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RESUMEN

Estudiamos la influencia del factor de crecimiento endotelial tipo A en pacientes
con dermatitis atdpica (DA), que es una enfermedad inflamatoria, crénica, reci-
divante de la piel, que altera la calidad de vida. Se ha visto que el VEGF A podria
estar relacionado con la fisiopatologia de esta enfermedad. Otro de los objeti-
vos fue determinar el nivel plasmdtico de IgE en pacientes enfermos y sanos. Es
un estudio clinico, observacional, transversal y analitico en el cual se determiné el
valor de VEGF A en suero en 10 paciente con diagndstico de DA y 10 paciente
correspondiente al grupo control. Otras variables estudiadas fueron sexo, edad,
antecedentes patoldgicos alérgicos, antecedentes familiares alérgicos, inicio de la
enfermedad, sintomatologfa mucocutdnea, valores de IgE sérica total por ELISA,
pruebas de prick test con aeroalérgenos. Se analizé el VEGF-A sérico mediante
inmunoensayo enzimatico siguiendo las instrucciones del fabricante (Human VE-
GF-A Platinum) por ELISA. Como conclusién en este trabajo se pudo observar
aumento de IgE total sérica y disminucién de VEGF A sérico en pacientes con
DA, probablemente porque se deposita en la capa cérnea de la piel asociada a la
respuesta de la lesion inflamatoria. Se requiere un mayor estudio para su andlisis.

Palabras claves: dermatitis atopica, factor de crecimiento endotelial, IgE
total sérica, VEGF.

ABSTRACT

We studied the influence of endothelial growth factor type A on patients
with atopic dermatitis, which is an inflammatory, chronic, recurrent disease
of the skin, which alters the quality of life. It has been shown that VEGF A
may be related to the pathophysiology of this disease. Another objective was
to determine the plasma level of IgE in sick and healthy patients. It is a clini-
cal, observational, transversal and analytical study in which the value of VEGF
A in serum was determined in 10 patients with diagnosis of AD and 10 pa-
tients corresponding to the control group. Other variables were sex, age,
allergic pathological history, allergic family history, onset of disease, mucocu-
taneous symptomatology, total serum IgE values, Prick test, with common in-
haled allergens. Serum VEGF-A was analyzed by enzyme immunoassay fo-
llowing the manufacturer’s instructions (Human VEGF-A Platinum) ELISA. As
conclusion, in this work it was observed that there was no relationship with
the increase of serum VEGF A in patients with AD probably because it oc-
curs in the local region of stratum corneum in the inflammatory lesion. Fur-
ther study is required for analysis.
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INTRODUCCION

La dermatitis atépica (DA) es una enfermedad crénica e
inflamatoria de la piel, con brotes y remisiones que sue-
len durar meses o afios'”. Ella es de etiologia desconoci-
da, y resulta de las interacciones de varios factores genéti-
cos, ambientales, locales, defectos en la funcién de la ba-
rrera cutdnea y una serie de factores inmunoldgicos**¢. La
lesién elemental es la vesicula. Se presenta con prurito in-
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tenso, xerosis y lesiones eccematosas, inicio a edad tempra-
na, con frecuencia asociado a otras enfermedades atépicas
como rinitis alérgica y asma. Las manifestaciones clinicas
de la dermatitis atdpica varfan segun la edad y otras formas
atipicas de presentacién; se pueden identificar 3 ctapas;
fase de la infancia, de la adolescencia y la edad adulta'”.
Existe una sensibilizacién mediada por IgE a los alérgenos
de los alimentos y del medioambiente (acroalérgenos)'.
Una teorfa fisiopatoldgica sostiene que el defecto prima-
rio reside en alteracién inmunoldgica provocada por sen-
sibilizacién mediada por Ig E**%, con disfuncién epitelial
de la barrera considerada y, como consecuencia, inflama-
cién local’. Otra propone que es un defecto intrinseco en
las células epiteliales que conduce a disfuncién de barre-
ra donde los aspectos inmunolégicos son considerados un
epifenémeno™.

Epidemiolégicamente, la prevalencia de DA en el mundo
se ha duplicado o triplicado en los paises industrializados
durante los tltimos treinta afos; del 15 al 30% de los ni-
fios y del 2 al 10% en los adultos'>.

