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“Nao ha nada nobre em ser superior ao seu semelhante.
A verdadeira nobreza é ser superior ao seu antigo eu.”

Ernest Hemingway (1899 — 1961)
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RESUMO

INTRODUGCAO: A psoriase é uma doenca mediada pelo sistema imunolégico,
poligénica e caracterizada por uma reacédo inflamacao crbénica. A pele é o principal
orgdo acometido; no entanto, unhas e articulagcdes também podem ser afetadas por
lesbes avermelhadas, secas e escamosas. A etiologia da psoriase € desconhecida e
acredita-se que fatores genéticos, ambientais e psicolégicos podem estar envolvidos
no desenvolvimento e exacerbacdo da doenca. O diagndstico da psoriase € clinico
pelo reconhecimento das les6es e ndo ha, atualmente, biomarcadores laboratoriais
gue possam auxiliar no diagnéstico da doenca. O sistema imune cutaneo €
caracterizado pelo predominio de citocinas anti-inflamatorias como a Interleucina (IL)
10 e Fator de Transformacéo do Crescimento - beta (TGF-B) que ajudam a manter a
homeostase do tecido cutaneo. No entanto, pacientes com psoriase tem alteracao
da resposta imune com predominio de macréfago do tipo 1 (M1), que apresentam
fendtipo pro-inflamatério e citocinas da resposta imune T helper (Th) 1 e Thl7. A
adiponectina é uma adipocina com atividade anti-inflamatdéria que exerce importante
funcdo no sistema imunolégico e no metabolismo celular e que tem sido pouco
estudada em pacientes com psoriase.

OBJETIVO: O obijetivo principal desse estudo foi avaliar os perfis de citocinas pro- e
anti-inflamatoério e determinar modelos preditores que auxiliem no diagnéstico de
psoriase.

SUJEITOS E METODOS: Este é um estudo caso-controle que incluiu 146
participantes de ambos os sexos, com idade entre 18 e 70 anos, sendo 70 pacientes
com diagnéstico de psoriase atendidos no Ambulatério de Dermatologia do
Ambulatério de Especialidade do Hospital Universitario de Londrina e 76 individuos
saudaveis (grupo controle) selecionados entre doadores de sangue do Hemocentro
Regional de Londrina. As citocinas pré-inflamatoérias (IL-2, IL-6, I1L-12, IL-17, IFN-y e
Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a)) e as citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-
10 e TGF-B) foram quantificadas por imunofluorimetria utilizando a plataforma
Luminex®. A adiponectina foi quantificada utilizando a técnica de enzima
imunoensaio (ELISA). As citocinas foram avaliadas individualmente e em perfis: pro-
inflamatorios M1 (IL-1B+IL-6+TNF-a), Th1 (IL-2+IL-12+IFN-y), Th17 (IL-6+IL-17) e
Sistema de Resposta Imune-Inflamatéria (IRS) que compreende M1+Th1+Th17. As
citocinas anti-inflamatorias formaram os perfis Th2+T regulatéria (Treg) (IL-4+IL-
10+TGF-B) e o sistema anti-inflamatoério (IL-4+IL-10+TGF-B+Adiponectina). Para
verificar qual & o perfil predominante foram utilizados dois indices: a relagdo
IRS/Th2+Treg e a relagcdo IRS/Anti-inflamatério.

RESULTADOS: Participaram deste estudo 76 controles saudaveis, sendo 58
mulheres e 18 homens, com idade média de 46 anos e indice de Massa Corporal
(IMC) médio de 25,9 kg/m? e 70 pacientes com psoriase, sendo 31 mulheres e 39
homens, com idade média de 53 anos e IMC médio de 29,7 kg/m?. O diagndstico de
psoriase foi fortemente associado a alteracdo dos niveis de citocinas sendo
responsavel por 82,9% de sua variancia, com um impacto particularmente forte na



variacdo nos niveis de IL-2 (46,3%), IL-12 (45,1%), IL-10 (53,2%) e adiponectina
(40,1%). Os niveis plasmaticos de TGF-3 e de adiponectina foram significativamente
menores, enquanto, todas as demais citocinas (exceto IFN-y), estavam elevadas em
pacientes com psoriase quando comparadas aos controles saudaveis. Com excecao
da relacdo IRS/Th2+Treg e do indice Anti-inflamatério, que n&do demonstraram
resultados significativos, todos os demais perfis foram associados ao diagndstico de
psoriase. Os resultados também demonstraram que a psoriase exerce forte efeito
sobre Thl (29,3%), IRS (23,8%) e Th2+Treg (23,3%). Além disso, M1, Thl, Thl7,
Th2+Treg e a relacdo IRS/Anti-inflamatério estavam significativamente mais
elevados em pacientes comparados aos controles. A combinag&o dos perfis IRS e
Th2+Treg (associados positivamente) com a adiponectina (associada
negativamente) pode predizer a psoriase com 97,1% de sensibilidade e 94,0% de
especificidade.

CONCLUSAO: Desta forma, é possivel concluir que a psoriase é caracterizada pelo
aumento dos perfis M1, Thl, Th2 e Thl7 e pela reducdo de TGF-B e adiponectina.
Além disso, nosso estudo propds um modelo baseado em niveis elevados de IRS e
Th2+Treg juntamente com niveis reduzidos de adiponectina que pode ser utilizado
para a validacéo do diagnostico de psoriase. Assim, observou-se que a adiponectina
desempenha um importante papel na modulacdo da resposta inflamatoria crénica na
psoriase, podendo vir a ser um novo alvo para o tratamento de psoriase.

Palavras-chave: Psoriase. Citocinas. Adiponectina. Inflamacao.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Psoriasis is a disease mediated by the immune system, polygenic
and characterized by a chronic inflammation reaction. The skin is the main organ
affected; however, red, dry and scaly lesions can affect nails and joints. The aetiology
of psoriasis is unknown and it is believed that genetic, environmental and
psychological factors may be involved in the development and exacerbation of the
disease. The diagnosis of psoriasis is clinical by the recognition of the lesions and
there are no currently laboratory biomarkers that can aid in the diagnosis of the
disease. The cutaneous immune system is characterized by the predominance of
anti-inflammatory cytokines such as Interleukin (IL) 10 and Transforming Growth
Factor-beta (TGF-B), which help maintain cutaneous tissue homeostasis. However,
patients with psoriasis have impaired immune response with a predominance of type
1 macrophage (M1), which present a pro-inflammatory phenotype and cytokines of
the immune T helper (Th) 1 and Th17 response. Adiponectin is an adipokine with
anti-inflammatory activity that plays an important role in the immune system and
cellular metabolism and it has been poorly studied in patients with psoriasis.
OBJECTIVE: The main objective of this study was to evaluate pro-and anti-
inflammatory cytokine profiles and to determine predictive models that aid in the
diagnosis of psoriasis.

SUBJECTS AND METHODS: This is a case-control study that included 146
participants of both sexes, aged between 18 and 70 years, with 70 patients
diagnosed with psoriasis treated at the Dermatology Outpatient Clinic of the
University Hospital of Londrina and 76 healthy individuals ( control group) selected
among blood donors from the Regional Blood Center of Londrina. Pro-inflammatory
cytokines (IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IFN-y and Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a))
and anti-inflammatory cytokines 10 and TGF-B) were quantified by
immunofluorimetry using the Luminex® platform. Adiponectin was quantified using the
enzyme-linked immunosorbent assay technique (ELISA). The cytokines were
evaluated individually and in pro-inflammatory profiles M1 (IL-1B+IL-6+TNF-a), Th1
(IL-2+IL-12+IFN-y) and Th17 (IL-6+17) and Immune-Inflammatory Response System
(IRS) comprising M1+Th1+Th17. The anti-inflammatory cytokines profiles were
formed by Th2+T regulatory (Treg) (IL-4+IL-10+TGF-B) and the anti-inflammatory
system (IL-4+IL-10+TGF-B+Adiponectin). Two indexes were used to verify the
predominant profile: the IRS/Th2+Treg ratio and the IRS/Anti-inflammatory ratio.
RESULTS: This study included 76 healthy controls, 58 women and 18 men, with a
mean age of 46 years and a mean Body Mass Index (BMI) of 25.9 kg/m? and 70
psoriasis patients, 31 women and 39 men, with a mean age of 53 years and mean
BMI of 29.7 kg/m2. The diagnosis of psoriasis was strongly associated with altered
cytokine levels, accounting for 82.9% of its variance, with a particularly strong impact
on the levels of IL-2 (46.3%), IL-12 (45, 1%), IL-10 (53.2%) and adiponectin (40.1%).
Plasma levels of TGF-f and adiponectin were significantly lower, while all other
cytokines (except IFN-y) were elevated in patients with psoriasis when compared to



healthy controls. With the exception of the IRS/Th2+Treg ratio and the anti-
inflammatory index, which did not show significant results, all other profiles were
associated with the diagnosis of psoriasis, with Thl (29.3%), IRS (23.8%) and
Th2+Treg (23.3%) strongly associated. In addition, M1, Th1, Th17, Th2+Treg and the
IRS/Anti-inflammatory ratio were significantly higher in patients compared to controls.
The combination of the IRS and Th2+Treg profiles (positively associated) with
adiponectin (negatively associated) may predict psoriasis with 97.1% sensitivity and
94.0% specificity.

CONCLUSION: In conclusion, psoriasis is characterized by increased M1, Thl, Th2
and Th17 profiles together with lowered TGF-B and adiponectin. In addition, we
propose a model based on a higher IRS and Th2+ Treg index coupled with lower
adiponectin values, which may be used to externally validate the diagnosis of
psoriasis. Thus, it has been observed that adiponectin plays an important role in
modulating the chronic inflammatory response in psoriasis, and may be a new target
for the treatment of psoriasis.

Keywords: Psoriasis. Cytokines. Adiponectin. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 AsSPECTOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DA PSORIASE

A psoriase € uma doenc¢a mediada pelo sistema imunoldgico, poligénica e
caracterizada pela inflamacao crénica no tecido cutaneo. A ativagcdo constante das células
imunes estimula a producéo e liberagdo de citocinas, provocando o surgimento de lesdes
locais com efeitos sistémicos (GREB et al., 2016). Apesar de acometer predominantemente
a pele de pacientes, as unhas e articulagbes podem, também, serem afetadas. As
manifestacdes clinicas mais recorrentes sdo lesdes avermelhadas, secas e escamosas nos
membros, cotovelos, dorso e couro cabeludo, podendo ou ndo, serem acompanhadas de
coceira, dor e queimacao (GRIFFITHS; BARKER, 2007).

Existem diversos tipos de psoriase, sendo a forma mais frequente a psoriase
em placa ou psoriase vulgar, correspondendo a, aproximadamente, 90% dos casos. Os
pacientes que manifestam essa condi¢cdo exibem manchas avermelhadas bem definidas que
podem atingir qualquer area do corpo e, dependendo da gravidade, podem apresentar
rachaduras e sangramentos. Além da psoriase vulgar, outras formas podem ser diagnosticadas,
tais como: psoriase gutata, que séo pequenas lesdes em forma de gota que surgem nas costas,
bracos e couro cabeludo e esta, geralmente, relacionada com infecgbes bacterianas; psoriase
invertida, que esta localizada em regides Umidas e de dobras; psoriase pustulosa, que da
origem a bolhas de pus, principalmente, nas maos e nos pés e; psoriase eritodérmica, que € a
forma menos comum e atinge o corpo de maneira sistémica (BOEHNCKE; SCHON, 2015).

A etiologia da psoriase é desconhecida, mas o padrdao inflamatorio
encontrado nos pacientes evidencia o importante papel desempenhado pelo sistema imune
na fisiopatologia da doenca (LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014). Além do
componente imunologico, fatores genéticos e epigenéticos podem estar fortemente
relacionados a sua etiologia. Estudos demonstram que a susceptibilidade genética pode
explicar, em parte, o desenvolvimento dessa doenca (CHANDRA et al., 2015; MAHIL;
CAPON; BARKER, 2015). Desta forma, a psoriase é descrita como uma doenca de causas
multifatoriais e o ambiente no qual os individuos estdo inseridos pode influenciar o
desencadeamento dos sintomas e 0 seu agravamento. Estimulos externos como traumas,
infeccdes, queimaduras e medicamentos sdo potenciais desencadeadores no surgimento
das lesdes psoridticas (MAHLER et al., 2014). Além disso, estudos demonstram que o
estresse psicoldgico € um fator importante no desenvolvimento e exacerbacgdo da psoriase
(HUNTER; GRIFFITHS; KLEYN, 2013; STEWART; TONG; WHITFELD, 2018).

O diagnéstico da psoriase é realizado por um médico dermatologista

baseado nos achados clinicos e, na maioria dos casos, dispensa a bidpsia cutanea. Como
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ferramenta de auxilio para a avaliacdo da gravidade da doenca, o especialista utiliza o
indice de Area e Gravidade da Psoriase (PASI — sigla em Inglés para Psoriasis Area and
Severity Index). Durante a anamnese sdo conferidas pontuacbes de 0 a 6 para a
porcentagem de area afetada e de 0 a 4 para a caracteristica das lesdes. O calculo do PASI
€, entdo, realizado por meio de uma equacdo onde quanto maior for o indice, maior sera a
gravidade da doenga Sendo, PASI < 12 considerado uma psoriase de grau leve a moderado
e PASI =2 12, grave.

(FREDRIKSSON; PETTERSSON, 1978).

A psoriase afeta homens e mulheres, igualmente, de qualquer idade e os
dados epidemiolégicos podem sofrer alteracdes de acordo com a populacdo avaliada. Em
uma revisao sistematica da literatura (MICHALEK; LORING; JOHN, 2017), que avaliou 68
artigos, a prevaléncia variou de 0,51% nos Estados Unidos (TAKESHITA et al., 2015) até
11,43% na Noruega (SPRINGATE et al., 2017). Esse mesmo estudo cita que, no Brasil, a
prevaléncia é de 1,30% (FUJIlI et al.,, 2012). No entanto, os autores declararam que
obtiveram dificuldades no levantamento desses dados estatisticos, uma vez que as
populacdes utilizadas, as técnicas de andlise de amostra e conceitos de prevaléncia
divergiam entre os trabalhos publicados e podem ter contribuido para a discrepancia de
resultados encontrada nesses artigos. Além disso, a notificacdo de casos de psoriase ndo é
obrigatdria, o que compromete a confiabilidade dos indices epidemiolégicos dessa doenga.

