion de gqueratinocitos humanos, asi como modulador de la respuesta inmu-
ne de linfocitos T que contribuye con gran efectividad en el tratamiento de la psoriasis
vulgar. Se compard el empleo del anticuerpo monoclonal ior t, y del Calcipotriol en
lesiones psoriaticas para ver su efecto inmunomodulador y los cambios histoldgicos
que produce. Se crearon de forma aleatoria y a dobie clegas, dos grupos de 14 pacien-
tes cada uno segdn fueron tratados con ior i, o Caleipotriol. La terapia se aplicé de
forma tdpica {jalea base y Calcipotricl) dos veces al dia, durante un periodode 21d . Se
hicieren estudios histopatoldgices de la biopsia inicial y a los 21 d de tratarniento. Se
realizaron andlisis morfométricos mediante un método de procesarniento digital de
imégenes. La piel de los pacientes fratados con ior t, mostré una notable mejoria
morfolégica con reduccion marcada del grosor de la epidermis y todos presentaron
una disminucion del infittrado de células linfocitarias en la unién dermo-epidérmica.

ABSTRACT. Psoriasis is an autoimmune disease, characterized by hyperplasia, in-
flammatory infiltration and abnormal differentiation of epidermal keratinocytes in
the skin with predeminance of activated T lymphocytes of CD, and CD, phenotypes.
Theiort, monoclenal antibody anti CD, is a murine IgG 2a mADb recognizing a differ-
ent epitope compared to the other anti CD, mAb. Calcipotriol is a vitamin I, analogue,
effective for the induction of differentiation and inhibition of proliferation of human
keratinocyte cultures and modulates the immune responses of T lymphocyies, con-
stituting & safe and effective freatment for chronic plague psoriasis. Now it compares
ior t, mAb and Calcipotriol treatments in psoriasis, their immunomodulating effects
as well as the histological changes induced by them in psoriatic lesions. This was a
prospective randomized double-blind trial scheduled in two groups of fourteen pa-
tients each one receiving either the Calcipotriol ointment or ior t, mAb. The topical
therapeutic formulation {eily and Calcipotriol} was applied daily, twice a day during
21 d.. Histological analysis of biopsies from cutaneous lesions were performed at the
beggining and finishing the treatment by one morphometric analyses digital imag-
ing procedures. The treatment with ior t, showed an improvement of the patients’
skin morphology as a result of noticeable decrease in thickness of the epidermis.
Additionally, all the patients treated with ior t, showed an improvement as a result of
the decrease in infiltrating lymphoid cells in the epidermis and epidermis-dermis
union. Nevertheless, this indication of effectiveness in treatrnent ior t, mAb should be
corroborated in a larger number of patients.

INTRODUCCION

La psoriasis es una enfermedad
inflamatoria cronica epidermo- pro-
liferativa que se caracteriza desde el
punto de vista clinico, por presentar
lesiones maculares y maculopapulo-
sas, recubiertas por escamas estrati-
ficadas, plateadas, que de manera
gradual ¢ de forma aguda coalescen
para formar placas de formas varia-
das. Se presenta por igual en ambos
sexos aungue en la mujer suele ini-
ciarse més tempranamente que en el
hombre, no presenta predileccién
racial.!* Desde el punto de vista
histopatolégico, se caracteriza por
hiperproliferacién epidérmica e infii-
trado inflamatorio con predominio
de linfocitos T activados en la der-
mis y la epidermis.

Teniendc en cuenta los resulta-
dos de investigaciones previas en las
que se corroboré la importancia de
los linfocitos T vy los queratinocitos
en los mecanismos fisiopatolégicos
de la psoriasis, asf como importan-
tes resultados terapéuticos v toxico-
légicos relacionados con el anticuer-
po monoclonal ior t,, este trabajo se
propuso rezlizar un estudio compa-
rative con pacientes iratados con
este anticuerpo y con Calcipotriol,
compuesto que segin se ha demos-
trado en estudios controlados, garan-
tiza un tratamiento seguro y eficaz
para esta enfermedad.

