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LLISTA D’ABREVIATURES

pL: Microlitre.

pm: Micrometre.

8-MOP: 8-metoxipsoralé.

ADN: Acid desoxiribonucleic.

AINE: Antiinflamatoris no esteroidals.

ARN: Acid ribonucleic.

ARNm: Acid ribonucleic missatger.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

BPV: Bovine Papillomavirus/Papilomavirus bovi.

CIN: Cervical intraepithelial neoplasia/Neoplasia cervical intraepitelial.
CRPV: Cottontail rabbit papilloma virus/ Papilomavirus del conill de cua de cotd.
CsCl: Clorur de Cesi.

DB: Dot Blot.

DDC: Dermal dendritic cell/ Cél-lula dendritica dérmica.

DLQI: Dermatology Life Quality Index/index de Qualitat de Vida en Dermatologia.
E6: Proteina E6 del Virus del papiloma huma.

E7: Proteina E7 del Virus del papiloma huma.

EDAC: 1-ehtyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid/Acid etilendiaminotetraacétic.
ELISA: Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay/Assaig per InmunoAdsorcid lligat a Enzims.
Fab: Fragment antigen binding/Fraccié d’unio a 'anticos.

Fc: Fragment crystallizable/Fraccid constant.

Fig: Figura.

H;: Hipotesi alternativa.

HC: Hybrid capture/Captura d’hibrid.

HLA: Human leucocyte antigen/Antigen leucocitari huma.

H,: Hipotesi nul-la.

IC: Interval de confianga.

IECA: Inhibidor de I’enzim conversor de I'angiotensina.

IFNy: Interferé gamma.

IL: Interleucina.

ISH: In Situ Hibridation/Hibridacid in situ.

Kb: kilobase.

KC: keratinocyte/queratinocit.

Kg: kilogram.

KGF: Keratinocyte growth factor/Factor de creixement del queratinocit.
L1: Proteina major de la capside del Virus del papiloma huma.

LTh1: Limfocit T-helper o col-laboradorl.

LTh17: Limfocit T-helper o col-laboradorl?7

LTh2: Limfocit T-helper o col-laborador2.

mg: Mil-ligram.
min: Minut.
ml: Mililitre.

mm: Mil-limetre.

mM: Milimolar.

NaHCO3: Carbonat de sodi.
Nm: Nanometre.
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2C: Graus centrigads.

OD: Odds Ratio.

ORF: Open reading frame/Fragment de lectura oberta.

PASI: Psoriasis Area and Severity Index/index de Severitat i Area de Psoriasi.
pb: Parells de bases.

PCR: Polymerase Chain Reaction/ Reaccid en cadena de la polimerasa.
PDC: Plasmocytoid dendritic cell/Cél-lula dendritica palsmocitoide.
pmol: Picomols.

PUVA: Psoralé + Ultravioleta tipus A.

RIA: RadiolmmunoAssay/RadiolnmuoAssaig.

RLB: Reverse Line Blot.

SB: Southern Blot.

SDS: Sodium dodecyl! sulfat.

seg: Segon.

SSPE: Saline-Sodium Phosphate-EDTA.

SVA0: Simian Virus 40/Virus del Simi 40.

TAE: Tris-acetat-EDTA.

Taq polimerasa: Polimerasa d’ADN de Thermus aquaticus.

TNFa: Tumor necrosis factor-alpha/Factor de necrosis tumoral-alfa.
UV: Ultravioleta.

UVA: Ultravioleta tipus A.

UVB: Ultravioleta tipus B.

VEGF: Vascular endothelial growth factor/Factor de creixement vascular endotelial.
VPH: Virus del papiloma huma.

VSG: Velocitat de sedimentacio globular.
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RESUM

Existeix un debat continu pel que fa a la prevalenca i rellevancia del Virus del papiloma

huma (VPH) en I'etiopatogénia de la psoriasi.

S’ha descrit en nombrosos articles una elevat percentatge de deteccié de beta-
papilomavirus en pacients amb psoriasi, sobretot el VPH5 i el 36, suggerint que aquests
virus podrien correspondre a I'antigen causal de la cascada immunologica que es produeix

en aquesta dermatosi.

Les diferéncies entre les mostres analitzades i els metodes usats per la deteccid
papilomavirus en els estudis aportats a la bibliografia fa que sigui dificil comparar les dades

directament.

El proposit del present estudi és utilitzar un métode ampli i imparcial pel que fa a la
deteccid d’ADN del VPH. Avaluarem si els papilomavirus beta i també el gamma es troben
de forma més freqlient en pell psoriasica en comparacié amb pell sana, i quins sén els VPH

especifics que estan més sobreexpresats.

Per aconseguir-ho extraurem I’ADN de les biopsies cutanies de 30 pacients amb psoriasi
i de 30 subjectes sans. Realitzarem una PCR amb primers consens per a la deteccié de 24
tipus de beta i gamma-papilomavirus i posteriorment utilitzarem la técnica del Reverse

Line Blot pel tipatge de VPH especific.
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1. INTRODUCCIO

1.1 PSORIASI
1.1.1 CONCEPTE
La psoriasi és una dermatosi inflamatoria cronica, recidivant i mediada

immunologicament per limfocits T que té un efecte negatiu significatiu sobre el benestar
fisic i emocional dels pacients. S’engloba dins del grup de les malalties eritemato-

descamatives, i afecta pell, cabell, ungles, mucoses i articulacions.

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Tot i que la psoriasi té una distribucid universal mostra una prevalenca variable en

funcié del pais i, fins i tot, en funcid de I'area geografica estudiada dins d’un mateix pais.

La prevalengca més elevada es déna a la poblacid blanca originaria d’Escandinavia i el
nord d’Europa, amb xifres compreses entre el 3,5% al Sud d’Alemanya, el 2,8% a les illes

Faroe i el 2% de la poblacié general dels Estats Units (Gudjonsson and Elder 2007).

A Espanya observem una prevalenga del 1,4% de la poblacié (Ferrandiz, Pujol et al.

2002) que es tradueix en aproximadament unes 560.000 persones afectades de psoriasi.

Al contrari, en paisos de I'est Africa, América Central, India i China, la incidéncia és molt

baixa, en torn del 0,5% aproximadament (Christophers 2001).
No existeixen diferéncies de prevalenga, ni cliniques, entre ambdds sexes.

La determinacid exacta de I'edat d’inici a partir de I'anamnesi és problematica, pero en
diversos estudis s’ha identificat una presentacié bimodal, amb un primer pic entre els 15-
20 anys i un segon pic entre els 55-60 anys (Burch and Rowell 1981; Smith, Kassab et al.
1993). Henseler i Christophers (Henseler and Christophers 1985) van identificar dos tipus
clinics de psoriasi: en els pacients amb psoriasi tipus | (el més freqlient amb afectacié del
75% dels casos) la malaltia s’inicia abans dels 40 anys, tendeix a ser més greu i amb un
major component geneétic, associant-se en un 85% dels casos a I'al-lel HLA-Cw6, en

comparacié amb I'associacié del 15% en els pacients amb psoriasi d’inici tarda o tipus Il.
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1.1.3 ETIOLOGIA
1.1.3.1 Genética

Els estudis de poblacié indiquen que la malaltia tendeix a agrupar-se per families, s’ha
observat que un 30% dels pacients amb psoriasi tenen un familiar de ler grau també
afectat. Quan els pares i un germa tenen psoriasi, la probabilitat de que un recent nascut
desenvolupi psoriasi és del 50%; quan els pares estan afectats, la probabilitat és d’'un 41%;
quan un sol progenitor esta afectat, d’'un 14%, mentres que si només esta afectat un
germa, el risc baixa al 6% (la probabilitat de desenvolupar una psoriasi en persones sense
antecedents familiars és d’ aproximadament un 2%) (Andressen and Henseler 1982). Els
estudis de bessons també recolzen el component genétic: el risc de concordancga per la
malaltia és 2-3 vegades superior en bessons homozigots que en heterozigots (Farber, Nall
et al. 1974). Probablement existeix una variabilitat genética de la malaltia, en algunes
families podria heredar-se de forma mendeliana (autosomica dominant i recessiva)
tractant-se d’una malaltia monogénica, mentre que en la majoria dels casos es produiria
com a resultat de la interaccié de multiples gens amb factors ambientals (Griffiths and

Barker 2007).

S’han efectuat diversos estudis genomics en families extenses identificant-se almenys 9
loci amb lligament genetic significatiu amb la psoriasi, que es denominen PSORS1-9 (Liu,
Krueger et al. 2007). Fins un 35-50% del component geneétic de la psoriasi podria atribuir-
se a PSORS], localitzat en 6p21.3, la regidé del cromosoma 6 que codifica el complex major
d’histocompatibilitat (Allen, Ameen et al. 2005; Nair, Stuart et al. 2006); encara que no
s’han identificat mutacions especifiques, ja s’ha comentat la intensa associacié de I'al-lel
HLA-Cw6, en especial amb la psoriasi de tipus I. PSORS2 (17q24-25), PSORS5 (3g21) i
PSORS9 (4g28-31) son altres loci I'associacié dels quals també ha estat descrita (Capon,
Trembath et al. 2004). PSORS4 es localitza en el complex de diferenciacié epidérmica
(19.21.3), el qual conté molts gens I'expressid dels quals augmenta de forma coordinada

en la psoriasi.

Els estudis de lligament familiar també han demostrat I'associacié amb diversos loci
que també s’han descrit associats a la dermatitis atopica, la qual cosa planteja la

possibilitat de que corresponguin a gens especifics de la inflamacié cutania.

Alguns d’aquests loci podrien explicar I'associacié amb altres malalties patogenicament

relacionades, com succeeix amb PSORS8 (16q12-q13), que conté un gen de susceptibilitat



Introducci6

conegut (CARD15) per la malaltia de Chron, pero no per la psoriasis (Jenish, Hampe et a.

2006).

També s’han efectuat estudis que suggereixen que algunes variants fenotipiques de la
psoriasi podrien tenir un substrat genetic diferent: la psoriasi guttata eruptiva s’associa

amb PSORS1, a diferéncia de la psoriasi palmoplantar i la psoriasi vulgar de tipus II.

1.1.3.2 Immunopatogenia

Tot i que encara no es coneix amb exactitud la causa de la psoriasi, si que es pot afirmar
que es tracta d’'una malaltia de caracter immunologic, fins i tot autoimmune, que apareix
en subjectes amb una base genética especial i que es veu afavorida per una série de

factors desencadenants.

Per analogia amb el que es coneix sobre els limfocits T en la hipersensibilitat cutania
retardada (dermatitis de contacte), existiria una primera fase de sensibilitzacié, on les
cél-lules presentadores d’antigen (cél-lules de Langerhans epidérmiques i cel-lules
dendritiques dermiques) migrarien als ganglis limfatics per presentar I'hipotetic antigen
(d’origen estreptococic en alguns casos, en altres probablement un autoantigen) als
limfocits T, donant lloc a una petita poblacié sensibilitzada que migraria a la pell (sense
donar manifestacions cliniques: fase silent o latent), on eventualment serien reactivats
(fase de provocacio o efectora) i produirien citoquines que determinarien les alteracions
de la diferenciacid i la proliferacié dels queratinocits i els canvis inflamatoris, amb fluxe de
diversos tipus cel-lulars i alteracions vasculars que caracteritzen a la lesid de psoriasi
establerta, aixi com a un microambient d’organ limfoide secundari que permetria una
posterior activacié in situ mitjancant la interaccié amb cel-lules dendritiques presents a les

lesions cutanies.

Per que es produeixi I'activacidé funcional dels limfocits T (en el gangli o en la propia
pell) es requereixen de tres senyals. La primera ve determinada per la presentacié de
I'antigen combinat amb una molécula del complex major d’histocompatibilitat Il a la
superficie de la cel-lula dendritica al receptor de la cél-lula T. La segona senyal es produeix
per la interaccid de les molecules coestimuladores de les cél-lules dendritiques amb els
seus corresponents lligands en el limfocit T. La tercera senyal ve determinada per les
citoquines predominants en el medi en el moment de I'activacid. Segons quines siguin es
produeixen diferents tipus de limfocits T amb diferents capacitats funcionals i possibilitats

d’interregulacio a través de les citoquines que cada un d’aquests tipus produeix de forma
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preferencial. La IL-4 indueix la polaritzacié a Th2 i inhibeix el desenvolupament de Th1 i
Th17, mentres que la IL-2 i I'INFy indueix la polaritzaci6 a Thl i inhibeix el

desenvolupament de cél-lules Th2 i Th17.

Durant I'Gltima década del segle XX i els primers anys del segle XXI, es considerava que
a la psoriasi predominaven els limfocits Th1l, els quals produeixen IFNy, TNFa. i IL-22. Pero
avui en dia es considera que els limfocits Th17 amb produccié predominant de IL-6, IL-17 i
IL-22 tenen un paper molt important en la patogenia de la psoriasi, com prova |'eficacia
terapeutica del bloqueig de la seva diferenciacié per mitja d’anticossos dirigits contra la

subunitat p40 (Krueger 2007).

Les IL finals secretades pels limfocits Thl7 i Thl induirien una activacid dels

queratinocits i la proliferacié epidérmica conduint a la formacié de la placa psoriasica.

Fig 1. Concepte actual de la immunopatogenia de la fase efectora

de la psoriasi. KC: queratinocits, IL: Interleucina, DDC: Cel-lules
dendritiques, KGF: factor de creixement dels queratinocits, PDC: Cél-lules
dendritiques plasmocitoides, VEGF: factor de creixement vascular
endotelial, IFNy: Interfer6-gamma, TNF-o: Factor de necrosis tumoral

alfa, Th: Limfocit T col-laborador (Di Cesare and Di Meglio et al. 2009).
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1.1.3.3 Factors ambientals desencadenants

En un estudi realitzat amb una mostra de 870 pacients psoriasics (Park and Youn 1998)
es va observar que els factors ambientals més freqlientment associats a I'empitjorament
clinic d’aquesta dermatosi eren I'estrés i el fred, i els factors més freqlientment associats a

la millora clinica eren I'estiu, la radiacio ultravioleta i I'embaras.
Actualment es consideren els seglients factors agreujants de la psoriasi:
1. Estrés: aquest correspon a l'agreujant més freqient.

2. Farmacs: existeixen certs farmacs que poden desencadenar i/o empitjorar la
malaltia com els antiinflamatoris no esteroidals (AINE), el liti, els antipaludics, els
betabloquejants, i els inhibidors de I'enzima conversora de I'angiotensina (IECA).
Per altra banda, alguns farmacs utilitzats en el tractament de la psoriasi poden
interaccionar amb farmacs d’Us habitual, per la qual cosa és important coneixer

la medicacio habitual de cada pacient.

3. Traumatismes: els traumes tant en pell afectada com en pell sana poden afavorir
I'aparicié de psoriasi a causa del fenomen de Koebner. Cal educar el pacient

perque eviti el rascat o manipulacié de les lesions.

4. Hormonals: és comu I'empitjorament de la dermatosi a la dona a la setmana

premenstrual, aixi com la milloria o I'estabilitzacié durant I'embaras.
5. Obesitat: el sobrepés s’ha relacionat amb formes més greus de psoriasi.

