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RESUMO

OLIVEIRA, P.S.S. Avaliacdo de marcadores imunolégicos envolvidos no processo
inflamatdrio em pacientes portadores de psoriase em placas. 2016. 88p. Dissertacdo

de mestrado. Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A psoriase € uma doenca cronica da pele cuja apresentacdo clinica predominante, é
chamada psoriase em placas ou vulgaris. A imunopatogénese da doenca compreende a
interacdo entre queratindcitos, células imunoldgicas e seus mediadores inflamatérios. As
principais moléculas envolvidas nesta interacdo sdo as citocinas proinflamatdrias, entre
as quais, destacam-se as pertencentes as vias Thl e Th17. Recentemente, outras moléculas
tém sido implicadas na doenga como a familia da IL-1. Dessa forma, decidiu-se avaliar
moléculas inflamatdrias em amostras de soro e pele de pacientes portadores de psoriase
em placas. Para tanto, utilizou-se 88 amostras de soro previamente coletadas de
portadores da doenca e individuos sadios e a retirada de 21 bidpsias de pele de pacientes
com psoriase. Para dosagem sérica, utilizou-se Kkits comerciais de detecgdo
imunoenzimaticos das citocinas, de acordo com as instrucfes do fabricante. As amostras
de pele foram submetidas a extracdo de RNA e sintese de cDNA. Os transcritos foram
quantificados por RT-PCR quantitativa utilizando sondas Tagman®. As citocinas IL-
17A, IL-22 e IL-6 encontraram-se significantemente aumentadas no soro dos pacientes
do que em controles, mas ndo houve correlacdo entre esta elevacdo e a atividade da
doenca. Na pele, foram detectados niveis elevados de IL17A, IFNG e FOXP3 em
pacientes mais graves. Dentre as quais, IL-17A parece ser a mais influente na severidade
da doenga. Ademais, foram observadas correlagdes positivas e significantes entre 0s
transcritos analisados na pele. Este estudo mostrou que moléculas envolvidas na
patogénese da psoriase foram detectaveis no soro e na pele e o padréo de expressao pode

variar conforme o status clinico de atividade da psoriase.

Palavras-Chave: Psoriase. Inflamacéo. Citocinas. Gravidade da doenca.



ABSTRACT

OLIVEIRA, P.S.S. Evaluation of immunological markers involved in the
inflammatory process in patients with plaque psoriasis. 2016. 88p. Masters

Dissertation. Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Psoriasis is an inflammatory and chronic skin disease. We named psoriasis plaque-type
or vulgaris the predominant clinical presentation. The immunopathogenesis of the disease
comprises the interaction of keratinocytes, immune cells and their inflammatory
mediators. The key molecules involved in this interaction are the proinflammatory
cytokines, among which belonging Thl and Th17 pathways. Recently, disease implicated
other molecules such as IL-1 family. In this direction, we evaluate inflammatory
molecules in serum and skin of patients with plaque-type psoriasis. To realize it we used
88 serum samples previously collected from patients and healthy individuals. In addition,
we carried out 21 skin punch biopsies from another group of psoriasis patients. It used
ELISA commercial kits for cytokine’s detection, according to the manufacturer's
instructions. The skin samples were subjected to RNA extraction and cDNA synthesis.
After that, gRT-PCR analysed trancripts using Tagman® probes. Results showed that
sera from psoriasis patients contained increased IL-17A, IL-22 and IL-6 levels than in
controls, but did not correlated with disease activity. In the skin, it was detected high
levels of IL17A, FOXP3 and IFNG in patients with severe disease. It seems that IL-17A
play the central influence in disease severity. Skin samples also showed positive and
significant correlations between the transcripts analysed. We detected in both serum and
skin samples, molecules involved in the pathogenesis of psoriasis. Notably, the skin
transcripts the expression pattern could vary depending on the clinical status of psoriasis

activity.

Keywords: Psoriasis. Inflammation. Cytokines. Disease severity.
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1 INTRODUCAO

A psoriase (Pso) é uma doenca inflamatdria e crénica da pele, associada a
desordem imune e comprometimento sistémico. A apresentacao clinica predominante das
lesbes psoriaticas € caracterizada pela formagéo de placas eritematosas descamativas e
bem delimitadas devido a hiperproliferacdo desordenada dos queratindcitos (NESTLE,
KAPLAN & BARKER, 2009). Dados epidemioldgicos indicam que a prevaléncia entre
homens e mulheres é a mesma e a manifestacao inicial ocorre, em geral, por volta das
duas primeiras décadas de vida (MARQUES, 2009). Além do comprometimento estético
corporal, individuos com psoriase podem apresentar doengas como sindrome metabdlica,
aterosclerose, hipertensao, ansiedade, entre outras. Estes quadros associados promovem
grande impacto na qualidade de vida dos portadores (NI & CHIU, 2014).

O tratamento da psoriase € amplo e direcionado conforme a gravidade da doenga.
As lesdes mais brandas e limitadas sdo tratadas de maneira topica com corticosterdides e
analogos da vitamina D ou algumas modalidades de fototerapia com radiacéo ultravioleta.
Os agentes sistémicos Metrotrexato, Acitretina e Ciclosporina, quando bem tolerados, sdo
recomendados para doenca moderada a severa. Para os individuos com doenca severa que
ndo respondem ou encaixam na abordagem usual, os medicamentos bioldgicos
bloqueadores do Fator de necrose tumoral a (TNFa) sdo a primeira escolha. E
preconizado, contudo, 0 acompanhamento rigoroso dos pacientes em virtude de uma
maior suceptibilidade a infecgoes.

De uma maneira geral, a fisiopatologia da psoriase envolve o distlrbio da
proliferacdo exagerada dos queratindcitos epidérmicos em associacdo a uma resposta
imunoldgica alterada. Nas lesdes psoriaticas ha um infiltrado de linfocitos T, células de
Langerhans e neutrdfilos e seus mediadores inflamatorios interagindo de maneira
complexa com os queratindcitos hiperplasiados. As principais citocinas envolvidas séo
TNFa, Interferon gamma (IFNy) e as Interleucinas 23 e 17 (IL-23 e IL-17,
respectivamente) (KRUEGER & BOWCOCK, 2005; KEANEY & KIRSNER, 2010)

Embora algumas citocinas sejam alvo da terapia com medicamentos bioldgicos
existe ainda um percentual significativo de pacientes que ou ndo respondem ao tratamento
ou 0 medicamento ndo induz a uma remissao efetiva. Neste Gltimo caso, quando a
remissdo ndo ocorre, a recidiva da doenca € muito mais agressiva (MEASE, 2009;
STERRY et al., 2010; AK & KALDEN, 2011).

O sistema imune é, sem sombra de duvidas, o alvo para o tratamento da psoriase.

Contudo, fica clara a necessidade de entender melhor os mecanismos fisiopatoldgicos da
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doenga que possui distribuicdo mundial. Para tanto, inicialmente foi feita uma busca na
literatura para a selecdo das moléculas associadas/recém-apontadas a patogénese da
psoriase. Em seguida, um estudo experimental de biologia molecular foi desenvolvido
com o intuito de avaliar a expressdo das moléculas selecionadas na literatura com 0s
parametros clinicos envolvidos na rotina clinica da doenca.

Este trabalho estd disposto em uma revisdo da literatura atualizada com os
principais aspectos relacionados a doenca, objetivos, a metodologia desenvolvida, os
resultados obtidos dispostos nos artigo publicados “7L-17A, I1L-22, IL-6 and IL-21 serum
levels in plaque-type psoriasis Brazilian patients” e “Increased transcripts levels of
IL17A, IFNG and FOXP3 in moderate- severe psoriasis: IL17A provides major influence
on disease severity”, discussdo, conclusio e perspectivas. Por fim os materiais
desenvolvidos pela equipe do estudo e por outros esta disposta no Apéndice e anexos,

respectivamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
O objetivo geral deste estudo é avaliar a expressdo de marcadores imunoldgicos
relacionados a patogénese da psoriase em placas e correlaciona-los aos parametros

clinicos da doenca.

2.2 Especificos

» Determinar o perfil clinico dos pacientes portadores de Psoriase em placas
atendidos no Ambulatério de Dermatologia/Reumatologia do Hospital das
Clinicas de Pernambuco;

» Quantificar as citocinas da via Th17 (IL-17A, IL-22, IL-6 e IL-21) no soro de
pacientes portadores de psoriase em placas e correlacionar o perfil de niveis
séricos com as manifestacdes clinicas;

» Quantificar a expresséo dos genes IL8, L33, IL36A, IL17A, RORC, IL22, IFNG,
IL10 e FOXP3 em bidpsias de pele de pacientes portadores de Psoriase
ecorrelacionar o perfil de expressdo génica com as manifestagdes clinicas;

> Inter-relacionar as expressdes dos genes da via Th1l (IFNG, IL8) com a expressao
de genes da via Th17 (IL17, IL22 e RORC), Treg (FOXP3 e IL10) e da familia
IL-1 (IL33 e IL36A) em biopsias de pele de pacientes portadores de Psoriase.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia

A psoriase (Pso) € uma doenca inflamatdria crénica da pele, associada a desordem
imune e comprometimento sistémico. A apresentacdo clinica predominante da lesdo é
caracterizada pela formacéo de placas eritematosas descamativas bem delimitadas devido
a hiperproliferacdo desordenada dos queratindcitos. Essa apresentagdo € conhecida como
psoriase vulgaris ou em placas que corresponde a 90% dos casos (GUDJONSSON &
ELDER, 2007).

Dados epidemioldgicos indicam que a doenca é menos comum em criangas do
que em adultos cujas taxas de prevaléncia mostram uma variacéo a nivel geogréfico. Isso
é justificado por Parisi e colaboradores (2012) pelo fato de que a psoriase € uma doenca
complexa influenciada por fatores genéticos e ambientais. Estima-se que a prevaléncia da
doenca em individuos menores de 18 anos sejam 0- 0,71% na Asia e Europa enquanto
que para adultos residentes nos Estados Unidos da América e Reino Unido este valor
varie entre 1-3% da populacdo (AUGUSTIN et al., 2010, YANG et al., 2007; CHEN et
al., 2008, SEMINARA et al., 2011). E importante destacar que a prevaléncia em
individuos caucasianos € maior, em torno de 2,5% do que na populacdo de pele mais
escura 1,3% (GELFAND et al., 2005).

De acordo com a Sociedade brasileira de dermatologia, sdo poucos os estudos
epidemioldgicos da doenca no pais, mas acredita-se que 1 % da populacéo brasileira seja
acometida. Os trabalhos existentes indicam que ndo ha diferenca na incidéncia entre
homens e mulheres e o inicio das primeiras manifestacdes ocorre, geralmente, entre a
segunda e a quinta década de vida (CONSENSO, 2012).

Conforme Brezinski, Dhillon e Armstrong (2015), o gasto econémico com a
psoriase € significativo nos Estados Unidos. Em uma revisdo sistematica recém-
publicada, os autores constataram que o custo anual da doenca para o pais em 2013 foi de
112 bilhdes de ddlares levando em consideracdo os gastos diretos e indiretos dos

individuos e das operadoras de salde.
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3.2 Etiologia

3.2.1 Fatores Genéticos

As bases genéticas da psoriase vém sendo estabelecidas através de estudos de
associacao gendmica em diferentes populacdes, heranca em individuos gemelares e a
heranca familiar correlacionada com antigenos leucocitarios humanos.

O primeiro l6cus associado a susceptibilidade a psoriase foi o0 PSOR1, localizado
no cromossomo 6p21.3 na regido do complexo maior de histocompatibilidade do tipo I.
De acordo com Nair e colaboradores 2000 ele é responsavel por conferir de 35-50% de
risco genético para a doenca. Dentro desses l6cus estdo outros genes potenciais candidatos
ao risco da doenga como o antigeno leucocitario Humano (HLA) e os genes envolvidos
na formacdo do extrato corneo da epiderme, do inglés, A-helix-coiled-rod-homologue
(HCR) e corneodesmosin (CDSN). Alelos especificos desses genes como HLA-
Cw*0602, HLA-B*57, DRB1*07, HCR"WWCC e CDSN5 tém sido associados ao
desenvolvimento da doenga. (ALLEN et al, 2005; CLOP, 2013; ATASQY, 2006). A
presenca dessas variantes estd associada especificamente com o tipo | da doenca,
caracterizada pelo inicio mais precoce, geralmente antes dos 40 anos, com pico de
atividade na segunda década de vida e historico de doenca na familia (Quiero, 2013).
Outros locus associados a psogvriase também denominados de PSOR e numerados
sequencialmente de 2 a 9 também ja foram identificados (DUFFIN & KRUEGER, 2009).