O diagndstico de psoriase expde um problema de salde fisica e também
um comprometimento da saltde mental dos pacientes. O aspecto das les6es provocadas
pelo acometimento da pele traz consequéncias psicolégicas e ocasiona o afastamento das
atividades laborais e do convivio familiar e social. Um estudo de coorte realizado com 75
pacientes holandeses avaliou o impacto da psoriase na qualidade de vida e o resultado
demonstrou que o constrangimento sofrido por eles implica em reducédo na produtividade e
em dificuldades no relacionamento interpessoal (BRONCKERS et al., 2018). Associado aos
efeitos que a inflamacdo crbénica do tecido cutdneo pode gerar ao organismo, o abalo
emocional afasta o paciente da vida ativa, reduzindo habitos saudaveis, como atividade
fisica, além de provocar diversas comorbidades durante o curso da doenca (TAKESHITA et
al., 2017).

Dentre as comorbidades mais frequentes, a artrite psoriatica (PsA) pode
atingir cerca de 30% de pacientes com psoriase (MEASE et al., 2013). A PsA acomete as
articulagbes, podendo causar erosdo 0ssea e o0 agravamento da doenca cutdnea (BARNAS;
RITCHLIN, 2015). No entanto, cerca de 15% dos casos de PsA ndo séo diagnosticadas, o
gque evidencia a necessidade do trabalho conjunto entre dermatologistas e reumatologistas
no reconhecimento de sinais e sintomas que possam apontar a coexisténcia dessas

condicdes e otimizar o tratamento medicamentoso (VILLANI et al., 2015).
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As doencas cardiovasculares (DCV) também s&o descritas na literatura
como comorbidades frequentes em pacientes com psoriase. Estudos revelam que existe um
maior risco de infarto agudo do miocardio (IAM), hipertens@o e acidente vascular cerebral
(AVC) em individuos acometidos por essa enfermidade (ARMSTRONG; HARSKAMP;
ARMSTRONG, 2013; SAMARASEKERA et al.,, 2013). O desenvolvimento de DCV em
pacientes com psoriase se da, principalmente, por dois fatores: ter psoriase, ou seja, 0
proprio diagnostico da doenca aumenta o risco de DCV e obesidade. Ambas as doencas
estdo associadas a uma resposta inflamatéria crbnica que aumenta 0s eventos
arterioscleréticos em pacientes e, por isso, sao fatores de risco para o surgimento de DCVs
(REICH, 2012).

A obesidade é um distarbio metabdlico recorrente na psoriase (KUMAR et
al., 2012) que pode implicar no surgimento de sindrome metabdlica (SM), diabetes mellitus
(DM) tipo 2 e dislipidemia, além de DCVs (FERNANDEZ-ARMENTEROS et al., 2018). A
resposta inflamatdria crénica presente na psoriase possui efeitos sistémicos e contribui para
0 aumento do tecido adiposo nos pacientes com a doenca. As citocinas pro-inflamatérias
produzidas durante a atividade da doenca tem acdo nos adipocitos, podendo alterar o
metabolismo celular, o que influencia no ganho de massa corporal (JENSEN; SKOV, 2016).
A obesidade, em si, também apresenta um estado inflamatério que, associado a psoriase,
contribue para o surgimento de comorbidades e maior gravidade da doenca (DUARTE et al.,
2013).

Como a psoriase ndo tem cura, o tratamento tem como objetivo controlar
os sintomas e reduzir o PASI e, dessa forma, melhorar a qualidade de vida do paciente. A
terapéutica escolhida deve estar em concordancia com o diagndstico do tipo de psoriase, a
adaptacdo do paciente e a gravidade da doenca. O tratamento tdpico é utilizado em casos
de psoriase leve a moderada, mas pacientes com sintomas graves podem fazer uso em
associacado com outras terapias. Os medicamentos utilizados s&o: os corticosteroides, como
a hidrocortisona, por até 8 semanas; o ditranol, um derivado de antraceno, utilizado sob
supervisdo meédica; a vitamina D; o imunossupressor tacrolimus e o tazaroteno, um retindide
em forma de pomada. O tratamento de segunda linha compde duas abordagens: a
fototerapia e a terapia sistémica. E utilizado em casos graves ou em casos que o tratamento
tépico ndo tenha sido efetivo. A fototerapia com radiagéo ultravioleta (UV) pode ser utilizada
em casos de psoriase vulgar e gutata, sendo combinada com o 5 ou 8 — metoxipsoraleno,
também conhecido como PUVA (Psolaren plus ultraviolet A), um medicamento que aumenta
a sensibilidade da pele aos raios UVA. A terapia sistémica pode ser realizada utilizando trés
medicamentos: 0 metotrexato, um inibidor do metabolismo de acido félico; ciclosporina, um
imunossupressor que inibe a sintese da Interleucina (IL) 2 e de seus receptores e a

acitretina, um derivado da vitamina A, que reduz a escamacao da pele. Por fim, o uso de
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anticorpos monoclonais é adotado quando as lesdes psoridticas estdo em areas criticas,
como o rosto, maos e genitais. Os medicamentos escolhidos sédo: os inibidores do Fator de
Necrose Tumoral (TNF — do inglés Tumour Necrosis Factor) (infliximab, etanercept e
adalimumab); o ustekinumab, um anticorpo anti-IL-12 e anti-IL-23, e 0 secukinumab, um
anticorpo anti-IL-17A (HIGGINS, 2017). Apesar de serem utilizados no tratamento da
psoriase, alguns pacientes ndo apresentam uma resposta efetiva aos inibidores de TNF-a e
0 mecanismo pelo qual isso ocorre ainda nédo é totalmente compreendido. Acredita-se que o
polimorfismo genético no gene que codifica o0 TNF-a e a produgéo de anticorpos contra os
inibidores utilizados no tratamento estdo entre as razfes pelas quais esses medicamentos
apresentam baixa efetividade (GIBELLINI et al., 2016).

1.2 A PELE SAUDAVEL

A pele é considerada o maior 6rgédo do corpo humano cuja principal funcéo
€ conferir protecdo contra agressdes externas. Além de impedir a entrada de
microrganismos, o tecido cutdneo € responsavel pela regulacdo da temperatura corporal e
desempenha papel no metabolismo, como a producéo de vitamina D. Afim de exercer suas
funcbes, a pele conta com uma histologia rica, na qual as células estéo distribuidas ao longo
de trés camadas: a epiderme, a derme e a hipoderme (A. MCGRATH; JOUNI, 2016)
(FIGURA 1).

A epiderme é a camada mais externa da pele e é composta
majoritariamente pelos queratindcitos, responsaveis pela protecdo ao tecido. Os
gueratinécitos passam por um processo de diferenciacdo e o Ultimo estagio consiste na
perda do nacleo e no envelopamento de sua estrutura celular, principalmente, pela
gueratina, o que os tornam impermeaveis e mais resistentes. Esse processo dura cerca de
40 dias, mas pode ser acelerado em caso de lesdes ou doengas que afetam a pele. Além
disso, outras células também estdo presentes em menor quantidade nessa primeira
camada, como as células de Langerhans (CL), os melandcitos e as células de Merkel
(BARONI et al., 2012).

A derme é a camada intermediéria da pele provém a sustentacdo da
epiderme. Essa faixa da pele é composta por proteinas, como a elastina e o colageno, por
fibroblastos, glandulas sudoriparas e sebaceas, foliculos pilosos e inervacdo. Ademais, a
presenca de vasos sanguineos permite que células imunoldgicas sejam recrutadas durante
um processo infeccioso ou inflamatério (LAI-CHEONG; MCGRATH, 2017). Em condi¢des
fisiologicas, a derme possui um tecido linfoide especializado chamado de Tecido Linfoide
Associado a Pele (SALT — do inglés Skin-Associated Lymphoid Tissue) que desempenha a

funcado de vigilancia contra agressfes externas e tolerancia a microbiota da pele (EGAWA,;
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KABASHIMA, 2011). O conceito de SALT foi estabelecido em 1983 por Streilein. O autor
acreditava que a pele continha células capazes de iniciar uma reposta imunolégica in situ.
Nesse contexto, 0 modelo proposto preconizava que células apresentadoras de antigenos
(APC) na epiderme eram capazes de ativar os linfocitos T que chegavam a derme através
dos vasos sanguineos e se tornavam residentes no local (STREILEIN, 1983). Atualmente, a
pele é reconhecida como um tecido imunocompetente que abriga componentes do sistema
imune inato e adaptativo, formando uma complexa rede de protecdo contra antigenos e
danos causados ao tecido (EYERICH et al., 2018).
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Figura 1: A estrutura do tecido cutaneo saudavel. A pele é formada por trés camadas: a epiderme, camada mais
externa, onde s@o encontrados 0s queratinécitos, células de Langerhans, melandécitos e células de Merkel; a derme,
camada intermediéria, é formada por tecido conjuntivo. Nessa camada, encontra-se os fibroblastos, colageno, elastina,
inervagdes, glandulas sudoriparas e sebéaceas e foliculos pilosos. Além disso, linfécitos T residentes podem ser
encontrados na derme e, através de vasos sanguineos, outras células imunoldgicas chegam ao local durante a
resposta inflamatéria e; a camada mais interna € denominada hipoderme ou tecido adiposo e é formada pelos
adipdcitos. Fonte: o proprio autor.

A hipoderme é a camada mais profunda da pele e é constituida por células
denominadas adipdcitos. A principal fun¢do dos adipécitos € o armazenamento de energia
em forma de acidos graxos. A sua localizacdo estratégica permite que esse tecido seja util
como isolamento térmico e protecdo mecanica contra impactos (DRISKELL et al., 2014).
Além disso, os adipdcitos sdo responsaveis por produzir e secretar adipocinas como a
adiponectina, a leptina, a quemerina e a resistina que exercem funcdes metabdlicas e
imunoldgicas no organismo (MATAFOME; SEICA, 2017).

1.3 FISIOPATOLOGIA DA PSORIASE

Os mecanismos que envolvem a fisiopatologia da psoriase sdo complexos

e contam com a participacdo de uma grande variedade de células e moléculas do sistema
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imune inato e adaptativo. Comumente denominada como uma doenga imuno — mediada, a
psoriase é caracterizada como uma inflamagéo crénica que acomete a pele e, diferente do
que ocorre com doengas como Lupus Eritematoso Sistémico (LES), Artrite Reumatoéide (AR)
e Esclerose Mdltipla (EM), por exemplo, a palavra autoimune ndo acompanha sua definicdo.
Isso se deve ao fato de que ainda h4 uma divergéncia em classificar essa doenga como
autoinflamatéria ou autoimune (CHRISTOPHERS; METZLER; ROCKEN, 2014; LIANG et al.,
2017; RIVAS BEJARANO; VALDECANTOS, 2013).

As diferencas entre autoinflamacdo e autoimunidade s&o sutis, mas
importantes para o entendimento e manejo de doencas inflamatérias. Na visdo geral, as
doencas autoinflamatorias (DAI) sdo aquelas cujo desenvolvimento é mediado pelo sistema
imune inato e sdo caracterizadas por episodio de inflamac¢do aguda mesmo na auséncia de
antigenos e autoantigenos. Ja a autoimunidade (DA) tem como principal agente o sistema
imune adaptativo e a producdo de autoanticorpos contra estruturas do proprio organismo
gue, ao longo do tempo, causam lesdo tecidual. Tanto na DA quanto na DAI, a reposta
inflamatéria localizada pode vir a ser tornar sisttmica (ARAKELYAN et al., 2017). No
entanto, a andlise da rede de citocinas demonstra que diferentes moléculas regem a
fisiopatologia dessas duas classes de doengas. A formagdo de inflamassomas com a
posterior producao de IL-1B € documentada e caracteriza as DAI. No caso das DA, aIL-1B e
outras citocinas da resposta inata estdo presentes, mas sao os linfécitos T e B que
conduzem a fisiopatologia da doenca, com a ativacdo de seus receptores e producao de
autoanticorpos, respectivamente (VAN KEMPEN et al., 2015).

O estudo do mecanismo patogénico da psoriase trouxe a luz a
problematica na classificacdo dessa doenca em DAl ou DA. Em geral, a complexidade da
fisiopatologia atribui a essa doenca o carater heterogéneo. Alguns autores afirmam que a
formacdo de inflamassomas, niveis elevados de IL-1B e auséncia de autoanticorpos
especificos caracterizam a psoriase como DAI (CAI et al.,, 2018; RIVAS BEJARANO;
VALDECANTOS, 2013). No entanto, a divergéncia ocorre quando outros autores afirmam:
que séo os linfécitos T auxiliares (Th — do inglés T helper cell) do tipo 1 e 17 que sustentam
a resposta inflamatéria iniciada pela IL-18 (CHRISTOPHERS; METZLER; ROCKEN, 2014)
e; que durante o processo fisiopatoldgico, genes associados a psoriase sdo expressos tanto
na imunidade inata quanto na adaptativa, essa acdo conjunta predispde ao surgimento da
lesdo psoridtica e torna a doenca uma mistura que envolve os dois eixos do sistema
imunoldégico (LIANG et al., 2017). De fato, a fisiopatologia da psoriase envolve células
epiteliais, inatas e adaptativas que formam uma rede de citocinas pro e anti-inflamatérias,
orquestrando o desenvolvimento da doenca e o surgimento das lesbes psoriaticas.

Apesar da etiologia da psoriase ser desconhecida, sabe-se que os

gueratindcitos sédo ativados durante o processo patoldgico e respondem aos estimulos das
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citocinas secretadas pelas células imunoldgicas, bem como as estimula também. O ciclo de
renovagdo dos queratindcitos dura cerca de 28 dias, mas é acelerado durante o estado de
doenca, com o objetivo de curar o tecido lesado (WEBB; LI; KAUR, 2004). A ativagdo dos
queratindcitos € uma etapa importante na fisiopatologia da psoriase. Essas células epiteliais
sdo responsaveis pela producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias capazes de
recrutar e ativar células imunoldgicas para a pele.