6. Toxics: el consum de tabac s’ha relacionat amb un major risc de patir la malaltia.
Pel que fa a I'alcohol s’ha observat un consum més freqlient del mateix en
pacients amb psoriasi (aix0 reflexa més la carrega psicologica de la malaltia que
la seva actuacid com a factor agreujant) (Poikolainen, Reunala et al. 1990;

Poikolainen, Reunala et al. 1994).

7. Clima: s’ha observat un agreujament de la psoriasi durant la tardor i la
primavera i una millora durant I'estiu. La radiacié solar provoca una clara millora
amb blanquejament de les lesions tot i que s’ha descrit un empitjorament en el

8% dels casos (Park and Youn 1998).

8. Infeccions: les infeccions per Streptococcus pyogenes desencadenen la malaltia
en nens i adults joves (Telfer, Chalmers et al. 1992), sobretot el subtipus de

psoriasi guttata. S’ha observat una freqiiéncia deu vegades superior
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d’amigdalitis estreptococica en pacients amb psoriasi guttata que en la poblacié

general.

1.1.4 CLINICA

La lesid elemental de la psoriasi és una papula rosada o vermella, coberta per una
escama blanquinosa que pot ser de major o menor gruix en funcié de la localitzacié o dels
tractaments realitzats. Si tota la placa esta coberta d’escames, el component eritematds

pot passar inadvertit.

Una maniobra classica a I'exploracié de la placa de psoriasi és el raspat metodic de
Brocq. Es realitza amb una cullereta metal-lica sobre una placa de psoriasi sense tractar. En
els primers cops de cullereta es desprenen escames, pulverulentes, de color blanquinds
(signe de la taca de cera). Si prosseguim, apareix una membrana brillant (membrana de
Duncan-Buckley) que manifesta |'epiteli desprovist de capa cornia. Amb un cop de
cullereta major es despren la membrana i apareix un puntejat hemorragic (sighe de la
rosada sagnant d’Auspitz) ocasionat per les nanses capil-lars dilatades de les papi-les

dermiques denudades per la cullereta.

El tamany i morfologia de les plaques de psoriasi varia molt d’un pacient a un altre. Es
distingeixen lesions “guttata”, “punctata”, nummulars, petites o grans plaques, lineals,

anul-lars o circinades, arciformes, zoniformes o universals.

Les plaques de psoriasi poden localitzar-se a qualsevol lloc de la superficie cutania.
Tenen tendéncia a la simetria i a localitzar-se preferentment a les cares d’extensié de les
extremitats, sobretot colzes i genolls, regié lumbosacra i cuir pilés. En alguns pacients
tendeixen a localitzar-se en arees seborreiques la qual cosa es coneix amb el terme de

sebopsoriasi.

Existeixen diverses formes cliniques depenent de la morfologia de les lesions, la

localitzacié i els simptomes:

1. Psoriasi vulgar o en plaques: és la forma més freqlient de la malaltia, i es presenta
en el 65-70% del total de casos de psoriasi. Es caracteritza per la preséncia de
plaques eritemato-descamatives sobreelevades, ovalades i ben circumscrites, amb
una escama de color gris-platejat. Les lesions solen ser simeétriques i afecten

principalment a la cara extensora de les extremitats (colzes, genolls), regié lumbo-
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sacre, cuir pilds, regié retroauricular i melic, pero pot trobar-se en qualsevol altre

localitzacié.

Psoriasi guttata o en gotes: representa aproximadament un 2% del total de casos
de psoriasi, i es caracteritza per I'inici agut eruptiu de multitud (entre desenes i
centenars) de papules de psoriasi de diametre comprés entre 2 i 10 mil-limetres;
I'inici agut de la malaltia permet distingir-la de la variant en placa petita de la
psoriasi vulgar. Tendeix a presentar una distribucié de predomini troncal, i sovint es
presenta dies o setmanes després d’una infeccid, generalment faringoamigdalar,
per estreptococ betahemolitic. Pot ser la forma de presentacié tant en nens com
en adults joves, si bé en els primers tendeix a ser autolimitada, en els adults els
brots de psoriasi guttata acostumen a sobreposar-se a una psoriasi en plaques
cronica. Es considera que aproximadament 1 de cada 3 pacients amb psoriasi

guttata aguda eventualment desenvolupara una psoriasi en placa cronica.

Psoriasi invertida o flexural: és una forma de psoriasi que afecta els plecs cutanis
(en especial la regid inframamaria, les axil-les, els engonals, i la regié perineal). La
maceracid ddéna lloc a I'abséncia d’escames i les lesions tenen un aspecte

caracteristic en forma de macules o plaques vermelles brillants i ben delimitades.

Psoriasi pustulosa: és una forma poc freqlient de la malaltia, on observem
multiples pustules esteérils de tamany entre 2 i 5mm, sobre una base eritematosa.
Pot apareixer en pacients amb psoriasi coneguda o apareixer de novo, especialment

quan afecta a palmells i plantes. Existeixen varies formes de psoriasi pustulosa:

= Psoriasi pustulosa generalitzada o de Von Zumbusch: es déna en pacients amb

lesions de psoriasi vulgar preexistent. Amb freqléncia s’identifica un factor
desencadenant: irritacié per tractaments topics (brees, ditranol), sistemics
(salicilats, iodurs, AINE, liti, etc) o després de la suspensié de corticoides
sistéemics o corticoides topics d’alta poténcia. En aquests pacients la pell
esdevé molt eritematosa amb arees extenses d’edema. Durant les seglients
hores apareixen pustules que augmenten de tamany, conflueixen i donen lloc a
plaques pustuloses. La psoriasis de Von Zumbusch sol cursar amb afectacio
sistémica important (leucocitosi, limfopénia, augment de Ila VSG,
hipoalbuminémia, hipocalcémia), i pot donar a lloc a diverses complicacions:
ictericia, trombosis venosa profunda, infeccié estafilococica, oliguria, etc

(Baker and Ryan 1968).
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= Psoriasi pustulosa generalitzada de I'embaras: també coneguda com impetigen

herpetiforme. Es una entitat molt rara que debuta a I'Gltim trimestre de
I'embaras. Les pacients solen tenir historia personal o familiar de psoriasi.
Clinicament es presenta com una psoriasi pustulosa generalitzada que s’inicia
en els plecs. Hi ha recurrencies en cada embaras. Pot comprometre la vida de
la mare i la del fetus. Analiticament és caracteristic el descens dels nivells de la

vitamina D.

= Psoriasi pustulosa localitzada o palmoplantar: és més freqlient en dones a la

sisena década de la vida. Es presenta com una o més plaques simétriques,
compostes per multiples pustules, a nivell del palmell de les mans (sobretot a
I’eminéncia tenar) i en els peus (en el tald i en els marges laterals). Les lesions
son resistents als tractaments i presenten un curs prolongat. Amb freqiéncia
s’associa a hipotiroidisme o hipertiroidisme, diabetis mellitus i artropaties.
Quan la psoriasi pustulosa afecta unicament als dits es coneix com a
acrodermatitis continua supurativa de Hallopeau. Les lesions poden ser

doloroses i invalidants amb deformitats secundaries a la ungla i a I'és.

= Psoriasi pustulosa anular o circinada de Lapiere-Milian: constitueix un tipus de

psoriasi pustulosa subaguda caracteritzada per lesions pustuloses de

morfologia anular.

Psoriasi eritrodérmica: és la forma menys freqlient. Es caracteritza per I'afectacié
de practicament tota la superficie corporal i presenta les possibles complicacions
propies de |'eritrodéermia, secundaries a I'afectacié de la termoregulacid, la funcié
cardiovascular (insuficiencia cardiaca d’alta despesa), perdua de proteines amb
hipoalbuminemia, anémia per deficit de ferro, folat i vitamina B12 i possibles
complicacions infeccioses (broncopneumonia i sepsis d’origen cutani).
L’eritrodérmia pot apareixer per progressid d’'una psoriasi en plaques o bé com a
manifestacié d’una psoriasi inestable amb gran component inflamatori, sol ser
secundaria a una infeccid, a un tractament topic agressiu com l'alquitra o a la
retirada d’alguns tractaments com la corticoterapia sistemica o, en ocasions, la
ciclosporina. S’aconsella ingrés del pacient pel control de les possibles alteracions

hemodinamiques i electrolitiques.
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Cal mencionar també aquelles formes de psoriasi que apareixen en localitzacions

especials com la psoriasi del cuir pilds, de mucoses i ungueal.

1. Cuir pilés: és molt freqlient, sobretot en nens i adults joves. Pot constituir la
Unica manifestacié de la malaltia, sent dificil diferenciar-la d’'una dermatitis

seborreica.

2. Mucoses: I'afectacié de les mucoses és poc freqlient. Pot trobar-se afectada en
les formes greus de psoriasi com la forma eritrodermica i la pustulosa.
S’observen lesions en forma de plaques de color blanquinds o groguenques.
L'afectacio lingual no és infreqlient. En un estudi recent es va demostrar que el
15,4% dels pacients amb psoriasi presentaven lesions linguals (Zargari 2006): el
8,2% presentaven una llengua fisurada, el 5,6% una llengua geografica i el 1,6%
una combinacio de les dues formes anteriors. L’afectacio de la zona genital és
poc freqlient. Clinicament sén lesions poc queratosiques i que solen

acompanyar-se de plaques de psoriasi invertida a la regid inguinal o perianal.

3. Onicopatia psoriasica: |'afectacié ungueal, que pot observar-se en un 50% dels
pacients (Kaur, Saraswat et al. 2001), té una morfologia caracteristica i es
manifesta en forma de decoloracié groguenca en “taca d’oli”, que acaba donant
lloc a onicolisi i onicodistrofia amb hiperqueratosi subungueal (amb freqient
onicomicosi associada) quan s’afecta la matriu distal, i el tipic piquetejat de la
lamina ungueal, irregular, quan s’afecta la matriu proximal. L’afectacié ungueal

constitueix un marcador freqlient d’associacié amb artritis psoriasica distal.

4. Artropatia psoriasica: L'artritis psoriasica va ser definida originariament per
Moll i Wright com una artritis seronegativa inflamatoria en preséncia de
psoriasi. Es continua utilitzant la classificacié d’aquests autors en 5 tipus (Moll

and Wright 1973):

- Oligoartritis asimetrica (30-50%).
- Poliartritis simétrica similar a I’artritis reumatoide (30-50%).
- Espondilitis (5%).
- Artritis de les articulacions interfalangiques distals aillada.
- Artritis mutilant.
L'artritis psoriasica classica consisteix en oligoartritis asimeétrica, afectacid

interfalangica distal, dactilitis i entesitis calcania. La prevalenga d’artritis
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psoriasica podria arribar a un 25% dels pacients amb psoriasi, i només en un 10%

dels casos I'afectacié articular precedeix a la cutania (Palazzi, Lubrano et al.).

1.1.5 HISTOPATOLOGIA

El patré de reaccid psoriasiforme es descriu morfologicament com a la preséncia

d’hiperplasia epidéermica amb elongacié regular de les crestes interpapil-lars. Aquesta

definicié abarca a un grup heterogeni de quadres dermatologics: psoriasi, sindrome de

Reiter, pitiriasis rubra pilaris, parapsoriasi i liquen simple cronic.

La psoriasi és el prototip de patrd de reaccid psoriasiforme i es caracteritza per una

hiperproliferacié anormal de I'epidermis.

La psoriasi és un procés dinamic, i les troballes histologiques varien en funcid del

moment evolutiu de la lesié biopsiada:

A) A les lesions inicials s’aprecia dilatacié i congestié dels capil-lars de les papil-les

C)

dermiques, i un discret infiltrat inflamatori perivascular. A I'epidermis pot haver-

hi una lleu espongiosi de les capes basals amb exocitosi d’alguns limfocits.

A continuacid, a I'epidermis desapareix la capa granulosa de manera focal i per
sobre es formen petits monticles de paraqueratosi. Cada cop augmenta més
I’edema a les papil-les dérmiques i s"augmenta el nombre de vasos sanguinis de
petit calibre, tapissats per cel-lules endotelials tortuoses. Al voltant d’aquests

vasos s’observa un moderat infiltrat inflamatori on predominen els limfocits T.

Posteriorment es produeix una sortida de neutrofils cap a I'epidermis des dels
vasos de les papil-les, conegut com el fenomen de la papil-la xorrejant, descrit
per Pinkus i Mehregan (Pinkus and Mehregan 1966). Aquests neutrofils
travessen |'epidermis i es dirigeixen cap a les cuspides dels monticles de

paraqueratosi formant els anomenats microabscessos de Munro.

D) Encara que menys freqlient, també es poden formar col-leccions de neutrofils a

la capa espinosa, conegudes com les pustules espongiformes de Kogoj.
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Fig 2. Imatge histologica tipica de psoriasi amb preséncia de
hiperqueratosi, paraqueratosi, microabscessos de Munro, i
dilatacié capillar (Dermatology Glossary and Images:
www.skincareguide.ca/glossary/index.html).

La psoriasi eritrodérmica presenta un aspecte histologic similar al descrit en les lesions
inicials de psoriasi, amb marcada dilatacid dels vasos superficials i abséncia de la capa

cornia.

En les plaques de psoriasi tractades existeix una disminucid progressiva de l'infiltrat
inflamatori, de la hiperplasia epidérmica i una renovacié de la capa granulosa, persistint la
dilatacié dels vasos de les papil-les dermiques. A partir de les 10-14 setmanes de

tractament I'aspecte histologic torna a ser normal (Kanerva, Lauharanta et al. 1982).

1.1.6 INDEX DE GRAVETAT | QUALITAT DE VIDA

Per mesurar la gravetat de la psoriasi s’han ideat molts instruments. El PASI (Psoriasis
Area and Severity Index) va ser definit al 1978 per Fredriksson i Pettersson (Fredriksson and
Pettersson 1978) i fins ara ha estat el sistema de mesura més utilitzat i també el més
discutit. EI PASI valora I'eritema, la descamacid i la infiltracio de les lesions (amb una escala
del 0 al 4) per separat en les diferents zones del cos (cap, extremitats superiors, extremitats
inferiors i tronc). A cada area se li assigna un percentatge d’extensié corporal (el cap
correspon a un 10% de I'extensio corporal, les extremitats superiors a un 20%, les inferiors
a un 40% i el tronc a un 30%). Aquests parametres introduits a la fdrmula donen lloc a un

numero PASI que pot oscil-lar entre 0 (si no hi ha lesions) i un maxim de 72.

11



Introducci6

La formula amb la qual es calcula el PASI és la segiient:

PASI:O;l*Sc*(Ec+Ic+Dc) + O:Z*Ss*(Es"'ls"'Ds) + 013*St*(Et+|t+Dt) +0:4*Si*(Ei+|i+Di)

On la S és la puntuacié corresponent a I'extensid, E a I'eritema, | a la infiltracié o gruix, i
D la corresponent a la descamacid a cada zona, i els subindex ¢, s, t, i corresponen a les
regions cap/coll, extremitats superiors, tronc i extremitats inferiors, incloent les natges,

respectivament.

Pero presenta dos inconvenients: no es tracta d’una escala proporcional ja que un
pacient amb un PASI de 10 ja es considera una psoriasi greu, i existeix subjectivitat del
metge a I’hora d’assignar un numero al grau d’eritema, descamacié, i infiltracid. Per valorar
I’eficacia d’un tractament s’ha ideat el PASI 25, PASI 50, PASI 75 i PASI 100. Un PASI 50
correspondria al percentatge de pacients que arriben a una disminucié del 50% del PASI
inicial.