3.2.2 Fatores Ambientais

Existe forte associacdo entre o tabagismo e a incidéncia e prevaléncia da psoriase.
Em uma recente meta-analise, Armstrong e colaboradores (2013) demonstraram que tanto
ex-tabagistas quanto fumantes ativos estdo mais propensos a desenvolver a doenca do que
0s ndo-fumantes. O risco aumenta proporcionalmente considerando a quantidade de

cigarros e o tempo de tabagismo.

Alguns estudos indicam que a ingestéo de bebidas alcoolicas € maior em pacientes
com psoriase do que em individuos sadios. De acordo com Tobin e colaboradores (2009),
a prevaléncia da psoriase em pacientes que abusam de alcool é muito mais elevada do que
a 1-3% dos individuos em geral, variando segundo a populacdo. No leste europeu, em
torno de 80% dos homens investigados em um estudo transversal relataram consumo de
alcool antes do inicio do aparecimento da doenca e 22-31% dos individuos incluidos em

uma analise de coorte no Reino Unido assumiram abuso de bebidas alcodlicas de maneira
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frequente somente apo6s o diagnostico da doenca (XHAJA et al., 2012; MACALLER,
2011).

Dessa forma, € dificil determinar se o abuso de &lcool esta relacionado ao
aparecimento da psoriase ou o desencadeamento da doenca que induz ao abuso excessivo
de bebidas alcoolicas. O que se sabe é que assim como o tabagismo, a ingesta alcodlica
induz a niveis elevados de espécies reativas de oxigénio. O fumo, é capaz de promover
peroxidacdo lipidica, oxidar os grupos tidis das proteinas e aumentar 0s niveis
plasmaticos dos grupos carbonila (PARK,1998). Ja o &lcool atua por meio da deplecéo de
componentes do sistema antioxidante como o a-tocoferol e &cido ascorbico (BARBOSA,
2010). Em pacientes com psoriase, 0s niveis séricos de malondialdeido e metabdlitos do
oxido nitrico (ON) esta aumentado enquanto que as atividades da superoxido

dismutaseeritrocitaria e Catalase encontram-se diminuidas (KADAM,2010).

A associacdo de agentes infecciosos, principalmente bactérias, foi descrito por
alguns autores como fator importante para desenvolvimento e/ou agravamento da
psoriase. Bactérias gram positivas como Streptococcus pyogenes e S. aureus foram
isolados da nasofaringe e de lesdes cutaneas, respectivamente. Weisenseel e
colaboradores (2002) acreditam ainda que a infeccdo pelo género Estreptococos esta

associada principalmente com o tipo | da doenga. Em um caso controle recente, a presenca

de exotoxinas do S.aureus foi detectada em mais de 40% dos soros de pacientes com
psoriase e apenas em 6% dos controles reforcando a relacdo da infeccdo pelo
microorganismo e a doenca (ATEFI, 2014). Outros trabalhos citam ainda o envolvimento
de Chlamydophila psitacci, H. pylori e o virus do HIV na patogenia da doenca (ALI et
al., 2008; MAMKINET al., 2007 e ONSUN et al., 2012).

3.3 Comorbidades e qualidade de vida.

A psoriase é uma enfermidade que acomete predominantemente a pele e, em
muitos casos, ocorre o aparecimento de comorbidades. Vale salientar que de acordo com
Gerdes e colaboradores (2008) essas doencas psoriase-relacionadas contribuem
substancialmente com a mortalidade entre os pacientes. A tabela 1 a seguir, relaciona as

doencas que mais estdo associadas a psoriase.
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Tabela 1: Comorbidades associadas a psoriase

Doenca Referéncia
Doenca Cardiovascular BAETA et al.,2014 ; BOENCKE et al., 2012;
Doenca hepética ndo GISONDI et al., 2009
gordurosa
Ansiedade e depressao KORKOLIAKOU et al.,2014
Doenca inflamatoria intestinal PARK et al., 2014; FRIEDRICH et al.,2014
Cancer STERN & LAIRD, 1994; STERN, 2006
Disfuncao sexual MOLINA-LEYVA et al.,2014; KURIZKY et
al.,2002
Uveites FRAGA et al., 2012

J& é bem estabelecida a relacdo entre a psoriase e 0s fatores de risco para eventos
cardiovasculares. A ocorréncia de sindrome metabdlica, hipertensdo, dislipidemia,
diabete mellitus tipo 2 e aterosclerose foi associada a psoriase em trabalhos prévios e
extensivamente resumida por Baeta e colaboradores (2014). Em um estudo com pacientes
em manifestacédo grave da doenca, Mehta (2011) observou que a expectativa de vida para
esses individuos foi 5 anos mais curta quando diagnosticado algum fator de risco
cardiovascular concomitante. Para explicar, entdo, a ligacdo entre a doenca e 0s eventos
cardiovasculares o conceito de “marcha psoriatica” foi proposto por Boehncke e

colaboradores (2014) e esta descrito de maneira simplificada no fluxograma a seguir:

Figura 1: Conceito da “marcha psoriatica” (adaptado de BOEHNCKE et al., 2014.)

A Psoriase induz a um estado cronico de
inflamacdo sistémica por meio de
interleucinas inflamatorias

l

Resisténcia a insulina e alteracdo na
Funcéo endotelial (aumento da expressado
de moléculas de adesdo)

l

Formacdo de placas ateromatosas e risco
de infarto agudo do miocardio.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25493315
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedrich%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25299544
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A qualidade de vida dos portadores de psoriase também é bastante explorada em
diversos estudos. Alguns questionarios tém sido utilizados como ferramentas para avaliar
0 bem-estar do paciente. Estes podem ser categorizados em questionarios de medidas
genéricas de qualidade de vida, especificos para doengas dermatoldgicas e especificos
para psoriase (BOSHLE, 2006; TAN, 2012.). As ferramentas especificas para psoriase
serdo descritas no topico de instrumentos de avaliacdo da gravidade da doenca.

Os portadores apresentam dificuldade psicossocial devido as peculiaridades da
doenca e, por conseguinte, as atividades rotineiras, pessoais e profissionais sao afetadas
(MINGNORANCE, 2002). A percepcdo da qualidade de vida pode ser ainda mais
complexa ja que a adaptacdo e a busca por apoio psicolégico demandam impactos
diferentes entre os géneros. A aceitacdo da doenca é maior em homens enquanto que a
busca por suporte social para diminuicdo da depressdo e ansiedade ¢ mais elevada em
mulheres (JANOWSKI, 2012).

3.4 Diagnostico e apresentacéo clinica

O diagnostico da psoriase deve ser feito pelo profissional médico dermatologista
através do exame clinico e o histérico médico. A inspecdo visual das lesdes de pele, couro
cabeludo, unhas e articulacdes, em geral, sdo suficientes para o diagnostico. Em casos
mais raros, a biopsia da pele e 0 exame histopatologico sao solicitados (RAHMAN, 2010;
KIM, 2015). A dosagem do Fator Reumatoide (FR) sérico e radiografia das articulacGes
também sdo solicitadas em casos de divida com a Artrite Psoriatica (MEFFERT et
al.,2015). As lesGes ditas classicas sdo caracterizadas por placas eritematosas
descamativas, bem delimitadas, bordas elevadas e de distribuicdo variadas pelo corpo
(figura 2). Esse tipo de lesdo é o mais comum e caracteristico da psoriase vulgaris ou em
placas que corresponde a quase totalidade dos acometimentos (GRIFFITHS e BARKER,
2007). Conforme Raychaudhuri e colaboradores (2014), as lesdes podem ser classificadas

levando em consideracdo a morfologia, o sitio anatémico e o estagio de desenvolvimento.
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Figura 2: Lesdes tipicas da Psoriase vulgaris ou em placas. A esquerda, lesbes variadas
de psoriase vulgaris com carater inflamatério. A direita, pequena lesdo psoriatica em
aumento com descamacéo aparente (Adaptado de ULRICH, 2009 e BHARAT, 2014)

Segundo a Organizagdo mundial da Saide (OMS), por meio da Classificagdo
Internacional de Doencas e Problemas relacionados a Salde, a Psoriase é classificada em

formas:

1. Vulgar: lesbes de tamanhos variados, delimitadas e avermelhadas, com escamas
secas, aderentes, prateadas ou acinzentadas que surgem no couro cabeludo,
joelhos e cotovelos;

2. Pustulosa ou Generalizada: as lesdes apresentam pus nos pés, nas maos ou
espalhadas pelo corpo;

3. Pustulosa palmar e plantar: as lesGes aparecem como fissuras nas palmas das méos
e solas dos pés;

4. Gutata: lesdes puntiformes, em forma de gotas, geralmente, em individuos mais
jovens.

5. Atropatia psoriasica: Ocorre comprometimento articular. Ha dor nas pontas dos
dedos das méos e dos pés ou nas grandes articulagdes

6. Invertida — lesbes umedecidas, em areas de dobras como couro cabeludo, joelhos
e cotovelos;

7. Eritrodérmica — lesdes generalizadas em quase toda a extensdo do corpo;

8. Ungueal — depressdes puntiformes ou manchas amareladas principalmente nas
unhas das maos;

9. Outras formas ndo especificas.
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As lesdes psoriaticas sdo caracterizadas por trés principais aspectos histoldgicos
(Figura 3): acantose que consiste no aumento da espessura da camada espinhosa (figura
3B (a)), a paraqueratose, queratinizacdo anormal do epitélio escamoso (figura 3C (p)) e
o infiltrado celular composto principalmente por células T e células dendriticas (figura
3B (i)).

Figura 3: Cortes histoldgicos corados em Hematoxilina e eosina (HE) comparando a pele
ndo-lesional (A) e pele psoriatica (B). Em (a) verifica-se acantose intensa e em (i)
infiltrado celular marcante (Adaptado de NOGRALES et al., 2010)

3.5 Instrumentos de avaliacdo de gravidade

Os instrumentos de avaliacdo de gravidade psoriase-especificos mensuram através
de critérios objetivos a extensdo da gravidade da doenca na pele, mas ndo captam o
impacto da doenca na vida dos pacientes. Os métodos mais utilizados nos desfechos
primarios em ensaios clinicos e na rotina ambulatorial sio: indice de Gravidade de Area
da Psoriase (PASI), do inglés “Psoriasis Area and Severity Index” e a avaliacdo da
superficie corporal (BSA), do inglés “body surface area” (TAN et al, 2012).

O PASI foi um método desenvolvido em 1978, por Fredricksson e Pettersson que
procuravam quantificar a gravidade da doenga enquanto realizavam os primeiros estudos
clinicos com o &cido betulinico (FREDRICKSSON e PETTERSSON, 1978). Este indice
avalia as quatro regides do corpo: cabeca, tronco, membros superiores e membros
inferiores, em relacdo a quatro aspectos: eritema, inflamacéo ou descamacéo das placas e
superficie da area corporal acometida. Para cada um destes aspectos, existe uma

pontuacdo de 0 a 4 que significa desde auséncia do item (pontuacdo 0) & item presente
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muito grave (pontuacdo 4). A soma obtida das alteragcdes (eritema + infiltracdo +
descamacéo), para cada seguimento corporal (cabeca, tronco e os membros inferior e
superior) € multiplicada pela area comprometida naquele seguimento. O produto da
equacdo é multiplicado por uma constante inerente a proporcionalidade da area de cada
seguimento que ao final é somado. O PASI pode variar de 0 a 72 e de acordo com o
intervalo de pontuacdes, estratifica a doenca em leve, moderada e grave. O BSA é outro
método bastante utilizado o qual leva em consideracdo apenas a area corporal
comprometida da psoriase em placas. Nesta avaliacdo a palma da mao do paciente, com
os dedos unidos, correspondente a 1% da superficie corporal total (COSTA DE FARIA,
2010; CONSENSO, 2012).

Nenhum dos escores de gravidade utilizados para a psoriase atende a todos 0s
critérios de validacdo necessarios para uma pontuacdo ideal. No entanto, pode-se concluir
que a pontuacdo PASI é o escore de gravidade mais extensivamente estudado e bem

validado de acordo com critérios de validacdo de metodologia (PUZENAT, 2010).

3.6 Tratamento

Atualmente, varias abordagens terapéuticas estao disponiveis para psoriase e serdo
descritas de acordo com o tipo de tratamento, se € topico ou sistémico, para apresentacdoes

leve, moderada e grave da doenga.