Durante um processo infeccioso ou lesivo, 0s queratindcitos secretam
citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas que ativam e recrutam células imunoldgicas para o
local da injaria. A célula dendritica mieldide (mDC — do inglés myeloid Dendritic Cells) da
pele também é denominada célula de Langerhan e é a principal célula ativada durante o
processo fisiopatolégico da psoriase, uma vez que € por meio dela que ocorre a
diferenciacdo de Thl e Thl7. As mDC sdo APCs presentes na epiderme e, como tais,
possuem a fungdo de ativar a proliferagdo e diferenciagdo de linfécitos T CD (do inglés
Cluster of Differentiation) 4 positivas (CD4+) ou auxiliares (LOWES; SUAREZ-FARINAS;
KRUEGER, 2014).

O microambiente das lesGes psoriaticas apresenta altos niveis de TNF-a e
Interferon — gama (IFN-y), secretados pelos queratindcitos, que exercem uma sinalizagao
autécrina e paracrina. Na autdcrina, TNF-a e IFN-y estimulam o préprio queratinécito a
produzir citocinas proé-inflamatérias como a IL-1B e IL-6, e quimiocinas, como a CCL
(Chemokine CC Ligand) 20, que atrai linfocitos Th17, neutréfilos e células dendriticas para o
local de sua secrecao (KENNEDY-CRISPIN et al., 2012). Na paracrina, TNF-a e IFN-y
ativam o macréfago do tipo 1 (M1) e as mDC (CHIRICOZZI et al., 2011).

Utilizando os vasos linfaticos da derme, as mDC se encaminham aos
linfonodos e apresentam antigenos aos linfécitos T virgens (ou naive) também chamados de
ThO, que se diferenciam em Th1l em um microambiente contendo IL-12 ou, em Th17 em um
microambiente contendo IL-23, IL-6 e IL-18 (KIM et al., 2014). Inicialmente, pensava-se que
a inflamacg&o crbénica presente na psoriase era proveniente, apenas, da resposta Thl. No
entanto, sabe-se que ocorre o envolvimento no processo fisiopatolégico de células Thl7
(OGAWA et al., 2018). Embora néo seja atribuida a mesma importancia as células Th22,
essas também apresentam um importante papel na psoriase, uma vez que sua ativagao e
diferenciacdo aumentam a liberacdo de IL-22 no meio, induzindo a hiperplasia dos
queratindcitos e ao aumento da taxa de renovacéo celular (EYERICH et al., 2018).

Orientados por quimiocinas, as células Thl, Thl7, Th22 e
polimorfonucleares (PMN), migram para a derme pela ligagdo as moléculas de adesao
celular (MAC) presentes nas células endoteliais. A ativacdo do endotélio se da por meio da
acao de TNF-a e IL-6 que aumentam a expressao de MAC, tais como: ICAM-1 (Intracellular
Adhesion Molecule - 1), VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule -1) e E-selectinas
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(LEICK et al., 2014). Para atrair os leucécitos para a derme, os macrofagos ativados pelos
queratindcitos produzem a quimiocina CXCL (C-X-C Chemokine Ligand) 8 ou IL-8, que se
liga aos receptores leucocitérios e cria um gradiente de concentracdo para direcionar as
células até seu local de secrecao, ou seja, o tecido cutaneo (RUSSO et al., 2014).

No interior do tecido epidérmico, todas as células imunolégicas produzem
e secretam as citocinas responsaveis pela sintomatologia da psoriase. As células Thl
secretam IL-2, TNF-a e IFN-y, enquanto as Thl7 secretam IL-6, IL-17, IL-21 e IL-22
(DAMSKER; HANSEN; CASPI, 2010). A resposta produzida por Thl e Thl7 estimula as
células ao redor a produzirem mais citocinas lesivas ao epitélio em um feedback positivo,
perpetuando a reacdo inflamatéria e aumentando o infiltrado leucocitario no local
(CHIRICOZZI et al., 2018). A FIGURA 2 demonstra a complexa rede de células e citocinas
gue estado envolvidas na resposta inflamatéria presente na fisiopatologia da psoriase.

Além das mDC, outros componentes do sistema imune inato sao ativados
e estdo presentes nas lesdes psoriaticas. Sdo eles: os M1, ativados pelos queratinécitos,
sdo produtores de TNF-qa, IL-1B e IL-6 e da quimiocina IL-8 (CLARK; KUPPER, 2006); os
neutrdfilos, que séo atraidos por CCL20 e por IL-8 e produzem IL-17 (KENNEDY-CRISPIN
et al., 2012). Alguns estudos relataram que os neutréfilos secretam essa citocina através
das armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET — do inglés Neutrophils Extracellular
Traps) (LIN et al.,, 2011); as células dendriticas plasmocitéides (pDC - do inglés
plasmocytoid Dendritic Cells) podem ser ativadas por elementos celulares provenientes da
lesédo cutédnea, como RNA e DNA, e secretam IFN-a e IFN-y (LANDE et al., 2015); os
mastécitos também sao produtores de IL-17, além de produzirem IL-8 e IL-22, e sdo
recrutados ao tecido junto com neutréfilos e pDCs (MASHIKO et al., 2015) e; por fim, as
células Natural Killers (NK) também sdo encontradas nos locais de lesdo e secretam de
TNF-q, IFN-y, IL-17 e IL-22 (SIMONI et al., 2013).

As citocinas pro-inflamatorias, produzidas no estado de doenca, séo
capazes de inibir e reduzir a expressao das citocinas anti-inflamatérias. O TNF-a e a IL-6
sdo as principais citocinas envolvidas na supressdo da resposta anti-inflamatoria e
responsaveis pela intensificagdo da inflamacé&o crbnica. A a¢do continua dessas citocinas é
um fator importante nos efeitos sistémicos que a fisiopatologia da psoriase pode provocar,
como o surgimento das comorbidades associadas a essa doenga, tais como DCVs e
obesidade. Tanto a IL-6 quanto o TNF-a promovem a ativacdo endotelial e a maior
expressao de MACs e, por isso, 0 excesso dessas citocinas esta envolvida no
desenvolvimento de placas arterioscleroticas (KAUR; KINGO; ZILMER, 2017; SHI et al.,
2014).
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Figura 2 — Resposta Inflamatéria da Fisiopatologia da Psoriase. Danos causados ao tecido cutaneo
provocam a liberagdo de conteddo intracelular, como RNA e DNA, e estimulam os queratindcitos a produzirem
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IFN-y. A secrecdo dessas citocinas estimula os queratinécitos a
produzirem IL-6 e CCL20 que ativam as moléculas de adesdo celular e atraem células imunoldgicas do vaso
sanguineo para dentro do tecido. O conteldo intracelular dos queratindcitos é reconhecido pelos receptores de
membrana presentes nas pDC e as estimula a produzirem IFN-a e IFN-y que, junto com o TNF-q, ativam as
mDC. As mDC ativadas se encaminham até os linfonodos onde estimulam a diferenciacdo e proliferacao dos
linfécitos Th1, em microambiente contendo IL-12, linfocitos Th17, em microambiente contendo IL-6, IL-1B e IL-22,
e Th22. Apo6s a diferenciacéo, os linfocitos se encaminham ao tecido cutdneo e produzem suas citocinas pro-
inflamatorias, tais como: IL-2, TNF-a, IFN-y (Th1); IL-6, IL-17, IL-21 e IL-22 (Th17) e; IL-22 (Th22). A ativagao
das moléculas de adeséo celular possibilita a chegada de células do sistema imune inato para o local da lesdo e
a secrecdo de mais citocinas que ajudam na propagar a resposta inflamatoria, como: os neutréfilos, produtores
de IL-17; os macréfagos, que produzem IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-q; células NK produtoras de IL-17, IL-22, IFN-y e
TNF-a e; os mastocitos, que produzem IL-8, IL-17 e IL-22. Legenda: Interleucina (IL), Interferon— a/y (IFN-afy),
Fator de Necrose Tumoral — alfa (TNF-a), Célula T auxiliar (Th), Células Polimorfonucleares (PMN), Células
Natural Killers (NK), Células Dendriticas mieldides (mDC), Células Dendriticas plasmocitoides (pDC); Quimiocina
C-C Ligante 20 (CCL20). Fonte: o proprio autor.

A pele saudavel é produtora de citocinas que promovem a resposta anti-
inflamatéria no tecido. Os queratinécitos, por exemplo, secretam IL-10, uma citocina com
funcéo de regular a resposta inflamatéria e reduzir a expresséo das citocinas Thl (IYER;
CHENG, 2012). Ja as células de Langerhan induzem a resposta Th2, aumentando a
producado de IL-4 e estimulando a polarizacdo de macréfagos do tipo 2 (M2) com atividade
anti-inflamatoéria, em detrimento aqueles do tipo M1 (pré-inflamatérios) (FUJITA et al., 2009).
O Fator transformador do crescimento beta (TGF-B, Transforming Growth Factor — beta) é
uma citocina produzida pelos fibroblastos na pele saudavel e que regula a proliferacdo e
diferenciacéo celular, participando do processo de cicatrizacdo do tecido cutdaneo (PENN;
GROBBELAAR; ROLFE, 2012). Além disso, o TGF-B é importante na diferenciacao de
células T regulatérias (Treg), necessitando de um microambiente contendo IL-2 (ZHENG et
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al., 2007). A fungdo da Treg é regular a reposta imunolégica inibindo a apresentacao de
antigenos realizada pelas DCs (Células Dendriticas — do inglés Dendritic Cells),
subsequentemente, suprimindo a diferenciacdo de ThO em Thl, Thl7 e Th22 (SHEVACH,
2011).

A adiponectina é uma adipocina anti-inflamatoria produzida pelos
adipdcitos cuja funcdo € modular a reposta imunoldgica através da inibicdo de M1 e da
secrecdo de IL-2, IL-6, TNF-a e IFN-y e, subsequentemente, aumentar a expressao de IL-10
e M2 (LUO; LIU, 2016). A adiponectina circula em trés formas moleculares diferentes, tais
como a trimérica, hexamérica e de alto peso molecular. Esta Gltima apresenta uma funcéo
metabdlica por meio do aumento da oxidagdo de acidos graxos e na reducdo da resisténcia
a insulina (MATAFOME; SEICA, 2017). No entanto, a obesidade e a resposta inflamatéria
cronica sdo dois fatores que reduzem a producdo de adiponectina (FRANCISCO et al.,
2018a). Além de seu comportamento ser inversamente proporcional ao ganho de massa
corporal, a obesidade é doenca metabdlica caracterizada por uma inflamac¢do mediada por
TNF-a e IL-6 (SHI et al.,, 2014). Essas citocinas pro-inflamatorias inibem a producédo de
adiponectina e, com isso, suas fungbes metabodlicas e imunolégicas sdo comprometidas
(VERSINI et al., 2014).

O estudo da fisiopatologia da psoriase expde a complexidade e a vasta
quantidade de células e citocinas que promovem o0 processo inflamatério presente nessa
doenca. Apesar da variedade, sdo Thl e Thl7 que perpetuam a resposta pro-inflamatéria
lesiva a pele e sé@o o pivd da fisiopatologia da psoriase, uma vez que as citocinas secretadas
antes e depois do processo de diferenciacdo sdo importantes no mecanismo patogénico da
doenca (NESTLE et al., 2005).

1.3.1 Psoriase e as citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias

A IL-18 é uma citocina pré-inflamatoria produzida, principalmente, pelos
macréfagos M1 (GINHOUX et al., 2016). Estudos realizados com amostras de bidpsia das
lesbes psoridticas demonstraram que hd um aumento na expressao génica das citocinas da
familia IL-1 no tecido cutédneo durante a reposta inflamatéria da psoriase (BALATO et al.,
2013; COOPER et al., 1990; JOHNSTON et al., 2011). No entanto, os niveis plasmaticos
dessas citocinas ndo refletem o aumento das mesmas no tecido epidérmico. Em uma
revisdo sistematica da literatura, Dowlatshahi e colaboradores (2013) n&o encontrou
diferencas significativas nos niveis de IL-1 em pacientes com psoriase quando comparados
a controles saudaveis (DOWLATSHAHI et al.,, 2013). Apesar disso, Skendros e
colaboradores, em 2017, reportaram um estudo realizado com um paciente diagnosticado

com psoriase pustular. A terapia administrada foi uma dose mensal de 150 mg por via
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subcutanea de canakinumab, um inibidor de IL-13. Até a data de publicacdo dos resultados,
0 paciente estava em tratamento por tempo superior a 1 ano, apresentando melhoras no
quadro clinico. O resultado obtido por Skendros e colaboradores demonstra que a IL-18 &
uma importante citocina na resposta inflamatéria da psoriase pustular (SKENDROS et al.,
2017).

Além da IL-1B, o TNF-a e a IL-6 estdo associadas a fisiopatologia da
psoriase. Em 2010, Takahashi e colaboradores realizaram um estudo na populacéo
japonesa, incluindo 128 pacientes com psoriase e 78 controles, para quantificar os niveis de
séricos das citocinas envolvidas na doencga. Tanto o TNF-a quanto a IL-6 apresentaram
niveis mais elevados em pacientes quando comparados aos controles. Além disso, o TNF-a
apresentou uma correlagdo positiva com o PASI (TAKAHASHI et al., 2010). Mais tarde, em
2013, o grupo de pesquisa de Dowlatshahi realizou uma revisdo sistematica da literatura,
seguida de uma meta-analise, onde reuniu 78 publicacbes sobre estudos de citocinas em
psoriase. E, assim como Takahashi, encontrou que tanto o TNF-a quanto a IL-6 estavam
aumentadas na psoriase (DOWLATSHAHI et al., 2013). No entanto, em ambos os estudos,
a IL-1B ndao mostrou diferenca significativa entre pacientes e controle (DOWLATSHAHI et
al., 2013; TAKAHASHI et al., 2010), o que evidencia que sua influéncia pode estar restrita a
forma pustular da psoriase (SKENDROS et al., 2017).