Los avances inmunoldgicos en el
campao de la etiopatogenia de la pso-
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riasis han revelado que los linfoci-
tos TCD,' estan activados en el ini-
cio de la enfermedad en la dermis ¥
epidermis, mientras que los linfocitos
TCD,, lo hacen en la fase resotutiva’

La rernisién de esta entidad cli-
nica puede producirse si disminuye
el nimero de estas células en la piel,
por lo que se sugiere que desempe-
nan un papel en la perpetuacién de
ia enfermedad®? al liberar mediado-
res soclubles de respuesta inmune
capaces de inducir la proliferacion
de queratinocitos responsables de
las manifestaciones clinicas en la
psoriasis. Esto favorece el desarre-
llo de estrategias terapéuticas diri-
gidas®!® a la regulacién de las célu-
1as del sistema inmune que intervie-
nen en el establecimiento de esta en-
fermedad tanto sobre linfocitos T
como sobre los queratinocitos. !

En el Centro de Inmunologia
Molecular La Habana, Cuba, se pro-
duce el anticuerpoe menoclonal ior t,
de isotipo 1gG 2a, clasificado como
anti CD,, que tiene un efecto inmu-
nosupresor al provecar una disminu-
cién importante de linfocitos T en
piel ¥y en sangre periférica.

El Calcipoiriol es una formula-
cién tépica de un derivado de la vi-
tarnina D (analogo sintético de la
bioldgicamente activa 1,25-dihidroxi
vitamina [0}, el cual suprime la pro-
hferacién de los queratinociios, nor-
malizando la proliferacion celular
anormal en la piel psoriatica, ade-
s, puede actuar inhibiendo la pro-
duccién de ciioquinas por los que-
ratinocitos o linfocitos con efecto
terapéutico superior a los esteroides
tOpicos en psoriasis vulgar

Se refiere que la vitamina D, tie-
ne efectos sobre el sistema inmuno-
légico, inhibiendo directamente la
interleuquina 2 e indirectamente la
sintesis de Ig a través de los linfoci-
tos T y B activados, por lo que mu-
chos recomiendan que el Calcipo-
tricl topico debe integrar la primera
linea de tratamiento de la psoriasis.™

Teniendo en cuenta la experien-
cia con el anticuerpo monocional ior
t, esque serealiza esta investigacion
comparandolo con el Caleipotriol.

Este trabgajo se propuso como cb-
jetivos comparar la eficacia terapéu-
tica enire el Calcipotriol ¥ el anti-
cuerpo menoclonal ior t, en pacien-
tes con psoriasis vulgar y determi-
nar la eficacia terapéutica relativa,
seguridad y aceptabilidad de ambas
formulaciones.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron en esta investiga-
¢ién 28 pacientes mayores de 16 afios

y menores de 75 procedentes de la
consulta de Dermatologia del hospi-
tal docente Dr. “Carlos J. Finlay” con
diagndstice clinico y anatomo-pato-
16gico de psoriasis vulgar, con reei-
diva de la enfermedad en fase agu-
da, con distribucidn sirnétrica de las
lesiones, sin haber utilizado por lo
menos en 4 semanas previas trata-
rniento estercideo tdpico o sistémico
u otro tipo de medicamento gue
pudierd afectar el curso de la enfer-
medad.

Se constituyeron de forma alea-
toria y a doble clegas dos grupos de
14 pacientes cada unoc. A un grupo
se le aplicé el tratamiento con ior t,
y al oiro, con Calcipotriel.

Se tomd en cada pacientie una
biopsia inicial previa al tratamiento
{una semana antes) en forma de ta-
jada de meldn en el borde externo de
una lesion caracteristica y otra biop-
sia z los 21 d de una zona aledana a
la inicial. La pieza se dividié en dos
partes, una para coloraclon ¢on
hematoxilina y ecsina y otra para es-
tudios inmuno-histoguimicos.