3.6.1 Tépico

Corticosterdides e analogos da vitamina D, de forma combinada ou isolada, tém
sido utilizados em lesdes de joelhos, cotovelos, regido lombar e de couro cabeludo nas
formas mais leves da Psoriase (MASON et al., 2012). Os corticosteroides apresentam
propriedades antiinflamatdria e imunossupressora e 0s analogos da vitamina D promovem
estimulo a diferenciacdo dos queratindcitos, inibicdo da proliferacdo epidérmica e a
modificacdo da resposta imune pela ligagéo aos receptores da vitamina D. A combinacao
de calcipotriol e o dipropionato de betametasona é a opcdo de primeira escolha para o
tratamento topico da psoriase (GURGEI et al., 2005; LAMBA et al., 2001 e DAUDEN
et al., 2014).Também tem sido relatada a intervencdo terapéutica com agentes
queratoliticos (uréia, alfa e poli hidrdéxiacido, acido salicilico e lactado de amdnia) pois
apresentam efeitos queratolitico, hidratante e higroscopico bem como agentes emolientes

por permitirem que o estrato corneo possa re-hidratar-se a partir da formacao de um filme
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na epiderme que impede a evaporacdo de agua das camadas mais profundas da pele
(JACOBI et al.,2015).

3.6.2 Fototerapia

A fototerapia com irradiacéo ultravioleta B (UVB) ou A (UVA) é uma alternativa
para o tratamento de lesdes leves a moderadas. A radiacdo age inibindo a interagéo entre
as células de Langerhans e os linfécitos T CD4", inducdo a apoptose dos linfocitos T e
promove danos ao DNA e ao ciclo celular. Dessa forma, inibe a hiperqueratose
epidérmica e a inflamacdo cutanea (Stan et al.,2005).As modalidades de Fototerapia
utilizadas na psoriase incluem Fototerapia com UVB de banda estreita 311-312 nm,
fotoquimioterapia com psoralénicos (compostos quimicos furocumarinicos cromaforos)
e radiacdo UVA, fotoquimioterapia com psoralénicos e radiagdo UVA de imersao ou
sistémica e radiacdo UVB 308 nm. (GERBER et al., 2003; HE et al., 2007 e CONSENSO,
2012).

3.6.3 Sistémico

A abordagem terapéutica de primeira linha para lesbes moderadas-grave é feita
com drogas sistémicas. De preferéncia o Metrotrexato, o Acitretin e a Ciclosporina.

O metotrexato (Metrexato®, Biometrox®, Metrotex®) € estruturalmente analogo
ao acido folico e, portanto, inibe de maneira competitiva a atividade da diidrofolato-
redutase. Foi inicialmente utilizado na psoriase por ter acdo marcante em células que estdo
em constante proliferacdo, consequentemente nos queratindcitos. Possui efeito
imunomodulador e antiinflamatorio em outras células como as polimorfonucleares e as
células de langerhans diminuindo a quimiotaxia e a producdo de citocinas. Pode ser
administrado por via parenteral ou oral e é indicado principalmente para as formas
eritrodérmica, pustular, palmoplantar, psoriase em placas grave ou incapacitante e em
casos com ma resposta a fototerapia e/ou tratamento com retindides (GLADYS, AIRES
& MARTINS, 2004).

A acitretina (Neotigason®) é um retin6ide monoaromatico de segunda geracao
sendo metabdlito ativo do seu precursor o etretrinato. Ndo é considerada uma droga
citotdxica ou imunossupressora, mas age inibindo a proliferagdo dos queratindcitos. A
acitretina se liga ao receptor nuclear de acido retindico (RAR) e ao receptor de retindide

X (RXR) e promove ativagao dos trés subtipos (a, B € y) os quais modulam a transcri¢do
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de genes que codificam varias proteinas envolvidas na patogénese da psoriase. E
administrado por via oral (CARRETERO, 2013).

A ciclosporina (Ciclosporin®) € um polipeptideo neutro ciclico e lipofilico,
composto por 11 aminoacidos e 1203 kDa (KURILIC et al., 2010). Isolado inicialmente
do fungo Tolypocladium inflatum Gams possui efeito inibitério em linfécitos T,
suprimindo a resposta a apresentacdo de antigenos. Uma vez dentro da célula, a
ciclosporina se liga a um receptor citoplasmatico, a ciclofilina, e o complexo formado
pela ciclosporina-ciclofilina se liga a outra enzima citoplasmatica, a calcineurina
fosfatase. Um dos substratos da calcineurina fosfatase é o fator nuclear de ativacdo de
linfdcitos, responsavel pela transcricdo génica de citocinas como IL-2, IFNy, TNFa e
outras. Dessa forma, a ciclosporina age de maneira competitiva. (BERTH-JONES, 2004).

Alternativas aos tratamentos descritos anteriormente sdo os medicamentos
Micofenolato mofetilo, 6-Tioguanina, hidroxiuréia, Sulfazalazina e a Leflunomida.
Recentemente, alguns novos medicamentos orais tém demonstrado eficacia em ensaios
clinicos e serdo usados mais incisivamente na rotina ambulatorial para pacientes com
lesGes moderadas a grave como € o caso Apremilast (aprovado nos EUA tanto para
psoriase quanto artrite psoriatica) e o tofacitinibe (aprovado nos EUA para a artrite
reumatoide) (KELLY et al.,2015).

Apesar da comprovada eficacia dos medicamentos sistémicos, a elevada
toxicidade a curto e longo prazo é fator determinante para a limitacdo dessa abordagem
terapéutica. O Metrotrexato, em curto prazo, pode induzir a uma pancitopenia grave por
ser anti-metabolico e apresentar perfil mielotdxico. Ja os efeitos adversos em longo prazo
sd0 0s mais preocupantes, pois induzem a fibrose e a cirrose hepatica. O acompanhamento
do paciente deve ser feito rigorosamente atraves de exames periodicos principalmente
para avaliagio da funcdo hepatica (AITHAL, 2004; YELAMOS, 2014 e
WEIDMANN,2014)

Os efeitos colaterais da acitretina e da ciclosporina séo menos proeminentes que
0 do metrotrexato e incluem desde alopecia e ressecamento dos olhos a osteoporose e
mais raramente insuficiéncia renal e hepatica (MCMULLEN, 2003; FELDMAN. 2000)

3.6.4 Medicamentos biolégicos
Nas ultimas décadas o desenvolvimento de agentes bioldgicos revolucionou o

tratamento das doencas auto-imunes. A descoberta do envolvimento da citocina
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proinflamatodria, Fator de necrose tumoral alfa (TNFa), na artrite reumatodide, artrite
psoriatica, psoriase, espondilite anquilosante, doenca de Chron, uveites e colite ulcerativa
contribuiu para o fortalecimento da terapia alvo-direcionada. (VALESINI, 2007;
SARACENO, MANNHEIMER & CHIMENT]I, 2008). Vérios estudos sobre a expressao
do TNFa revelaram niveis elevados dessa citocina em placas de pacientes portadores de
psoriase (GOMI, 1991; MUSSI, 1997 E COELHO, 2012) e a terapia com 0s anticorpos
monoclonais bloqueadores do TNFa foi introduzida para lesdes moderadas a grave e de
grande extensdo sem contraindicacdo. O Infliximabe (Remicade®) e o adalimumabe
(Humira®) sdo anticorpos monoclonais anti-TNF do tipo quimérico e humanizado,
respectivamente. Outro biolégico anti-TNF é o Etanercept (Enbrel®), uma proteina de
fusdo humanizada, que consiste em uma porg¢éo extracelular do receptor do TNF-a, ligada
a porcao Fc de uma IgG1 (KOLLIAS, 2010).

Outro inibidor de citocina, o Ustekinumabe (Stelara®) foi aprovado para o uso na
psoriase em placas mais recentemente. Ele se liga a subunidade p40, comum a IL-12 e
IL-23, citocinas que tém importante papel na ligacdo da resposta imunoldgica inata com
a adaptativa e na ativacdo de subtipos celulares de linfocitos auxiliares (Thl e Thl7)
envolvidos na patogénese da doenca (CROXTALL, 2011)

Novos agentes blogueadores da citocina IL-17, Secukinumabe, Ixecukimunabe e
Brodalimumabe estéo sendo avaliados em estudos clinicos randomizados de fase I, 1l e
I11 com resultados promissores para Artrite psoriatica e Artrite Reumatoide. Esta citocina
estd presente na fisiopatologia de varias doencgas autoimunes e dentre elas, a psoriase
(ZAHAVA, 2014).

Apesar da comprovada eficécia, a terapia com os blogueadores de TNF possui
muitos efeitos adversos além de ser uma abordagem de custo elevado. E relatado o
aumento a suceptibilidade a infeccdes agudas e crénicas, reativacdo de tuberculose
latente, linfomas e individuos ndo respondedores a terapia (MEASE, 20009;
KAVANAUGH ET AL., 2001 E ANTONI & BRAUN, 2002).

3.7 Fisiopatogenia

Do ponto de vista imunopatologico, a literatura descreve a psoriase como
resultado da interagdo entre os queratindcitos, varios tipos celulares e seus mediadores
inflamatorios. Dentre os subtipos celulares destacam-se as células de Langerhans (subtipo

de células dendriticas imaturas da epiderme), células dendriticas mielGides, Natural
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killers (NK), Natural killers Tipo T (NKT), macréfagos, neutréfilos, Linfécitos T CD4*
(Thl e Thl7) e os queratindcitos (KIM & KRUEGER, 2012).

Ainda de acordo como descrito pelos autores supracitados, quando fatores
desencadeantes causar injuria na pele, os queratindcitos (KCs) ativam as células
dendriticas mieloides (DCs) com receptores Toll-like (TLRs), o peptideo antimicrobiano
LL37, e as células dendriticas plasmocitéides (pDCs). Os KCs também produzem
CCL20, que atrai células dendriticas mieldides e linfocitos T17. As células dendriticas
mielbides estimulam as células T a produzir 1L-17 (T17), IFN-y (Thl, Tcl), e IL-22
(Th22, TC22). As citocinas liberadas por essas células estimulam ainda mais os KCs e 0

circuito imunitério é amplificado pelo feedback produzido pelos KC.

Figura 4: Modelo patogénico da psoriase (Adaptado de Kim e Krueger,2012).
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Por muito tempo, o0 modelo patogénico dominante na psoriase foi protagonizado
pelas células e citocinas da via Th1. Nesta abordagem os linfocitos T, por meio da citocina
IFNy promoveriam a mediacdo central da inflamacao. Segundo este modelo as células de
Langerhans ou dendriticas maduras, atuariam por meio de uma apresentacao de antigenos
e secrecdo das citocinas 1L-12 e 1L-23. A secrecdo dessas citocinas, ativaria os linfocitos
TCD4" tipo 1 (Thl) os quais seriam 0s responsaveis por produzir IFNy ¢ o TNFa. Na
epiderme, muitas células sdo sensiveis ao IFNy, inclusive os queratindcitos, que ao serem

sensibilizados promoveriam uma cascata de eventos genémicos por meio do transdutor
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de sinal e ativacdo de transcricdo tipo 1 (STAT1). Como consequéncia primaria e
secundaria da ativacdo, produtos transcritos relacionados a processos de inflamagéo sao
produzidos como adesdo e trafico de celulas (integrinas, moléculas de adesédo e
quimiocinas), ativacdo de células T (CD25, CD4, MHC 1 e 1), ativacdo e diferenciacéo
de células dendriticas (sintese de receptores de citocinas, subunidades ativadoras de
proteassoma) e vasodilatacdo (sintese de Oxido Nitrico induzido iNOS) (LEW,
BOWCOCK E KRUEGER, 2004).

A citocina IL-23, secretada pelas células dendriticas, € um heterodimero formado
pela juncdo das subunidades p19 e p40, esta Ultima compartilhada com a IL-12 (Figura
5). Estudos de biologia molecular identificaram que as subunidades p19 e p40 estdo muito
mais expressas na pele de lesdes psoriaticas e na cultura in vitro de queratinécitos do que
a subunidade p35 que é exclusiva da citocina IL-12. Esse indicio apontou para o fato de
que a IL-23 teria um papel mais importante na patogénese da doenca que a IL-12 (LEE
et al., 2004; PISKIN et al., 2006). Estudos posteriores entdo comecaram a investigar a
implicacdo de outras citocinas e vias na patogénese da doenca ja que a IL-23 é capaz de
induzir os queratindcitos e os linfécitos T a produzirem outros tipos celulares e citocinas
(PARHAM et al., 2002; CHAN et al., 2006).

Figura 5: Anticorpo monoclonal especifico para a subunidade p40 comum as citocinas
IL-12 e IL-23. A subunidade B2 do receptor de IL-12R é compartilhado pelas duas
citocinas (adaptado de STEINMAN,2010)
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A IL-23 esta associada a diferenciacdo e manutencdo das células Th17, uma
subpopulacdo linfocitos T CD4+ associada a resposta contra patdgenos e principalmente

a distarbios inflamatdrios autoimunes. Este subtipo celular tem como fator de transcrigdo
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o receptor orfao relacionado a retindide gamma isoforma t (RORyt) cujo gene codificador
€ 0 RORC, do inglés,RAR-related orphan receptor C. Estas células sdo induzidas a partir
de celulas T indiferenciadas por IL-6 e TGF-B. As principais citocinas produzidas por
elas s@o IL-17A e suas isoformas e IL-22 (ANNUZIATO et al., 2007 e CROME et al.,
2010). Além do sistema imune adaptativo, células da resposta imunoldgica inata também
podem produzir IL-17. Sdo elas: natural killers (NK), natural killers invariantes (iNKT),
células indutoras de tecido linfoide (LTi), células mielGides e principalmente células
gamma-delta (yd) (CUA et al., 2010).