Os efeitos de TNF-a sdo importantes na fisiopatologia da psoriase. Em
2017, Campanati e colaboradores realizaram um estudo na populacéo italiana com 15
pacientes diagnosticados com psoriase de moderada a grave e 12 individuos controles. Os
pacientes foram divididos de forma aleatéria em dois grupos: um grupo fez uso de
etanercept (inibidor de TNF-a) e o outro grupo fez uso de adalimumab (imunoglobulina
humana anti-TNF), ambos por 12 semanas. As amostras de sangue foram colhidas antes do
inicio do tratamento e ao final das 12 semanas. O resultado demonstrou que todos os
pacientes que fizeram uso do inibidor de TNF-a apresentaram melhora no PASI. Além disso,
a expressado dos genes de citocinas Thl e Th2 estavam aumentados em pacientes com
psoriase quando comparados aos controles e, ap0s as 12 semanas, houve uma reducao
significativa na expresséo desses genes. Aliado a esse resultado, o perfil Th2, representado
pelas citocinas IL-2, IL-4 e IL-5, nesse estudo, mostraram um aumento na expressado génica
apoés o tratamento com o inibidor de TNF-a (CAMPANATI et al., 2017). Esses resultados,
além de corroborar os estudos anteriores, evidenciam a importancia do TNF-a na
modulacao da resposta imune na psoriase.

Como o estudo da fisiopatologia da psoriase sugere, as citocinas Thl e
Th17 desempenham um papel importante na doenca (GREB et al., 2016). A IL-2 e a IL-12
sdo citocinas Thl que estdo presentes em niveis elevados na psoriase. O estudo de
Takahashi (TAKAHASHI et al., 2010) também analisou os niveis séricos de IL-2 e IL-12 e,
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apesar da IL-12 apresentar niveis séricos elevados, a IL-2 ndo mostrou resultados
significativos. Corroborando os resultados da IL-12, Brito-Luna e colaboradores, em 2016,
realizaram um estudo no México que contou com a participacdo de 85 individuos, onde 55
eram pacientes com psoriase (31 com SM e 24 sem SM); 16 individuos sem psoriase, com
SM e; 14 individuos clinicamente saudaveis. O resultado demonstrou que em pacientes do
grupo de psoriase sem SM e do grupo de individuos com SM, tanto a IL-12 quanto o TNF-a
estavam significativamente elevados quando comparados ao controle. Além disso, pacientes
com psoriase e SM apresentaram niveis de TNF-a aumentando, fomentando a participagao
dessa citocina em processos inflamatérios e no desenvolvimento de comorbidades (BRITO-
LUNA et al., 2016).

Apesar dos resultados de Takahashi (TAKAHASHI et al., 2010), estudos
demonstram que a IL-2, bem como a IL-12, também estad aumentada em pacientes com
psoriase. Em 2014, Bos e colaboradores reuniram 21 pacientes com psoriase, 30 com PsA
e 26 individuos controles A coleta de material bioldgico foi realizada para quantificagéo de
citocinas Thl, Th2 e Th1l7, no entanto, apenas IL-2 (Thl) apresentou resultado significativo
entre os grupos. O resultado demonstrou que a IL-2 estava significativamente elevada em
pacientes com PsA quando comparados aos outros dois grupos. Ja entre pacientes com
psoriase e controles, essa diferenca nao foi observada. Demonstrando que a IL-2 é
importante na diferenciacdo entre a psoriase e o desenvolvimento de sua comorbidade, a
PsA (BOS et al., 2014). Aliado aos resultados da IL-2, Khandpur et al., em 2017, realizaram
um estudo que incluiu 30 pacientes com psoriase ativa, 30 com psoriase estavel e 15
individuos controles. Os resultados expressaram que o0s niveis de IL-2 estavam mais
elevados em pacientes com psoriase quando comparados aos controles, no entanto, ndo
houve diferenca significativa entre pacientes com psoriase ativa e estavel (KHANDPUR et
al., 2017).

A principal citocina Th17 envolvida na fisiopatologia da psoriase é a IL-17.
Um estudo com pacientes turcos (n=70) e outro com pacientes japoneses (n=30) ndo
demonstraram diferencas nos niveis séricos de IL-17 em pacientes com psoriase quando
comparados com controles (NAKAJIMA et al., 2013; YILMAZ et al., 2012). No entanto,
outros dois estudos direcionados a importancia da IL-17 na psoriase obtiveram resultados
significativos (COIMBRA et al.,, 2010; FOTIADOU et al., 2015). O estudo de Coimbra e
colaboradores, em 2010, reuniu ao todo 54 participantes portugueses, sendo 34 pacientes
com psoriase e 20 voluntarios saudaveis. No grupo de pacientes, 17 receberam o
tratamento fototerdpico PUVA e os outro 17 receberam tratamento com ondas curtas de
ultravioleta B (NB-UVB — do inglés Narrow-Band Ultraviolet B), ambos os grupos por 12
semanas. Antes do tratamento, as citocinas avaliadas pelo grupo (IL-22, IL-23, IL-17, IL-8,

TNF-a) estdao em altos niveis séricos em pacientes com psoriase quando comparados aos
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controles. Apdés 12 semanas, ambos os tratamentos reduziram significativamente os niveis
dessas (COIMBRA et al., 2010). Ja Fotiadou e colaboradores realizaram um estudo na
populacdo grega com 35 pacientes com psoriase e 20 individuos controles. A IL-17
apresentou niveis mais elevados em pacientes do que em controles. Além disso, pacientes
com doenca ativa obtiveram niveis de IL-17 significativamente superiores aos pacientes com
psoriase estavel. Esse resultado corrobora a participacao dessa citocina na fisiopatologia da
psoriase (FOTIADOU et al., 2015).

Ainda que as citocinas pro-inflamatérias exercam predominancia no
mecanismo patolégico da psoriase, as citocinas anti-inflamatérias também sdo importantes
para a regulagcdo da resposta inflamatoéria. A IL-4 e a IL-10 sdo as principais citocinas da
defesa anti-inflamatéria e desempenham um papel importante na psoriase. Antiga e
colaboradores, em 2012, realizaram um estudo randémico em que 14 pacientes com
psoriase receberam etanercept, 12 pacientes com psoriase receberam acitretina, 10
individuos eram saudaveis e 6 tinham dermatite crbnica. Apés 12 semanas de tratamento,
pacientes em uso de etanercept suprimiram a resposta Th17 e estimularam a IL-10 e, desta
forma, apresentaram melhora no PASI (ANTIGA et al., 2012). JA& em um estudo
multicéntrico, duplo-cego e randdmico realizado na Italia, Roberti e colaboradores (2014)
administraram uma droga contendo IL-4, IL-10 e IL-11 a 23 pacientes e placebo a 18
pacientes, ambos diagnosticados com psoriase, por um periodo de 12 meses. Ao final de 1
ano, 0s pacientes que receberam a droga obtiveram uma melhora no PASI e relataram
melhor qualidade de vida (ROBERTI et al., 2014).

Ao contrario da IL-4 e da IL-10, o TGF-B apresenta resultados
contraditérios. Em 2002, Flisiak e colaboradores realizaram um estudo com 41 pacientes
poloneses com psoriase e 13 controles saudaveis. Nao houve diferenca significativa nos
niveis de TGF-B, no entanto, o mesmo foi associado ao PASI aumentado (FLISIAK et al.,
2002). Por sua vez, Zaher et al., realizaram um estudo com 10 pacientes de psoriase e 22
pacientes controles e também n&o encontraram diferengas significativas, no entanto, o TGF-
B também foi relacionado com o PASI aumentado (ZAHER et al., 2009). Apesar disso, em
2003, Doi e colaboradores, coletaram 10 amostras de tecido normal e 21 amostras de
lesbGes psoridticas. A imunohistoquimica evidenciou que as amostras de pacientes com
psoriase apresentavam reducdo nos niveis de TGF-B e de seus receptores. Os autores
ainda argumentaram que essa redugdo nos niveis de TGF-B contribuiu para a
hiperproliferacdo dos queratinécitos (DOI et al., 2003). Essa afirmagdo condiz com um
estudo realizado por Di Fusco e colaboradores que argumentam que o TGF-§ esta, de fato,

envolvido na regulacao da proliferacdo dos queratinécitos (DI FUSCO et al., 2017).
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1.3.2 Adiponectina

O estudo da associacdo dos niveis séricos de adiponectina na psoriase
ndo € recente. Diversos autores relatam a importancia dessa adipocina na resposta
inflamato6ria que acomete os pacientes. Eder e colaboradores, em 2011, associaram a
inflamacdo aos niveis reduzidos de adiponectina em pacientes com psoriase e SM. Um
estudo transversal realizado no Canada com 203 pacientes com PsA e 155 pacientes com
psoriase e sem artrite associou a maior ocorréncia de SM e menores niveis séricos de
adiponectina em pacientes com PsA quando comparados aqueles que nado tem artrite
(EDER et al., 2013). Esse dado corrobora a atuagdo da adiponectina no desenvolvimento de
comorbidades na psoriase (GERDES; ROSTAMI-YAZDI; MROWIETZ, 2011). Baran e
colaboradores, em 2015, coletaram o material sanguineo de 49 pacientes com psoriase e 16
controles saudaveis para avaliar os niveis séricos de adiponectina. O resultado demonstrou
que pacientes com psoriase apresentavam uma reducdo de quase 2 vezes em relagdo aos
controles saudaveis. E, apesar do resultado n&o ter sido significativo, os niveis de
adiponectina eram mais reduzidos em pacientes cujo o PASI era maior. Além disso, houve
uma correlacéo negativa com o indice de massa corporal (IMC) (BARAN et al., 2015).

Esses dados demonstram o comportamento inverso da adiponecina com
relacdo ao ganho de massa corporal. Esse fato pode ser explicado pelo aumento do TNF-a
proveniente da inflamacg&do crbnica apresentada pela doenca e pela obesidade. Essa
associacao pode ser encontrada no estudo realizado por Campanati e colaboradores, em
2015, que analisaram os niveis de adiponectina de 47 pacientes com psoriase antes e
depois de 12 semanas de tratamento com terapia anti-TNF e compararam os resultados
com 39 controles saudaveis. Os resultados demonstraram que apés a terapia, os niveis de
adiponectina aumentaram significativamente nos pacientes com psoriase, apesar de ainda
estarem mais reduzidos comparados aos controles. Além disso, o PASI dos pacientes
apresentou uma melhora apdés o tratamento com TNF-a (CAMPANATI et al,
2015)(CAMPANATI et al., 2015). A relacdo inversa entre TNF-a e adiponectina também
pode ser encontrada no estudo de Sereflican e colaboradores, em 2016. Quarenta e dois
pacientes com psoriase e 42 individuos controles participaram do estudo, cujo objetivo era
analisar os niveis séricos de TNF-a e adiponectina. Os resultados demonstraram que a
adiponectina e o TNF-a apresentaram uma correlagdo com o PASI e os niveis de TNF-a
estavam elevados e os de adiponectina estavam reduzidos em pacientes com psoriase
comparados com os controles (SEREFLICAN et al., 2016).

Os resultados obtidos por todos os estudos supracitados demonstram que,
de fato, a adiponectina € uma citocina anti-inflamatéria importante na fisiopatologia da

psoriase e ajudam a corroborar os dados na literatura que associam a reducao dos niveis de



28

adiponectina com a resposta inflamatéria cronica nessa doenca (FRANCISCO et al., 2018b;
KYRIAKOU et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Até o presente momento, estudos que avaliaram os niveis de citocinas pro
e anti-inflamatdrias em individuos com psoriase apresentaram resultados conflitantes para
as citocinas avaliadas. Além disso, ha uma escassez de estudos que tenham avaliado o
perfil de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias concomitantemente. E, também,
escasso 0 numero de estudos que tenham avaliado a adiponectina dentro do contexto do
perfil anti-inflamatério e, ndo s6, no seu envolvimento no surgimento de doencas
cardiovasculares. Sendo assim, a avaliacdo do conjunto destas moléculas se faz necesséria
para o maior entendimento da fisiopatologia da psoriase.

Ressalta-se, ainda, que ndo ha biomarcadores laboratoriais utilizados para
o diagndstico da psoriase, 0 que poderia auxiliar e complementar o diagnéstico clinico da
doenca. Desta forma, o melhor entendimento do envolvimento das citocinas na fisiopatologia
da psoriase podera contribuir para a descoberta de novos biomarcadores associados a

doenca assim como possiveis novos alvos terapéuticos.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os perfis de citocinas pré- e anti-inflamatorios e determinar modelos

preditores que auxiliem no diagnéstico de psoriase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Comparar os niveis séricos das citocinas M1, Thl, Th2, Thl7, Treg e
adiponectina em pacientes com psoriase e controles saudaveis.

o Estabelecer os perfis de citocinas (pr6- e anti-inflamatérios) que
predominam em pacientes com psoriase.

o Propor modelos de predi¢do de psoriase utilizando as citocinas avaliadas

individualmente ou em perfis.
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4 SUJEITOS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Este € um estudo caso-controle que incluiu 146 participantes de ambos os
sexos, com idade entre 18 e 70 anos, sendo 70 pacientes com diagndstico de psoriase (56
com psoriase em placa, 10 com PsA, 3 com psoriase em gutata e 1 com psoriase pustular)
atendidos no Ambulatério de Dermatologia do Ambulatério de Especialidades do Hospital
Universitario (AEHU) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e 76 individuos saudaveis
(grupo controle) selecionados entre doadores de sangue do Hemocentro Regional de
Londrina. Os critérios de exclusdo foram o paciente apresentar doencgas tireoidianas, renais,
adrenais, hepaticas, gastrointestinais, infecciosas, oncolégicas e outras doencas
autoimunes.

O diagndstico de psoriase foi realizado pelo médico dermatologista de
acordo com os critérios propostos pelo Consenso Brasileiro de Psoriase, elaborado pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) em 2012 (MAIA; TAKAHASHI; ROMITI, 2012).
A gravidade da doenca foi definida utilizando o PASI (ANEXO A) (FREDRIKSSON;
PETTERSSON, 1978).