Sobre criosecciones de piel con-
servadas en nitrégeno liguido, se
evalué la penetrabilidad del anti-
cuerpo monoclonal jort, y se deter-
miné su presencia en la piel unide a
los linfocitos, incubando las mues-
tras en conjugado de carnerc anti Ig-
murinas biotinilado y complejo
biotina-anidina-peroxidasa {DAKQ).
Se utilizé ademaés, el anticuerpo
menoclonal ior t, en paralelo con
otros similares contra CD de linfo-
citos T, 1or t, (anti CD3)) for t, (anti
CD,)ior t, (anti CDY1orl (anii CDy
ior Drl {anti HLA DR), CDy CD,.

En el analisis comparativo se rea-
lizaron estudios morfométricos me-
diante un sistema de procesamien-
to digital de imdgenes en tres pa-
cientes seleccionados al azar de cada
grupo.

Se midio6 el grosor de la epider-
mis, capa cdrnea y mucosa de
Malpighio en tres campos diferentes
de cada biopsia a partir de cinco
mediciones en cada campo. Se hizo
el conteo de todas las células marca-
das con los distintos monoclonales
en tres campos diferentes en todas
las biopsias, en la epidermis, unién
dermoepidérmica y dermmis. Las me-
didas fueron automiticamente al-
macenadas en una base de datos
para su analisis mediante un pague-
te estadistico incluide en el progra-
ma.

Presentacién de los productos

El anticuerpc monoclonal ior t
para uso tépico se presenta en for-

ma de jalea terapettica convencio-
nal para estos fines (Industria Mé-
dica Farmacéutica, La Habana} y se
compone de 3 mg de anticuerpo
menocional por gramo de jalea.

El Calcipotiriol se presenta en for-
ma de pomada en la que cada gramo
contiene 50 ng de él y se presentaen
envases de 30 g .

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron estudios histopato-
l6gicos en todos los pacientes y
morfomeétrico en tres pacientes tra-
tados con Calcipotriol y con anticuer-
po monoclonal iort, seleccionados al
azar.

Estudic histolégico

Tratamiento con Calcipotriol

No hubo evidencias de vartacion
en el grosor de la epidermis al com-
parar los resultados antes y después
del iratamiento (Fig. 1).

Tratamiento con anticuerpo
menoclonal ior t,

Se observé una marcada re-
duccidn del grosor de la epider-
mis en dos de los tres pacientes
analizados (Fig. 1). En el tercer
paciente este efecto ocurrid a ex-
pensas fundamentalmente de la
capa mucosa de Malpighio (Fig. 2)
porque la capa cérnea se obser-
v aumentada después del trata-
miento (Fig. 3}

En et primer paciente se observo
una menor disminucién del grosor
de la epidermis, sin embargo, la capa
cornea disminuyé notablemente {Fi-
guras 1 y 3).

Estudic inmunohistoquimico

Tratamienio con anticuerpo
menoclonal for t,

a) Epidermis y unién dermo-
erpidérmica

Se observé una marcada dismi-
nucidén del nimero de células
inflamatorias leucocitarias en la
biopsia post-tratamiento {(Figuras 4
v 5.

La expresién de los marcadores
de los linfocitos T(CD,) descendid a
cero en los dos primeros pacientes y
en el tercero, se redujo considerable-
mente {aste paciente era el gue ma-
yor eantidad de células linfoides pre-
sentd por area en la biopsta realiza-
da previamenie al tratamiento) (Ta-
bla 1}

b) Dermis

Se observé una considerable dis-
minucién de células inflamatorias
linfoides y esta expresion fue tam-
bién evaluada por marcadores leu-
cocitarios en la biopsia posi-trata-
miento en 1os dos primeros pacien-
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Fig. 1. Media aritmética del grosor de la epidermis correspondiente a pacienies
psoridticos tratados con Caleipotriol i ¢,
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Fig. 2. Media aritmética del grosor de la capa de mucosa de malpighic correspon-
diente a pactentes psoridticos tratados con Calcipotriol y ¢,
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Fig. 3. Media aritmética del grosor de la capa cbrrea correspondiente o pacientes
psoridticos tratados con Calcipotriol y