As expressdes protéicas de IL-17A, IL-17C, e IL-17F estdo aumentadas nas lesdes
psoriaticas quando comparadas a tecidos ndo lesionais (HARPER et al, 2009;
JOHANSEN et al, 2009; RUSSELL et al, 2011). Uma revisdo robusta feita por Martin e
colaboradores (2013) deixa claro que por meio de estudos gendmicos de larga escala,
técnicas de biologia molecular em bidpsias de pacientes, culturas in vitro e modelos
animais existem evidéncias mais que suficientes da participacdo da IL-17 na patogénese
da doenca.

Para manter o balanco entre a resposta a patdgenos e a tolerancia a antigenos do
préprio organismo, o sistema imunoldgico lanca méo de alguns mecanismos. Entre eles,
destaca-se o controle periférico exercido por um subtipo de células chamadas de linfécitos
T regulatorios (T regs). Estas células tém como principais funcdes: a secrecdo de citocinas
inibitérias da respota imune, IL-10 e TGFp, a liberagdo de fatores citotoxicos que
induzem a apoptose de linfocitos auto-reativos e a modulacdo da apresentacdo de
antigenos por parte das células dendriticas. Dessa forma, as células T regs sdo capazes de
inibir células do sistema inato e adaptativo exercendo controle sobre a resposta
imunoldgica. Seus principais marcadores sdo CD4*CD25" e o fator de transcricdo
FOXP3. (CRUVINEL et al., 2008 e SAKAGUCHI et al., 2010). De acordo com ensaios
de imunofenotipagem, pacientes com psoriase possuem deficiéncia na quantidade de
células Treg funcionais (SOLER et al., 2013)

De forma resumida, 0 modelo atual da psoriase esta representado na figura 6. Nele,
c¢lulas dendriticas mieldides residentes da pele sdo ativadas por “gatilhos” imunoldgicos
¢ dentre eles estdo o IFNy e o TNFa. Isto induz a produgio de IL-23 e I1L-12 pelas células
dendriticas. A IL-12 induz a diferenciacdo das células da via Thl a produzirem IFNy
assim como a IL-23 induz células da via Th17 e células Alfa-beta (aff), gamma-delta (yd)
a produzirem IL-17 e a via Th22 a produzir IL-22. O IFNy, IL-17 e IL-22 promovem uma
resposta na epiderme que inclui hiperplasia e a producdo de outras quimiocinas e

citocinas. Dentre elas destacam-se IL-8, IL-36, CXCL1, 2 e 3 que promovem a
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quimiotaxia de neutréfilos, CCL20 que atrai novas Células dendriticas e células Th17, o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) promovendo angiogénese e o0 peptideo

antimicrobiano, LL37 reativa as células dendriticas.

Figura 6: O eixo IL-23/IL-17 na patogénese da psoriase (Adaptado de LOWES et al.,
2013)
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Estudos mais recentes vém incorporando outras citocinas a0 modelo patogénico da
doenca. Dentre elas, destaca-se alguns membros da familia de citocinas da IL-1, composta
até o momento, por 11lelementos. Inicialmente, acreditava-se que por serem sintetizadas
por células da imunidade inata, suas fungdes biologicas se restringiriam a esse grupo.
Contudo, atualmente, a familia IL-1 é descrita como um amplificador geral das respostas
dos linfocitos T (SIMS & SMITH, 2010).

A IL-36 é membro da familia da IL-1 e possui trés isoformas distintas 1L-36a, IL-36p e
IL-36y, previamente descritos como IL-1F6, IL-1F8 e IL-1F9.Além destas, existe uma
outra molécula, a IL-36Ra (IL-1F5), que se liga ao mesmo receptor das demais (IL-36R
ou IL-1RL2), porem com funcdo antagonista (TOWNE & GABAY, 2015). O receptor
IL-36R € expresso principalmente na pele em queratindcitos, células epiteliais e
dendriticas. Nesta Ultima, a IL-36 possui potentes efeitos imunomoduladores, indicando

um potencial papel entre as desordens imunidade inata e adaptativa (VIGNE, 2011).

Linhas de estudo tém evidenciado a participacdo da IL-36 na psoriase. Em modelos
animais a expressdo da IL-36a e ndo de outros membros da familia IL-1, induziu lesdes
histoldgicas similares a lesGes de placas em humanos (GOTTLIEB et al.,2005).
Adicionalmente, foi descrito que o modelo murino de dermatite psoriasiforme é

dependente da interacdo entre células dendriticas e queratinocitos por meio da producao
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de IL-36 (TORTOLA et al., 2012). Em humanos, analises proteicas revelaram niveis
elevados das isoformas de IL-36, R e Ra em lesdes psoriaticas (BLUMBERG et al.,
2007;2013). Mutacdes no gene IL-36RN, que codifica a molécula antagonista IL-36Ra,
tem sido associada a casos de psoriase pustular severa, GPP, do inglés, Generate pustular
psoriasis. Esta condicdo é caracterizada por episodios de pustulagdo nas lesdoes, eritema,
febres respentinas, acompanhadas ou ndo de distdrbios circulatérios/respiratorios e
reacOes sistémicas de inflamacdo como neutrofilia (MARRAKECHI et al.,2011 e
ONOUFRIADIS et al., 2011).

Figura 7: Potencial papel de IL-36 na psoriase e em doencas inflamatdrias da pele. Os
fatores ambientais podem estimular a liberacdo de I1L-36 por queratinécitos e/ou células
dendriticas (DCs) ou Langerhans (CL). Nestas células, a IL-36 as estimula de forma
autdcrina e paracrina. Células Dendriticas e Langerhans produzem IL-1, IL-6, e IL-23 as
quais estimulam respostas Th17 e producéo de IL-17 por células T gamma-delta dérmica,
levando a um circuito inflamatorio com os queratinocitos. A producdo de quimiocinas e
citocinas inflamatérias conduz a manifestacdes patoldgicas tipicas da psoriase, incluindo
o recrutamento de neutréfilos, mais células dendriticas e linfocitos T e a proliferacdo dos
queratinocitos. Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) e angiopoietina 2

(ANG2) promovem a vasodilatacdo e neovascularizacdo que permite o fluxo de células

para o local.
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Outra citocina da familia da IL-1 que é pertinentemente abordada nos estudos mais
recentes é a IL-33.Também conhecida como IL-1F11, é produzida em sua forma
precursora e clivada pela caspase-1.Se liga ao receptor orfao da IL-1 ST2 e ativa
intrinsicamente a via do NF-kB e proteinas quinases (SCHIMITZ, 2005). Identificada
originalmente como potente indutor de respostas inflamatoérias Th2, tem sido estudada
em doencas Th1/Th17 mediadas como artrite reumatoide (AR) (PALMER et al.,2009 e
MATSUYAMA, 2012). Assim com a AR, a psoriase também exibe o perfil inflamatorio
Th1/Th17. Injecbes de IL-33 em orelhas de camundongos tém sido eficientes na indugéo
de modelos de inflamacdo cuténea, além do que animais transgénicos deficientes na
expressao do receptor ST2 tem a inflamacéo reduzida (HUEBER et al., 2011). Em ensaios
in vitro, a IL-33 foi capaz de ativar queratindcitos e mastocitos apos estimulo de TNF-a
bem como niveis elevados da proteina foram encontrados em lesdes psoriaticas quando
comparadas a controles sadios (BALATO et al.,2012).

Segundo Villanova e colaboradores (2013), apesar do avanco no entendimento da
fisiopatogenia da psoriase, ndo existem ainda marcadores especificos que podem prever
com precisdo a progressdo da doenga e a resposta as abordagens terapéuticas. Apesar de
muitos esforcos terem sidos feitos para identificar biomarcadores na pso e Apso, nenhum
deles foi direcionado para a rotina clinica. E necessério reconhecer que a terapia bioldgica
tem demonstrado eficacia, porém a seguranca a longo prazo de muitos agentes ainda esta

sendo estabelecida.

A academia Americana de diretrizes e cuidados em dermatologia psoriatica publicou
recentemente um trabalho, em seis se¢des, que aponta as principais incertezas sobre a
doenca nas Ultimas duas décadas. Foram identificadas diversas lacunas, mas o
descompasso entre a pesquisa basica e a investigacdo clinica é apontada como a principal
contribuicdo para o déficit de entendimento em algumas questdes da doenca. No relatério,
séo sugeridos alguns delineamentos de estudos a serem realizados e dentro deste espectro
de ensaios, destaca-se aqueles cujo objetivo é a identificacdo de biomarcadores de
gravidade da doenca (RYAN et al.,2014).



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento do estudo

Figura 8: Delineamento do estudo.
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4.2 Comité de ética

Os protocolos dos ensaios foram aprovados pelo COMITE DE ETICA EM PESQUISA
EM SERES HUMANOS (CEP-CCS 528/11 e CAAE: 30748614.7.0000.5208, parecer

723.390) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco,

localizado no 3° andar, Sala Prof. Rui Jodo Marques. Pagina da

www.ufpe.br/ccs. O endereco eletronico é cepccs@ufpe.br; fone: (81)2126-8588;

Presidente: Prof. Dr. Geraldo Bosco.
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4.3 Amostras de Soro

As amostras de Soro de 53 pacientes com psoriase foram obtidas no periodo de 2012-
2014 apos coleta de 10-12 mL de sangue periférico em tubo sem anticoagulante. Em
laboratério, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos para formacéo
do coagulo. O soro foi coletado em aliquotas e estocado a -80°C. Todos 0s pacientes que
aceitaram doar o sangue periférico para a coleta do soro assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Todos os pacientes atendiam aos critérios de Inclusdo
descritos a seguir. Para realizacdo de ensaios comparativos, amostras de soro de 35

individuos clinicamente saudaveis também foram coletadas.

4.4 Pacientes portadores de Psoriase
Foram recrutados para a biopsia de pele 21 pacientes do género feminino ou masculino,
atendidos no ambulatorio do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco. Apds esclarecimentos sobre o Projeto de Pesquisa,
aqueles que concordaram quanto as propostas foram convidados a participar do estudo,
com inclusdo dos mesmos apenas apos a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice A). Os critérios adotados foram:
e Inclusdo:

- Idade acima de 18 anos

- Acompanhamento regular no Ambulatorio de Psoriase do HC-UFPE

- Diagnostico de psoriase em placas de acordo com Nestle et al., (2009)

e Exclusdo:

- Nao consentimento em participar do estudo

- Diagnéstico de outra doenca autoimune, infeccdo aguda ou crénica e cancer

- Terapia em andamento com Imunobiolégicos
4.5 Avaliacéo clinica
Apds o consentimento e assinatura do TCLE, os pacientes foram submetidos a uma
avaliacdo clinica com preenchimento de uma ficha especifica que incluia a coleta de
dados demograficos, a pontuacdo PASI e avaliacdo diferencial para Artrite Psoriatica
(Apéndice B). As classificactes do PASI adotadas para o ensaio com o soro foram: leve
(pontuacgéo 0-10), moderado (pontuagéo 11-20) e grave (pontuagdo >20) segundo Naldi,
2010. Para os ensaios com bidpsia de pele, a classificagdo recomendada foi a de Mental
e colaboradores, 2008 para atividade leve (pontuagdo de 0-10) e moderada-grave

(pontuacgéo >10).
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4.6 Dosagem de citocinas

A dosagem dos niveis séricos de IL-17A, IL-6, IL-22 e IL-21 provenientes dos pacientes
portadores de psoriase e voluntarios sadios foi realizada por meio de Kits comerciais
(eBioscience, USA e BD Biosciences, USA) de ensaio imunoenzimético, ELISA, do
inglés, enzyme-linked immunosorbent assay. Os limites minimos de deteccdo dos kits
ELISA foram IL-17A (3,9 pg/ml), IL-6 (4.6 pg/ml), IL-22 (15,6 pg/ml) e IL-21 (8 pg/ml).

Todos os protocolos foram seguidos de acordo com as recomendac6es do fabricante.

4.7 Biopsia de pele

Os pacientes foram submetidos a biopsias de pele com punch de 4mm com retirada de
um fragmento da lesdo psoriatica. Em seguida, o tecido foi acondicionado no reagente
RNA later (Life Technologies) para o transporte ao laboratério. As amostras
permaneceram no reagente para estabilizacdo do RNA por no minimo 24 horas e maximo
de 7 dias. Todos os procedimentos foram realizados por médico Dermatologista com
especialidade em cirurgia.