Existeixen altres escales per mesurar la gravetat de la psoriasi: SAPASI (Skin
Administered Psoriasis Area and Severity Index), PASS (Psoriasis Assessment Severity Store),
SPI (Salford Psoriasis Index), PGA (Psoriasis Global Assessment) i NAPSI (Nail Psoriasis

Severity Index).

El concepte de qualitat de vida és molt ampli i abarca aspectes tant fisics, com
psicologics, intel-lectuals o socials (Jonas-Caballero and Pefias 2002). La psoriasi és una de
les dermatosi en les quals existeix una major experiéncia en relacié a la qualitat de vida.
Nombrosos estudis demostren com la psoriasi presenta un efecte negatiu sobre el benestar
fisic i emocional dels pacients. Gupta i Gupta van mostrar que el 7% dels pacients amb
psoriasi confessaven ideacio suicida (Gupta and Gupta 1998), mentres que Finay i Coles que
el 80% considerava que seria “millor” patir bronquitis, asma o diabetes (Finlay and Coles

1995).

El DLQI (Dermatology Life Quality Index) és probablement el test més utilitzat i va ser
dissenyat per Finlay i Khan al 1994 (Finlay and Khan 1994). Consisteix en un qiestionari de
10 preguntes que valoren els simptomes de la malaltia, les alteracions en activitats
quotidianes, oci, treball, relacions interpersonals i la influéncia del tractament. Tots aquests
parametres es valoren del O (res en absolut) al 3 (moltissim). Es tracta d’un test fiable i valid

perod poc sensible als canvis.

12
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Altres tests utilitzats a Dermatologia sdn el SKINDEX-29 i el SIP (Sickness Impact Profile).
També s’han dissenyat formularis especifics de psoriasi: PDI (Psoriasis Disability Index),
PQOL-12 (Psoriasis Quality of Life Questionnaire 12), EUROPSO (European Federation of

Psoriasis Associations) i el PLSI (Psoriasis Life Stress Inventory).

1.1.7 PRONOSTIC

La psoriasi és una malaltia cronica de la pell i/o articulacions que cursa a brots amb
periodes asimptomatics entre ells. Aquesta evolucid és molt irregular i imprevisible a cada
pacient. A més, |'afectacié cutania mostra una gran variabilitat clinica entre els diferents
malalts i en un mateix malalt en diferents époques de la seva vida. Els tractaments es van

adequant a cada fase de la malaltia en les diferents epoques d’aquesta.

De totes les formes de psoriasi, la guttata és la que té un millor pronostic. En nens i en
embarassades també el pronostic és millor. Es freqiient observar com en general amb els

anys la malaltia es fa menys severa.

1.1.8 DIAGNOSTIC

La psoriasis vulgar presenta lesions molt caracteristiques que fa que sigui facilment
reconeixible per la clinica. En altres tipus de psoriasi, per exemple la pustulosa o
I'eritrodérmica, el diagnostic clinic és més dificil i hem d’explorar minuciosament tota la

pell, incloent mucoses, cabell i ungles i realitzar una correcta anamnesi.

Existeixen maniobres classiques molt utils com el raspat metodic de Brocg que ens
ajuden a confirmar el diagnostic. Pero sera la biopsia cutania qui ens donara el diagnostic

de certesa.

Entre els diagnostics diferencials trobem les dermatosis eritematodescamatives restants
com la dermatitis seborreica i els eccemes, o dermatitis d’altres etiologies com la micosis, el
lupus eritematds cutani, la pitiriasis rubra pilaris, la malaltia de Bowen, el liquen simple
cronic, el liquen pla, la pitiriasi liquenoide, la pitiriasi rosada de Gibert, i el Paget

extramamari.
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1.1.9 TRACTAMENT

En els dltims anys s’ha avangat notablement en el tractament de la psoriasi. Han
aparegut nombrosos tractaments, tant topics com sistémics, gracies al major coneixement

de la patogenia de la malaltia.

Com a norma general, és preferible iniciar el tractament amb procediments senzills i
augmentar la complexitat dels mateixos en funcié de la resisténcia o el fracas, reservant la

fototerapia i els tractaments sistemics pels casos més severs.

Abans d’iniciar un tractament cal fer entendre al pacient el caracter cronic de la seva
malaltia i cal ensenyar-li com prevenir els nous brots: evitant els traumatismes de la pell,
evitant la ingesta de farmacs desencadenants o |'estrés, i tractant precocment les

infeccions estreptocociques.

Els tractaments s’han d’individualitzar en funcié de la forma clinica, la localitzacio de les
lesions, la seva extensid i les circumstancies personals (van de Kerkhof and Vissers 2004;

Casanova, Marti et al 2004).

Es recomana comengar amb un tractament senzill i comode, preferiblement en régim de
monoterapia. Un cop aconseguit el blanquejament o bé una notable milloria, es procedeix a
retirar el farmac de forma progressiva. S’aconsella establir terapies rotatories (van de
Kerkhof 2001)i evitar tractaments desproporcionats tot i la insisténcia d’alguns pacients. Els
corticoides sistemics estan contraindicats pel risc de desencadenar una eritrodérmia, i es
limitara I'Us dels corticoides topics sobretot a nivell de la cara i els plecs. En nens i ancians

s’evitara I'Us de corticoides topics d’alta potéencia.

Tractament TOPIC:

= Corticoides: sén els farmacs més utilitzats ja que son eficagcos, quasi mai
produeixen reaccions al-lergiques, no taquen, no irriten ni fan mala olor.
L’eficacia d’un corticoide topic depén de la seva poténcia. Per aconseguir el
blanquejament de la psoriasi es precisen de corticoides d’alta poténcia o
molt alta poténcia (per exemple el propionat de clobetasol al 0,05%) durant
3 0 4 setmanes, i després cal retirar-lo de forma lenta (aplicacié 2 dies a la
setmana). Per evitar els efectes secundaris, locals i sistéemics, hem de
procurar no sobrepassar els 45gr setmanals ni utilitzar-los més de 8
setmanes consecutives. Tampoc s’administraran en nens o ancians, ni en

cara ni plecs, on la pell és més fina.
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= Alquitrans: obtinguts de la destil-lacié de la fusta i de la hulla, s’utilitzen a
concentracions entre I'1% i el 5%, sobretot en aquells tipus de psoriasi en
plagues no molt extensa (Schmid and Korting 1996). També s’utilitzen en
oclusio per la psoriasi palmoplantar (Kumar, Kumar et al. 1997), i com a
base del métode Goeckerman consistent en la realitzacié posterior de
fototerapia per la psoriasi extensa (Jordan, Clarke et al. 1981). S6n mal
acceptats per la seva mala olor, perqué taquen la pell i la roba, i per la seva

capacitat de irritacio.

Antralina: és la base del meétode Ingram. Aquest consisteix en ingressar el
pacient, aplicar-li la pasta d’antralina durant la nit per exposar-lo el seglient
mati a fototerapia UVB. La concentracié d’antralina es va augmentant cada
2-3 dies (des del 0,1% fins al 2-3%), aconseguint el blanquejament de les
lesions en 8-12 setmanes (Ross and Guptill 1982). El seu principal
inconvenient és la irritacié cutania. Ja que es tracta d’un dels antipsoriasics
topics més potents, la seva principal indicacié consistiria en la psoriasi en

plaques moderada, abans d’iniciar un tractament sistemic.

Derivats de la vitamina D: es comercialitzen tres derivats: el calcipotriol, el

tacalcitol i el calcitriol. Actuen disminuint la proliferacié dels queratinocits i
induint la seva diferenciacié. Tenen una eficacia similar als alquitrans i als
corticoides de mitjana poténcia (Ashcroft, Po et al. 2000; Kragballe,
Gjertsen et al. 1991), pero sén més cosmetics i tenen menys efectes

secundaris.

Retinoides: La diana terapéutica del tazaroté és el queratinocit, és capacg de
disminuir els marcadors de la diferenciacié i de la proliferacié i alhora
modular la inflamacié (Chandraratna 1997). S’ha comprovat que el tazaroté
en gel al 0,05% o 0,1% és efectiu com a monoterapia de primera linia a la
psoriasi, amb una accié rapida i sostinguda al finalitzar el tractament

(Weinstein 1996).

Fototerapia:

= Fototerapia UVB classica: La terapia UVB de banda ampla té un espectre de

radiacido per sota dels 300nm i permet una resposta satisfactoria en el

tractament de la psoriasi en gotes i de la psoriasi de distribucié seborreica.
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Entre els efectes a curt plag s’inclou I'eritema, la xerosi, el prurit, i una major
freqliencia de reinfeccions pel virus herpes simple. A llarg pla¢ s’ha
demostrat un major fotoenvelliment i carcinogenesi. A partir de la década
dels anys 70 es va observar que la banda d’UVB situada entorn als 311nm
resultava eficac en el tractament de la psoriasi (Fisher 1976), tant a curt com
a llarg plag (van Weelden, van der Leun et al. 1984). Amb la terapia UVB de
banda estreta cal esperar una resposta satisfactoria en el 80-90% dels casos,
amb un blanquejament superior al 50%, després d’'una mitja de 20-30
sessions administrades amb una freqiiencia de 2 a 3 a la setmana (Cameron,

Dawe et al. 2002).

Terapia PUVA: consisteix en la interaccié entre la radiacié ultravioleta A i un
farmac fotosensibilitzant, el psoralé, que condiciona reaccions fototoxiques
repetides i controlades. L'espectre terapeutic de la PUVAterapia té un pic de
longitud d’ona entre els 320nm i els 355nm. El psoralé més utilitzat en el
nostre medi és el 8-MOP a dosi de 0,6-0,8mg/Kg via oral dues hores abans de
la sessié de fototerapia. També es poden realitzar banys en una solucié de 8-
MOP o I'aplicacid de psoralé exclusivament en arees afectades a través d’una
emulsio lipofilica, i a continuacio realitzar les sessions d’UVA. La terapia PUVA
oral o topica és un alternativa de primera eleccié en el tractament de la
psoriasi en plaques greu i en formes d’extensié moderada que no responen a
tractament topic o terapia UVB. Les taxes de remissié completa sén superiors
al 90%, després d’unes 20-25 sessions. Entre els efectes secundaris es troben
la fototoxicitat (Morison, Marwaha et al. 1997), la intolerancia oral al 8-MOP,
el prurit, I'hepatotoxicitat (Freeman and Warin 1984), la fotocarcinogenesi

cutania a llarg plag (Nijsten and Stern 2003)i la fototoxicitat ocular.

Tractament SISTEMIC:

= Metotrexat (Roenigk, Auerbach et al. 1998): va ser el primer farmac sistémic

efica¢c en el tractament de la psoriasi. Posseeix efectes antimitotics, és un
potent antiinflamatori i té propietats immunosupressores. Esta indicat en el
control de la psoriasi moderada o greu que no respon a tractaments topics o

fototerapia i en el tractament de I'artritis psoriasica. Entre els seus efectes

16



Introducci6

adversos els més freqlients sén la mielosupresié i I'hepatotoxicitat a llarg
plag.

= Retinoides (Yamauchi, Rizk et al. 2004): I’acitreti s’utilitza en el tractament de

la psoriasi des del 1997. Modula la diferenciacié cel-lular epidérmica,
disminueix 'eritema, la descamacid i la infiltracid de les plaques i també
redueix la inflamacié. Es molt efectiu en la psoriasi pustulosa, tant la
generalitzada com la palmoplantar, i en |'eritrodérmia psoriasica. Entre els
seus efectes adversos destaca la teratogenicitat, la xerosi mucocutania, el
pseudotumor cerebri, la hiperlipémia, I'hepatotoxicitat i els simptomes

muscul-esquelétics.

= Ciclosporina (Ferrandiz and Herndnz 2000): és un immunosupressor no

mielotoxic ni citostatic, que bloqueja la sintesi de citoquines proinflamatories
en els limfocits T activats. Esta indicada en pacients amb psoriasi greu per la
seva intensitat, extensid i/o localitzacid, o psoriasi que no respon a
tractaments topics o sistemics o que estan contraindicats, psoriasi
eritrodérmica, psoriasi pustulosa, artritis psoriasica, i psoriasi en nens i
embarassades. Entre els seu efectes adversos la nefrotoxicitat és el més

important, seguit de la hipertensio arterial i les neoplasies.

Terapia biologica (Krueger 2002):

Des de fa uns anys és possible el tractament de la psoriasi amb molécules generades per
biologia molecular per mitja de la tecnologia d’ADN recombinant. Aquestes molecules que
actuen inhibint de forma selectiva I'activacié i maduracié de les cel-lules presentadores
d’antigen, I'activacié i proliferacié dels limfocits T, la seva migracié a la pell i la seva funcio

efectora o reactivacid i secrecid de citoquines, evitant una immunosupressio global.

Els tractaments biologics es poden classificar en anticossos monoclonals (efaluzimab,

adalimumab, infliximab, ustekinumab) o proteines de fusié (etanercept, alefacept).

Els anticossos monoclonals sén anticossos que s’uneixen a proteines localitzades a la
superficie cel-lular dels limfocits T. Poden ser quimeérics, humanitzats i humans. Els humans
son 100% d’origen huma; els quimerics estan constituits per una fraccié constant d’origen
huma (Fc) i una fraccio variable (Fab) d’origen muri; i els anticossos humanitzats presenten
una fraccié constant d’origen huma i una fraccié variable mixta (humana i murina). Les

proteines de fusid sdn molecules que estan constituides per la unié de seccions de diferents
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proteines. Les proteines de fusid utilitzades a la psoriasi estan formades per un receptor
d’un proteina humana unida a la fraccié constant d’'una immunoglobulina. Per constatar
I'origen del farmac s’afegeixen les diferents terminacions: ximab si sén anticossos
quimerics, zumab si sén anticossos humanitzats, umab si sén anticossos humans o cept si

son proteines de fusid.

Els seus avantatges sén I'eficacia i la rapidesa d’accio en les formes moderades o severes
de psoriasi, les remissions a llarg plag, la minimitzacié del risc de toxicitat sistémica i la

comoditat pel pacient.

La terapia biologica representa un avang en el maneig a llarg plag de la psoriasi, sobretot
en aquells casos en els quals ha fracassat, esta contraindicada o sén intolerants a la terapia

sistemica convencional.

Les limitacions administratives i el cost priven situar-la com a primera linia de

tractament.

1.2 VIRUS DEL PAPILOMA HUMA (VPH)

1.2.1 CONCEPTE

Els Papilomavirus pertanyen a la familia Papillomaviridae, familia de virus d’ADN de

simetria icosaedrica, genoma circular i que careixen d’envoltura.

Fins el 2005 els papilomavirus estaven inclosos dins la familia Papovaviridae, juntament
amb els Poliovirus i el Virus vacuolant del Simi 40 (SV40) (inclos finalment en els Poliovirus),
pero el descobriment continu en els ultims anys de nous generes de papilomavirus, i les
diferéncies entre els generes que componien aquesta familia Papovaviridae, va dur a

I’establiment dels papilomavirus com a una familia independent.