A realizacdo dessa pesquisa seguiu as normas de boas praticas clinicas e
foi conduzida de acordo com os principios expressos na Declaracdo de Helsinki e suas
alteracdes posteriores. O Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UEL
aprovou o estudo conforme o numero CAAE: 51826215.0.0000.523, Numero do Parecer:
1.556.235 de 23/05/2016 (ANEXO B). O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
foi obtido de todos os individuos que aceitaram participar do estudo (APENDICE A).

4.2 DADOS DEMOGRAFICOS, EPIDEMIOLOGICOS E ANTROPOMETRICOS

Os dados demogréficos, epidemiolégicos e antropométricos foram obtidos
em uma consulta clinica realizada pelo médico dermatologista de acordo com uma ficha de
avaliacido (APENDICE B) estabelecida pelos pesquisadores.

Para os dados antropométricos foram registradas as seguintes
informacdes: peso corporal, realizado em uma balanca digital com precisdo de 0,1 Kg no
periodo da manhd e com os individuos vestido roupas leves e sem sapatos; altura,
mensurada por um estadibmetro com precisdo de 0,1 cm; circunferéncia abdominal (CA),
utilizando uma fita métrica na regido entre a Gltima costela e a crista iliaca com os pacientes
em pé e expresso em cm e o IMC foi calculado pela divisdo entre o peso corporal e 0

quadrado da altura e expresso em Kg/m?.
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A presséo arterial foi aferida utilizando um esfigmoman6metro calibrado,
no brago esquerdo dos pacientes, sentados, com no minimo 5 minutos de repouso
(PICKERING et al., 2005). O diagnéstico de hipertensdo arterial foi estabelecido em
pacientes cuja pressao arterial estava = 140/90 mmHg ou em uso de algum medicamento
anti-hipertensivo (JAMES et al., 2014).

4.3 COLETA DE SANGUE E EXAMES BIOQUIMICOS

Apoés jejum de 12 horas, os pacientes foram submetidos a uma coleta de
material sanguineo com punc¢do venosa utlizando tubos estéreis (BD Vacutainer
UltraTouch, Franklin Lakes, NJ, EUA) de coleta a vacuo sem e com anticoagulante contendo
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras foram encaminhadas ao laborat6rio
para a realizacdo do cadastro, processamento, separacdo e armazenamento. O plasma foi
aliquotados em microtubos de centrifugacdo de 2 mL devidamente identificados com niumero
e nome de cada paciente e armazenados em freezer -80°C até a realizagdo da dosagem de
citocinas.

Os niveis de glicose, colesterol, lipoproteina de alta densidade (HDL — do
inglés High Density Lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade (LDL — do inglés Low
Density Lipoprotein) e triglicerideos (TG) foram determinados por autoanalisador bioguimico
(Dimension Dade AR Dade Behring, Deerfield, lllinois, EUA), utilizando kits SIEMENS®.

O diagnéstico de SM foi determinado utilizando o Adult Treatment Panel Ill
(ATP IIl) (GRUNDY et al., 2005) sendo necesséria a presenca de 3 dos 5 critérios a seguir:
1) CA alterada (homens = 94 cm e mulheres = 80 cm); 2) hipertrigliceridemia (= 150 mg/dL
ou utilizacdo de algum medicamento para essa condicdo); 3) HDL em niveis séricos
reduzidos (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL); 4) presséo arterial elevada: pressao
arterial sistélica (PAS = 130 mm Hg), presséo arterial diastdlica (PAD = 85 mm Hg) ou
utilizacdo de algum medicamento anti-hipertensivo); glicemia de jejum aumentada (= 100

mg/dL) ou utilizacdo de algum medicamento hipoglicemiante.

4.4 DOSAGEM DE CITOCINAS

Os niveis plasmaticos das citocinas pro-inflamatérias (IFN-y, TNF-a, IL-1p,
IL-2, IL-6, IL-12, IL-17) e das anti-inflamatérias (IL-4, IL-10) foram determinados por
imunofluorimetria utilizando o Kit ProcartaPlex Human High Sensitivity Panel 9plex
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria) para a analise simultanea das 9
citocinas e o TGF-B foi analisado pelo do ProcartaPlex Human TGF beta 1 Simplex

(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria) ambas as técnicas para a plataforma
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Luminex®. Os resultados foram expressos em pg/mL.

A andlise dos niveis plasméaticos de adiponectina foi realizada através de
um ensaio imunoenzimético de ELISA (do inglés — Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
utilizando o kit Adiponectin/Acrp30 DuoSet® (R&D Systems, Minneapolis, EUA). Os
resultados foram expressos em pg/mL.

Apoés a dosagem, os niveis séricos de citocinas foram transformados nas
mesmas escalas e unidades (escore Z) para comparacao individual e criacdo de perfis: 1)
Perfis pro-inflamatérios: M1 (IL-1B, IL-6, TNF-a), Th1 (IL-2, IL-12, IFN-y), Th17 (IL-6, IL-17) e
IRS (do inglés Immune-inflammatory Response) correspondendo a somatéria dos perfis M1,
Thl e Thl7; 2) Perfis anti-inflamatérios: Th2+Treg (IL-4, IL-10, TGF-B) e sistema anti-
inflamatério (IL-4, IL-10, TGF-B, Adiponectina). Para verificar quais perfis predominam na
doenca foram estabelecidos os seguintes indices: (1) IRS/Th2+Treg: (M1+Th1+Th17) — (IL-
4+IL-10+TGF-B); (2) IRS/Anti-inflamatério:  (M1+Th1+Thl7) -  (IL-4+IL-10+TGF-
B+Adiponectina).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) e andlise de tabelas de contigéncia (teste
de Qui-quadrado) foram utilizada para avaliar diferencas nos dados nominais e continuos
(demograficos e clinicos) entre os grupos de estudo. O coeficiente de correlacdo de Pearson
e 0 Coeficiente de correlacdo de postos de Spearman foram utilizados para avaliar a relagédo
entre variaveis. A andlise multivariada foi realizada pelo do modelo linear geral (GLM) para
avaliar o efeito das variaveis independentes nos niveis séricos de citocinas (variaveis
dependentes), ap6s 0 ajuste das variaveis confundidoras como a idade, sexo e IMC.
Quando a andlise de multivariada foi significativa, o teste de efeito entre sujeitos foi
empregado para avaliar os efeitos das varidveis independentes significativas sobre as
variaveis dependentes. A média marginal estimada do modelo generalizado, com desvio
padrédo (SD), foram computados. Os ajustes dos valores de p foram realizados utilizando a
taxa de falsas descobertas (FDR) (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). A regressao logistica
bindria foi utilizada para delinear o preditor de psoriase mais importante (variavel
dependente) com os controles como grupo de referéncia e citocinas e perfil de citocinas
como variaveis explanatorias. As redes neurais (perceptron multicamadas — MLP) foram
utilizadas para avaliar as associacbes ndo-lineares entre 0s niveis de citocinas e o
diagnostico empregando uma arquitetura automatizada feedfoward. Uma ou duas camadas
ocultas foram consideradas com um numero variavel de ndédulos (maximo 4). A taxa de
predicdes incorretas e a matriz particionada foram computadas utilizando o conjunto treino,

teste e holdout (taxa: 7/3/5, respectivamente). A area sob a curva ROC (AUC-ROC) e a
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importancia relativa das variaveis de entrada foram computadas através na andlise de
sensibilidade. Toda a analise estatistica foi realizada através do IBM SPSS, versdo 24. Os
testes foram bicaudais, onde a = 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

De acordo com o proposto por Maes e Carvalho (MAES; CARVALHO,
2018), os escores z foram computados utilizando o perfil de citocinas Macréfago M1, Thl,
Th2, Thl7, Treg e citocinas anti-inflamatorias. Todos os dados de citocinas transformadas
em logaritmico foram transformadas em unidades z (escore z com distribuicdo média = 0 e

desvio padrdo = 1 e utilizados na construcdo dos perfis abaixo:

D Macréfago M1: valor z de IL-1B (zIL-1B) + zTNF-a + zIL-6;

2 Thi7: zIL-6 + zIL-17

3) Thl: zZIFN-y + zIL-12 + zIL-2

4) IRS: z(zIL-1B + zTNF-a + zIL-6+ zIL-17 + zIFN-y + zIL-12 + zIL-2)

(5) Th2 + Treg: zIL-4 + zIL-10 +zZTGF-

(6) indice Anti-inflamatério: zIL-4 + zIL-10 + zAdiponectina

(7) IRS/indice Anti-inflamatério: z(M1 + Thl + Thl7) — z(indice Anti-

inflamataorio)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos em
um artigo cientifico intitulado: “PROINFLAMMATORY AND ANTI-INFLAMMATORY
CYTOKINE PROFILES IN PSORIASIS: USE AS LABORATORY BIOMARKERS AND
DISEASE PREDICTORS” e sera submetido a revista IMMUNOLOGY AND CELL
BIOLOGY, com fator de impacto 3,795.
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ABSTRACT

The objectives of this study were to delineate the pro and anti-inflammatory cytokine profiles
of psoriasis and cytokine profile models that externally validate the diagnosis. This study
recruited 70 patients with psoriasis and 76 healthy controls. Cytokine profiles were
evaluated, including pro-inflammatory M1 (IL-1+ IL-6+TNF- a), Thl (IL-2+IL-12+IFN-y), Th17
(IL-6+1L-17), and immune-inflammatory response system (IRS=M1+Th1+Th17) profiles.
Moreover, the anti-inflammatory potential included Th2 (IL-4), Th2+T regulatory
(Th2+Treg, namely IL-4+IL-10+TGF-B), anti-inflammatory (Th2+Treg+adiponectin), and the
pro-inflammatory/anti-inflammatory index. There was a highly significant association
between psoriasis and cytokine levels and the psoriasis explains 82.9% of their variance,
with a particularly strong impact on IL-2 (46.3%), IL-12 (45.1%), IL-10 (53.2%), and
adiponectin  (40.1%). TGF-B and adiponectin were significantly lower while all other
cytokines (except IFN-y) were significantly higher in psoriasis than in controls. In addition,
M1, Thl, Thl7, Th2+Treg, and IRS/Anti-inflammatory index were significantly higher in
psoriasis patients than in controls. The IRS index, Th2+Treg, and adiponectin predicted
psoriasis with 97.1% sensitivity and 94% specificity. In conclusion, psoriasis is characterized
by increased M1, Thl, Th2 and Th17 profiles together with lowered TGF-B and adiponectin.
In addition, we propose a model based on a higher IRS and Th2+Treg index coupled with
lower adiponectin values, which may be used to externally validate the diagnosis of
psoriasis. The most important marker in psoriasis is adiponectin levels, which may play a role
in the modulation of the chronic inflammatory response observed in psoriasis. Therefore,

adiponectin could be a new drug target to treat psoriasis.

Key words: psoriasis; cytokines; adiponectin; inflammation.
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INTRODUCTION

Psoriasis is an autoimmune disease characterized by chronic inflammation of the skin

related to innate and adaptive immune responses. Plaque-type psoriasis or psoriasis vulgaris
is the most common clinical manifestation, and its features include red and scaly
plagues on the elbows, knees and scalp. Along with other autoimmune diseases, psoriasis is
a multifactorial disorder and can be triggered by injury, trauma, infections and medications,
as well as psychological stress?.
Histological findings demonstrate epidermis hyperkeratinisation and leukocyte infiltration into
the dermis, mainly formed by activated T cells?. Although the recruitment and activation of T
helper (Th) 1 and Thl7 lymphocytes drive the pathogenesis of psoriasis, neutrophils,
antigen-presentation cells (APCs), macrophages and keratinocytes contribute to the
synthesis and secretion of cytokines. The presence of pro- inflammatory cells and their
cytokines creates a damaging environment leading to the development and aggravation of
psoriatic lesions?®.

The cytokine profile of psoriasis is vast and complex. Interleukin (IL) 2, Tumour
Necrosis Factor-alpha (TNF-a) and Interferon-gamma (IFN-y) are produced by Thl cells
under the stimulation of IL-12. In the same way, IL-13 and IL-6 are responsible for Th17 cell
differentiation, which secretes IL-6, IL-17, IL-21 and IL-22. Previous studies showed that
these cytokines are present in psoriatric lesions and that their serum levels correlate
with severity of illness®. In addition, studies show that IL-4, produced by Th2 cells, may
ameliorate the aspect of psoriasis lesions® while suppressing pro-inflammatory responses
and inhibiting IL-1B, IL-6 and Th17 producing cells®’.

The chronic immune-inflammatory response observed in psoriasis patients is
frequently associated with systemic comorbidities, including obesity and metabolic syndrome
(MetS). MetS is a metabolic disorder generated by the combination of insulin
resistance, obesity, hypertension and dyslipidemia®. The presence of MetS in patients
with psoriasis is often reported and may be associated with the insulin resistance
caused by the immune-inflammatory response that accompanies psoriasis®. Obese patients
also have a Thl response pattern, which adipocytes are responsible for the production of
TNF-a and IL-6. The activity of these cytokines may provoke a decline in anti- inflammatory
defenses, especially in adiponectin levels'®.

Adiponectin is an adipokine that exerts anti-inflammatory effects in the immune
system by inhibiting the activity and secretion of IL-2, IL-6, TNF-a and IFN-y and enhancing
the production of IL-10'1. The upregulation of anti- inflammatory cytokines can help
restore the imbalance between Th1/Thl7 and Th2 responses that affect patients with

psoriasis?.
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Our research group has examined cytokine profiles in autoimmune diseases such as
systemic lupus erythematosus (SLE) and observed that the immune response is driven by
pro- inflammatory cytokines, including Thl and Th17, which in additions was
accompanied by lowered anti-inflammatory defenses. The evaluation of those cytokine
profiles is useful to elucidate which profiles are dominant thereby characterizing the
features of the disorder that influence disease activity and severity!3. Nevertheless, studies
that assessed cytokine levels in patients with psoriasis are quite scarce and these studies
reported often controversial results on serum cytokine levels rather than cytokine
profiles*415 As such it was difficult to pinpoint the pro- inflammatory versus anti-
inflammatory balance is psoriasis. Finally, studies that have concomitantly evaluated those
cytokines with adiponectin in psoriasis are also scarce, while there is insufficient
information whether these cytokine or cytokine profiles may be used as laboratory
biomarkers for psoriasis.