4.8 Extracdo de RNA

O RNA total das amostras de pele foi extraido e processado com RNeasy Mini Kit
(Qiagen sciences). As amostras de pele foram retiradas da solucdo de RNA later e
colocadas em 600uL de solugdo de lise acrescida de 60 uL de p-mercaptoetanol (Sigma-
Aldrich). Com o auxilio do aparelho Tissue Ruptor (Qiagen sciences), as amostras foram
trituradas mecanicamente e ap0s sucessivas etapas utilizando mini-colunas de rotacdo o
RNA foi obtido de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA foi estocado a —
80°C e aliquotas das amostras foram quantificadas por meio do Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose desnaturante

para avaliar a qualidade do RNA extraido.

4.9. Sintese de cDNA

Aliquotas de RNA com alto niveis de pureza, 260/230nm >1,8, foram reversos transcritos
utilizando o kit High-capacity cDNA archive Kit 2X (AppliedBiosystems). Uma mistura
contendo dNTPs, iniciadores randdémicos (random primers), transcriptase reversa e
inibidor de RNase (1 U/uL de RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor - Invitrogen Life
Technologies, California, EUA) foi preparada e adicionada a um mesmo volume de
RNA.A ciclagem foi realizada no aparelho Mastercycler Nexus® (Eppendorf) e consistiu

em 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C, 5 minutos a 5°C e parada de reacdo a 4°C.
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A concentracdo Otima de RNA utilizada para sintese foi de 500 ng definida

experimentalmente.

4.10 gRT-PCR

A quantificacdo dos transcritos expressos nas amostras realizou-se por meio de PCR
quantitativa em tempo real. Foi utilizado o método das sondas TagMan
(AppliedBiosystems) no aparelho ABIPrism 7900 HT sequence detection PCR machine
(AppliedBiosystems). O gene 18S (TagMan Hs03928990) foi utilizado como o controle
enddgeno ou gene de referéncia. A expressdo relativa do RNA mensageiro foi calculada
assim como descrito por Romano, 2016. A condicdo de ciclagem usada foi a padrdo e
consistiu em 2 minutos a 50°C seguido de 10 minutos a 95°C. Ap0s essas etapas, 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C e 1 minutos a 60°C. Foram avaliados os genes da familia da IL-
1 (IL33 [TagMan Hs00369211 m1] e IL36A [TagMan Hs00205367]); da via
imunoldgica Thl (IFNy [TagMan Hs00989291] e IL8 [TagMan Hs00174103 _m1]); da
via Thl7 (IL17A [TagMan Hs00174383], 1L22 [TagMan Hs01574154] e RORC
[TagMan Hs01076122_m1]) e da via T reg (IL10 [TagMan Hs00961622] e FOXP3 [
TagMan Hs01085834 _m1).

4.11 Analise estatistica

O software estatistico utilizado nas analises foi 0 GraphPad PRISM® 6.01. Para averiguar
a normalidade das variaveis utilizou-se o teste de D ’Agostino-Pearson omnibus normality
test. Para comparacao dos dados que possuiam distribui¢cdo normal, foi utilizado o teste t
ndo pareado e a representacdo por média + Desvio padréo. O teste ndo-paramétrico Man-
whitney e de correlacdo Spearman rank correlation foi adotado para quando as variaveis
ndo seguiam a distribuicdo gaussiana e a representacdo por mediana, maximo e minimo.
Foi utilizado também um modelo de regressdo logistica para investigar as associa¢des das
expressdes dos transcritos e a variavel PASI. A significancia estatistica aceita quando o

valor p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 01: Aceito para publicacdo em 22 de julho de 2015, Periodico Mediators of
Inflammation - Fator de Impacto: 3.236, disponivel online:
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Abstract:

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by alterations in cytokines
produced by both Th1l and Th17 pathways. The aim of this study was to evaluate serum
levels of pivotal cytokines and correlate them with clinical parameters. Serum samples
from 53 psoriasis patients and 35 healthy volunteers, matched by the proportion of sex
and age ratios, were collected for ELISA cytokine detection. Psoriasis Area and Severity
Index (PASI) was assessed at the time of sampling in psoriasis patients.. Our findings
demonstrate that IL-17A, 1L-22, and IL-6 serum concentrations were significantly higher
in psoriasis patients than in the control group. No statistical correlation could be found
between cytokines concentrations, PASI score and age in this study. Although our results
do not show any correlation between serum levels of IL-17A, IL-22 and IL-6 and disease
activity, the present study confirms that they were increased in Brazilian psoriasis patients
in comparison to healthy volunteers.

Key words: psoriasis, inflammation, interleukins, disease activity
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Abbreviations:

C/EBPB,CCAAT-enhancer-binding proteins-f3;CCL, chemokine (C-C motif) ligand;
CK, cytokeratin; CXCL,chemokine (C-X-C motif) ligand;ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay; ESR: erythrocyte sedimentation rate;INF-y, interferon-y;
MMP,matrix metalloproteinases; NFkB,factor nuclear kappa B; PASI, psoriasis Area and
Severity Index; TNF-o, tumor necrosis factor-a; VEGF,vascular endothelial growth

factor.

1 — Introduction

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease that can be associated with other systemic
disorders like cardiovascular disease, metabolic syndrome and inflammatory bowel
disease [1,2]. The financial and psychological impacts lead to anxiety and depression
especially in individuals with active professional and social lives [3-5]. The predominant
clinical presentation of psoriatic lesions is characterized by the formation of scaly, well-

demarcated erythematous plaques due to hyperproliferation of keratinocytes [6,7].

In vitro models studies have revealed a complex interaction of dendritic cells, epidermal
keratinocytes, infiltrated immune cells and their pro-inflammatory cytokines [8, 9]. In the
past decade, Thl cytokines such as interferon gamma (IFNy) and tumor necrosis factor
alfa (TNFa) were considered to play a major role in this disease [10], but recent evidence
points toward a central role of IL-23 and IL-17A in the physiopathogenesis of psoriasis.
[11-13]

IL-17A enhances the expression of S100 proteins, chemokines CCL20, CXCL1,
CXCL3, CXCL5, CXCL6 and CXCLS8, and VEGF in keratinocytes leading to aberrant
cell differentiation, proliferation and immune activation [14-16]. IL-22 decreases the
expression of CK10, filagrin and involucrin and induces the production of matrix
metalloproteinases 1 and 3(MMP1 and MMP3), which facilitate the infiltration of
immune cells and the restructuring of the epidermis [17, 18]. In mouse models of psoriasis
elevated levels of IL-21 are associated with CK6 and CK16 overexpression, consistent
with an abnormal keratinocyte proliferation [19]. Finally, IL-6 can induce IL-1a
expression, which promotes keratinocyte proliferation and the activation of NFkB and
C/EBPf transcription factors [20]. Besides, in vitro combination of IL-6 and TGF-$
drives the differentiation of CD4" T naive cells into a Th17 phenotype [21].


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1568997213002036
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This study was designed to evaluate the expression of IL-17A, IL-22, IL-21 and IL-6 in
serum samples from northeastern Brazil patients with plaque-type psoriasis and its

correlation with disease activity.
2 - Materials and Methods
2.1 Population under study

Serum samples from fifty three patients with plaque-type psoriasis attending the
Dermatology and Rheumatology Outpatient Clinic at Universidade Federal de
Pernambuco, Recife-Brazil and thirty five healthy donors were collected. The human
ethics committee of the UFPE approved the study protocol (CEP-CCS 528/11). Blood
samples obtained by venipuncture were centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes. The
serum was collected and stored at -80°C. Formal written consent was obtained from all

the patients and healthy volunteers enrolled in the study.

2.2 Clinical assessment

Only patients with a diagnosis of plaque-type psoriasis in strict accordance with the
diagnostic criteria of Nestle et al. [6] were included in the study. Psoriasis Area and
Severity Index (PASI) [22] assessment was used to grade the disease activity of patients
with psoriasis at the time of blood collection as mild (0-10), moderate (11-20) and severe
(>20) [23]. Patients with other coexistant autoimmune disorders, acute or chronic
infections, malignancies, receiving systemic treatment, immunosuppressive drugs or
phototherapy were excluded from our study. Patients were off topical treatment for 4

weeks prior to the PASI score evaluation and blood sample collection.

2.3 Measurements of Cytokines

Serum levels of IL-17A, IL-6, IL-21, IL-22 were measured by using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (eBiosciencies USA and BD Biosciences USA)
according to the manufacturers’ instructions. The absorbance used was the difference
between 570- 450 nm readings. The minimum limits of detection of the ELISA Kits used
in the experiment were 3.9 pg/mL for IL-17A, 4.69 pg/mL for IL-6, 8 pg/mL for IL-21,
and 15.63 pg/mL for IL-22.

2.4 Statistical analysis
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Statistical analyses were performed by GraphPad PRISM 6.01 software. The D’ Agostino-
Pearson and Mann-Whitney tests weres used. Results were expressed as median and
interquartile range, or mean * standard deviation (SD) for variables with normal
distribution. Pearson’s correlation coefficient was used in correlation analyses. The

statistical significance was accepted when p < 0.05.
3. Results
3.1 Clinical and laboratory values of psoriatic patients

Clinical and demographic characteristics of patients and controls are detailed in Table 1.

Table 1: Clinical features of psoriasis patients and Healthy controls

Characteristic Mean(Range or SD) Mean(Range or SD)
Patients (n=53) Controls (n=35)
Female 24 16
Male 30 19
Age (years) 50.2 +13.3 46.0+11.0
PASI 16.4 (7-41) -
(n=53)
Mild 83+11 -
(n=16)
Moderate 15.2 + 3.0 -
(n=21) -
Severe 285+4.8 -
(n=16)

3.2 IL-17A, IL-22, IL-6 and IL-21 serum levels in psoriatic patients and healthy controls.

The cytokines investigated in this study were detected in serum samples from all patients
whereas IL-17 and IL-6 were below the minimum detection level of the kit in healthy
controls. According to the D’ Agostino-Pearson test, all results obtained with the dosage
of IL-17, IL-22, 1L-6 and I1L-21 do not follow the normal distribution and these cytokines

were expressed by median with interquartile range (Table 2).

IL-17A, 1L-22 and IL-6 serum concentrations were significantly higher in psoriatic
patients than in healthy donors. In contrast, IL-21 levels were numerically higher in
healthy controls than in patients, but the difference was not statistically significant.

Table2: Serum citokynes in psoriasis patients and healthy controls
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Cytokine Patients Control Man-whitney
(pg/mL) test
Mild Moderate Severe All group
(n=16) (n=21) (n=16) (n=53) (n=35)
3,9 3,9 19,55 3.9 3.9
IL'17 <o 0001 *kk*k
(3,9-2420) (3,9-3530)  (3,9-3170) (3.9-3530) (3.9-3.9) '
4,6 4,6 4,6 4.6 7.8
IL'6 *kkk
(46-2033)  (46-4695) (46-115) (4.6-469.5) (7.8-57.2) <0, 0001
7,8 7,8 7.8 4.6
IL-22 7,81* "
(7,8-46,3)  (7,8-103,9) (7.8-103.9) (4.6-4.6) 0.0247
15,6 15,6 23 15.6 66.33
IL-21 0.2516
(15,6- 195,5) (15,6 -230,5)  (7,8-335,5) (15.63-335.5) (7.8-1621.3)

Values represented by median with (minimum- maximum) + Samples which has no variation

3.2 Correlations between IL-17A, IL-22, IL-6 and IL-21 serum levels of psoriatic patients
and PASI Score and age.

In our study we observed that both IL-21 levels tended to correlate with Psoriasis Area
Severity Index, but no statistical significance was showed (p= 0.0952). Serum levels of
IL-17A and IL-6 were not correlated PASI. No correlation was found between serum

levels of the cytokines analyzed in this study and severity grading or age of patients.
Discussion

Our study revealed increased IL-17A serum levels in psoriasis patients in comparison
with healthy controls, but no statistical correlation between this cytokine and PASI or age
was found. These results are in agreement with a randomized controlled trial that showed
high blood levels of IL-17A in psoriasis patients before treatment with etanercept and
acitretin [24]. More recently, a transcriptome evaluation study also demonstrated high

IL-17A serum levels in moderate-severe psoriasis patients [25].

In another study, Takashi et al [26]determined serum levels of diverse cytokines and
growth factors in Japanese patients with psoriasis, including some cases with psoriasis
guttata, erythrodermic psoriasis and psoriatic arthritis . They observed that IL-17 levels

were higher than in healthy controls and strongly correlated with PASI.

In contrast with our findings in serum samples, significantly increased mRNA expression
and protein accumulation of these cytokines have been found in psoriatic skin biopsy

specimens [27-29].
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We did not find a statistically significant correlation between the IL-22 serum
concentration and disease activity. In a recent study, Michalak-Stoma et al [30] found
significantly higher serum concentrations of IL-22 in psoriatic patients in comparison
with healthy controls and a significant positive correlation with psoriasis severity
measured by PASI and BSA score. The correlation they found may be due to the greater
range of PASI values in their patients ( 4.8 to 64.2) compared to that in our study (7 to

41). Their study population also differs from ours in the higher proportion of men (80%).