Se ha observado durante las etapas de exacerbacién au-
mento de la expresién de IL-4 ¢ IL-13 como parte de una
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Figura |.Sexo en dermatitis atdpica (DA) y controles

respuesta exagerada TH2, las cuales se presentan de forma
importante en la forma aguda y aumentan la expresién de
IgE y moléculas de adhesién. La IL-5 favorece el desarro-
llo y la sobrevida de los eosinéfilos y predomina en la for-
ma crénica de la enfermedad!>?.

El diagndstico se basa en la presencia de un conjunto de
sintomas y signos clinicos, junto con varias caracteristicas
asociadas de su historia clinica. Hanifin y Rajka establecie-
ron en 1980 los criterios diagnésticos de DA: 4 criterios
mayores y 23 menores. Se requieren 3 mayores y 3 meno-
res para diagnosticar la patologfa'”.

La presentacion clinica tiene dos formas: 1) Forma extrinse-
ca (DAE): mediada por IgE y ocurre en ¢l 70 al 80% de los
casos. 2) Forma intrinseca: no es mediada por IgE y ocurre
en el 20 al 30%. Ambas formas se asocian con eosinofilia!”.
El factor de crecimiento endotelial (VEGF) y sus fami-
lias de receptores son reguladores de la angiogénesis tan-
to en la permeabilidad vascular normal como en la enfer-
medad”!®®; por esta razén se considera importante su es-
tudio y andlisis en esta patologfa. Existe un tinico gen para
VEGF-A localizado en la regién cromosémica 6p21.3.
La isoforma VEGF-A desempefia un rol importante en
la proliferacién endotelial, la migracién y la superviven-
cia. El VEGF-A interacttia con los receptores de VEGEF-1
(Fle1) y los receptores de VEGF-2 tipo tirosina quinasa as
como su correceptor neuropilina-1 (NRP- 1), los cuales se
expresan en células endoteliales normales™!. Tras la esti-
mulacién de VEGF-A, se activan eventos de transducciéon
de senales, lo que produce dimerizacién del receptor y au-
tofosforilacién seguida por la fosforilacién de la proteina
quinasa C (PKC), la fosfolipasa Cy (PLCy) y la fosfati-
dilinositol 3-quinasa (PI3K)*'°. El nivel de VEGF tipo A
debe estar estrechamente controlado para permitir la vas-
culogénesis y la angiogénesis normal’!'. En la dermatitis
atdpica histoldgicamente se caracteriza por vasos dilatados y
edema perivascular que conduce a evitema y edemas se obser-
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vd que la angiogénesis es un signo anatomopatoldgico impor-
tante de la enfermedad'>'>"719222>2¢,

OBJETIVO GENERAL

Identificar el nivel plasmético de VEGF-A en los pacientes
con dermatitis atopicay compararlo con un grupo de per-
sonas sin lesiones de piel compatibles con dermatitis até-
pica u otras manifestaciones dermatoldgicas inflamatorias,
es decir, individuos sanos, normales (grupo control).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar el nivel plasmatico de VEGF-A con el
género.

e Determinar el nivel plasmdtico de IgE en pacientes
enfermos y sanos.

o  Correlacionar los niveles de VEGF-A con valores de
IgE sérica en el grupo de pacientes.

MATERIALESY METODOS

Estudio clinico, observacional, transversal y analitico. Se
reclutaron 10 pacientes, que cumplian con los criterios de
DA segtn los criterios de Hanifin y Rajka >% que concu-
rrieron al servicio de Alergia e Inmunologia en el Hospital
Nacional de Clinicas (HNC) de la ciudad de Cérdoba;
durante el periodo febrero 2014 a julio 2015. Ademds se
seleccionaron 10 individuos sanos, sin enfermedad apa-
rente, voluntarios que se inscribieron como grupo control.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes masculinos y femeninos de entre 16y 85 afos.
Pacientes con sintomas clinicos compatibles con dermati-
tis atdpica, asociada o no con: rinitis alérgica (asociada o
no a conjuntivitis alérgica y/o sinusitis), asma (leve inter-
mitente, leve o moderada persistente), alergia alimentaria,
dermatitis de contacto.

Ausencia de ingesta de corticoides por un perfodo mini-
mo de 8 semanas

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes masculinos y/o femeninos menores de 16
afios y mayores de 85 afios.

e Presencia de urticaria crénica idiopética en el curso
del estudio.

e Consumo corticoides en un lapso menor a 8 semanas
a la realizacién del estudio.

e Presencia de otras patologfas dermatoldgicas durante
el curso de su enfermedad (DA).

o  Cirugfas recientes.

e Presencia de patologias malignas, neoplasias.

e  Retinopatias.

e  Hepatopatia.

e Nefropatias.
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Figura 2. Edad de los pacientes con dermatitis atépica (DA) y
tiempo de evolucidn de su enfermedad, comparado con contro-
les normales.

e Dacientes con antecedentes de asma persistente seve-
ro o asma de dificil manejo.

e  Enfermedades infecciosas agudas o crénicas durante
el estudio.

e Embarazo, puerperio o lactancia durante el estudio.