Hence, the main objective of this study is to evaluate cytokine profiles and the pro
and anti-inflammatory index in psoriasis as well as to determine models of cytokine

profiles, which could help to predict the diagnosis of psoriasis.

RESULTS

Demographic Data

Table 1 shows the socio-demographic and clinical data in both controls and
patients with psoriasis. Patients with psoriasis were somewhat older, included more males
and had a higher BMI than controls. Therefore, all results were adjusted for possible effects
of age, sex, BMI, and other extraneous variables, using the latter as covariates in
regression analyses. There were no significant differences in the ratio Caucasian versus
non Caucasian, smoking behavior, diabetes mellitus type 2 and hypertension between the
study groups. The frequencies of MetS was somewhat higher in subjects with psoriasis than
in controls. The median Psoriasis Area and Severity Index (PASI) value was 4.20 and
interquatiles 25% and 75% were 1.50 and 9.50, respectively (data not shown). The
frequency of drugs used in treatment of psoriasis was 25.71% for methotrexate (n=18),
18.6% for acitretin (n=13), 2,9% for ciclosporin (n=2), 20% for TNF-a inhibitor (n=14), 4,3%
for anti-IL-12/IL-23 (n=3) and 40% for topic treatment (n=28) (data not shown).

Inspection of the intercorrelation matrix between all cytokines showed that (without p
correction): a) IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-12, IL-2, IL-17, IL-4 and IL-10 were strongly
intercorrelated (all r > 0.312, p< 0.001, but most correlation coefficients were > 0.450,
n=139); b) IFN-y was significantly related with IL-1f (r=0.285, p=0.001, n=139), IL-6
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(r=0.193, p=0.021), IL-12 (r=0.200, p=0.018), IL-2 (r=0.294, p<0.001), IL-17 (0.237,
p=0.005) and IL-4 (r=0.184, p=0.030); c) TGF-B was not associated with any of the other
cytokines; and d) adiponectin levels were significantly and inversely related with TNF-a (r=-
0.426, p<0.001, n=138), IL-12 (r=-0.520, p<0.001), IL-2 (r= -0.286, p=0.001), IL-17 (r= -
0.256, p=0.002), IL-4 (r=-0.286, p=0.001) and IL-10 (r=-0.518, p<0.001). The intercorrelation
matrix between the z unit composite scores showed (again without p correction) that a) M1 is
correlated with Thl (r=0.673, p<0.001), Thl17 (r=0.831, p<0.001), Th2+Treg (r=0.638,
p<0.001) and anti-inflammatory index (r=0.498, p<0.001, all n=139); b) Thl with Thl7
(r=0.618, p<0.001), Th2+Treg (r=0.560, p<0.001) and anti-inflammatory index (r=0.387,
p<0.001); and c) Th1l7 with Th2+Treg (r=0.632, p<0.001, all n=137) and anti-inflammatory
index (r=0.554, p<0.001). Likewise, the IRS index was significantly correlated with Th2+Treg
(r=0.664, p<0.001) and with the anti-inflammatory index (r=0.474, p<0.001, all n=137).

Association Between Psoriasis And Cytokine Levels

Table 2 shows the outcome of a multivariate GLM analysis with the 11 cytokines
levels as dependent variables and psoriasis, age, sex and BMI as covariates. The results
show that there was a highly significant effect of psoriasis explaining 82.9% of the variance
in the cytokine levels. Age, sex and BMI had no significant impact on cytokine levels in this
analysis. Tests for between-subject effects show highly significant effects (all p<0.001) of
psoriasis on all cytokines (except IFN-y and TGF-), with a particularly strong impact on IL-
2, IL-12, IL-10, and adiponectin explaining 46.3%, 45.1%, 53.2% , and 40.1% of the
variance, respectively. There was a modest association between TGF-B and psoriasis,
explaining only 3.7% of the variance in TGF-B levels. There was no significant difference
in IFN-y levels between both study groups. All these differences remained significant after p-
correction for FDR.

Table 3 shows the model-derived estimated marginal mean values of the 11
cytokines in controls and patients. Figure 1A shows the z transformed values of the 11
cytokines in both study groups. TGF-B and adiponectin were significantly lower in psoriasis
than in controls, while all other cytokines (except IFN-y) were significantly higher in psoriasis
than in controls.

We have also examined the putative effects of other extraneous variables by
entering these in the multivariate GLM analysis shown in Table 2. Thus, there were no
significant effects of smoking (F=1.05, df = 11/120, p=0.411), MetS (F=1.46, df=11/120,
p=0.156), diabetes mellitus type 2 (F=0.76, df=11/107, p=0.680) and hypertension (F=0.80,
df=11/107, p=0.636). Moreover, there were no significant effects of topical treatments

(F=0.35, df = 11/119, p=0.971) and immunomodulatory treatments (methotrexate,
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cyclosporine and anti-TNF) and acitretin (F=0.75, df=11/119, p=0.691) on the 11 cytokines
levels. As such, effects of the drug state of the patients on the results can be ruled out.

Association Between Psoriasis And Composite Scores

Table 4 shows the outcome of a multivariate GLM analysis with the 8 composite
scores as dependent variables and psoriasis, age, sex, and BMI| as covariates. The
results show that there was a high effect of psoriasis explaining 56.8% of the variance in the
composite scores. Tests for between-subject effects showed that all composite scores,
except the anti- inflammatory index and IRS/Th2+Treg, were significantly different between
both study groups. P-correction for FDR showed that those differences remained
significant after p- correction (all p<0.001).

Table 5 shows the model-generated estimated marginal mean values in both
study groups and that M1, Thl, Thl7, Th2+Treg and IRS/Anti-inflammatory index were
significantly higher in psoriasis patients than in controls. Figure 1B shows the z
transformed values of the different composite scores and shows the group means of the
composite scores in both controls and patients with psoriasis in a distribution with mean 0
and SD=1.

Best Prediction of Psoriasis.

In order to examine which combination of cytokines or composite score best predict
psoriasis, we have carried out binary logistic regression analyses with psoriasis as the
dependent variable (and controls as the reference group). All cytokines or all composite

scores (with adiponectin) were entered as explanatory variables. We found that 4

cytokines predicted psoriasis with a 100% sensitivity and specificity (x2:191.28, df=4,
p<0.001, Nagelkerke=1.00), namely IL-17, IL-12, IL-2 and adiponectin. Unfortunately, the
program does not allow to compute OR and CI intervals when there is a 100%
prediction. Table 6 shows the results of the second logistic regression analysis with the

composite scores and adiponectin as input variables. We found that 3 variables predicted

psoriasis with a 97.1% sensitivity and 94.0% specificity (x2=l42.34, df=3, p<0.001,
Nagelkerke=0.862), namely IRS index, Th2+Treg (both positively associated) and
adiponectin (negatively associated).

Although the cytokines yielded a 100% correct prediction we have also performed
a Neural Network analysis in order to examine the most significant features of psoriasis.

Psoriasis and control groups were the output variables, while all 11 cytokines were the
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input variables. Automatic architecture training of the network delineated the best model
using 2 hidden layers. Hidden layer 1 contained 4 units and hidden layer 2 contained 3
units, and hyperbolic tangent was the activation function for the hidden layer, whereas
identity was the activation function for the output layer. The sum of squares was used as
the error function. The latter was lower in the testing set (0.238) as compared with the
training set (0.533). The per cent incorrect predictions were 0% in the training, testing and
holdout samples. Figure 2 shows the importance chart with the importance and normalized
importance of the 11 cytokines for psoriasis and controls. This figure shows that adiponectin

is by far the dominant variable, followed at a distance by IL-10, IL-12 and IL-17.

DISCUSSION

The major finding of the present study is that there was a highly significant
association between psoriasis and cytokine levels explaining 82.9% of their variance, with a
particularly strong impact on IL-2 (46.3%), IL-12 (45.1%), IL-10 (53.2%), and adiponectin
(40.1%). Of the 11 cytokines evaluated, TGF-B and adiponectin were significantly lower in
psoriasis than in controls, while all other cytokines (except IFN-y) were significantly higher in
psoriasis than in controls. Our data demonstrated that lowered adiponectin is the most
dominant feature of psoriasis followed at a distance by IL-10, IL-12 and IL-17. In addition, we
propose a laboratory biomarker model to predict psoriasis with 97.1% sensitivity and 94%
specificity.

Macrophages type 1 (M1) are characterized by the production of pro-inflammatory
cytokines as IL-1, IL-6 and TNF-a!®. In the present study, serum levels of IL-18, TNF-a and
IL-6 in patients with psoriasis were significant higher when compared with healthy controls.
Our data are agreement with previous studies, which have demonstrated increased TNF-
a and IL-6 levels'*1’. No other studies reported on increased IL-1B serum levels in
patients as compared to controls. However, Skendros et al (2017) found that IL-13
inhibition therapy reduced the activity of the disease, suggesting that IL-18 may play a role
in generalized pustular psoriasis!®. Hence, our outcome confirms the robust impact of Thl
and Th17 profile cytokines in the pathophysiology of psoriasis.

In the present study, IL-12 and IL-2, both Thl cytokines, were increased in
psoriasis patients. Macrophages and dendritic cells produce IL-12, which stimulates T
effector cell differentiation into a pro-inflammatory Thl response. Once activated, Thl cells
secrete cytokines which play a role in psoriasis pathophysiology, such as IFN-y, TNF-a
and 1L-2%°. IL-12 not only promotes a pro-inflammatory response, but also aggravates
psoriatic lesions®. Our data are in agreement with a previous study showing that IL-12

levels are increased in patients with psoriasis?*. In contrast, the data on IL-2 are
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controversial. Thl cells produce and secrete IL-2 under the influence of IL-12. The major
function of IL-2 is induction of the Thl phenotype thereby producing IFN-y, TNF-a and
other pro-inflammatory cytokines, and activating Natural Killers (NK) cells?. Increased levels
of IL-2 in peripheral blood of patients with psoriasis were reported before®?24, although
Takahashi et al (2010) showed no significant differences in the levels of IL-2 between
psoriasis patients and healthy controls in a Japanese population. Genetic differences in
study populations can explain, in part, the controversial data between our study and
Takahashi’s?°

The pathophysiological role of Thl and Th1l7 phenotypes in psoriasis has been
described previously ®. The differentiation of Th17 cells is mediated by IL- 6 in an
environment containing IL-23. Th17 is a pro-inflammatory phenotype that produces mainly
IL-17 and stimulates the proliferation of keratinocytes and may worsen psoriatic lesions?®.
Our study demonstrated that IL-17 levels are higher in patients than in healthy controls,
corroborating the results of previous studies??%?’, Nevertheless, Nakajima et al (2013) and
Yilmaz et al (2012) did not find significant differences in the levels of IL-17 between
patients and controls®2°, These contradictory results may be explained, in parts, by
differences in cytokine assays, namely ELISA test versus the more sensitive Luminex
technique used in the present study=°.

In order to interpret the cytokine profiles in psoriasis we have computed specific
cytokine indices as explained before. Firstly, the cytokines values were transformed or
standardized into z scores, which allows compare variables with different units or scales®..
Secondly, z unit weighted composite scores were computed based on immune phenotype
patterns including macrophage type 1 (M1), Thl and Th17 phenotypes. This procedure
revealed that the Thl (IL-2, IL-12, IFN-y), M1 (IL-1, IL-6, TNF-a) and Th17 (IL-6, IL-17)
phenotypes are all strongly activated and interconnected in psoriasis. These data extent
previous knowledge indicating a prominent role of the Th1%? and Thl7 profiles and the
maintenance of the inflammatory response by M1 macrophagic cytokines including IL-13, IL-
6 and TNF-a-417,

A major finding of the current study is that the anti-inflammatory profile (comprising
IL-4, IL-10, TGF-B, and adiponectin) is significantly elevated in psoriasis and even
significantly associated with the pro-inflammatory responses, including M1, Thl and Thl7,
but that the inflammatory / anti-inflammatory index is significantly increased in psoriasis. The
latter may be attributed to a relative deficiency in the anti-inflammatory profile, which in turn
may be explained by lowered levels of TGF-B and adiponectin, but not IL-4 and IL-10, in
psoriasis as compared with healthy controls.

The increased levels of IL-4 and IL-10 may be explained by a compensatory effect to

control the primary immune-inflammatory process as part of the compensatory immune-
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regulatory reflex system. Importantly, the regulatory cytokine IL-4 attenuates the immune—
inflammatory response and may even aggravate psoriatic lesions®. IL-10 is another a
negative immuno-regulatory cytokine®* which may play a key role in psoriasis. For example,
Asadullah et al (1998) proposed that IL-10 may attenuate T effector cell activation by
suppressing antigen- presenting cells and that IL-10 may have antipsoriatic activity since its
secretion is able to change the inflammatory pattern of psoriasis®*. This hypothesis is in
agreement with other results linking diminished levels of IL-10 with severity of psoriasis?°%
or that IL-10 is decreased in patients with an increased PASI® whilst patients with low
PASI have higher IL-10 levels®.

The results on TGF-B in psoriasis are controversial. TGF-B is a growth factor
necessary for the differentiation of Treg cells and, consequently, for regulation of the immune
response?’. Our data are in agreement with a previous study that also demonstrated lowered
levels of TGF-B in patients with psoriasis 8. However, other two studies found no significant
changes®*“°, Nevertheless, TGF-B may be important in the pathogenesis of psoriasis since
this cytokine is able to regulate the proliferation of keratinocytes and therefore may
improve psoriasis*. By inference, the lowered TGF-B levels observed here may
negatively affect the outcome of psoriasis. In addition, reduced levels of TGF-$ may reflect
lower regulation of the immune response, which contributes to the maintenance of the
inflammatory state.