Some studies have shown increased serum levels of IL-21 in psoriasis patients with
respect to healthy controls [31, 32]. However only He et al. [32] found a statistically

significant positive correlation with PASI.

In our experiments we found elevated serum IL-6 levels in psoriatic patients with no
correlation with disease severity, as has been reported before [25, 26, 29]. In a recent
study Cordiali-Fei et al. [33]showed increased IL-6 serum levels in patients before
biological therapy but no correlation with PASI was attempted. Elango and colleagues
reported a positive correlation with only two components of PASI, namely infiltration

and desquamation [34].

As previously discussed, cytokines well-described in psoriasis pathogenesis are also
elevated in Brazilian northeastern patients’ serum.IL-17 is able to induce pivotal
chemokines involved in development and amplification of psoriasis plaque [14-16, 35].
IL-6 is associated with pustular variants of disease in which acts promoting keratinocyte
release of neutrophil chemoattractant factors [36]. Finally, according to Sa et al. and Wolk
et al., IL-22 inhibits the final stages of keratinocyte differentiation leading to absence of

a granular layer and persistence of cell nuclei in the superficial cells [37, 38].
Conclusion

Our study revealed increased IL-17A serum levels in Brazilian psoriasis patients in
comparison with healthy controls, but no statistical correlation between this cytokine and

PASI or age was found.
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Abstract

Psoriasis is a chronic and recurrent dermatitis, mediated by keratinocytes and T cells.
Several proinflammatory cytokines contribute to formation and maintenance of psoriatic
plaque. The Th1/Th17 pathways and some of IL-1 family members were involved in
psoriasis pathogenesis and could contribute to disease activity. Therefore, we sought to
analyse skin transcript levels of IL17A, 1L22, RORC, IL8, IFNG, IL33, IL36A, FOXP3
and IL10 and correlate with clinic of patients with plaque type-psoriasis. In order to
conduct that, we collected punch biopsies from lesional skin and obtained tissue RNA.
After reverse transcription, qRT-PCR quantified the relative mRNA expression. The
main results revealed increased transcripts levels of IL17A, IFNG and FOXP3 in
moderate-severe patients. Despite this, only IL17A can increase the chance to worsen

disease severity. We also observed many significant positive correlations between each
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transcript. In conclusion, IL17A is elevated in lesional skin from psoriasis patients and

play crucial role in disease severity.

Keywords: psoriasis, cytokine, biopsy, gRT-PCR
1. Introduction

Plaque-type psoriasis is the most prevalent form of psoriasis, corresponding to
approximately 90% of cases. Erythematous scaly plaques, well demarcated, raised
edges and varied distribution throughout the body [1] characterizes classical lesions. In
some cases, systemic diseases such as inflammatory bowel disease and cardiovascular

complications are present worsening symptoms [2,3].

The Th1/Th17 pathways are the principal immune components of the disease. The
precise mechanisms of how the plaque is formed remains uncertain, but when some
kind of “triggers’” are activated in skin, a cascade of molecules acts in the interaction
between keratinocytes and immune cells. At the beginning of the process, interferon
gamma (IFNy) and tumor necrosis factor alpha (TNFa) induce Langerhans cells to
produce IL-12 and IL-23 [4]. IL-12 contributes to the strengthening of Thl profile while
IL-23 leads to Th17 differentiation that produces, mainly, IL-17 and I1L-22 [5,6]. In the
epidermis, IL-8 operates as a potent chemotactic factor for neutrophils and contributes

to the development of the erythema observed in skin lesions [7].

Recent studies have pointed out the active participation of others cytokines from IL-1
family. Between them are 1L-33, also named IL-1F11, that mediates biological
functions through IL-1 orphan receptor ST2 [8]. In psoriasis, TNFa regulates 1L-33,
which promotes inflammation through mast and keratinocyte activation [9,10]. In
addition, IL-36a is one of the three homology proteins, IL-36a (IL-1F6),  (IL-1F8) and
v (IL-1F9) that also belongs to the IL-1 family. They are expressed in both dendritic and
keratinocytes cells [11]. Evidence of the involvement of IL-36 cytokines in the
pathophysiology of psoriasis includes the fact that a non-functional receptor antagonist
(IL-36Ra) was associated with generalized pustular psoriasis [12]. Furthermore, 1L-36
ligands deficient mice were protected from psoriasis form dermatitis model while the
absence of IL-36Ra exacerbated the pathology [13].

On the other hand, regulatory T cells seem to fail in their peripheral anti-inflammatory
control. Several researchers found decreased CD4*CD25"FOXP3™ T circulating cells
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both numerically and functionally in psoriasis patients [14,15]. In order to balance the
deficient anti-inflammatory response, clinical trials have been done using IL-10

recombinant human (rh) therapy protocols [16].

The aim of this study was to evaluate the pro and anti-inflammatory psoriasis panel of
molecules. Here, we sought to quantify Th17-related (IL17A, I1L22 and RORC), Th1l-
related (IFNG and IL8), Treg-related (FOXP3 and IL10) and IL-1 family (IL33 and
IL36A) skin transcripts and correlate with disease activity, systemic comorbidities and

methotrexate use in samples of Brazilian patients affected by psoriasis.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Committee

The human ethics committee of the Health Sciences Center of the Federal University of
Pernambuco, located in Recife, Brazil, approved the study protocol (process number:
723.390).

2.2. Population study

The study included twenty-one patients (11 male and 10 female) with plaque-type
psoriasis attended and randomly selected in the Dermatology and Rheumatology
Outpatient Clinic at Universidade Federal de Pernambuco. Only patients diagnosed with
plaque-type psoriasis in strict accordance with the diagnostic criteria of Nestle et al.
[17], with no prior immunobiologic therapy and no coexistent autoimmune disorders
were considered. Psoriasis Area and Severity Index (PASI) was measured and classified
as mild (0-10) and moderate-severe (>10) according to Mental et al [18]. Other clinical
parameters as comorbidities, disease duration and previous systemic treatment were also
questioned.

2.3. Skin samples and RNA extraction

Four milimeters (4 mm) punch biopsies were taken from lesional skin of psoriatic
patients. They were stored up to 24 hours at 4°C RNA later stabilization solution
(Invitrogen Life Technologies, CA, EUA) until extraction. RNA was isolated using
QIAGEN RNeasy Kit (Qiagen, Valencia, CA) and the amount was measured by
nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA). The maximum of 500
ng of total tissue RNA were reverse transcribed using High-capacity cDNA archive Kit
2X (Applied Biosystems Warrington, UK) according to manufacturer’s instruction.

2.4. Quantitative Real-time Polimerase chain reaction Analysis

gRt-pcr was carried out using predesigned Tagman probes gene expression assay

(Applied Biosystems, Warrington, UK), using ABI Prism 7900 HT sequence detection
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PCR machine (Applied Biosystems, Warrington, UK). We evaluated IL8
(Hs00174103_m1), IFNG (Hs00989291), IL-33 (Hs00369211_m1), IL36A
(Hs00205367), IL17A (Hs00174383), 1L22 (Hs01574154), IL10 (Hs00961622), RORC
(Hs01076122_m1), FOXP3 (Hs01085834 m1) and 18S (Hs03928990) as a
housekeeping gene. The cycling condition consisted of 2 minutes at 50°C followed by
10 minutes at 95°C. After these steps, 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 1 min at
60°C.

2.5. Statistical Analysis

We used GraphPad PRISM 6.01 software (Graphpad Software Inc., San Diego, CA),)
and STATA 12 (StataCorp LP., Texas, USA) for data plotting and analysis. To ascertain
the sample’s normality, we performed D'Agostino & Pearson omnibus normality test.
The Mann-Whitney test and Spearman rank correlation were used when the variables
did not follow Gaussian distribution. For variables that passed normality test, we
applied unpaired t test. We considered correlation (R?) strength as follows: 0 <R* <0.35
= weak correlation; 0.35<R?<0.67 = moderate correlation; 0.67<R?<1 = strong
correlation. To evaluate the association between transcripts levels and PASI, we
performed multiple logistic regression for the clinical variables with dichotomous
scores. The statistical significance was accepted when p < 0.05.

3. Results

3.1. Patients Cohort

A group of 21 patients, 11 men and 10 women, was included in this study. The mean
age was 52 years with men showing a lower mean age than women (46.9 and 57.7,
respectively). We stratified the PASI in accordance with the classification postulated by
Mental and colleagues (2008), in the Journal of American Academy of Dermatology.
PASI showed 8 as the lower punctuation and 28 as the highest score. General mean of
PASI was 18+7.2. According to that, men showed more severe disease (mean 21.3+ 5.8)
than women (14.4 = 7.2) and it was statistically significant, p=0.026. Thus, we wanted
to know if the other clinical parameters interfered in disease activity. The findings
showed that neither prior use of methotrexate nor presence or absence of comorbidities
interfered in disease activity, p=4823 and p=1182, respectively (Data not shown). Table

1 details the clinical features of patients.
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Characteristics

All individuals (n=21)

Age (yrs.)

Mean = SD/range

Gender N (%)

Male

Female

Disease duration (years)

Mean + SD (range) All

0-5 years N (%) — mean = SD
6-10 years N (%) - mean £ SD
>10 years N (%) - mean £ SD
PASI Clinical subgroups N (%0)
Mild (PASI< 10) - mean + SD
Moderate-Severe ( PASI >10)- mean + SD
Clinical Comorbidities N (%)
Diabetes

Dyslipidemia

Hipertension

Treatment N (%)

Methotrexate

52.05+13.48/23-74

11 (52.3)

10 (47.7)

8.146.5(0.5-22)
9(42.8) —2.1+1.2
6 (28.6)- 9.1+1.3

6 (28.6)- 16.3+4.2

5(23.8) — 8.8+1

16(76.2) — 20.845.7

3 (14.3)

3 (14.3)

3 (14.3)

9 (42.9)

4Considering a Gaussian distribution, clinical values were represented by mean+SD
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3.2. IL17A, IFNG and FOXP3 mRNA levels were increased in skin biopsy from

moderate-severe psoriatic patients.

We observed that in our sample only five individuals showed disease activity
considered mild and the others had more severe clinical presentation. As we can see in
Figure 1 A, B and C, only three of the nine transcripts analysed showed statistical
significance in moderate-severe disease compared with mild activity. IL17A, IFNG and
FOXP3 showed p=0.0192, p=0.0237 and p=0.0239, respectively. Figure 1D, E, F, G,
H and | provides the other analysed transcripts graphs.
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Figure 1: Transcripts levels of A) IL17A B) IFNG C) FOXP3 D) IL36A E) IL8 F) IL33

G) RORC H) IL10 and I) IL22 according to PASI’s severity disease.
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3.3. Correlation between cytokines in skin biopsies from psoriatic patients
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After analysing the PASI score and their influence in expression of a panel of both pro
and anti-inflammatory transcripts, we evaluated the importance that each cytokine could
play over the expression of the others. We summarized the significances and

correlation’s coefficients in table 2.



Table 2: Interplay among cytokines in human psoriasis lesions?
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IL8 IL-33 IL36A IL17A FOXP3 RORC IL22 IFNG IL10
p=0.443 p = 0.006 p=0.037* p= 0.064 p=0.798 p= 0.044* p=0.087 p=0.039*
IL8
r=-0.176 r=0.574 r=0.457 r=0.410 r=0.059 r=0.442 r=0.382 r=0.452
p= 0.443 p=0.106 p=0.126 p=0.097 p=0.278 p=0.857 p=0.279 p=0.211
IL33
r=-0.176 r=0.362 r=0.344 r=0.371 r=0.248 r=-0.041 r=0.247 r=0.284
p=0.006** p=0.106 p=0.001**  p<0.001***  p=0.096 p=0.117 p=0.007** p= 0.002**
IL36A
r=0.574 r=0.362 r=0.651 r=0.774 r=0.372 r=0.351 r=0.563 r=0.622
p=0.037 p=0.126 p=0.001 p<0.001***  p=0.017* p=0.049*  p=0.004** p<0.001***
IL17A
r=0.457 r=0.344 r=0.651 r=0.697 r=0.511 r=0.434 r=0.598 r=0.795
p= 0.064 p=0.097 p<0.001***  p<0.001%** p<0.001%** p=0.109 p=0.020% p= 0.006**
FOXP3
r=0.410 r=0.371 r=0.774  r=0.697 r=0.686 r=0.359 r=0.500 r=0.574
p=0.798 p=0.278 p= 0.096 p=0.017*  p<0.001*** p=0.821 p=0.415 p=0.049*
RORC
r=0.059 r=0.248 r=0.372 r=0.511 r=0.686 r=0.052 r=0.187 r=0.433
p= 0.044 p=0.857 p=0.117 p=0.049* p=0.109 p=0.821 p=0.179 p=0.024*
IL22
r=0.442 r=-0.041 r=0.351 r=0.434 r=0.359 r=0.052 r=0.304 r=0.487
p=0.087 p=0.279 p=0.007**  p=0.004** p=0.020* p=0.415 p=0.179 p=0.028*
IFNG
r=0.382 r=0.247 r=0.563 r=0.598 r=0.500 r=0.187 r=0.304 r=0.476
p=0.039* p=0.211 p=0.002**  p<0.001***  p=0.006**  p=0.049* p=0.024* p=0.028*
IL10
r=0.452 r=0.284 r=0.622 r=0.795 r=0.574 r=0.433 r=0.487 r=0.476

Determination of statistical correlations was made according to Spearman’s rank correlation test and represented by p value. * equals to p<0.05, ** to p<0.01 and ***

to p<0.001.The correlation coefficient are represented by “r”.