Actualment s’han descrit més de 200 genotips de papilomavirus en el mén animal, dels
quals més de 100 (Bernard 2005) s’aillen en I'ésser huma i almenys 30 tenen relacié amb

I’area genital (Munger and Howley 2002).
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1.2.2 ESTRUCTURA | CLASSIFICACIO

Els membres que pertanyen a aquesta familia presenten capsides de simetria
icosaedrica, sense envoltura, d’un tamany entre 40 i 55 nandmetres. La densitat dels virions

en Clorur de Cesi (CsCl) és de 1,34g/cm?.

Respecte al genoma, aquest constitueix aproximadament el 10-13% del pes de la
particula viral i consta d’'una molécula no segmentada i circular d’ADN de doble cadena. El
genoma complet té un tamany de 5300-8000 nucleotids i un contingut en guanines i

citosines del 40-50%.
La classificacid de la familia Papillomaviridae és la seglient:

- Geénere Alphapapillomavirus: infecten preferencialment la mucosa oral o
anogenital en humans i primats. Especie tipus: VPH32.

- Genere Betapapillomavirus: infecten principalment la pell d’humans.
Espécie tipus: VPH5.

- Genere Gammapapillomavirus: causen lesions cutanies en humans que es
distingeixen histologicament per cossos d’inclusid intracitoplasmatics
espécie-especifics. Espécie tipus: VPHA4.

- Geénere Deltapapillomavirus: indueixen fibrolipomes a I’hoste. Espécie tipus:
Papilomavirus de I'ant europeu.

- Genere Epsilonpapillomavirus: causen papilomes cutanis en el bestiar bovi.
Espeécie tipus: Papilomavirus bovi (VPBS5).

- Geénere Zetapapillomavirus: causen lesions cutanies a cavalls. Espeécie tipus:
Papilomavirus equi 1.

- Geénere Etapapillomavirus: causen lesions cutanies en aus. Especie tipus:
Papilomavirus del pinga.
- Geénere Thetapapillomavirus: causen lesions cutanies en aus. Espécie tipus:

Papilomavirus de lloro gris de cua vermella.

- Geénere lotapapillomavirus: causen lesions cutanies en rosegadors. Especie
tipus: Papilomavirus de la rata africana.

- Geénere Kappapapillomavirus: causen lesions en pell i mucoses de
rosegadors. Espécie tipus: Papilomavirus del conill de cua de cotd (CRPV).

- Geénere Lambdapapillomavirus: causen lesions en pell i mucoses en gossos i
gats. Especie tipus: Papilomavirus cani oral.

- Geénere Mupapillomavirus: causen lesions cutanies en humans distingibles
histologicament per cossos d’inclusié intracitoplasmatics especie-especifics.
Espécie tipus: VPH1.

- Geénere Nupapillomavirus: causen lesions cutanies benignes i malignes en
humans. Espécie tipus: VPH41.

- Geénere Xipapillomavirus: provoquen |'apariciéd de papilomes en superficies
cutanies o mucoses del bestiar bovi. Especie tipus: Papilomavirus bovi 3
(PvB3).
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- Geénere Omkrinpapillomavirus: aillats de berrugues genitals de cetacis.
Espéecie tipus: Papilomavirus de la marsopa negra.

- Geénere Pipapillomavirus: causen lesions en mucoses de hamsters. Espécie
tipus: Papilomavirus oral del hamster.

Genus
Alpha-papillomavirus
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Fig 3. Arbre filogeneétic del Virus del papiloma huma (de Villiers, Fauquet et al. 2004)

Recentment, gracies a I'avang en seqienciacié del genoma s’han redefinit els criteris de
classificacié. Es compara la seqliéncia dels gens L1, E6, i E7 de VPH amb la dels tipus
previament coneguts, i si la homologia és menor del 90% es considera un nou tipus (Isom et

al. 1996).

Els VPH de transmissido genital es classifiquen dins del subgrup conegut com Alfa-
papilomavirus o supergrup A (de Villiers, Fauquet et al. 2004). A aquest grup hi pertanyen
virus com el VPH6 i 11 que afecten al voltant de I'1l% de la poblacié sexual activa, i es
troben generalment associats a papilomes benignes. Contrariament, els virus d’alt risc del

supergrup A, com els VPH16 i 18, causen lesions a la mucosa genital que poden progressar
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a lesions neoplasiques d’alt grau i cancer. Aquest subgrup de papilomavirus també inclouen
virus amb tropisme cutani com els VPH2 i 10 els quals sén la principal causa de les

berrugues comuns.

El segon grup important de papilomavirus esta inclos dins del supergrup B. Els virus del
subgrup B1, com el VPH5 (també coneguts com Beta-papilomavirus o virus de
I’Epidermodisplasia verruciforme), causen lesions inaparents o latents a la poblacié general,
encara que poden arribar a ser un problema en individus immunodeprimits i en individus
amb defectes hereditaris, ja que sén els més susceptibles a la infeccid d’aquest subgrup.
Alguns pacients poden desenvolupar a nivell del lloc d’infeccié del VPH i a través dels virus
d’aquest subgrup un cancer de pell epitelial no melanocitic. Es el cas dels pacients amb
Epidermodisplasia verruciforme que presenten 2 mutacions en el cromosoma 17qg25:
EVER1, EVER2, i una mutacié en un gen del cromosoma 2p. Aquestes mutacions donen a
lloc un defecte de la immunitat cel-lular que produeix una incapacitat per reconeixer i
rebutjar les cel-lules presentadores d’antigens de VPH. Es produeix aparicid de berrugues
de forma generalitzada i fins a un 50% dels pacients poden desenvolupar carcinomes
escamosos a I'edat adulta. Per contrast, els virus del subgrup B2, com el VPH4 (també
coneguts com Gamma-papilomavirus) causen berrugues cutanies a la poblacié general, que
poden ser similars superficialment a les causades pel papilomavirus del supergrup A com el

VPH2.

El grup restant de papilomavirus esta dins dins del supergrup E (també conegut com Mu
i Nu-papilomavirus). Només es coneixen tres membres a nivell huma i causen papilomes
cutanis a la poblacié general. El VPH1 és el tipus més estudiat dins d’aquest grup i com el

VPH2, causa berrugues comuns i plantars.

1.2.3 MALALTIES

A més d’existir una correlacié entre els diferents genotips de papilomavirus i I'espécie
animal a la qual infecten, existeix també una correlacié entre els diferents genotips de VPH i
les lesions que produeixen. Aquestes lesions en humans i els genotips relacionats han estat

descrits per Smotkin (Smotkin 1989).

21



Introducci6

Taula | Genotips de VPH i les lesions produides en humans.

Genotip VPH Lesio

1,4 Berrugues plantars i palmars profundes

2,7,29,60 Berrugues vulgars

3,10, 28 Berrugues planes juvenils
5 Lesions maculars a I'Epidermodisplasia verruciforme

6,11 Condiloma acuminat i displasia de baix grau
8,9,12,14,15,17,19-25,36 Epidermodisplasia verruciforme
13,32 Hiperplasia epitelial oral focal (Malaltia de Heck)
16, 18, 31, 33, 39, 45,52, 58 Displasia d’alt grau i carcinoma genital invasiu
26 Berrugues cutanies en immunodeprimits
27 Berrugues cutanies en trasplantats renals
30, 40 Carcinoma laringi

34 Malaltia de Bowen extragenital
35 Adenocarcinoma cervical
37 Queratoacantoma
38 Melanoma maligne (1 cas)
41 Candiloma i berrugues planes cutanies
42 Papiloma vulvar
51 Condiloma cervical

53, 56, 59 CIN
54 Condiloma acuminat
55 Papulosis bowenoide
57 CIN, berrugues cutanies, papil-lomes nasals

1.2.4 METODES DE DETECCIO

Tal com s’ha comentat anteriorment, el VPH es relaciona directament com a causant de
multitud de lesions epitelials. De la mateixa manera que també és coneguda I'associacio del
VPH amb diferents cancers que poden anar des del cancer de cérvix uteri, amb una relacié
del 90%, al cancer de cap i coll, amb només una relacid del 5%. Existeixen nombrosos
treballs que es centren en 'estudi de la presencia del genoma dels diferents tipus de VPH, i
és per aquest motiu que s’han desenvolupat tota una serie de tecniques de deteccié. Les
tecniques utilitzades actualment es poden dividir en tres tipus: técniques serologiques
basades en la deteccid de proteines virals mitjancant anticossos, técniques de biologia
molecular basades en la deteccid d’acids nucleics, i técniques cel-lulars basades en la

deteccio de proteines expressades intracel-lularment.

Breument es comentaran les técniques serologiques i les tecniques de biologia

molecular ja que sén les més freqlientment utilitzades pels investigadors.
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Tecniques serologigues:

Dins d’aquestes tecniques, basades en la utilitzaci6 d’anticossos especifics contra

proteines del VPH, la més utilitzada és |’Assaig per inmunoadsorcid lligat a enzims (ELISA) i

variants d’aquesta tecnica com el sandwitch-ELISA i el Radioinmuoassaig (RIA). Aquests

meétodes de deteccid és basen en la utilitzacié d’anticossos contra la proteina L1 de la

capside dels virus (Schiller 1999). Per altra banda, alguns autors han utilitzat anticossos

enfront als capsomers E6 i E7 que estan formats per una agregacid pentameérica de

monomers de proteina L1 (Lehtinen, Pawlita et al. 2003). Més recentment s’ha

desenvolupat una nova tecnica més simple i amb un rendiment més alt basada en I'estudi

de l'activitat de la fosfatasa alcalina secretada que és expressada en pseudovirus com un

gen delatador (Pastrana, Buck et al. 2004).

Tecniques de biologia molecular basades en la deteccid d’acids nucleics:

Aquest conjunt de técniques de biologia molecular
es basen en la deteccié del material genétic (ADN) del
VPH que es troba contingut a les cel-lules epitelials
infectades. Basicament s’utilitzen dues técniques de
deteccié d’ADN per determinar la preséncia del VPH.
Per una banda, una amplificacié dirigida a I’ADN de
VPH mitjangant la reaccié en cadena de la polimerasa®
(PCR), i per Vlaltra banda, I'Gs de técniques
d’hibridacié de I’ADN o ARN com el Southern Blot
(SB), la hibridacio per Dot-Blot (DB) o la Hibridacid in
situ (ISH) (Cao, Chang et al. 2001).

La PCR ens permet amplificar d’una forma
selectiva i reproduible les seqliéncies d’ADN del VPH
que es troben a les mostres bioldgiques.
L'especificitat i sensibilitat del metode pot variar en
funcié dels primers o encebadors utilitzats, la mida del
producte de PCR, les condicions de la reaccio i el

rendiment de la polimerasa utilitzada (Iftner and Villa

“Reaccié en cadena de
la polimerasa, PCR

La revolucié i gran importancia
que ha significat la téecnica de la
PCR en la genética molecular fa
gque es mereixi una atencid
especial. La PCR, descoberta els
anys 80 per Kary Mullis, explota
les caracteristiques replicatives de
I’ADN. L’ADN-polimerasa fa servir
una cadena d’ADN com a motlle
per sintetizat una complementaria
mitjangant la  utilitzaci6 d’un
primer o encebador. Les cadenes
d’ADN sén separades per calor
permetent la unié dels
oligonucleotids i I'accié de I’ADN-
polimerasa. Aquest procés es
repeteix donant a lloc a una
amplificacié d’una regié especifica
flanquejada pels primers . El gen
de la B-globina humana va ser la
primera seqiéencia que es va
amplificar amb la PCR (Saiki,
Gelfand et al. 1988).

2003). La majoria de protocols basats en la deteccié del VPH per PCR utilitzen primers

generals o consens dissenyats a partir d’'una regidé conservada que codifica per la proteina
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L1 del virus (Bernard, Chan et al. 1994). Altres autors han utilitzat els oncogens E6 i E7
(Koutsky, Ault et al. 2002). Entre aquests primers generals trobem la parella GP5/6 (van den
Brule, Meijer et al. 1990) i la seva extensié GP5+/6+ (lacobs, Snijders et al. 1997) la qual
correspon a la parella utilitzada en aquest treball per detectar el VPH de les mostres. Per
altra banda hi ha autors que també utilitzen la parella de primers consens MY09/11 i la seva
extensido PGMY09/11. La deteccié dels diferents tipus de VPH es pot realitzar per mitja de
tecniques d’hibridacio i de sondes especifiques. S’utilitzen diferents formats de metodes de
deteccié com I’assaig revers d’hibridacié en linia o Reverse Line Blot assay (RLB) que és el
meétode utilitzat en aquest treball com a deteccid especifica dels diferents tipus de VPH

(Kleter, van Doorn et al. 1998; Gravitt, Peyton et al. 2000).

Cal destacar que les técniques d’hibridacié a partir d’ADN o ARN no amplificat com el
Southern Blot (SB), hibridacié per Dot-Blot (DB) Hibridacié in situ (ISH) presenten una serie
de limitacions a I’hora de detectar els VPH. Per un costat els metodes SB i DB requereixen
uns nivells d’ADN important i no sén reproduibles. Per altra banda, el ISH presenta una
sensibilitat molt baixa. Generalment els métodes basats amb I'amplificacid per PCR
presenten una sensibilitat més elevada que els assajos basats Unicament amb meétodes
hibridacié ja que per PCR es poden detectar d’1 a 10 copies de genoma viral per reaccio

(zaravinos, Mammas et al. 2009).

A més de les tecniques basades en la PCR també s’utilitza de forma freqlient en estudis
d’epidemiologia el metode de captura d’hibrid d’ADN de VPH tant de segona generacid
(HC-2) com de tercera generacié (HC-3). Aquesta tecnica es basa en la utilitzacié de sondes
d’ARN complementaries de forma especifica a les seqiiencies del diferents tipus de VPH.
Mitjancant aquestes sondes d’ARN es formen hibrids amb I’ADN de les mostres biologiques
obtenint hibrids ARN-ADN del VPH. Aquests hibrids son detectats mitjangant anticossos
especifics contra I’hibrid ARN-ADN en el metode HC-2 (Peyton, Schiffman et al. 1998). En el
de tercera generacié (HC-3) les sondes especifiques d’ARN estan biotinilades aixi la deteccid

de I'hibrid ARN-ADN es fa mitjancant anticossos especifics contra la biotina (Lérinez 2001).

1.3 RELACIO ENTRE EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMA | LA PSORIASI

La psoriasi és una dermatosi inflamatoria cronica de genetica complexa i distribucid
mundial la base patogenica de la qual no esta clara. Tot i aix0, és conegut que |'activacio del

limfocits T juga un paper crucial en el mecanisme immunologic de la psoriasi, ja que
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promouen una proliferacié epidérmica incontrolada. La naturalesa de I'antigen responsable

de l'activacié els limfocits T és un tema de controversia.

S’ha descrit en nombrosos articles una alta prevalenga de beta-papilomavirus en
pacients amb psoriasi, sobretot el VPH5 i el 36, suggerint que aquests virus podrien
correspondre a I'antigen causal de la cascada immunologica (Majewski, Jablonska, et al.
1999). Majewski i col-laboradors a I'any 1999 proposen un model on les proteines de la
capside del VPH contribueixen a la proliferacid epidermica servint com a potencials

antigens reconeguts pels limfocits B i T autoreactius (Majewski, Favre et al. 1998).