tes (Fig. ). Con el terceroc que pre-
senté mayor infiitrado leucocitario
previo al fratamiento no ocurrié esto,
sin embargo, la expresion de los mar-
cadores leucocitarios decrecid mis
incluyendo el mareador CD, (Fig. 6)
Lia expresion de los marcadores CD,,
L, (CD,y), T{Cd,} no cambié de for-
ma significativa en el tercer pacien-
te (Tabia 1).

Tratamiento con Caleipotriol

Se observé un incremento nota-
ble del infiliradoe de leucocitos en la
dermis en dos pacientes (Fig. Ty
Tabla 2). En el otro, hubo reduceién
del infiltradoe en tres 4reas de las cin-
co evaluadas en la kiopsia post-tra-
tarniento expresado con marcadores
leucocitarios (Figuras 8 y 9 y Ta-
bia 2).

CONCLUSION

El tratamiento con el anticuerpo
monoclonal ior t, ofrece una mejo-
ria morfolégica en la piel de los pa-
cientes portadores de psoriasis con
decrecimiento notable del grosor de
ia epidermis, asi como disminucidn
del infiltrado leucocitario, al compa-
rarlo con los pacientes {ratados con
Calcipotriol.

La efectividad del tratamiento
con ior t, fue corrcborada en mayor
ndmero de casos.
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Fig. 4. Cantidad de células marcodas con AMC en lo epidermis correspondiente a
pactentes psoridticos tratados con AMC1t .
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Fig. 5. Cantidad de células marcadas con AMC en la unidn de dermis-epidermis co-
rrespondiente a pacientes psoridticos tratados con AMC t,.
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Fig. 7. Cantidod de célulus marcadus con AMC en la dermis correspondiente a pa-

ctentes psoridiicos tratados con Calcipotriol.
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Fig. 8 Cantidad de céluias marcadas con AMC en la epidermis correspondiente a

pacientes psoridticos tratados con Calcipotriol.
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Fig. 8. Cantidad de células marcadas con AMC en la unién dermis-epidermis corres-

pondiente o pacientes psoridticos tratados con Calcipotriol.
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Tebla 1. Cantidad de células marcadas con AMC correrspondientes a pacientes psoriaticos tratados con AMCt,.

Antes Después
Caso 1 13 12 i 11 12
1 5 4 i1 £,666 667 0 0 g G
i 2 57 69 117 81 4 43 66 37333 33
3 8 1 8 5 0 0 10 3,333 333
i 4 4] 15 8,333 333 ¢ O 7 2,332 333
t, 2 150 57 184 1303333 13 31 85 3633333
3 8 5 16 7 G 9 0 g
1 7 7 21 11,6686 67 ] ¢ 11 3,686 BGT
1, 2 207 98 102 135666 7 110 38 119 87 866 65
3 8 5 11 7.333 334 Q 0 8 2,686 887
1 ki 8 18 i1 G G 14 4,666 667
L, 2 183 172 170 1783333 82 92 178 111
3 5 7 i2 8 G 0 ] 1,666 867
1 7 10 28 15 ] ] 5 2
t, 2 37 449 70 52 22 54 68 48
3 5 8 4 5,668 867 0 & T 2,333 333
i g 12 38 19,866 67 G G 4 1333333
CD, 2 148 148 i87 1636687 23 23 154 66,666 66
3 6 7 18 10,686 67 0 ] 7 2,333 333
i 7 0 11 ¥ 4 ] 6 3,333 333
CD,, 2 189 52 127 1226867 71 28 62 53,866 67
3 7 g 8 5 0 a 3 !
1 5 15 27 18 4 0 G 1,333 333
DR, 2 114 109 136 119,666 7 57 39 127 74,333 34
3 3 10 18 11 1 4] 17 6

1. Bpidermis. 2. Derrms. 3. Union dermis-epidermis.
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Tabla 2. Cantidad de células marcadas con AMC correrspondientes a pacientes psoridticos tratados con Caleiprotiol.