€699



62

In our study, we identified several statistically significant positive correlations between
the molecules analysed in different magnitudes. With p<0.05 were observed in IL17
versus its own transcription factor, RAR-Related Orphan Receptor C (RORC) and other
cytokines such as 1L22 and IL8. We also correlated IFNG versus 1L10 and FOXP3;
IL22 versus I1L8 and 1L10; RORC versus I1L10 and lastly IL8 versus IL10.

We observed more significant correlation (p<0.01) between IL36A versus IL17A,
IFNG, IL8 and IL10.Similarly, FOXP3 showed correlation with 1L10 and IL17A with
IFNG. Strongly significant correlation (p<0.001) was observed between the two
transcription factors RORC vs. FOXP3.This last one also correlated with IL36A and
IL17A. Finally, 1L10 showed significant correlation with IL17A.

3.4. Men and women have different profile of cytokines expressed in the skin

As previously mentioned, men and women exhibited different gravity of disease.
Therefore, we investigated whether this fact influences the cytokine expression in the
skin, separating the groups by gender. We observed that the male group showed
significant high levels of IL17A transcripts than woman as well more severe disease
(Figure 2A and B). However, there was no significant statistical when we correlated each
other (Figure 3A). In contrast, it occurred in female group. IL17A and FOXP3 transcripts

showed significant statistical positive correlation with PASI (Figure 3B and C).

Among the fifteen statistically significant correlations described above, eight
correlations only remained in the male group. They were IL17A versus, I1L8, 1L22,
IL36A and IL10, IL10 versus IL8 and 1L22, IL36A with IL8 and RORC versus FOXP3.
In the opposite, three correlations occurred only in female group: IL17A versus IFNG
and FOXP3 and this last one with IL36A (Table 3).



Figure 2: Different IL17A biopsy profile expression (A) and disease severity (B)

between man and woman.
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Table 3: correlation coefficients and p values by gender?
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Gene Man Gene Woman

IL17A vs IL8 p=0.017 IL17A vs IFNG p<0.001
r=0.716 r=0.976

IL17A vs IL22 p=0.041 IL17A vs FOXP3 p=0.049
r=0,633 r=0.644

IL17A vs IL36A p=0.031 FOXP3 vs IL36A p<0.001
r=0.664 r=0.806

IL17A vs IL10 p=0.001 - -
r=0,882

IL10 vs IL8 p=0.042 - -
r=0.633

IL10 vs 1L22 p=0.034 - -
r=0,651

IL36A vs IL8 p=0.024 - -
r=0.688
p=0.005

RORC vs FOXP3 =0.800

Determination of statistical correlations was made according to Spearman’s rank correlation test and
represented by p value. * equals to p<0.05, ** to p<0.01 and *** to p<0.001. The correlation coefficient is
represented by “r”. “vs” means versus.

3.5. IL17A exhibits greater influence on disease severity

Finally, in order to understand the relationship between transcripts levels and PASI score,

we conducted a multiple logistic regression. We found that IL17A high levels increased

the chance to have moderate-severe disease as shown in Table 4. Due to the

multicollinearity existence, IFNG and IL10 could not be included in the regression model.

Table 4: Association of transcripts expression and disease activity?

PASI score odds ratio 95% CI* p value
1L22 0.189 0.005-6.247 0.351
RORC 0.388 0.053-2.825 0.350
FOXP3 0.014 6.18e-07-344.728 0.411
IL17A 8.16e-06 5.49e-10-0.121 0.017*
IL36A 21.499 0.191-2414.25 0.203
IL33 1.000 0.989-1.012 0.881
IL8 1.686 0.984-2.888 0.057

& cI*: confidence interval
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4. Discussion

Recently, we demonstrated that IL-17A, IL-22 and IL-6 cytokines were more elevated
in serum from psoriasis patients than in heathy controls. However, we have not found
any correlation between systemic cytokine expression and disease severity [19]. So, we
decided to investigate the lesion microenvironment and investigate if there was a

correlation with disease severity and if it occurred in a local level in our group.

Over the past years, researches focused in Th1/Th17 pathways and described high levels
of IFNy, IL-17 and its isoforms in lesional psoriatic skin in both gene and protein levels
[20,21,22,23]. Despite the availability of studies of psoriasis large-scale genomic and
transcriptomes platforms [24,25,26] there is still a gap between the current knowledge
and the clinical progression.

Our study showed increased expression of IL17A, IFNG and FOXP3 in patients who
exhibited severe clinical disease profile. Just as we did, Kim and Colleagues (2016)
found significant difference in IL17A transcript expression between their clinically
stratified groups [27]. In contrast to our study, they showed that patients classified with
mild disease activity had the highest levels of IL17A. Suarez-Farinas et al. (2012) also
detected greater expression of 1L23 p19 and p40 subunits, IL17, IL22 and IFNG in

lesions of moderate-severe patients using real-time reverse transcriptase method [28].

Further, we verified significant levels of FOXP3 in psoriasis lesions from severe
patients. Considering that it is reported as a T regulatory cell transcription factor, we did
not expect this increase. Soler and colleagues (2013) demonstrated that psoriasis
patients really had regulatory T cells presenting FOXP3, although most of them was

non-functional [29].

We did not observe significant differences in expression of IL8, 1L22, IL10, RORC,
IL33 and IL36A. However, we detected their signature in psoriatic skin at a transcript

level and this corroborated with previous studies [30,31,32].

Continuing our analysis, we conducted all possible correlations between cytokines.
Then, we found statistically significant correlation between cytokines from all three
pathways with each other. It is important to notice that IL17A showed correlation with
almost all analysed transcripts. Carrier and colleagues (2011) previously identified the
inter-regulation among Th17 Cytokines and IL-36 homologous forms. They also
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verified significance in correlation between IL36A versus IL17A and IFNG [33], as we
did.

Curiously, we noted that IL17A had strong significant correlation with anti-
inflammatory FOXP3 and IL10. As we did not expect increased Foxp3 in moderate-
severe patients, this correlation seems antagonistic. Nevertheless, recent studies
demonstrated another side of Treg cells. Bovenschen et al. (2011) found positive triple
CD4" IL-17" FOXP3" in lesions from psoriasis patients indicating co-pathogenic
profile. Soler and colleagues (2011) also pointed the connection between IL17 and
FOXP3. They defended that Treg Cells in psoriasis readily turn into IL-17-expressing
cells [34,35].

We also verified that, when we considered gender, some correlations between cytokines
only occurred in one of the groups. The male group preserved most of correlations
especially those involving Th17 pathway. We could associate it to the fact that male
group showed PASI mean 21.3+ 5.8 and it is statistically higher than in women PASI
14.4 + 7.2. It is worth pointing out that the severity of psoriasis in female patients may
fluctuate with hormonal changes with worsening in puberty and peak at menopause
[36]. Taking into consideration that population in this study consisted of eldered women

(57.7+9.8), they presented milder disease.

It is important to recognize our limitations in this study. We identified some failures
such as small sample size, elevated cases of patients with moderate-severe disease,
absence of healthy controls and lack of proteomic analysis to confirm our findings.
However, we know that, in psoriasis research, there are few studies with emphasis on
experimental immunology in Brazil. Therefore, we hope that these data may open doors

for future investigations.

5. Conclusion

Our study revealed increased transcripts levels of IL17A, IFNG and FOXP3 in
moderate-severe psoriasis patients. IL17A seems to play major influence in disease
severity. In addition, we also showed complex network correlations between Thl, Thl7,

Treg and IL-1 family related transcripts.
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6 DISCUSSAO

Em virtude do aparecimento das lesbes epidérmicas e das comorbidades associadas a
psoriase em placas, marcadores imunologicos locais e sisttmicos tem sido alvo de
pesquisas em amostras de soro e pele de pacientes portadores da doenga. Em nosso
estudo, procuramos investigar alguma associacdo entre os niveis moléculas inflamatorias

e 0s parametros clinicos da doenga.

Encontramos niveis aumentados de IL-6, IL-22 e, principalmente, IL-17A no soro de
pacientes em comparagao ao grupo controle. Esta expressao elevada ja havia sido relatada
em trabalhos anteriores (ARICAN et al.,2005; ELANGO et al.,2012; MICHALAK-
STOMA et al.,2013 e CORDIALI-FEI et al.,2014). Apesar de nao observado a correlacédo
dos niveis séricos com o indice de gravidade da doenca (PASI), este trabalho reitera o
fato das citocinas relacionadas a via Th17 estarem aumentadas no soro de individuos com
psoriase em placas. E importante ressaltar que, até o momento, ndo foram encontrados
estudos da via Th17 em soro de pacientes com psoriase em uma amostragem da populacéo

brasileira, tornando este estudo referéncia para futuras investigagdes.

Sabe-se que a IL-17A ¢é capaz de induzir a producdo de quimiocinas por parte dos
queratinocitos. Estas moléculas promovem a quimotaxia de células inflamatérias para a
placa em formagdo. O ciclo ¢ entdo formado quando as células recrutadas TyA e,
principalmente, Th17 produzem mais IL-17 (MARTIN et al.,2012; LOWES et al., 2013).
A IL-6 foi encontrada em niveis elevados e associada a uma variante mais grave da
doenca, a psoriase pustular (SANGININI et al.,2014). Além disso, esta citocina in vitro
é capaz de induzir células T auxiliares imaturas ao fenotipo Th17 (ANNUZIATO et al.,
2007). Produzida também pelas células Th17, a citocina IL-22 interfere principalmente
nas fases finais de maturacdo dos queratindcitos epidérmicos. As células periféricas
permanecem com 0s nucleos celulares os quais deveriam ser expulsos para a formacéo da
camada anucleada de queratinoticos preenchidos somente pela queratina (WOLK et al.,
2009).

Assim como observado no soro, transcritos da via Th17 (IL17A, RORC e 1L22) também
foram detectados em amostras de biopsia de pele de pacientes com psoriase.
Adicionalmente, as citocinas da Th1 (IFNG e IL8), T regulatoria (FOXP3 e IL10 e familia
da IL-1 (IL33 e IL36A) foram pesquisadas e igualmente detectadas. Contudo, 0s

resultados mostram que apenas IL17A, IFNG e FOXP3 estdo aumentados de maneira
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significante no grupo de pacientes que apresentam a doenga mais grave comparado aos
pacientes com apresentacdo clinica branda. E esperado que IL17A e IFNG, principais
interleucinas das vias Thl7 e Thl, estejam aumentadas no microambiente da leséo
conforme evidenciado em trabalhos anteriores (JIAWEN et al.,2004, SUAREZ-
FARINAS et al.,2012; JOHANSSEN et al.2009).

De maneira interessante, 0 FOXP3, fator de transcri¢do de células T regulatérias, também
foi encontrado aumentado. Contudo, este resultado ndo implica necessariamente que estas
células estejam exercendo seu papel anti-inflamatoério. Soler e colaboradores (2013)
demonstraram que pacientes com psoriase possuem células T regulatérias, contudo,

grande parte ndo-funcionais.

Também foi observado correlagfes positivas e estatisticamente significantes entre as
citocinas avaliadas. Dentre estas, destaca-se a IL-17A a qual correlacionou-se com pelo
menos um transcrito de cada via imunoldgica avaliada. Carrier et al., 2011 descreveu a
inter-correlacdo entre as citocinas IL-17A, 1L-22, 1L-23, IL-12, IFNy ¢ TNFa com a
citocina IL-36A. De forma semelhante a este estudo, a correlacdo entre IL-17A e 1L-36A
obteve valor de significancia igual a p=0.001 e coeficiente de correlacdo em torno de r=
0.7. Estes achados reforcam a importancia da acao sinergica ou aditivadas citocinas
proinfloamatorias na psoriase (KIRKHAM, KAVANAUGHE REICH, 2014). E além do
mais, pela regressdo logistica realizada, a IL-17A de forma independente, exibiu maior
influéncia na gravidade da doenca. Os presentes achados mostram, ainda, que a Unica
citocina que apresentou perfil de correlacdo negativa foi a IL-33 com IL-8 e IL-22, porém

n&o estatisticamente significante.