Tot i la hipotesi proposada, els estudis de la bibliografia només poden afirmar que la
psoriasi és un reservori del beta-papilomavirus sense poder demostrar realment que

corresponen a I'antigen que promou I'activacié dels limfocits T.

Alguns dels articles on es demostra una elevada prevalenca de VPH en pell psoriasica

respecte a pell normal o no psoriasica sén resumits a continuacid.

Favre M i col-laboradors a I'any 1998 van recollir 335 mostres de diferents grups de
pacients per observar la preséncia d’anticossos contra VPH5 utilitzant la técnica d’ELISA. La
prevalenga d’anticossos contra les particules del VPH5 era significativament superior en
pacients amb psoriasi (24,5%) que en els altres grups (2-5%), on estaven inclosos pacients
amb dermatitis atopica i trasplantats renals. Posteriorment van realitzar un analisi de
biopsies cutanies de pell afectada i pell sana mitjangant PCR utilitzant primers consens pels
beta-papilomavirus. Amb aquesta técnica van detectar ADN del VPH en el 91,7% de les
biopsies de pell de 48 pacients amb psoriasi comparat amb el 35,5% de les biopsies de pell
de 31 pacients amb dermatitis atopica. A continuacié es van utilitzar primers especifics pel
VPH5, VPH36, i VPH1 detectant-se en el 89,4%; 84,2% i 42,1% de les mostres dels pacients
amb psoriasi respectivament, tanmateix el VPH36 també va ser detectat en 22,5% de les
mostres dels pacients amb dermatitis atopica. Favre M i col-laboradors van suggerir que la
psoriasi podria correspondre a un reservori del VPH5 perd no podien determinar quin era el

seu paper patogenic real en aquesta dermatosi (Favre, Orth et al. 1998).

Sonke J Weissenborn i col-laboradors a I'any 1999 arriben a la mateixa conclusié.
Analitzen biopsies de pell afectada de 54 pacients amb psoriasi i biopsies de pell sana de 42
pacients sans immunocompetents utilitzant una tecnica de PCR amb primers consens per a

la deteccié de beta-papilomavirus. Detecten VPH en el 83% de les mostres psoriasiques i en
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el 19% de les mostres de pell sana. Els tipus de VPH més prevalents en els pacients amb
psoriasi detectats per mitja de primers especifics van correspondre al VPH36 en un 62%
dels casos, al VPH5 en el 38% dels casos i al VPH38 en el 24% dels casos. Es van detectar
infeccions multiples de 2 a 5 tipus diferents de VPH en el 63% de les mostres analitzades

(Weissenborn, Hopfl et al. 1999).

Mahé E i col-laboradors a I'any 2003 recullen biopsies cutanies de 26 nens amb psoriasi,
28 adults amb psoriasi, 15 nens amb dermatitis atopica i 28 adults amb pell sana. Utilitzen
les mateixes técniques que els autors previs i arriben a conclusions similars. Demostren
altes prevalences de beta-papilomavirus en els subjectes afectats per psoriasi: un 38,5%
dels nens i un 35,7% de adults, en comparacido amb els subjectes controls: un 6,7% dels
nens i un 10,1% dels adults. El VPH5 es detecta en el 46,2% dels nens afectats per psoriasi i
en el 46,4% dels adults afectats per psoriasi. El VPH36 es detecta en el 15,4% i el 25% de

nens i adults afectats per psoriasi respectivament (Mahe, Bodemer et al. 2003).

Prignano G i col-laboradors a I'any 2004 observen en una mostra de 54 pacients afectats
de psoriasi una alta prevalenca de VPH5 (74,1%) en les arees afectades per psoriasi i una
disminucié de la prevalenca (33,3%) en les arees no afectades per psoriasi, comparat amb
un 0% en 20 subjectes sans i un 3,6% en arees lesionals de 28 pacients amb altres
patologies inflamatories. La deteccid del VPH5 es va realitzar amb tecniques de PCR amb
primers especifics per aquest virus i 'ADN es va extreure de les escames cutanies. No
observen una correlacié estadisticament significativa entre la deteccié del VPH5 i I'edat, el
sexe o les arees afectades, o entre les arees exposades o no exposades a raigs ultravioleta.
L'index PASI es va avaluar en els subjectes amb psoriasi i es va dividir en 3 grups segons la
preséncia de VPH5 en (1) negatiu, (2) positiu només en arees afectades i (3) positiu a nivell
de I'area afectada i I'area no afectada. Es va observar una diferencia significativa entre els
grups que suggeria que la severitat de la malaltia i la preséncia de VPH5 estaven associats

(Prignano, Ferraro et al. 2005).

Simeone P i col-laboradors a I'any 2005 recullen 11 biopsies cutanies de pacients amb
psoriasi i 3 biopsies cutanies de pell sana de pacients sotmesos a cirurgia dermatologica. Es
procedeix a la deteccié de beta-papilomavirus amb I'Us de primers consens i amb primers
especifics pel VPH1, VPH5, VPH16 i VPH36. Detecten VPH5 en el 64% de les biopsies de pell
psoriasica i no observen cap VPH a les biopsies de pell sana. En dues mostres cutanies de

pell psoriasica es va detectar una co-infeccié per VPH5 i VPH1 (Simeone, Teson et al. 2005).
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Cronin JC i col-laboradors a I'any 2008 recullen mostres de celles i biopsies cutanies de
20 pacients amb psoriasi i 23 controls sans. Utilitzen la tecnica de PCR amb primers consens
per a la deteccid tant de beta-papilomavirus com gamma-papilomavirus com a novetat.
Observen que la prevalenca del VPH en les celles i en la pell dels pacients amb psoriasi és
més elevada que en els controls; 83,3% vs 46,7% respectivament. Els beta-papilomavirus
son detectats en el 96,7% dels casos amb psoriasi amb positivitat pel VPH i en el 90,5% dels
controls sans amb positivitat pel VPH. Els gamma-papilomavirus sén detectats en el 6,78%
dels casos positius pel VPH i en el 9,5% dels controls positius pel VPH. Amb I’Us de primers
especifics observen que els VPH més freqlientment detectats en les mostres psoriasiques
corresponen al VPH5, 21 i 14. Tot i aix0, observen un percentatge baix de deteccio en els
pacients amb psoriasi del VPH5 i el VPH36, un 19,4% i un 8,3% respectivament. De manera
qgue no donen suport al rol causal especific del VPH5 i VPH36 a la psoriasi tal com ha estat
publicat anteriorment, pero suggereixen que la pell amb psoriasi pot ser més permissiva de
la presencia viral que la pell sana. A més, també observen una concordanca intrapacient per
tipus especifics del VPH en les diferents localitzacions la qual cosa fa pensar que un subjecte
pot ser colonitzat amb un perfil de beta-papilomavirus excloent els altres tipus (Cronin,

Mesher et al. 2008).

A part dels estudis on es demostra una elevada prevalenga de beta-papilomavirus en
pell psoriasica també han estat publicats articles on es confirma la seva preséncia de
forma ubiqua en pell o fol-licles pilosos de pacients sans o bé en altres tipus de

dermatosis.

Boxman i col-laboradors a I'any 1999 analitzen cabells de pacients trasplantats renals i
subjectes immunocompetents, utilitzen la técnica de PCR amb primers especifics pel VPH5.
Es detecta VPH5 en cabells de 14 de 31 (45%) pacients immunodeprimits i en 21 de 35
(60%) individus immunocompents. L’ADN del VPH5 va ser detectat en proporcions similars

en els 2 grups (Boxman, Mulder et al. 1999).

Antonsson A i col-laboradors a I'any 2003 demostren que la infeccié del VPH té una
distribucié mundial amb un gran espectre de genotips. Estudien biopsies cutanies de fins a
5 poblacions diferents per mitja de la técnica de PCR amb primers consens i posteriorment
identifiquen el subtipus de VPH comparant les seqliencies a la base de dades BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). La prevalenca de VPH a Blangadesh era del 68%, a
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Japé del 54%, a Etiopia del 52%, a Zambia del 42% i a Suecia del 70%. Una gran multiplicitat
de genotips sén detectats amb la troballa de 88 tipus diferents de VPH en 142 mostres
positives per ADN de VPH. Dos o tres genotips diferents es detecten en una mateixa
mostra. El VPH més freqiientment detectat és el VPH5 amb una prevalenca total del 6,5%

(Antonsson, Erfurt et al. 2003).

Favre M i col-laboradors a I'any 2000 observen una elevada prevalenca d’anticossos
contra el VPH5 per mitja de técniques ELISA en processos no psoriasics on la reparacio
epidermica també és important. En pacients amb malalties ampul-loses autoimmunes
observen una deteccid d’anticossos contra el VPH5 en el 57,9% dels casos (Favre, Majewski

et al. 2000).

Viviano E i col-laboradors a I'any 2007 recullen 37 biopsies de pell de pacients amb
psoriasi i 36 biopsies de pell de controls sans. Utilitzen primers consens per a la deteccid de
beta-papilomavirus i observen una prevalenga de VPH del 71% en les mostres psoriasiques i
del 58,3% en les mostres de pell sana. El VPH5 només presentava una prevalenca del 7,4%
en els casos psoriasics i el VPH36 no es va detectar en cap mostra cutania. El percentatge
de deteccid del VPH no diferia significativament entre grup psoriasic i el grup control. De
manera que els autors conclouen que els beta-papilomavirus tenen una presencia ubiqua
en pell afectada i pell sana i fins i tot quiestionen la possible associacié del VPH5 i 36 amb la

psoriasi (Viviano, Giovannelli et al. 2007).

També cal esmentar aquells articles on proposen que I'elevada prevalenga de VPH5

podria ser afavorida per la fototerapia PUVA.

Sonke J i col-laboradors a lI'any 1999 també estudien si la preséncia dels beta
papilomavirus es troba influenciada pel tractament amb fototerapia PUVA. El percentatge
de deteccid de VPH entre els pacients amb psoriasi que havien rebut PUVA i el pacients que
no havien rebut aquest tractament, no diferia de forma significativa. Els percentatges
corresponien a un 77% i a un 89% respectivament. Tanmateix observen que existeix una
detecci6 més freqient de VPH5 en pell afectada que ha rebut tractament amb PUVA
terapia de forma significativa. Conclouen que la psoriasi pot correspondre a un reservori pel
VPH i que la PUVAterapia podria afavorir la infeccié per un tipus seleccionat de VPH, en

aquest cas el VPH5 (Weissenborn, Hopfl et al. 1999).
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Wolf P i col-laboradors a I'any 2004 recullen cabells de 81 pacients amb psoriasi i els
subdivideixen en 3 grups: grup A (exposicié a PUVA i historia de cancer cutani), grup B
(exposicié a PUVA i no historia de cancer cutani) i grup C (no exposicié a PUVA i no historia
de cancer cutani). Realitzen deteccié dels beta-papilomavirus per mitja de PCR amb
primers consens i observen ADN del VPH en el 73% dels casos del grup A, en el 69% del grup
Bien el 36% del grup C. De manera que conclouen que la prevalenca de VPH a nivell dels
fol-licles pilosos esta augmentada en aquells pacients amb psoriasi que han rebut

tractament amb fototerapia PUVA (Wolf, Seidl et al. 2004).

No cal oblidar el paper important de les citoquines en la patogénia de la psoriasi i com

alguns autors les identifiquen com a les responsables de I’expressié d’alguns VPH.

De Villiers E i col-laboradors a I'any 2001 demostren per mitja de assajos in vitro que les
citoquines proinflamatories IL-17 i INFy, induides de forma continua a nivell de les lesions
de psoriasi, activen el promotor del VPH20 latent, resultant en la replicacié activa del virus.
Conclouen que la infeccid pel VPH no és un factor causal de la psoriasi, pero les citoquines
proinflamatories poden activar les regions promotores del VPH especifics que es troben en
estat latent, afavorint la seva replicacid i la seva deteccid en pell amb psoriasi (De Villiers

and Ruhland 2001).

Per contra, Simeone P Weissenborn i col-laboradors a I'any 2005, arriben a conclusions
oposades. Procedeixen a la comparacid de secrecid d’interleucines 6, 8 i 18 entre cultius de
queratinocits infectats pel VPH5 i cultius de queratinocits no infectats per mitja de
tecniques d’ELISA. Observen que la produccid d’ILs en els queratinocits infectats és
comparable a la produida per les cel-lules no infectades i per tant, afirmen que la infeccid
pel VPH no modula la produccié d’ILs. Posteriorment indueixen una estimulacié del cultiu
de queratinocits infectats per mitja de la IL-17. Procedeixen a la deteccido de 'ARNm del
VPH5 abans i després de I'administracié de la IL-17 per observar si realment aquesta és
capag d’activar el promotor del VPH produint una major quantitat d’ARNm. El resultat final
és que la estimulacié de citoquines falla al intentar augmentar els nivell d’ARNm, o en
promoure I'expressio viral en aquelles cel-lules on ’ARNm no es detectava (Simeone, Teson

et al. 2005).
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Resumint tota aquesta amplia informacid, observem que a la bibliografia es presenten
resultats totalment contradictoris que no ens aclareixen realment quin paper patogenic

representa el VPH a la psoriasi.

Mentres que alguns estudis mostren una elevada deteccié de beta-papilomavirus en pell
o fol-licles pilosos en pacients amb psoriasi en comparacié amb individus sans, altres autors
detecten aquests virus de forma ubiqua en pell normal sense diferencies significatives
respecte la psoriasi. Fins i tot cal destacar la preséncia de VPH5 en malalties amb recanvi

epidermic important com a les malalties ampul-loses autoimmunes.

També trobem estudis justificant I'elevada prevalengca de VPH en els pacients amb
psoriasi a causa de la realitzacié de tractament fototerapic previ que podria facilitar la seva

introduccio.

Per finalitzar, alguns autors demostren que determinades citoquines promourien
I'activacié i replicacié del VPH latent mentres que altres no observen un augment de la

replicacié amb la introduccié d’IL-17 en cultius de queratinocits.

Per tant, és dificil concloure si el VPH és un factor causal o no de la psoriasi. La conclusié
gue es pot extreure de la literatura és que els estudis més recents demostren que es tracta
d’un virus ampliament distribuit i que podria passar de forma latent a activa gracies al
procés de recanvi epidermic continu que existeix en la psoriasi, fent més facil la seva

deteccid.
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2. OBJECTIUS

2.1 JUSTIFICACIO DE L’ESTUDI D’INVESTIGACIO

Existeix un debat continu pel que fa a la prevalenca i rellevancia dels papilomavirus en
I’etiopatogenia de la psoriasi. Les diferéncies entre les mostres analitzades i els métodes
usats per la deteccié papilomavirus en els estudis aportats a la bibliografia fa que sigui

dificil comparar les dades directament.

Molts estudis inicialment utilitzen primers consens per a la detecci6 de beta-
papilomavirus i posteriorment utilitzen primers especifics per a la deteccié de només alguns
tipus especifics de VPH, sobretot el VPH5 i 36. Aixo ddna a lloc a un biaix d’informacio i

evita que es puguin detectar altres VPH coexistents.

Cal esmentar també el biaix de confusié en molts articles ja que es produeix la inclusié
de pacients amb psoriasi tractats préviament amb agents immunosupressors topics,

sistémics o fototerapia, modalitats terapeutiques que poden afavorir la infeccié pel VPH.