Previous studies showed that the secretion of adiponectin is inversely related to
serum levels of pro-inflammatory cytokines including TNF-a and IL-6*>%3. The decreased
levels of adiponectin are often related to the development of obesity and MetS**45,
However, our data show that the most important marker in psoriasis is lowered adiponectin
levels, independently of obesity or MetS. These results results extend those of previous
studies showing lower adiponectin levels in patients than in controls, independently of
obesity and cardiometabolic risk factors*®. Nevertheless, a meta-analysis did not find a
significant difference in adiponectin levels between patients with psoriasis and controls?®,
These differences may be due to distinct study designs, differences in methodology used to
measure adiponectin or the presence of confounding variables, such as genetic
heterogeneity of individuals.

The main limitation is that this is a cross-sectional study, which does not allow
make inferences on causal relationships. A second limitation is that the study sample
included here shows a rather low disease activity as indicated by PASI values and,
therefore, our findings may not be applicable to patients with more active disease. Further
studies should be carried out in psoriasis patients with higher PASI score than this cohort
showed in order to validate the cytokine profiles when the disease is more aggressive.

However, the present study also has some strengths. To our knowledge, this is the first
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study to evaluate cytokine in patients with psoriasis using the new z unit weighted
composite scores reflecting cytokine profiles. Moreover, cytokines levels were evaluated

with a Luminex® platform, a more sensitive technology than ELISA. Other strength is that
this study combines a multivariate statistical approach, which allows controlling for many
possible confounding variables including sex, age, MetS and body mass index (BMI).

In conclusion, increased M1, Thl, Th2 and Th17 profiles together with lowered TGF -
B and adiponectin production were strongly associated with psoriasis. We propose a model
based on a higher IRS and Th2+Treg index coupled with low adiponectin values, which
may be used to externally validate the diagnosis of psoriasis. The key feature of psoriasis in
the patients evaluated is lowered adiponectin, which may play a role in the modulation of the
chronic inflammatory response observed in psoriasis. Therefore, adiponectin could be a new
drug target to treat psoriasis.

SUBJECTS AND METHODS
Subjects

This study recruited 146 individuals. Seventy patients with psoriasis (56 with
plague-type psoriasis, 10 with psoriatic arthritis, 3 with gutate psoriasis) were selected
from among the ambulatory of Dermatology of the University Hospital of Londrina,
Parana, Brazil and 76 were healthy controls. The diagnostic was determined by clinical
features and the disease activity was measured using Psoriasis Activity Severity Index
(PASI)*". MetS was defined following the Adult Treatment Panel IIl criteria®. Inclusion
criteria were patients of both sex and aged from 18 to 70 years old. Exclusion criteria
were thyroid, adrenal, renal, hepatic, gastrointestinal, infectious, and oncological, another
autoimmune disease, hormone replacement therapy and antioxidant supplements.
Information on lifestyle factors and medical history was obtained at clinical evaluation.
The individuals of both groups self-reported that they did not drink alcohol regularly. Sample
collection and laboratorial analysis, as well as data evaluation, were performed in a blinded
fashion. This study was conducted according to the guidelines laid down in the
Declaration of Helsinki and all procedures involving human subjects/patients were
approved by the Ethical Committee of the University of Londrina, Parana, Brazil (CAAE:
51826215.0.000.5231). Written informed consent was obtained from all subjects.
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Anthropometric and Blood Pressure Measurements

Anthropometric measurements were assessed. Body weight was measured to the
nearest 0.1 kg in the morning by using an electronic scale, with individuals wearing light
clothing and no shoes; height was measured to the nearest 0.1 cm by using a
stadiometer. BMI was calculated as weight (kg) divided by height (m) squared. Waist
circumference was measured on standing subjects midway between the lowest rib and the
iliac crest. Three blood pressure measurements were taken with a calibrated
sphygmomanometer and a 1-min interval between on the left arm of seated patients.
Subjects with blood pressure = 140-90 mmHg or in the use of antihypertensive

medications were considered to have arterial hypertension®.
kines Plasma Level

After fasting for 12 h, venous blood was withdrawn with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) using sterile tubes (BD Vacutainer UltraTouch;
Franklin Lakes, NJ, USA). Whole blood was centrifuged at 1500 r.p.m. for 10 min and
plasma samples were separated and divided into aliquots and then stored at — 80 °C for
subsequent analysis. Levels of IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-12, IL-17, IL-1B, IL-2, IL-4 and IL-6
were performed using ProcartaPlex Human High Sensitivity Panel 9plex (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific, Viena, Austria) and TGF-B was performed using ProcartaPlex
Human TGF beta 1 Simplex (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Viena Austria) both

. . ® : .
techniques for Luminex platform. Adiponectin levels were evaluated through enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA) technique using Human Adiponectin/Acrp30 DuoSet®
kit (R&D Systems, Minneapolis, USA).

Cytokines were analyzed individually and in profiles as follows: pro-inflammatory:
M1 (IL-1+ IL-6+TNF-a), Thl (IL-2+IL-12+IFN-y), Th17 (IL-6+IL-17) and Immune -
Inflammatory response system index (IRS=M1+Th1+Th17); anti-inflammatory: Th2 (IL-4),
Th2+T regulatory (Treg) (IL-4+IL-10+TGF-B) and Anti-inflammatory (IL-4+IL-10+TGF-
B+adiponectin); and two index to verify the predominant profile (pro or anti-inflammatory):
IRS/Th2Treg and IRS/anti-inflammatory.

Statistical Analysis

We used analysis of variance (ANOVA) and analysis of contingency tables (X2 test)

to assess differences in scale or nominal data (either demographic or clinical) among
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study groups. Pearson’s product moment and Spearman’s rank order correlation
coefficients were used to assess relationships between variables. We used multivariate
general linear model (GLM) analysis to check the effects of independent variables (e.g.
diagnostic groups) on cytokine levels (dependent variables) after adjusting for extraneous
variables including age, sex, and BMI. When the multivariate analysis was significant, we
employed tests for between-subject effects to check the effects of the significant independent
variables on the dependent variables. Model-generated estimated marginal mean values
with SE were computed. We have p-corrected results of multiple comparisons using p-
correction for false discovery rate (FDR)®. Binary logistic regression analysis was used to
delineate the most important predictors of psoriasis (dependent variable) with controls
as reference groups and cytokines and cytokine profiles as explanatory variables. We used
Neural Networks (multilayer perceptron, MLP) to assess non-linear associations between
input (cytokine levels) and output (diagnosis) variables employing an automated feedforward
architecture. We considered one or two hidden layers with a variable number of nodes
(max 4). We computed the rate of incorrect predictions and the partitioned confusion
matrix in a training, testing and holdout set (ratio: 7/3/5, respectively). The area under
the receiving operating curve (AUC ROC) was computed as well as the (relative)
importance of the input variables in sensitivity analyses. All statistical analyses were
performed using IBM SPSS, Windows version 24. Tests were 2-tailed, and an alpha level
of 0.05 indicated a statistically significant effect.

As explained by Maes and Carvalho®' we computed z unit weighted composite
scores based on the known cytokine profiles of macrophage M1, Thl, Th2, Thl7 and
Treg and anti-inflammatory cytokines. All Ln-transformed cytokine data were z-transformed
(z scores with a distribution with mean=0 and SD=1) and then used in the construction of
composite scores as follows: 1) Macrophage M1 profile: z value of IL-13 (zIL-18) + zTNF-a +
zIL-6; 2) Th-17 profile: zIL-6 + zIL-17; 3) Thl profile: zIFN-y + zIL-12 + zIL-2; 4) IRS: z(zIL-
1B + zTNF-a + zIL-6 + zIL-17 + zIFN-y + zIL-2 + zIL-12); 5) Th2 + Treg profile: zIL-4 + zIL-10
+ ZTGF-B; 6) anti-inflammatory index: zIL-4 + zIL-10 + zTGF-$ + zAdiponectin; 7) IRS/anti-

inflammatory: z(M1 + Th17 +Th1) — z (anti-inflammatory index).
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Table 1 - Sociodemographic data in both healthy controls and patients with psoriasis.

Variables Controls (n=76) Psoriasis (n=70) F/X? df p value
Age (years) 46.0 (8.7) 53.1 (12.6) 15.63 1/144 <0.001
Sex (F/IM) 58/18 31/39 15.71 1 <0.001
BMI (kg/m?) 25.9 (4.3) 29.7 (6.2) 19.31 1/142 <0.001
Ethnicity (C/NC) 57/19 60/10 2.63 1 0.104
Smoking (Yes/No) 08/68 15/55 3.26 1 0.071
DM 11 (Yes/No) 11/52 15/55 0.33 1 0.564
Hypertension (Yes/No) 14/47 25/45 2.54 1 0.111
MetS (Yes/No) 20/55 31/39 4.93 1 0.026

t Student Test. Results are shown as mean (SEM). F: Female, M: Male, BMI: Body Mass
Index, C: Caucasian, NC: Not Caucasian, DM: Diabetes mellitus, MetS: Metabolic
Syndrome.



Table 2 — Outcome of a multivariate GLM analysis with the 11 cytokines levels as dependent
variables and psoriasis, age, sex and body mass index (BMI) as covariates.

TypeTests yortlee variales P Of  Pvaue “g0l
Multivariate All 11 cytokines Psoriasis 53.34 11/121  <0.001  0.829
Age 0.80 11/121 0.639  0.068
Sex 0.69 11/121 0.747  0.059
BMI 059 11/121 0.838  0.050
Between- .1 Psoriasis 1491  1/131 <0.001  0.102
Z?fz{:‘i‘;t IL-6 Psoriasis 613 1/131 0015  0.045
TNF-a Psoriasis 6.89  1/131 0.010  0.050
IL-12 Psoriasis 107.71 1131 <0.001  0.451
IFN-y Psoriasis 001 1/131 0.915  0.001
IL-2 Psoriasis 113.16  1/131 <0.001 0.463
IL-17 Psoriasis 1224  1/131 0.001  0.085
IL-4 Psoriasis 2589  1/131 <0.001  0.165
IL-10 Psoriasis 148.81  1/131 <0.001  0.532
TGF-B Psoriasis 5.00 1/131 0.027  0.037
Adiponectin Psoriasis 87.86 1/131 <0.001 0.401

All cytokine data are processed in Ln transformation. BMI: Body Mass Index, IL:
Interleukin, TNF-o: Tumor Necrosis Factor alpha, IFN-y: Interferon gamma, TGF-f:

Transforming Growth Factor beta.



Table 3 - Model-derived estimated marginal mean values of the 11
cytokines in controls and patients with psoriasis.

Variables Controls Psoriasis

IL-1B -0.367 (0.130) +0.360 (0.119)
IL-6 -0.233 (0.134) +0.250 (0.123)
TNF-a -0.246 (0.132) +0.259 (0.122)
IL-12 -0.706 (0.094) +0.719 (0.087)
IFN-y +0.022 (0.139) +0.044 (0.128)
IL-2 -0.745 (0.095) +0.728 (0.088)
IL-17 -0.322 (0.133) +0.356 (0.123)
IL-4 -0.474 (0.124) +0.446 (0.114)
IL-10 -0.771 (0.087) +0.776 (0.080)
TGF-B +0.230 (0.139) -0.221 (0.128)
Adiponectin +0.684 (0.102) -0.701 (0.093)

IL: Interleukin, TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha, IFN-y:

Interferon gamma, TGF-B: Transforming Growth Factor beta.
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Table 4 - Outcome of a multivariate GLM analysis with the 8 composite scores as dependent variables and
psoriasis, age, sex and BMI as covariates.

Type Tests Dependent Variables I\E/);?ilggzt:ry F df p value P:C:S::eeéa
Multivariate All 8 scores Psoriasis 27.64 6/126  <0.001 0.568
Age 1.20  6/126 0.309 0.054
Sex 0.39  6/126 0.887 0.018
BMI 0.73  6/126 0.624 0.034
Between-subject
effect M1 Psoriasis 17.49  1/131 <0.001 0.118
Thl Psoriasis 5420 1/131 <0.001 0.293
Thi7 Psoriasis 1265 1/131 0.001 0.088
IRS Psoriasis 40.94 1/131 <0.001 0.238
Th2+Treg Psoriasis 39.79 1/131 <0.001 0.233
Anti-inflamatory Psoriasis 3.08 1/131 0.082 0.023
IRS/Th2+Treg Psoriasis 0.01 1/131 0.924 0.000

IRS/Anti-inflamatory ~ Psoriasis 1456 1/131 <0.001 0.100

BMI: Body Mass Index, M1: Macrophage type 1, Th: Lymphocyte T helper, IRS: Immune-inflammatory Response
System, Treg: Regulatory T cells.

M1: computed as z interleukin-1 (zIL-1) + zIL-6 + zTNF-a

Thl: zIL-2 + zIL-12 + zINF-y

Th17: computed as zIL-6 + IL-17

IRS: computed as z(sum of all cytokines in M1 + Thl + zTh17 profiles)

Th2+Treg: computed as zIL-4 + zIL-10 + zTGF-f

Anti-inflammatory computed as: zIL-4 + zIL-10 + zTGF- + zAdiponectin

IRS/Th2+Treg: zIRS - z(zIL-4 + zIL-10 + zZTGF-B)

IRS/Anti-inflammatory: zIRS - z(zIL-4 + zIL-10 + zTGF-B + zAdiponectin)



Table 5 - Model-generated estimated marginal mean values of macrophagic M1, T helper
(Th)1, Th17, Th2+T regulatory (Treg), anti-inflammatory profiles and their ratios in
patients with psoriasis and controls.