VARIABLES ESTUDIADAS

Sexo, edad, antecedentes patoldgicos alérgicos, antecedentes
familiares alérgicos, inicio de la enfermedad, sintomatologfa
mucoso-cutdnea y cualquier otro sintoma sistémico acompa-
fiante, valores de IgE sérica total, pruebas de prick rest para ac-
roalérgenos y valor de VEGF tipo A sérico.

IgE total por ELISA (laboratorio Abbott); s hicieron las
determinaciones siguiendo las instrucciones del laborato-
rio productor. La cantidad de IgE fue determinada por una
curva estandar y se expresé en kU/L. El rango de deteccién
fue entre 0,8 kU/l y 3600 kU/L. El procedimiento consis-
te en incubar con las muestras (estdndar, controles y pacien-
tes) particulas recubiertas de anti-IgE humana de concjo.
Durante la incubacién la IgE presente en el suero se une a
la fase solida. Luego de las aspiracién del material no uni-
doy del lavado, las particulas se incuban con anti-IgE huma-
na monoclonal conjugada a peroxidasa que reacciona con-
tra el complejo anticuerpo-IgE que recubre la particula. La
presencia de la enzima unida al complejo anticuerpo-IgE en
la superficie de la particula se detecta incubando la particula
lavada con O-feniendiamina, que contiene perdxido de hi-
drégeno. Durante la incubacién se desarrolla un color ana-
ranjado proporcional a la cantidad de IgE unida a las parti-
culas. Los valores de absorcién del anilisis de los estinda-
res, el control y el suero de los pacientes se objetivan en es-
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pectrofotémetro a 492 nm. La curva patrdn se obtiene re-
presentando gréficamente el valor de la absorcién frente a la
concentracién de los estindares correspondientes.
Prick test, se practicd la prueba cutdnea de hipersen-
sibilidad inmediata: para alérgenos ambientales de
Coérdoba, Argentina: Dermatophagoides  pteronyssinus,
Dermatophagoides farinae, gramineas, c tala, Ambrosia,
Amaranthus, Alternaria, Hormodendrum, Penicillium,
Aspergillus, Mucor. Técnica: con lancetas de acero inoxida-
ble de 1 mm (Diater Argentina). Control negativo: solu-
cién salina, diluyente para extractos alergénicos; y como
control positivo: fosfato de histamina (10 mg/ml). Los
procedimientos y lectura se realizaran siguiendo los crite-
rios de la TaskForce?. Se considerd prueba positiva en for-
ma arbitraria, aquella cuya papula era 22 mm superior al
control negativo de solucién fisioldgica.
VEGF A: los métodos analiticos que se utilizaron para
medir la concentracién del factor de crecimiento endote-
lial vascular tipo A (VEGEF-A) son los siguientes:
1°. se realizd la extraccién de sangre de acuerdo a procedi-
miento estdndar, en condicién de reposo, signos vita-
les normales. Se separd el suero y se conservé inmedia-
tamente en freezer a —20°C.
2°. Se analiz6 el VEGF-A sérico. El procedimiento fue reali-
zado mediante inmunoensayo enzimdtico siguiendo las
instrucciones del fabricante (Human VEGE-A Platinum)
ELISA Laboratorio Bioscience San Diego, California,
USA. Las muestras de sangre se obtuvieron durante la
mafiana, con un periodo de ayuno de entre 8 y 12 horas.
Fueron guardadas hasta el estudio a —40°C. Luego se pro-
cesaron en una sola vez con la misma temperatura y pre-
sién barométrica para todas las muestras. Se encubaron en
paralelo el suero de los pacientes enfermos en relacién 1:1
con diluyente de equipo, sueros controles sanos y muestra
del estdndar del VEGF-A humano, todos ellos por dupli-
cado. Se procedié al lavado y se adiciond el anti-VEGF-A
biotinilado. Luego de la incubacién y lavado se agregé la
streptavidina marcada con peroxidasa del rdbano picante.
Después de otro ciclo de incubacién y lavado se adiciond
el sustrato tetrametilbencidina (TMB). Luego se procedié
a incubar y frenar la reaccién enzimdtica, se desarrollé un
producto coloreado cuya intensidad se relacionaré con la
cantidad de VEGF-A en el suero. Se grafic6 una curva es-
tandar de densidad dptica (DO) media vs. concentracién
de cada una de las diluciones del VEGF-A humano y se ex-
trapolé la concentracién a partir de la absorbencia media
de cada muestra. La concentracién se multiplicé por el fac-
tor de dilucién 2. El minimo detectable del kit es de 15 pg/
mly rango entre 15y 960 pg/ml