El proposit del present estudi és utilitzar un métode ampli i imparcial pel que fa a la
deteccidé d’ADN del VPH evitant aixi biaixos d’informacié. Avaluarem si el VPH beta i també
el gamma és més freqiient en pell psoriasica en comparacié amb pell sana, i quins sén els
VPH especifics que estan més sobreexpresats. A més, inclourem pacients psoriasics de
recent diagnostic els quals no hauran realitzat cap tractament previ evitant aixi els factors

de confusid.

2.2 HIPOTESI
La pell psoriasica presenta un elevada prevalenga de VPH en comparacié amb pell sana.

Hem decidit plantejar aquesta hipotesi ja que la majoria dels articles que trobem a la
bibliografia senyalen una deteccié més elevada de VPH en pell psoriasica respecte la pell

sana.

La nostra hipotesi nul-la (H,) és la seglient: La prevalenca del VPH és similar en pell

psoriasica respecte a la pell sana.

La nostra hipotesi alternativa (H,) és la seglient: La prevalenca del VPH és diferent en

pell psoriasica respecte a la pell sana.
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2.3 OBJECTIUS
Ens vam proposar els seglients objectius:

1. Deteccié de la prevalenca de VPH (beta i gamma) en pell afectada per psoriasi i en

pell sana.

2. Comparacio de prevalences de VPH (beta i gamma) entre pell afectada per psoriasi i

pell sana.

3. Deteccidé dels VPH (beta i gamma) que es troben més freqlients expressats en pell

afectada per psoriasi i en pell sana.
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3. MATERIAL | METODES

3.1 AMBIT

L'estudi s’ha realitzat al Servei de Dermatologia de I'Hospital Universitari Sagrat Cor de I'area

metropolitana de Barcelona Nivell-II.

3.2 TIPUS D’ESTUDI

Es tracta d’un estudi observacional descriptiu transversal de casos i controls.

3.3 PERIODE D’ESTUDI

Els pacients van ser reclutats entre el 22 de Gener del 2007 i el 22 Gener del 2009.

3.4 MOSTRA

S’han recollit un total de 30 pacients afectats de psoriasi en placa vulgar i 30 pacients no

afectats de psoriasi que acudien a cirurgia dermatologica.
CRITERIS DE INCLUSIO A L’ESTUDI:
" Casos:

- Subjectes diagnosticats de psoriasi en placa en base a una clinica i

histologia caracteristiques.

] Controls:

- Subjectes sotmesos a cirurgia dermatologica (carcinomes
basocel-lulars, carcinomes espinocel-lulars o melanomes) que
requereixen de reconstruccié quirdrgica amb material cutani sa

sobrant.

CRITERIS D’EXCLUSIO A L’ESTUDI:
= Casos:

- Pacients menors de 18 anys.
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- Pacients que han rebut tractament immunosupressor topic previ.
- Pacients que han rebut tractament immunosupressor sistemic previ.

- Pacients que han rebut fototerapia previa.

= Controls:

- Pacients menors de 18 anys.

- Pacients amb antecedents personals de psoriasi.

- Pacients que han rebut tractament immunosupressor topic previ.

- Pacients que han rebut tractament immunosupressor sistemic previ.

- Pacients que han rebut fototerapia prévia.

3.5 CALCUL DEL TAMANY MOSTRAL

Donat que existeixen estudis previs pel que fa a la deteccid del VPH en mostres de pell, hem
realitzat un calcul sobre el tamany mostral necessari per a la realitzacié del nostre estudi de

casos i controls.
Amb les seglients premisses conegudes:

- La magnitud de la diferéncia a detectar, que tingui un interes clinicament rellevant.

Cal coneixer 2 dels seglients 3 parametres:
o Valor aproximat de I'odds ratio que es desitja estimar ()
o Freqliéncia d’exposicio de casos (p1)
o Freqliéncia d’exposicio de controls (p2)
- Seguretat del 95% (a=0,05).
- Poder estadistic del 80% ($=0,2)

| utilitzant la seglent férmula:

[zl_%,.'zp 1—pj+zl_,g\frp1|11—.ﬂlj+}5'2 (1‘.?52:']2
(3—’1—}?2:'2

H =

2=1.96

Hem utilitzat com a exemple I'estudi realitzat per Prignano i col-laboradors (Prignano,

Ferraro et al. 2005)
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Del recull de 54 mostres cutanies d’arees lesionals afectades per psoriasi 40 presentaven
positivitat pel VPH (p1=0,74) i de 54 mostres cutanies d’arees de pell sana 18 presentaven
positivitat pel VPH (p2=0,33). Observen una elevada prevalenca de VPH en pell psoriasica

respecte a pell normal de forma estadisticament significativa (p<0.05).

El resultat final del nostre calcul per mitja de la férmula anterior ha donat com a necessaris

22 casos i 22 controls.

En el nostre estudi hem recollit un total de 30 casos i 30 controls.

3.6 PROCEDIMENT

3.6.1. EXTRACCIO DE LA MOSTRA DE PELL

Pel que fa als casos es van obtenir les mostres de pell psoriasica per mitja d’un punch-biopsia
de 4mm amb posterior fixacié de la mostra amb formol i conservacié del bloc en parafina. Es
van realitzar talls histologics de la mostra i es va portar a terme una tincié amb hematoxil-lina-

eosina per a confirmar el diagnostic histologic de psoriasi.

Pel que fa els controls es van obtenir de mostres de pell sana a partir d’orelletes de pell
sobrant de reconstruccions d’exeresis quirdrgiques d’altres lesions cutanies (carcinomes
basocel-lulars, espinocel-lulars o melanomes). Les mostres es van tractar de la mateixa manera
que les mostres obtingudes de pell psoriasica, es van fixar amb formol i es va conservar el bloc
en parafina. Igualment, es van realitzar talls histologics i tinci6 hematoxil-lina-eosina per a

confirmar I'abséncia de patologia tumoral a la mostra cutania.

3.6.2 EXTRACCIO DE L’ADN

L’ADN es va extreure de les mostres de pell parafinades utilitzant el quit comercial QIAmp®
DNA FFPE Tissue (QUIAGEN), especial per a la purificaci6 d’ADN de teixit fixat amb formol i

parafinat, d’acord amb el protocol del fabricant.

Protocol d’extraccio d’ADN:

1. Eliminar I'excés de parafina del bloc mitjancant la utilitzacié d’un bisturi.

2. Realitzar seccions de 5-10um de gruix amb el microtom (Si la superficie de la
mostra ha estat exposada a |'aire cal descartar les 2-3 primeres seccions
realitzades).
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Immediatament col-locar les seccions en un tub tipus Eppendorf® de 1,5ml i
afegir 1ml de xilé a la mostra. Vortejar de forma vigorosa durant 10seg i
centrifugar durant 2min a 12000xg a temperatura ambient. Es déna una
extraccié de la parafina de la mostra.

Eliminar el sobrenadant, addicionar 1ml d’etanol absolut i tot seguit barrejar
amb el vortex. Centrifugar a 12.000xg durant 2min a temperatura ambient.

Treure el sobrenadant amb la pipeta amb cura de no resuspendre el pellet.
En aquest pas s’elimina el xilé residual de les mostres.

Incubar durant 10min a 379C per eliminar I'etanol residual que podria
interferir en les reaccions enzimatiques posteriors.

Resuspendre el pellet amb 180uLde solucié de lisis (ATL). Seguidament afegir
20uL de proteinasa K, vortejar i incubar a 562C durant lhora. Es déna un
trencament del teixit, lisis cel-lular i una degradacié de les proteines.

Incubar a 902C durant 1 hora per revertir les modificacions provocades pel
formaldehid de la parafina sobre I’ADN.

Fer un pols de centrifuga i afegir 200uL de solucié de lisis (AL) i 200 uL
d’etanol absolut. Vortejar i centrifugar breument. La solucid es tornara
terbola i blanquinosa.

Aplicar la solucid a les columnes de silica i centrifugar 1min a 6000xg. La silica
de les columnes reté I’ADN.

Eliminar l'eluit i aplicar 500uL de solucié de rentat 1 (AW1) fent una
centrifugacié de 1min a 6000xg. Posteriorment repetir el procés amb la
solucié de rentat 2 (AW2).

Centrifugar 2min a 12.000xg per eliminar les restes d’etanol que podrien
interferir en les reaccions enzimatiques posteriors.

Elucié de ’ADN amb 50ul de solucié d’elucié (ATE).

Quantificacid i qualitat de ’ADN:

Per fer una estimacié de la quantitat de 'ADN present a les extraccions realitzades es

van utilitzar tecniques espectrofotometriques. Més concretament es va mesurar

I'absorbancia de les mostres de I’ADN a 260nm en un Nanodrop®. S’accepta de forma

general que una unitat de densitat optica a 260 nm equival a una concentracié de 50ug/mil

d’ADN de doble cadena. A partir d’aquesta equivaléncia i les dades d’absorbancia

obtingudes es va estimar la concentracié d’ADN de cada una de les extraccions.

Per altra banda es va estimar la qualitat i integracié de I’ADN extret. Es va portar a terme

una amplificacié per PCR del gen constitutiu de la B-globina. S’han utilitzat els segilients

primers, volums de reaccid i programa de termociclador.
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Primers:
Forward BG PCO3 5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’
Revers BG PCO4 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’
Revers BG PCO5 5’-GAAACCCAAGAGTCTTCTCT-3’

Barreja de reaccio

dH20

10X PCR buffer
dNTPs 2mM
dsDNA

Oligo
Oligo

3 (100 pM)
5 (100 pM)

Taq gold DNA pol.

Programa termociclador

10,85 pL
2,5 uL
2.5 uL
5L
0,25 puL
0,125 pL
0,15 puL

9 min. a 942C desnaturalitzaci¢ inicial
. 2 949C (desnaturalitzacio)
. a 552C (hibridacid) 40 cicles

1 min
1 min
1 min
7 min

Indefinidament a 42C

Tot seguit els productes de PCR sén analitzats en un gel d"agarosa juntament amb els
marcadors de pes molecular per fer una comprovacidé sobre la mida de I'amplificacié. La

presencia o absencia d’amplificacié de dues bandes de 75 i 115pb ens indicara que la

.a 729C (extensid)

.a 729C (extensid final)

mostra és B-globina positiva o negativa respectivament.

Electroforesi d’ADN en gel d’agarosa.

Per la preparacid dels gels s’han utilitzat gel d’agarosa de baixa electroendosmosi i els
equips MT-1002 d’Ecogen. El percentatge del gel d’agarosa ha estat del 2% i el buffer
d’electroforesi utilitzat ha estat el TAE (Tris-Acetat 40mM, EDTA 2mM, pH8). En aquestes
condicions I’ADN es mou en base a la seva carrega negativa i es separa en funcio de la seva
longitud i conformacié. Les molécules d’ADN es visualitzen tenyint el gel amb un agent

fluorescent que s’intercala entre les bases d’ADN (Bromur d’etidi a una concentracio final

de 0.5 pug/mL) i transil-luminant amb llum UV.
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Fig 4. Gel d’agarosa on s’observen les dues bandes de la 3-globina.

3.6.3 DETECCIO DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMA

Existeixen diferents metodologies per identificar el genotip del VPH. Dins d’aquestes
técniques es destaca la tecnica d’ELISA, la PCR i les tecniques d’hibridacié com el Southern
Blot. Recentment s’ha desenvolupat una metodologia més rapida i senzilla per identificar
els genotips del VPH a gran escala anomenada Reverse Line Blot (RLB). En aquest treball
s’ha utilitzat aquest sistema de deteccié per identificar els diferents tipus de VPH presents
en mostres de pell psoriasica. A grans trets la base de la técnica es centra en I'Gs d’un
sistema de miniblotter. En una direccid dels carrils del miniblotter s’assagen sondes
d’oligonucleotids especifics per diferents VPH. Posteriorment en direccid perpendicular
s’assagen productes de PCR obtinguts de les extraccions d’ADN de les mostres utilitzant

primers consens.

Mes concretament aquets primers consens permeten la deteccid i tipatge de 24 tipus de
beta i gamma-papilomavirus: VPH tipus 4, 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25,
36, 37, 38, 47, 48, 49, 50, 60, i 65.

3.6.3.1 Disseny de primers consens

Els primers consens pels VPH que s’han utilitzat en aquest treball han estat dissenyats i
obtinguts del grup d’Antoinette i col-laboradors (Brink, Lloveras et al. 2005). Aquests
primers consens s’han dissenyat a partir d’'una petita regié de 72 parells de bases codificat
per un fragment molt conservat de I'ORF L1 (conté els gens que codifiquen la proteina de
la capside L1) dels beta i gamma-papilomavirus. Les seqliéncies es van cercar a partir de la
base de dades BLAST (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) utilitzant el genoma del VPH

tipus 4 com a motlle. A partir de la superposicié de 24 seqiiencies de VPHs obtingudes a la
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cerca s’obtenen els primers consens (http://prodes.toulose.inra.fr/multalin/multalin.html).
Més concretament, pel disseny del primer forward s'utilitza la superposicié de sis
seqliencies corresponents a la regié compresa entre les posicions 6539 i 6558 del genoma
del VPH tipus 4. Per altra banda, pel disseny del primer revers s’utilitza la superposicié de 8
seqliencies dels genomes VPH alineats corresponents a la regié que va de la posicié 6583 a
6610 del mateix genoma del VPH tipus 4. Aquests primers consens s’anomenen GP5+/6+

com ja hem comentat anteriorment.

Els primers revers han estat marcats amb biotina a I'extrem 3’ per tal de permetre

detectar el tipus de VPH de cada producte de PCR mitjancant el RLB.

3.6.3.2 Disseny de primers especifics

Mitjancant els primers consens dissenyats a I'apartat anterior s’obtenen per PCR els beta
i gamma-papilomavirus que es poden trobar en les extraccions d’ADN de les nostres
mostres. Per fer un tipatge, o sigui, determinar quin tipus de VPH presenta cada una de les
mostres que pugui presentar una amplificacié per PCR, cal obtenir uns oligonucleodtids
especifics per cada un dels tipus de beta i gamma-papilomavirus. Per I'obtencié d’aquests
oligonucleotids que actuaran de sonda especifica, s’ha partit de la mateixa regid
conservada utilitzada pel disseny dels primers consens del genoma dels 24 tipus diferents
de beta i gamma-papilomavirus (tipus 4, 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36,
37, 38, 47, 48, 49, 50, 60, i 65). A partir de cada una de les seqiiéncies se n’ha obtingut els
oligonucleotids especifics per cada tipus de VPH amb una temperatura de hibridacid
aproximada de 559C i una llargada de 20 pb. Cada sonda d’oligonucleotid presenta un grup
amino a l'extrem 5 que permetra unir la sonda de forma covalent a la membrana del

miniblotter.

3.6.3.3 Amplificacié de ’ADN del VPH per mitja de primers consens

A partir dels primers consens s’ha realitzat una PCR amb cada una de les extraccions de

I’ADN de les mostres per tal de identificar la preséncia de beta i gamma-papilomavirus.