Variables Controls Psoriasis

M1 -0.375 (0.125) +0.384 (0.115)
Thl -0.582 (0.111) +0.606 (0.102)
Thi7 -0.325 (0.131) +0.354 (0.121)
IRS -0.523 (0.115) +0.547 (0.106)
Th2+Treg -0.542 (0.115) +0.512 (0.106)
Anti-inflammatory -0.331 (0.247) +0.300 (0.227)
IRS/Th2+Treg +0.00 (0.141) +0.021 (0.130)
IRS/Anti-inflamatory -0.334 (0.130) +0.389 (0.120)

M1: Macrophage type 1, Th: Lymphocyte T helper, IRS: Immune-inflammatory Response System,
Treg: Regulatory T cells
MZ1: computed as z interleukin-1 (zIL-1) + zIL-6 + zZTNF-a

Thl: zIL-2 + zIL-12 + zINF-y
Th17: computed as zIL-6 + IL-17
IRS: computed as z(sum of all cytokines in M1 + Th1 + zTh17 profiles)

Th2 + Treg: computed as zIL-4 + zIL-10 + zZTGF-$
Anti-inflammatory computed as: zIL-4 + zIL-10 + zZTGF-§ + zAdiponectin
IRS/Th2+Treg: zIRS - z(zIL-4 + zIL-10 + zZTGF-B)

IRS/Anti-inflammatory: zIRS - z(zIL-4 + zIL-10 + zTGF-$ + zAdiponectin)
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Table 6 - Binary logistic regression analyses with psoriasis as the dependent variable (and
controls as the reference group) and the composite scores and adiponectin as input

variables.

Explanatory Variables Wald df P OR 95% CI
IRS 8.32 1 0.004 1.68 1.68-15.20
Th2 + Treg 5.53 1 0.019 1.27 1.28-14.44
Adiponectin 22.66 1 <0.001 0.002 0.002-0.072

IRS: Immune-inflammatory Response System, Th: Lymphocyte T helper, Treg: Regulatory T cells
IRS: computed as z(sum of all cytokines in M1 + Th1 + zTh17 profiles)
M1: computed as z interleukin-1 (zIL-1) + zIL-6 + zZTNF-a

Thl: zIL-2 + zIL-12 + zINF-y
Th17: computed as zIL-6 + IL-17
Th2 + Treg: computed as zIL-4 + zIL-10 + zTGF-$

Predicted psoriasis with a 97.1% sensitivity and 94.0% specificity (y>=142.34, df=3, p<0.001,
Nagelkerke=0.862)
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Fig.1. A) Z transformed values of the 11 cytokines in patients with psoriasis and healthy control (HC). B) Z transformed values in
patients and HC. IL, Interleukin; TNF-o, Tumour Necrosis Factor - alpha; IFN-y, Interferon-gamma; TGF-B, Transforming
Growth Factor-beta; M1, Macrophage 1; Th, Lymphocye T helper cell; IRS, Immune-inflammatory Response System; Treg,
Lymphocyte regulatory T cell; Anti-inflammatory, Anti-inflammatory System.
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Fig. 2 - Normalized importance of the 11 cytokines for psoriasis. IL, Interleukin; IFN-y, Interferon-gamma; TNF-alpha, Tumour
Necrosis Factor - a; TGF-B, Transforming Growth Factor-beta.
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7 CONCLUSOES DA DISSERTACAO

Levando em consideracdo 0s objetivos propostos por esse estudo,

podemos concluir que:

o Os niveis séricos das citocinas M1, Thl, Th2 e Thl7 estdo elevadas em
pacientes com psoriase quando comparados a controles saudaveis enquanto 0s
niveis de TGF-f e adiponectina apresentam niveis séricos significativamente

reduzidos.

o O perfil pré-inflamatério Thl é predominante na psoriase concomitante a

intensa reducédo nos niveis de adiponectina.

o O modelo proposto utilizando, concomitantemente, IRS, Th2+Treg e
adiponectina permite predizer o diagnéstico de psoriase com alta sensibilidade e
especificidade.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que a inflamagé&o cronica presente na psoriase é resultado de uma
resposta pré-inflamatoria exacerbada, predominantemente do tipo Th1l, com reducao dos
niveis de adiponectina e TGF-, comprometendo a modulagéo da resposta inflamatéria
nessa doenca. A principal limitagéo foi o delineamento transversal do estudo, que n&o
permite fazer inferéncia de causalidade. Em adicdo a isso, nossos pacientes obtiveram
baixos valores de PASI, sendo assim, ndo € possivel extrapolar nossos resultados para
casos graves da doenca. No entanto, nosso estudo obteve pontos fortes, tais como: a
transformacgdo em z score, permitindo a elaboracéo de perfis de citocinas; a utilizagdo da
plataforma Luminex ®, uma técnica mais sensivel que o ELISA e a andlise multivariada,
utilizada para controlar as variaveis confundidoras. Sendo assim, os resultados obtidos
neste estudo permitem o melhor entendimento da complexa rede de citocinas pro6 e anti-
inflamatdrias envolvidas na fisiopatologia da psoriase. Além disso, ndo ha até o presente
momento, biomarcadores laboratoriais empregados para o diagnostico desta doenca. Desta
forma, este estudo propds um modelo laboratorial para predizer a doenga com alta
sensibilidade e especificidade, podendo ser empregado para auxiliar e corroborar ao

diagndstico clinico.
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APENDICE A
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“EFEITOS DA ASSOCIAGAO DE OLEO DE PEIXE E OLEO DE OLIVA SOBRE A
ATIVIDADE DA DOENGCA, PERFIL METABOLICO, INFLAMATORIO E ESTADO REDOX
DE PACIENTES COM PSORIASE”

Prezado (a) Senhor (a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa Efeitos da associacao
de Oleo de peixe e Oleo de oliva sobre a atividade da doenca, perfil
metabdlico, inflamatério e estado redox de pacientes com psoriase, a ser
realizada no Ambulatério do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Londrina -UEL. O objetivo da pesquisa é avaliar os efeitos da suplementagcdo com
6leo de peixe associado ou ndao ao 6leo de oliva extra virgem na atividade da
doenca e nos exames laboratoriais. Sua participagdo € muito importante e ela
se daria da seguinte forma: participar de um dos grupos do estudo
conforme sorteio (grupo controle, grupo 6leo de peixe, grupo 6leo de peixe e
azeite), comparecer em 2 avaliagfes clinicas realizadas (uma no inicio do
estudo e outra no final, ap6és 90 dias de suplementacdo) pelo médico
dermatologista seguidas de coleta de sangue, medida da pressao arterial, peso,
altura e circunferéncia abdominal. Esclarecemos que sua participacao é
totalmente voluntaria, podendo o (a) senhor (a): recusar-se a participar, ou
mesmo desistir a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer énus ou
prejuizo a sua pessoa. Esclarecemos, também, que suas informacdes serao
utilizadas somente para os fins desta pesquisa e serdo tratadas com o mais
absoluto sigilo e confidencialidade, de modo a preservar a sua identidade. Apds
a realizacdo do estudo e publicacdo dos resultados as amostras bioldgicas
serdo descartadas.

Esclarecemos ainda, que o (a) senhor (a) ndo pagara e nem serd remunerado
(a) por sua participagcdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas
decorrentes da pesquisa serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes

especificamente de sua participagio.

Informamos que a coleta de sangue podera ocasionar apenas uma certa dor no
local da picada da agulha. Os beneficios esperados com este estudo

possivelmente estardo relacionados a melhora na atividade da doenca e no perfil
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metabdlico. E possivel que acontecam alguns desconfortos com o consumo das
capsulas de Oleo de peixe como: dorabdominal, gases, distensdo abdominal,
azia, nauseas e diarreia, no entanto, estasalteracOes tendem a desaparecer em
até 15 dias.

Caso o(a) senhor(a) tenha duvidas ou necessite de maiores esclarecimentos
podera nos contatar Andréa Name Colado Simao, telefone: 3371-2321, Naiara
Lourenco Mari, telefone: 3338-9932/ (44) 9920-3680 ou procurar o Comité de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina,
situado junto ao LABESC - Laboratério Escola, no Campus Universitario, telefone
3371-5455, e-mail: cep268@uel.br.

Este termo devera ser preenchido em duas vias de igual teor, sendo uma delas

devidamentepreenchida, assinada e entregue ao (a) senhor (a).

Londrina, de de 201 .

Pesquisador Responsavel
Profa Dra. Andréa Name Colado Simao RG: 6.226.736-4
Telefone: 3371-2321

Pesquisadora Colaboradora:
Ms Naiara Lourenco Mari RG: 9.895.799-5
Telefone: 3338-9932 /99962-4990

, tendo sido  devidamente

esclarecido sobre os procedimentos da pesquisa, concordo em participar voluntariamente

da pesquisa descrita acima.

Assinatura:

Data:
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APENDICE B
Ficha de Avaliacdo

Nome: Prontuario:
Data: Telefone:
ldade: Data de nascimento: Data do diagnéstico:
Etnia () Caucasiano () N&o Caucasiano
() Oriental
Doenca: () Psoriase em placas () Artrite
() Psoriase gotada Psoriasica
() Psoriase Eritrodérmica () Outras
() Psoriase pustulosa Qual:
Outras Doencas:
Tabagismo () Nao () Sim Quantos/dia:
Diabetes () Nao () Sim
HAS () Néo ( )Sim
Alcoolismo () Néo ( )Sim
Depresséao () Nao () Sim
Psiquiatra?
Atividade Fisica () Nao () Sim Frequéncia:
Peso: Altura: IMC:
PAS/PAD: Circunferéncia abdominal:

Uso de Medicamentos:
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indice de area e severidade da doenca (PASI)

ANEXO A
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PASI (indice de Area e Gravidade da Psoriase)

Indice de Eritema  Descamac¢io Infiltracio Porcentagem de drea (A)Indicador
Gravidade corporal acometida da extensio
Ausente 0 0 0 Nenhum 0
<10% 1
Leve 1 1 1 10 —30% )
Moderado 2 2 2 30 - 50% 3
50 — 70% 4
Grave 3 3 3 70 — 90% 5
Muito Grave 4 4 4 90 — 100% 6
Eritema Descamacgio  Infiltracio (A) Area Total
acometida
Cabega ( + + ) X x (0,1) = T1
Tronco ( + e ) X x (0,3) = T2
threfmdades ( 4 i ) x X (0,2) = T
superiores
Extremidades _ ;
inferiores ( " ul ) ¥ % ) = .
PASI (T1+T2+T3+T4)
CASPAR 2006

( Critérios classificatorios de
Artrite Psoriatica)

Doenga articular inflamatoéria
estabelecida e pelo menos trés pontos
nos seguintes critérios:

Psoriase cutanea atual
2 pontos

Historia de psoriase
1 ponto

Historia familiar de psoriase
1 ponto

Dactilite
1 ponto

Neoformagio dssea justa-articular
1 ponto

Fator reumatoide negativo
1 ponto

Distrofria Ungueal
1 ponto

JJoddod

Escore CASPAR total =

Referéncia: Taylor W. Gladman D. Helliwell P. et al.:
Classification criteria for psoriatic arthiritis: development of
new criteria from large international study. Arthritis Rheum
54:2665-73. 2006

Frente
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ANEXO B

Documento de Aprovacdo do Comité de Etica da UEL

f@% ...t UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plataforma
Va @) = LONDRINA - UEL Qﬂfoﬂ

N
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DA ASSOCIAGAO DE OLEO DE PEIXE E OLEO DE OLIVA SOBRE A
ATIVIDADE DA DOENGCA, PERFIL METABOLICO, INFLAMATORIO E ESTADO
REDOX DE PACIENTES COM PSORIASE

Pesquisador: Andréa Name Colado Simé&o

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 51826215.0.0000.5231

Instituicdo Proponente: CCS - Departamento de Patologia, Anélises Clinicas e Toxicologias
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.556.235

Apresentacido do Projeto:

A presente investigacé@o pretende avaliar os efeitos da suplementagéo com 6leo de peixe associado ou ndo
ao Oleo de oliva exfra virgem na atividade da psoriase, em relagéo ao perfil metabdlico, inflamatério e no
estado redox em pacientes com psoriase. Serdo selecionados 75 pacientes com diagnéstico de psoriase
atendidos pelo ambulatério de dermatologia do Ambulatério do Hospital de Clinicas da UEL. A atividade da
doenca seréa determinada pelo PASI (Psoriasis Area and Severity Index). Os participantes serdo distribuidos
em 3 grupos, Grupo Controle (n:25): pacientes com psoriase que serdo orientados a néo alterar seus
habitos alimentares; grupo 6leo de peixe (n:25): pacientes com psoriase que serdo orientados a ndo alterar
seus habitos alimentares e que irdo ingerir 10 capsulas de 6leo de peixe, cada capsula de éleo de peixe

Endereco: LABESC - Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br

Pégina 01 de 05
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P coue 4 e s UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Qplooc"qporﬂ\o

a' @) o h LONDRINA - UEL

Continuagdo do Parecer: 1.556.235

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Todas as pendéncias foram atendidas, recomeda-se aprovagéo.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/05/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 580784 .pdf 20:28:13
TCLE /Termosde |TCLE.doc 02/05/2016 |Andréa Name Colado|] Aceito
Assentimento / 15:11:54 | Siméo
Justificativa de
Auséncia
Qutros Projetopsoriase.doc 11/04/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
21:33:57 | Siméao

Outros Cartaresposta.docx 11/04/2016 |Andréa Name Colado] Aceito
21:29:06 | Siméo

Folha de Rosto FolhadeRostro.pdf 11/12/2015 |Andréa Name Colado] Aceito
16:21:06 | Siméo

Declaragéo de autorizacaoHU.pdf 11/12/2015 |Andréa Name Colado| Aceito

Instituicéo e 15:35:11 | Siméo

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | ProjetoPsoriase.pdf 11/12/2015 |Andréa Name Colado] Aceito

Brochura 15:31:14 | Simao

Investigador

Declaragéo de material_biologico.pdf 14/10/2015 |Andréa Name Colado] Aceito

Manuseio Material 16:31:09 |Simao

Biolégico /

Biorepositoério /

Biobanco

Declaragéo de Confidencialidadeesigilo.pdf 14/10/2015 |Andréa Name Colado] Aceito

Pesquisadores 16:30:03 |Simao

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 14/10/2015 |Andréa Name Colado] Aceito

Assentimento / 16:28:44 |Simao

Justificativa de

Auséncia

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Endereco: LABESC- Sala 14

Bairro: Campus Universitario CEP: 86.057-970

UF: PR Municipio: LONDRINA

Telefone: (43)3371-5455 E-mail: cep268@uel.br
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