CONSIDERACIONES ETICAS
Fue aprobado por el Registro Provincial de Investigacién
en Salud de Cérdoba (Ministerio de Salud) y por el
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Figura 3. Niveles de IgE sérica total en dermatitis atdpica y
controles.

Comité de Capacitacién, Docencia e Investigacién y de
Bioética del Hospital Nacional de Clinicas de Cérdoba.

METODOLOGIA ESTADISTICA

Se calcularon las medidas descriptivas para las variables
de tipo cuantitativas (media, error estdndar y rango) y los
porcentajes para las cualitativas.

Ademds, para la comparacién de las medias por grupos se
aplicé test estadistico # de Student. Para el andlisis entre
los pardmetros de VEGF-A uvs. IgE se calcul6 con el méto-
do Anova Kruskal Wallis.

En todas las variables se realizé una prueba de normalidad
de Shapiro-Wilks modificado.

El nivel de significancia utilizado fue de p<0,05.

Para el andlisis estadistico se utilizé el software estadistico

GraphPad Prisma 5.

RESULTADOS

La distribucién segin sexo fue 50% para cada sexo en los
pacientes con dermatitis atdpica y del 60% de sexo fe-
menino y 40% masculino en el grupo control. No hubo
diferencias significativas de género en ambos grupos
(Figura 1).

Analizando la edad, en los pacientes fue de 2545,925
afios y en el grupo control de 31,5+1.65 afios, p=
0.0026; la evolucién fue en DA de 22,8+5,63 afos
(Figura 2).

VEGF A e IgE sérica total en adultos con dermatitis atdpica | Miranda CB y cols.
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Figura 4. Prick con aeroalérgenos en pacientes con dermatitis
atopica (DA) vs. controles.

ANALISIS DE LA IGE

Cuando se compararon los valores de IgE, en el grupo con
dermatitis atépica fueron de 433,3+£96,12 kU/I (media +
EE) y en el de los controles 89,6 + 15,88 kU/I, p=0.0001
(Figura 3).

SENSIBILIZACION CON AEROALERGENOS

La sensibilizacién con acroalérgenos fue altamente po-
sitiva en los pacientes con dermatitis atopica. Positiva
10/10 en los pacientes y solo 1/10 en los controles sanos,
p=0,0001 (Figura 4).

VEGF-A

Fl estudio de la determinacién de VEGF A fue en DA de
196,7463,43 pg/ml (expresado como media * SE) y en con-
troles 501+84,33 pg/ml, p=0.0081, significativa (Figura S).

CORRELACION ENTRE ELVEGFY EL IGE

Se realizd una correlacién entre el VEGF A e IgE sérica
utilizando el método One way Anova; Kruskal Wallis con
p=0,0003 (Figura 6).

DISCUSION

La angiogénesis y la vasculogénesis son reguladas principal-
mente por varios factores de crecimiento y sus receptores
asociados (RTK: receptores tirosina quinasas). Entre ellos
se encuentran el VEGF (factor de crecimiento endotelial
vascular) y VEGER (receptores VEGF) 9. Como sabemos,
el VEGF-A es esencial para muchos procesos angiogénicos
de diversas causas. Nuestro estudio se focaliza en dermatitis
atdpica que sufren adultos y su relacién con é10%.