Protocol d’amplificacié d’ADN per mitja de PCR:

Les condicions de la reaccid de PCR i les condicions del termociclador han estat les segiients
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Barreja de reaccio

MgCl2 1,5mM
dNTPs 0,2 mM
dsDNA 10 pL
Oligo 3’ 12,5 pmols
Oligo 5’ 12,5 pmols

AmpliTag Gold DNA 1U

Programa termociclador

6 min. a 942C desnaturalitzacié inicial

20 seg. a 94°C (desnaturalitzacid) \l

30 seg. a 382C (hibridacid) 40 cicles
80 seg. a 719C (extensid)

4 min. a 712C (extensio final)

Indefinidament a 42C

En les condicions de PCR es va utilitzar una temperatura d’hibridacid molt baixa (382C) per

permetre cert grau de no complementarietat.

3.6.3.4 Tipatge amb Reverse Line Blot (RLB)

El RLB és sistema no radioactiu que permet amb un simple assaig I’estudi de la hibridacié
de multiples mostres amb diferents sondes d’oligonucleotids. El principi de la técnica es
basa amb la unié covalent a una membrana de les sondes d’oligonucleotids especifiques en
linies paral-leles utilitzant un miniblotter. Posteriorment a la unié de les sondes
d’oligonucleotids la membrana es rota 902 en el miniblotter. Els carrils del minibloter que
es troben en perpendicular a les linies de les sondes d’oligonucleotids, s’'omplen amb els
productes de PCR que estan marcats amb biotina. La hibridacié que es doéna en el
miniblotter i es visualitza amb peroxidasa conjugada amb estreptavidina la qual s'uneix a la

biotina dels productes de PCR. Seguidament es fa un revelat per quimioluminescencia.

Samples ——
e I TTEPPH T ITEIPOT I T PPN (TPVTY OO Fig 5. la imatge de
s tov— " & I'esquerre correspon a un
i [ ° o = = L.
d HPve— [SEEG . % . ® 7 % 2 . aparell de miniblotter 45
Hpvi— . similar al que s’utilitzara en el
"( HPV15— s . ) .
Hpvio— . e nostre assaig. La imatge de la
HPV20— & - - &
' :Ezgg . . dreta mostra un exemple
HPV2: .
i Hevas— d’un revelat de la membrana
e ! Hevar— amb  positivitat per a
} :EV‘W— d'f 1 d b
g J HPvas— iferents tipus e eta-
. HPV4g— . .
) G A Hevo— ° B gamma papilomavirus en
Gl y mostres de pell de pacients

trasplantats renals (Brink,
Lloveras et al. 2005).
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Protocol:
1. Unid covalent de les sondes d’oligonucleotids especifics a la membrana.

Tal com s’ha comentat préviament, tots els oligonucleotids especifics per cada tipus
de VPH han estat sintetitzats amb un grup amino a I'extrem 5’ terminal el qual permet la
unié de l'oligonucleotid de forma covalent a una membrana Biodyne®C carregada

negativament.

a. Diluir les sondes d’oligonucleotids especifics a un rang de concentracid optim
d’aproximadament 125pmols a 5000pmols en 150pL 500mM NaHCO3 pH 8.4.

b. Activacido de la membrana Biodyne®C mitjancant una incubacié amb 16% de 1-
ehtyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDAC) durant 10min a
temperatura ambient. La solucié d'EDAC es prepara amb aigua destil-lada i al
moment de la seva utilitzacié.

c. Seguidament es fa un rentat de la membrana amb aigua destil-lada i es disposa
sobre un suport esponjos dins del sistema miniblotter. Un cop preparada la
membrana en el miniblotter s’extreuen les restes d’aigua dels carrils per espiracio.

d. Omplir els carrils amb 150pL de solucié de sondes d’oligonucleotids i incubar 1min
a temperatura ambient.

e. Aspirar la solucié d’oligonucleotid de cada carril amb el mateix ordre que s’ha
aplicat.

f. Amb molta cura treure la membrana del miniblotter i incubar-la en 100mM NaOH
durant 8min amb agitacio suau per inactivar la membrana.

g. Rentar la membrana amb 250ml| de 2xSSPE/0.1% SDS durant 5min a 60°C i
realitzar una agitacié suau.

h. Fer un segon rentat amb 100ml de 20mM de EDTA a pH 8 durant 10min. En
aquest punt la membrana es pot guardar a 42C i esta preparada per ser utilitzada
per hibridar els oligos amb els productes de PCR marcats amb biotina.

Hibridacio

a. Els buffers que s’utilitzaran s’han de preescalfar.

1. 250mL 2xSSPE/0.1% SDS, 609C.
2. 250mL 2xSSPE/0.5% SDS, 602C.
3. 250ml 2xSSPE, temperatura ambient.

b. Diluir 20ul de cada producte de PCR obtingut en 150uL de 2xSSPE/0.1% SDS.

c. Escalfar la dilucié del producte de PCR a 992C durant 10min i immediatament
refredar en gel. En aquets punt es desnaturalitza I’ADN per tal que pugui hibridar
amb les sondes d’oligonucleotids.

d. Preparar la membrana amb un suport esponjés en el miniblotter de tal manera
que els carrils del miniblotter quedin disposats en perpendicular a les linies
d’aplicacié del oligonucleotids i aspirar les restes de fluid que puguin quedar a
cada carril.
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e. Omplir cada carril amb les dilucions de producte de PCR preparades i
desnaturalitzades previament i deixar hibridar amb les sondes durant 60min a
602C. Evitar contaminacions entre carrils i la formacié de bombolles d’aire.

f. Treure les mostres del miniblotter per aspiracid i amb molta cura treure la
membrana.

g. Fer dos rentats amb 250ml 2xSSPE/0.5% SDS a 602C durant 10min. Finalment es
deixara que es vagi refredant la membrana per evitar una inactivacido de la
peroxidasa.

h. Diluir 2.5uL de conjugat d’estreptavidina-peroxidasa en 10mL de 2xSSPE/0.5% SDS
i incubar la membrana en aquesta solucié de 45 a 60min a 429C. En aquest punt
es facilita la unié de I'estreptavidina amb la biotina dels productes de PCR.

i. Es fan dos rentats nous amb 250ml 2xSSPE/0.5% SDS a 42°C durant 10min i
seguidament es fan dos ultims rentats amb 250mL de 2xSSPE durant 5min a
temperatura ambient.

3. Revelat

a. Pel revelat quimioluminiscent dels punts on hi ha hagut hibridacié del producte de
PCR amb les sondes d’oligonucleotids s’incuba la membrana amb 20mL de solucié
reveladora durant 1min.

b. Es cobreix la membrana amb una fulla de plastic transparent i es deixa exposar
amb una pel-licula sensible a la llum durant 20min.

3.6.3.5 Sensibilitat i especificitat del RLB

En el procés de disseny i construccié del primers consens pel grup de Brink i
col-laboradors es van realitzar assajos de sensibilitat i especificitat d’aquests sobre els
diferents genomes de VPH. El terme sensibilitat fa referéncia al nombre de copies de VPH
que es poden identificar, mentres que I'especificitat es refereix a la capacitat d’identificar
correctament un genotip especific de VPH. Més concretament i de forma breu, I'assaig de
sensibilitat es va basar en la utilitzacid dels genomes de varis tipus de VPH clonats en
vectors de replicacié els quals es van diluir amb ADN de placenta humana i es va dur a
terme una PCR amb els primers consens. Una serie de dilucions dels productes de PCR es
van analitzar per RLB tal com s’ha descrit anteriorment. Els resultats van mostrar una alta
sensibilitat i especificitat de I’assaig. Cap de les proves dels VPH testats, incloent la prova
del VPH9 el qual només té 2 mismatches o 2 punts de no aparellament amb el VPH15, va
mostrar una hibridacié creuada. La sensibilitat de I'assaig un cop realitzada la técnica es va
trobar entre 100ag/reaccidé (equivalent a 10 copies de genoma de VPH/reaccié de PCR) i
10fg/reaccid (equivalent a 1000 copies de genoma de VPH/reaccié de PCR) depenent del
tipus de VPH (Brink, Lloveras et al. 2005).
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3.6.3.6 Reproductibilitat del RLB

Es van realitzar fins a 3 assajos addicionals amb les diferents dilucions dels genomes de
VPH. El resultats dels test pel que fa a sensibilitat i especificitat van ser els mateixos en

totes les ocasions.

3.7 VARIABLES PRINCIPALS DE L’ESTUDI.
3.7.1 Variables dependents (VD)
Expressio de VPH (qualitativa).

Quantificacio dels subtipus de VPH (quantitativa).

3.7.2 Variables independents (VI)
Edat (quantitativa).
Sexe (qualitativa).
Psoriasi familiar o esporadica (qualitativa).

Localitzacié de la biopsia (qualitativa).

3. 8 RECOLLIDA DE DADES.

Les dades es recullen en una base de dades i s’analitzen amb el paquet estadistic SPSS

v15.0.

3. 9 ANALISI ESTADISTIC.

Es realitzara un analisi d’estadistic descriptiu per totes les variables. Les variables
guantitatives es resumiran amb mesures de posicié o tendéncia central (mitja, mediana,
moda i percentils) i de dispersié (desviacid estandard, valors extrems i rang). Per les
variables qualitatives s’utilitzaran taules de freqilieéncia i percentatges sobre el total de
respostes avaluades. En tots els casos els intervals de confianga aplicats seran del 95% (IC

95%).
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Per la comparacié i estudi d’associacié es considerara un nivell de significacid
estadistica de 0,05 (p<0,05). La diferéncia entre els dos grups d’estudi s’analitzara per

mitja de la prova chi-quadrat ja que es tracta de dues variables de tipus qualitatiu.
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4. RESULTATS

Hem realitzat un estudi de deteccid de beta i gamma-papilomavirus en un total de 60
biopsies cutanies. 30 corresponen a pacients afectats de psoriasi vulgar (casos) i s’han obtingut
de l'area afectada; i 30 corresponen a pacients no afectats de psoriasi sotmesos a cirurgia
dermatologica (controls) i s’han obtingut de pell sana de les orelletes sobrants de la

reconstruccid quirdrgica.

4.1 Estudi descriptiu de la mostra estudiada

Pel que fa als casos un 70% de la mostra s6n homes i un 30% dones. L’edat mitja és de 58
anys. La biopsia cutania es localitza a nivell de I'extremitat inferior en un 36,7% dels casos, a
I’extremitat superior en un 23,3%, i al tronc en un 40%. Un 90% dels casos presenten una

psoriasi de tipus esporadic i un 10% de tipus familiar.

En el cas dels controls un 50% de la mostra sén homes i un 50% dones. L’edat mitja és de 74
anys. La biopsia cutania es localitza a nivell del cap en un 69,9% dels controls, a nivell de

I’extremitat inferior en un 10%, a I'extremitat superior en un 3,3% i en el tronc en un 16,7%.

4.2 Estudi de la qualitat de ’ADN extret de les biopsies cutanies

Seguidament s’ha procedit a I'extraccié de I’ADN de les biopsies cutanies parafinades per
mitja del quit QIAmp® DNA FFPE Tissue i s’ha realitzat una PCR de la B-globina per testar la
qualitat d’aquest. El 100% mostres incloses en el nostre estudi han presentat una positivitat

per a la 3-globina demostrant aixi la presencia d’ADN amplificable.

4.3 Estudi del tipatge de VPH per mitja de Reverse Line Blot

Posteriorment hem realitzat I'amplificaci6 de I’ADN extret de les biopsies cutanies
mitjancant PCR amb primers consens per a la deteccié de beta i gamma-papilomavirus. El
resultant de I'amplificacié ha estat sotmes a un tipatge de VPH mitjancant el Reverse Line

Blot. Aquest ultim procés ha estat realitzat en 3 ocasions.

Dins el grup de pacients amb psoriasi s’han detectat 4 casos amb positivitat pel VPH. Els
subtipus detectats corresponen al VPH9 en 2 casos, al VPH4 en 1 cas i al VPH23 en 1 cas.

Aguests s’han demostrat positius en els 3 assajos realitzats.
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Dins el grup de subjectes sans no s’ha detectat cap tipus de VPH.

Cal destacar també I'absencia de troballa de VPH5 o VPH36 en les biopsies de pell

psoriasica.
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Fig 6. Imatge de la membrana del RBL on es mostra la positivitat dels VPH23, 9 i 4 de les mostres de pacients
psoriasics (senyalades per mitja de fletxes). S’ha utilitzat el VPH15 com a control positiu.

4.5 Analisi estadistic dels resultats

Dins el grup de pacients amb psoriasi s’"han detectat 4 casos amb positivitat pel VPH, el que
representa un 13,33% del total de casos. Els 26 pacients restants no presentaven positivitat

per cap tipus VPH, el que representa un 86,67% del total dels casos.

Com ja hem comentat anteriorment, els VPH detectats corresponen al VPH9 en 2 casos, al
VPH4 en 1 cas i al VPH23 en 1 cas. Dins el grup de subjectes sans no s’ha detectat cap tipus de

VPH. El VPH4 esta inclos dins el grup dels gamma-papilomavirus i el VPH9 i 23 estan inclosos
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dins el grup dels beta-papilomavirus. Els gamma-papilomavirus es troben presents en el 3,33%
dels pacients afectats de psoriasi i els beta-papilomavirus en el 10%. Existeix un representacié
més important dels beta-papilomavirus respecte als gamma-papilomavirus, pero tot i aixo la

seva prevalenca en les mostres de psoriasi és baixa.
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Grafica 1. Comparacio entre casos i controls pel que fa a detecci6 de VPH.
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Grafica 2. Quantificacio dels subtipus detectats de VPH en les mostres psoriasiques.
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Les prevalences de deteccié de VPH sén molt baixes en els pacients amb psoriasi i nul-la en
els subjectes sans. No podem realitzar un calcul de la odds ratio (OR) o raé de productes
creuats ja que no es detecta cap VPH positiu en els controls. Per tant, ens altres paraules, no

podem quantificar I’associacié entre la preséncia de VPH i el fet de patir una psoriasi.

Taula Il. Taula de contingencia.

Casos (pell psoriasica) | Controls (pell no psoriasica) | Total
Preséncia de VPH 4 (a) 0 (b) 4
Abséncia de VPH 26 (c) 30 (d) 56
Total 30 30 60

OR=a*d/b*c=4*30/0*26= 120/0=error.

Calculant el valor de la Chi-quadrat amb la correccié per continuitat el valor de la p és de
0,112. Obtenim uns resultats no significatius ja que haviem acceptat préviament un nivell de
significacid estadistica inferior a 0,05 (p<0,05). El valor de la p que hem obtingut ens demostra
gue I'atzar no pot ser exclos com a explicacié d’aquests resultats, i per tant, no podem rebutjar

la H, que afirma que la prevalenga de VPH en pell psoriasica i pell normal sén similars.
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5. DISCUSSIO

La psoriasi és una dermatosi inflamatoria cronica i recidivant que es presenta en un 1,4% de
la poblacié espanyola (Ferrandiz, Pujol et al. 2002). Tot i que no es coneix amb exactitud la
causa de la psoriasi si que podem afirmar que en la seva etiopatogenia hi intervé una genetica
complexa i un fenomen immunologic afavorits per una série de factors ambientals

desencadenants.