Antes Después
Caso 1 11 12 H 11 12
t, 1 3 22 - 4 5,868 667 16 g g 5,333 334
2 72 85 25 54 189 18% g 129
3 2 15 2 6,333 334 17 10 4] 9
t, 1 i1 14 g 11,33333 4 7 0 3,666 667
2 177 97 92 122 231 181 43 153,333 23
3 T 14 4 8,333 333 1 0 9 0,333 333
L, 1 16 12 9 10,333 33 23 it 0 11
2 180 242 99 1738686 7 131 208 53 148,666 7
3 10 15 g 11,333 33 g 8 a 5,684 6567
L, 3 16 i8 8 14 4 14 o 4,666 667
2 90 135 87 114 239 118 78 165,333 3
3 14 i3 2 8,666 667 0 5 0 1,686 667
t, 1 14 5 3 7,333 334 8 8 t} 4
2 84 83 26 64 88 68 as 55,333 333
3 1 8 2 3 7 7 0 4,666 687
CDh, 1 12 18 8 12,333 33‘ 23 4 0 L]
2 95 188 79 113,3333 211 154 53 136,333 3
3 3 10 g 6,333 334 14 7 ] 7
co,, i 4 8 i1 7,666 667 7 8 o 4,333 334
2 71 33 127 T 56 62 57 58,333 333
3 4 11 8 7,886 667 5 3 g 2,668 667
_H“I‘)R1 1 7 6 8 7 11 o 4 5
2 149 41 LH $3,566 66 92 241 54 134,333 3
3 g 3 2 4,668 687 7 17 5 9,666 887

1. Epidermis. 2. Dermis. 3. Unién dermis-epidermis.
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INTERNATIONA
OZONE THERAPY

for the:f.é_ar'e andg tr:fipggygment of yvour heatth.

PERSONALIZED TREATMENTS.
HiGH QUALIFIED PROFESSIONALS.
NMODERN TECHNICAL EQUIPMENT.
MODERN PROCEDURES.

Your treatment in the Clinic is a product of a serious and intensive work performed by the
OZONE RESEARCH CENTER OF CUBA and supported internationally by its high rigor and
outstanding participation of specialists in scientific meaetings about this subject.

Biolagical effects of ozone therapy in the human being:

4 Improvement in the oxyvgen rmetaboiism.

QG Modulation of the biological oxidative stress
and of the immune system.

4 Germicide power of broad spectrum.

These effects confer ozone, therapeutical properties that allow its application in a great
number of medical speciaiities and diseases of different eticlogles among them:

Internal Medicine: ischemic cerebrovascular disease, immunity disturbances,
hypercholesterolemia, sickde-cell anernia.

Cardiology: ischemic cardiopathy.

Geriatrics: senile dementia.

Angiology: circulatory insufficiency, diabetic foot, ulcers of the lower limbs.

Orthopedics: rhhreumatoid arthritis, osteocarthritis and local treatment of septic process
{fistula, bedsores, osteormnyelitis).

Ophthalmology: glaucoma of open angle, optic neuropathy, retinitis pigmentosa.
Otorhinoilaryngology: cochieovestibular syndrome.

I other affections related to degenerative biological process, in the third age or in chronic
diseases, ozone therapy contributes to increase the gquality of life of the patients. Up to now
there is no evidence of side effects in its application.

Piease contact us for more details:

INTERNATIONAL CLINIC OF OZONE THERAPY

+ 5th Avenue and 230 Street | Siooney. PO, Box 6880, havana, Zip Code 10630, Cuba.
Telephones: (537} 2.-9264, 21.208%. Fax: (537) 2:-0233, 33-0497.

Z.maii; crono@infored.sid.cu  hitp// www.ozono. cusaweb.cu
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