La expresion génica de VEGF esta regulada por una va-
riedad de estimulos tales como la hipoxia, factores de cre-
cimiento, la mutacién p53, estrégeno, TSH (hormo-
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Figura 5. Niveles de VEGF A en dermatitis atdpica y controles
sanos, p=0.008 |

na estimulante del tiroides), promotores tumorales, ON
(6xido nitrico), obesidad, edad, respuesta alérgica, en-
tre otros'>12202332 Por ello existe una diversidad de facto-
res que pueden influir en las variaciones de los valores del
VEGF A, los cuales pueden haber influido en la muestra
del grupo pacientes y controles incluidos en este trabajo.
Nuestro estudio se realizé en individuos jévenes que pre-
sentan DA desde la nifiez, arrastran el proceso por un largo
periodo de tiempo, es ast que su edad era de 25+5.92 afios
y su evolucidn de 22.8+5,67 afios. Ellos integran el grupo
de los pacientes con marcha atdpica y clara alteracién de la
filagrina, por lo tanto alteracion de la barrera epitelial cu-
tdnea y respiratoria y sensibilizacién a 4ero-alérgenos co-
munes as{ como aumento de IgE en suero'”¥*,

Asi es que los niveles de IgE fueron mds elevados en los
pacientes con DA que en el grupo control, valor espera-
ble puesto que forman parte de los criterios diagndsticos
utilizados para clasificar a los pacientes'***, La sensibi-
lizacién a aeroalérgenos fue positiva en todos los pacien-
tes, y casi negativa en controles sanos, en coincidencia con
lo descrito previamente!™ 83334,

Es de hacer notar que nuestro grupo con DA presentaba
similar proporcién de paciente masculinos y femeninos,
diferente a lo que se encuentra en los alérgicos en general
que luego de la pubertad donde predomina el sexo femeni-
no. Se podria explicar estos resultados por el hecho de que
la dermatitis atépica se arrastra desde los primeros afios de
vida, donde es predominante el sexo masculino y se equili-
bra luego de la pubertad™.

En diversos estudios de DA se ha evidenciado que el
VEGFA se encuentra en concentracion aumentada en
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Figura 6. Niveles de VEGF A e IgE séricas en pacientes con der-
matitis atépica (DA) y controles (Con).

el estrato cérneo de la piel lesionada” 1518212225268

Ademas, se conoce que la expresion de VEGFA estd regu-
lada positivamente en la epidermis de las dermatosis infla-
matorias tales como psoriasis, dermatitis de contacto. Por
los mismos se ha demostrado que el VEGF A estd en gran
medida en exceso en la epidermis de las lesiones de DA y
esta sobreproduccién resulta en la dilatacidn de los vasos e
hiperpermeabilidad. Se observa en las lesiones tipicas de la
DA una dilatacién prolongada de los capilares cutdneos, lo
cual produce un persistente eritema y edema, aumentando
el prurito y rascado cuyo efecto final es la liquenificaciéon
de la piel. Por lo tanto la DA, se torna un proceso créni-
co inflamatorio de la piel caracterizado por un severo pru-
rito, eritema y edema resistente a los antihistaminicos. El
VEGF A es un potente mediador que produce hiperper-
meabilidad de los vasos sanguineos y proliferacion endote-
lial, por lo que estarfa involucrado en el persistente edema
y eritema de la dermatitis atdpica®!#15182021.25,

La actividad bioldgica del VEGF fue corroborada por
Zhang et al.?, quienes demostraron la presencia en alto
nivel de VEGF A en DA, 25 veces més que en el ex-
tracto cérneo de la piel normal. Esto explica su efecto
de hiperpermeabilidad de los vasos sanguineos, hecho
que se observa en la histopatologia DA y que explican
su rol en el persistente eritema y edema que manifiestan
las lesiones de DA. Por otra parte, en estudios comple-
mentarios que realizaron estos autores encontraron que
el VEGF extraido de la piel con DA, puesto como es-
timulante de endotelio de venas umbilicales en cultivo,
su nivel era 25 veces mds alto que el extraido de extrac-
to cdrneo normal?®,

En nuestro estudio realizado en suero, no se encontré el
aumento de VEGF A descrito en la piel. Ademds se obser-
varon valores inferiores a los encontrados en el grupo con-
trol de nuestro estudio. Esto se explicaria por el alto y per-
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sistente consumo local del VEGF A en la zona del érga-
no de choque; la piel, con DA, coincidente con la cronici-
dad de la enfermedad y a la edad de los pacientes quienes
tienen muchos afios de evolucién de su proceso de DA.
Posiblemente esto nos lleve a pensar que el VEGF A se en-
contrarfa aumentado localmente en los sitios de dafio con
DA. En cuanto al género, no se encontraron diferencias
significativas de los valores de VEGFA.

Por tltimo, existe correlacién negativa entre los niveles au-
mentados de IgE sérica total y disminuidos de VEGF A
en suero, si los comparamos con los individuos normales.

CONCLUSION

En este trabajo no se encontré relacién aumentada de
VEGF-A en suero de pacientes con DA.
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