Els estudis de poblacid indiquen que la psoriasi tendeix a I'agrupacié familiar. Probablement
existeix una gran variabilitat genética de la malaltia, en algunes families podria heredar-se de
forma mendeliana tractant-se d’una malaltia monogénica, mentre que en la majoria dels casos
es produiria com a resultat de la interaccié de multiples gens. S’han identificat almenys 9 loci
amb lligament genétic significatiu amb la psoriasi els quals es denominen PSORS1-9 (Liu,

Krueger et al. 2007).

La psoriasi es tracta d’una malaltia mediada immunologicament per limfocits T. La
naturalesa de I'antigen responsable de |'activacié de la cascada immunologica és un tema de

controversia.

S’ha descrit en nombrosos articles a la bibliografia una elevada prevalenga de beta-
papilomavirus en pacients amb psoriasi, sobretot el VPH5 i el 36, suggerint que aquests virus
podrien correspondre a aquest antigen causal. Majewski i col-laboradors van proposar un
model on les proteines de la capside del VPH contribuien a la proliferacié epidérmica servint
com a potencials antigens reconeguts pels limfocits B i T autoreactius (Majewski, Favre et al.

1998).

Els Papilomavirus pertanyen a la familia Papillomaviridae, familia de virus d’ADN amb
simetria icosaedrica, genoma circular i que careixen d’envoltura. Una classificacié recent dels
Papilomavirus els divideixen en 3 grups importants: el supergrup A, el supergrup B i el
supergrup E. Dins el supergrup B trobem els virus del subgrup B1, com el VPH5 (també
coneguts com Beta-papilomavirus), els quals causen lesions inaparents o latents a la poblacio
general, encara que poden arribar a ser un problema en individus immunodeprimits i en
individus amb defectes hereditaris. Per contrast, els virus del subgrup B2, com el VPH4 (també
coneguts com Gamma-papilomavirus) només causen berrugues cutanies a la poblacié general

(de Villiers, Fauquet et al. 2004).
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En el nostre estudi, on hem realitzat la deteccio tant de beta com gamma-papilomavirus de
30 biopsies de pell amb psoriasi i 30 bidopsies de pell sana, hem observat una baixa prevalenca
de VPH en els pacients amb psoriasi i nul-la en els subjectes sans. Els casos presentaven una
prevalenca de VPH del 13,33% i els controls del 0%. Els VPH detectats en els pacients amb
psoriasi son el VPH9 en 2 casos, el VPH4 en 1 cas i el VPH23 en 1 cas. Per tant, els gamma-
papilomavirus es troben presents en el 3,33% dels pacients afectats de psoriasi i els beta-

papilomavirus en el 10%.

Amb els resultats obtinguts no podem afirmar que la psoriasi presenti un prevalenca més
elevada de deteccié de VPH en comparacié amb la poblacié sana. El valor de la p que hem
obtingut (p=0,112) ens demostra que |'atzar no pot ser exclos com a explicacié d’aquests
resultats, i per tant, no podem rebutjar la H, que afirma que la prevalenca de VPH en pell

psoriasica i pell normal sén similars.

Per poder afirmar que aquests resultats obtinguts no sén deguts a I'atzar, és a dir, per
obtenir uns resultats estadisticament significatius, hauriem d’augmentar la poténcia del test, la
gual cosa s’aconsegueix realitzant I'estudi amb un tamany mostral més gran al que hem
utilitzat en el present assaig. Per tant, es podria considerar que una segona fase del treball
d’investigacio consistiria en la seleccié de més casos i més controls, tenint en compte que aixo

augmenta el cost de I'estudi.

Perd no es pot passar per alt que no s’ha observat cap VPH en els pacients sans i si en els
pacients afectats per psoriasi, que tot i no tractar-se de resultats significatius estadisticament
si que poden tenir certa rellevancia. Remarcar també la troballa més freqlent de beta-

papilomavirus que gamma-papilomavirus a nivell de la pell psoriasica.

Cal esmentar que no hem observat la presencia de VPH5 o VPH36 en cap de les 30 biopsies
cutanies de pell psoriasica, beta-papilomavirus que han estat freqlientment detectats en altres

estudis en malalts psoriasics.

El nostre estudi ens fan arribar a les mateixes conclusions que Viviano E i col-laboradors.
Observen una prevalenga de VPH del 71% en les mostres psoriasiques i del 58,3% en les
mostres de pell sana. El percentatge de deteccid del VPH no difereix de forma significativa
entre el grup psoriasic i el grup control. Conclouen que es tracta d’un virus amb preséncia
ubiqua tant en pell sana com afectada i que no té un paper com a factor causal de la psoriasi.
Els autors també destaquen la baixa prevalenca del VPH5 en els casos psoriasics, només del
7,4%, i I'abséncia de deteccid del VPH36 en les mostres analitzades com el nostre cas (Viviano,

Giovannelli et al. 2007).
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Altres autors també han demostrat I'ubiquitat d’aquest virus realitzant la seva deteccié en
pell sana. Es el cas de Antonsson A i col-laboradors que demostren que la infeccié del VPH té
una distribucié mundial amb un gran espectre de genotips. Estudien fins a 5 poblacions
diferents. La prevalenca de VPH a Blangadesh és del 68%, a Japd del 54%, a Etiopia del 52%, a
Zambia del 42% i a Suécia del 70%. Una gran multiplicitat de genotips sén detectats amb la
troballa de 88 tipus diferents de VPH en 142 mostres positives per ADN de VPH. En aquest cas
si que el VPH més prevalent és el VPH5 amb una prevalenca total del 6,5% (Antonsson, Erfurt

et al. 2003).

Pero ja hem esmentat la gran contrarietat de resultats dels estudis publicats a la
bibliografia pel que fa a la detecci6 de beta-papilomavirus. Multiples autors aporten
prevalences elevades de virus de I'Epidermodisplasia verruciforme en pell psoriasica
comparada amb pell sana amb resultats significatius. Fins i tot demostren la predominancga de

determinats virus com el VPH5 i 36.

Es el cas de Favre i col-laboradors els quals detecten ADN del VPH en el 91,7% de les
bidopsies de pell de pacients amb psoriasi comparat amb el 35,5% de les biopsies de pell de
pacients amb dermatitis atopica. Les prevalences del VPH5, VPH36, i VPH1 en les mostres dels

pacients amb psoriasi eren de 89,4%; 84,2% i 42,1% respectivament (Favre, Orth et al. 1998).

Sonke J Weissenborn i col-laboradors detecten VPH en el 83% de les mostres psoriasiques i
en el 19% de les mostres de pell sana. Els tipus de VPH més prevalents en els pacients amb
psoriasi van correspondre al VPH36 en un 62% dels casos, al VPH5 en el 38% dels casos i al

VPH38 en el 24% dels casos (Weissenborn, Hopfl et al. 1999).

Mahé E i col-laboradors demostren altes prevalences de beta-papilomavirus en els
subjectes afectats per psoriasi: un 38,5% dels nens i un 35,7% dels adults, en comparacié amb
els subjectes controls: un 6,7% dels nens i un 10,1% dels adults. El VPH5 es detecta en el 46,2%
dels nens afectats per psoriasi i en el 46,4% dels adults afectats per psoriasi. EI VPH36 es
detecta en el 15,4% i el 25% de nens i adults afectats per psoriasi respectivament (Mahe,

Bodemer et al. 2003).

Prignano G i col-laboradors observen una alta prevalenca de VPH5 (74,1%) en les arees
afectades per psoriasi i una disminucio de la prevalenca (33,3%) en les arees no afectades per
psoriasi, comparat amb un 0% en subjectes sans i un 3,6% en arees lesionals de pacients amb

altres patologies inflamatories (Prignano, Ferraro et al. 2005).

Simeone P i col-laboradors detecten VPH5 en el 64% del total de biopsies de pell psoriasica i

no observen cap VPH a les biopsies realitzades en pell sana (Simeone, Teson et al. 2005).
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Cronin JC i col-laboradors observen que la prevalenca del VPH en les celles i en la pell dels
pacients amb psoriasi és més elevada que en els controls, 83,3% vs 46,7% respectivament.
Aquests autors son els primers a estudiar la prevalenca tant de beta com gamma-
papilomavirus en les mostres cutanies. Els beta-papilomavirus sén detectats en el 96,7% dels
casos amb psoriasi amb positivitat pel VPH i en el 90,5% dels controls sans amb positivitat pel
VPH. Els gamma-papilomavirus sén detectats en el 6,78% dels casos positius pel VPH i en el
9,5% dels controls positius pel VPH. Observen un percentatge més elevat de deteccid de beta-
papilomavirus que de gamma-papilomavirus en pell psoriasica sense destacar el paper del

VPH5 i 36 com en el nostre cas (Cronin, Mesher et al. 2008).

A continuacid presentem una taula comparativa dels diferents estudis de deteccié del VPH

juntament amb els resultats del nostre estudi.

Taula Ill. Estudi comparatiu de deteccié de VPH entre els diferents estudis presentats a la

bibliografia:

VPH més freqiients en
els casos

Casos VPH+ (%)

Controls VPH+ (%)

Favre, Orth et al. 1998 91,7 35 VPHS5, VPH36, VPH1
Weissenborn, Hopfl et al. 1999 83 19 VPHS5, VPH36, VPH38
) 38,5 (nens) 6,7 (nens)
Mahé, Bodemer et al. 2003 VPHS5, VPH36
35,7 (adults) 10,1 (adults)
X 74,1 (area afectada) 0 (sans)
Prignano, Ferraro et al. 2004 . 3,6% (altres pat. VPH5
33,3 (area no afectada) .
Inflamatories)
Simeone, Teson et al. 2005 64 0 VPH5
Viviano, Giovannelli et al. 2007 71 58,3 VPH4
Cronin, Mesher et al. 2008 83,3 46,7 VPHS5, VPH21, VPH14
El nostre estudi 13,33 0 VPH9 (2), VPH4 i 23 (1)

Aquests resultats contradictoris presentats a la bibliografia es podrien explicar per diferents
motius. Per una banda tenim la diversitat de la procedéncia, tipus i localitzacidé de les mostres
analitzades i, per l'altre, la utilitzacié per part dels investigadors de diferents metodes de

deteccié de papilomavirus.

Pel que fa a la procedéncia de les mostres estudiades observem que aquestes provenen de
diverses poblacions en les quals la prevalenca del VPH pot ser diferent, com ja s’ha demostrat

en estudis poblacionals de deteccié del VPH (Antonsson, Erfurt et al. 2003). La majoria dels
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estudis utilitzen biopsies cutanies per a la deteccidé dels VPH pero també s’han utilitzat
escames cutanies i fol-licles pilosos del cuir pilds o de les celles. De la mateixa manera que les
mostres cutanies no s’obtenen sempre de la mateixa localitzacié en tots els estudis. També cal
destacar que moltes vegades els controls no corresponen exactament a individus sans sind que
presenten altres dermatosis inflamatories com una dermatitis atopica. O bé no es compara
amb individus sans sind amb la pell sana del mateix pacient afectat de psoriasi. Cal esmentar el
biaix de confusié en molts articles per la inclusié de pacients amb psoriasi tractats préviament
amb agents immunosupressors topics o sistémics o fototerapia, modalitats terapeutiques que

poden afavorir la infeccid pel VPH segons alguns autors (Wolf, Seidl et al. 2004).

Pero el principal problema a tenir en compte correspondria a I'Us de diferents técniques de
deteccié del VPH. La majoria dels estudis utilitzen la técnica de PCR amb primers consens per a
la deteccidé de beta-papilomavirus i, posteriorment, utilitzen primers especifics i determinen el
subtipus de VPH. Cal tenir en compte que no en tots els estudis han utilitzat els mateixos
primers consens (GP5+/6+ o MGY09/11) i que posteriorment només han identificat certs
subtipus de VPH, sobretot el 5 i el 36, a causa de la utilitzacié de primers especifics només per
aquests tipus determinats de beta-papilomavirus. Aquests fets poden causar variacions
respecte a la deteccié de VPH entre els diferents estudis. Cal destacar també que en la majoria
dels assajos només intenten la deteccid de beta-papilomavirus impossibilitant I'observacio
d’altres papilomavirus com els gamma produint aixi un biaix d’informacié. Només I'estudi de
Cronin i col-laboradors realitzen la deteccié tant de beta com gamma-papilomavirus com a
novetat (Cronin, Mesher et al. 2008). Altres autors han optat per la utilitzacié de tecniques
serologiques com la deteccid d’anticossos contra proteines de la capside especifiques del VPH5
impossibilitant encara més la deteccié d’altres papilomavirus coexistents. Seria necessaria la
utilitzacié d’'una mateixa técnica consensuada per poder realitzar un estudi comparatiu entre

els assajos aportats a la bibliografia.

Si comparem el nostre assaig amb la resta d’estudis publicats (Taula Ill) podem observar
com nosaltres obtenim un percentatge més baix de deteccié de VPH en pacients afectats de
psoriasi. Com ja he comentat anteriorment s’han aportat a la bibliografia percentatges de
deteccié que van del 64 al 83,3% en les mostres psoriasiques. Fins i tot, observem com en
alguns estudis els percentatges de deteccié de VPH en pell sana també sdn elevats arribant fins

a un 58,3% dels casos. Aquesta diferéncia de deteccid és dificil de interpretar ja que el 100% de
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les nostres mostres presentaven un positivitat per a la B-globina i, per tant ADN amplificable, i

podria ser motivada pels diferents passos que s’han de dur a terme durant el procés tecnic de

deteccio.
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6. CONCLUSIONS

Les conclusions que obtindriem del nostre estudi sén les seglients:

1. Existeix una baixa prevalenga de VPH en individus psoriasics i en individus sans.
Unicament obtenim un percentatge de deteccié del VPH del 13,33% en el total dels

casos i un 0% en el total dels controls.

2. Els beta-papilomavirus (VPH9 i VPH23) presenten una prevalenca superior respecte
els gamma-papilomavirus (VPH4) en la pell psoriasica, un 10% i un 3,33% del total

de casos respectivament.

3. EI' VPH5 i VPH36 no sén detectats en cap de les biopsies cutanies realitzades en els
pacients psoriasics. Aquests tipus especifics de beta-papilomavirus poden no tenir

un rol causant tant important a nivell de la psoriasi com s’ha publicat anteriorment.

4. Donat que el valor de la p no ha resultat significatiu estadisticament (p>0,05)
arribem a la conclusié que I'atzar no pot ser exclos com a explicacié d’aquests
resultats, i per tant, acceptem la hipotesi nul-la que afirma que la prevalenca de
VPH en pell psoriasica i pell normal sén similars. Aixi doncs, el VPH podria no tenir

un paper etiopatogenic a la psoriasi.

5. Per obtenir resultats estadisticament significatius caldria augmentar la poténcia del
test, i per tant, incloure més subjectes en el tamany mostral. Aixd podria

correspondre a una segona fase de |'estudi.

6. Existeix gran controversia a nivell de la bibliografia pel que fa a percentatges de
deteccié del VPH. Estudis demostren un augment de la prevalenga de VPH en pell
psoriasica respecte a pell sana de forma significativa mentre que altres autors
demostren uns presencia similar en pell psoriasica i en pell sana. Aquesta disparitat

de resultats podria ser causada per la diversitat de la procedéncia de les mostres
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analitzades i pels diferents métodes de deteccio utilitzats pels investigadors. Tots

aquests fets dificultarien la comparacié entre els diferents estudis.
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