Entre as correlagdes positivas mais significativas, p<0.001, curiosamente destacam-se IL-
17A vs FOXP3, RORyt vs FOXP3 e IL-17A vs IL-10. Apesar de apresentarem papel
antagbnico no processo inflamatdrio, Bovenschenet al., 2011 encontraram células triplo
positivas CD4"IL-17"FOXP3" em lesdes de pacientes com psoriase grave. Sob condi¢des
inflamatorias, as células T reg (CD25*FOXP3*IL-10" se converteriam em células
produtoras de IL-17A, perdendo gradativamente o FOXP3 e elevando os niveis de
RORyt. Esta conversao seria mediada por IL-23 e pelo processo epigenético de acetilacdo
de histonas (SOLER et al., 2011).
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Em outras doencas autoimunes como espondilite anquilosante e artrite psoriatica,
diferencas moleculares e clinicas relacionadas ao género tém sido extensivamente
investigadas (EDER, CHANDRAN E GLADMAN, 2012). Apesar da incidéncia e
prevaléncia da psoriase ser reportada como igual em ambos os géneros (PARISI et al.,
2013), os resultados encontrados mostram que no grupo analisado, os homens
apresentaram atividade da doenca mais severa do que as mulheres. O mesmo foi
observado em um estudo de cohort publicado por Hagg et al., 2013 na qual a populacéo

masculina fazia uso de tratamento com biol6gicos por apresentar doenca mais severa.

No presente estudo, o perfil de correlacdo entre as citocinas também diferiu em relacédo
ao género. Os homens mantiveram a maioria das correlacdes significativas que envolvia
a citocina IL-17A e diferentes daquelas encontradas no grupo feminino. Adicionalmente,
o coeficiente de correlacdo aumentou quando a analise foi realizada entre os grupos. Na
analise geral, a relacdo RORC vs FOXP3 era de r=0.68 e no grupo masculino observou-
se um r= 0.8. Em relacdo as mulheres, observou-se que as correlacdes de IL-17 vs IFNy
e FOXP3 vs IL-36A cujos coeficientes eram de r=0.56 e r=0.77 aumentaram para r=0.97
e r=0.8, respectivamente. Como dito anteriormente, a relacdo IL-17 x IFNy é bem relatada

na psoriase enquanto que FOXP3 x IL-36A ainda precisa ser melhor esclarecida.

Em estudo recente, Bebes et al., 2014 demonstraram que células T regulatérias de
pacientes psoriaticos expressaram niveis elevados do receptor de IL-1 (IL-1R2 e sIL-1R2)
apos ativagdo. Enquanto membro da familia da IL-1, a IL-36A é agonista deste receptor
e, portanto, sugere-se que este seria um dos possiveis mecanismos para explicar a relacdo
positiva entre IL-36 A e FOXP3.

A diferenca entre as correlagcOes entre os géneros pode ser justificada pelo fato de que os
homens apresentaram atividade da doenca mais grave. Como ja apresentado, IL17A,
IFNy e FOXP3 encontraram-se significantemente aumentados em pacientes com doenca
moderada-grave. Segundo Ceovic et al., 2013, as mulheres apresentam pico de atividade
da doenca na puberdade e na menopausa. O grupo de mulheres incluidas neste estudo
apresentou média de idade de 57,7, superior a idade referida para ocorrer menopausa
natural em mulheres brasileiras, 51,2 anos (PEDRO et al.,2003). Dessa forma, é plausivel
constatar que o grupo feminino apresentou doenca com indice de severidade da doenca

mais brando do que os homens.
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CONCLUSOES

IL-17 A, IL-6 e IL-22 estdo significativamente aumentadas no soro de pacientes com
psoriase em comparacdo com controles saudaveis. Todavia ndo foi encontrado
correlagdo com PASI ou idade;

IL17A, IFNG, FOXP3 estdo significativamente aumentados em bidpsias de pele de
pacientes com apresentacdo clinica moderada-grave;

Né&o foi observado correlacdo entre as citocinas I1L8, I1L33, IL36A, IL-17A, RORC,
IL22, IFNG, IL10 e FOXP3 e os parametros clinicos de idade, uso prévio de
Metotrexato e tempo de doenca;

Homens e mulheres apresentaram perfil de correlac@es distintos, todavia apenas 0s
homens recrutados para bidpsia de pele apresentaram doenca mais grave;

Foram encontradas correlagfes positivas e estatisticamente significantes entre 0s
genes das da via Thl (IFNG, IL8) com a expressao de genes da via Th17 (IL17, 1L22
e RORC), Treg (FOXP3 e IL10) e da familia IL-1 (IL33 e IL36A) em biopsias de

pele.
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PERSPECTIVAS

Avaliar a expressao protéica na pele de pacientes com psoriase dos marcadores IL-
17A, IFNy e FOXP3 por Western Blotting;

Investigar o fenotipo das células T regulatorias em células mononucleares do sangue

periférico de pacientes portadores de psoriase;

Quantificar os genes da via Thl (IFNy, IL8), Th17 (IL17, IL22 e RORC), Treg
(FOXP3 e 1L10) e da familia IL-1 (IL36A) em amostras bidpsias de pele de lesdo e

ndo lesdo e controle saudaveis;

Avaliar a atividade imunomoduladora in vitro do Metotrexato em células

mononucleares do sangue periférico de pacientes portadores de psoriase.
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APENDICE
Apéndice A— Termo de consentimento Livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDO PARA CIDADAOS
ALFABETIZADOS

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Avaliacdode
genes envolvidos no processo inflamatdrio em pacientes portadores de psoriase:
busca de novos marcadores de predicdo,progndstico e alvos terapéuticos , que esta
sob a responsabilidade da pesquisadora Dr. Michelly Cristinny Pereira, CPF:
067.369.646-44 ,Rua José Augusto da Silva Braga Bairro Novo — Olinda-PE, (81)
34396206, michelly2305@yahoo.com.br. Também participam também desta pesquisa:
Priscilla Stela Santana de Oliveira fone: (81) 91641122

Este Termo de Consentimento pode conter alguns topicos que o/a senhor/a ndo entenda.
Caso haja alguma duvida, pergunte & pessoa a quem esté lhe entrevistando, para que o/a
senhor/a esteja bem esclarecido (a) sobre tudo que esta respondendo. Apos ser esclarecido
(a) sobre as informac0es a seguir, caso aceite em fazer parte do estudo, rubrique as folhas
e assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa o (a) Sr. (a) ndo sera penalizado (a) de forma
alguma. Também garantimos que o (a) Senhor (a) tem o direito de retirar o consentimento

da sua participacdo em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalidade.

A psoriase (Pso) € uma doenca inflamatoria e cronica da pele, caracterizada pela formagéo
de placas vermelhas, descamativas e bem delimitadas o que gera grande impacto na
qualidade de vida dos portadores ndo s6 pelo comprometimento estético-corporal, mas
também por estar associada ao aumento na freqiiéncia de outras doengas como sindrome
metabdlica, doenca cardiovascular, doenca inflamatoria intestinal e cancer nestes

pacientes, com consequente diminuicdo da expectativa de vida.

NoOs solicitamos a sua colaboracdo e participacdo neste estudo porque vocé € um
voluntario portador ou ndo desta doenca. Para este estudo, precisamos coletar algumas
células do sangue. A coleta de sangue é feita no brago, e a quantidade coletada é

equivalente a duas colheres de sopa (10-15 ml). Antes de iniciar a coleta, n6s limparemos
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0 braco com alcool, e todo material usado na coleta é descartavel. A coleta sera feita por
profissionais treinados, competentes e orientados para reduzir os riscos. Para 0s
portadores da doencga serd necessario realizar uma bidpsia, que consiste em retirar
um fragmento (pedacinho) de mais ou menos 0,5 (meio) centimetro de pele, bem
superficial. O objetivo é estudar o que acontece na pele das pessoas que tém psoriase. O
procedimento sera realizado por profissional competente, com Titulo de Especialista em
Dermatologia e com habilidade cirargica, para reduzir ao minimo 0s riscos para 0
paciente. Para os ndo portadores desta doenca, a amostra de pele sera proveniente dos
restos de pele retirados na cirurgia plastica no Hospital das Clinicas, ndo havendo

necessidade de nenhum procedimento adicional.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referema coleta de sangue, que pode ser um pouco
desconfortavel e o brago pode ficar dolorido e apresentar um hematoma, que € uma area
arroxeada no local da coleta. Na bidpsia da pele incomoda um pouco apenas a picada da
anestesia que é realizada com agulha muito fina, e pode deixar uma pequena cicatriz,
referente a um grau de feijdo. Com relagéo aos beneficios, o voluntario sera submetido a
uma avaliacdo clinica completa e, caso seja detectada alguma alteracdo, ele sera

comunicado e também sera prescrito o tratamento adequado.

Os resultados deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou em
revistas médicas, mas ndo aparecera seu nome. Suas informagdes nunca serao divulgadas,

permanecerao confidenciais.

Os dados coletados nesta pesquisa, provenientes dos resultados das amostras coletadas
ficardo devidamente armazenadas em arquivos digitais em computadores ou impressos
em pastas de arquivos sob responsabilidade da pesquisadora responsavel Dr. Michelly
Cristinny Pereira, no Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica Suely Galdino

NUPIT-SG localizado no 1° andar do Prédio da Diretoria de Inovacdo e

Empreendedorismo - DINE (ao lado do Dept. de Educacdo Fisica) cujo endereco é

Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria,
CEP: 50.670-901 Recife — PE, por um periodo minimo 5 anos.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacao neste estudo?


http://www.ufpe.br/dine/index.php?option=com_content&view=article&id=438:diretoria-de-inovacao-e-empreendedorismo-promove-seminario-nos-dias-13-e-14-de-novembro&catid=4:programa&Itemid=122
http://www.ufpe.br/dine/index.php?option=com_content&view=article&id=438:diretoria-de-inovacao-e-empreendedorismo-promove-seminario-nos-dias-13-e-14-de-novembro&catid=4:programa&Itemid=122
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Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da

nossa equipe, podendo contatar:

Profa. Dra. Maira Galdino Da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av.
Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail:
mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346

Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o Professor
Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto, do Centro de Ciéncias da Salude, da Universidade
Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.

Vocé ficard com uma cépia deste documento.

Nome do responsavel pela coleta da amostra:

Se vocé aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulario abaixo.

Nome:

RG: Data.:
Endereco:

Assinatura:

Testemunha 1:

RG: Data:
Testemunha 2:
RG: Data:

Pesquisador Responsavel: Data:
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APENDICE B: FICHA CLINICA AMBULATORIO PSORIASE —HC-UFPE

PSORIASE

Data de inicio dos sintomas:

/ /

At= (anos, meses, etc.)
Data do diagnéstico: / /
Comorbidades:
Medicagdo:
PASI(0 - 72):
Area | Eritema | Infiltracio | Descamacdo | Soma x Area x | Total
Escore
Cabeca (x
0,1)
Tronco (X
0,3)
MMSS (x
0,2)
MMII (x
0,4)
Pontuacéo 0 1 2 3 4 5 6
Eritema
Infiltracdo Nenhum | Discreto | Moderado | Grave Muito | -------- | -
Descamacao Grave
Area Real 0 1-9 10- 29 30-49 | 50-69 | 70-89 90 —
(%) 100
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ANEXOS
ANEXO A: Parecer comité de ética 1

> AMOSTRAS DE SORO DE PACIENTES COM PSORIASE
Aprovacio no Comité de Etica em Pesquisa em Humanos

O projeto foi aprovado no CEP-CCS-UFPE

NUmero do CEP: 528/11
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ANEXO B: Parecer comité de ética 2

> BIOPSIAS DE PELE DE PACIENTES COM PSORIASE

fomite e fiios 8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
emiesauies (@ PERNAMBUCO CENTRO DE ‘G RBrugy o'™e

Envolvendo

seres Humanoe é CIéNClAS DA SAUDE I UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de genes envolvidos no processo inflamatério em pacientes portadores de
pscoriase: busca de noves marcadores de predicdo, prognéstico e alvos terapéuticos

Pesquisador: Michelly Cristiny Pereira
Area Tematica: Genética Humana:

(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 30748614.7.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

Patrocinador Principal: CONS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 723.390

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Néo

Considerag¢des Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a
coleta de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVAGAO definitiva sera dada, apds a entrega do relatério final, na
PLATAFORMA BRASIL, através de “Notificagdo " e, apds apreciacdo, sera emitido Parecer
Consubstanciado .

RECIFE, 20 de Julho de 2014

Assinado por:

GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)



