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RESUMO

Introducdo: A Psoriase € uma doenca inflamatoria crénica, imunomediada, recidivante e
hiperproliferativa da pele. O papel do sistema imune adaptativo, especialmente dos
linfocitos T, sempre foi tido como predominante na imunopatogénese da psoriase. Porém
o0 papel do sistema imune inato tem ganhado destaque, sendo o responsavel pelo inicio do
estimulo inflamatdrio, enquanto o sistema imune adaptativo, pela sua manutencdo. Na
imunopatogénese da psoriase os queratindcitos lesado, liberam TNF-a, IL-1B, IL-6 e
IFNy, citocinas importantes para ativar células do sistema imune inato. Entretanto,
quando as células dendriticas entram em contato com os linfécitos T virgens, secretam
citocinas como TNF-a, IL-12 e IL-23 que induzem a diferenciacdo desses linfécitos em
Thl ou Thl7. Comeca entdo a fase de atuacdo do sistema imune adaptativo. Esses
linfécitos diferenciados migram para a pele onde o LTh1 libera TNF-o e IFN-y € o Th17
libera principalmente IL-17A, IL-6, IL-22 e também TNF-a, que sdo responsaveis pelo
processo inflamatorio instalado no local. Entretanto, as células Tregs, identificados como
CD4'CD25"Foxp3*, tem um papel fundamental na homeostase da imunidade dos tecidos
e na auto tolerdncia e existem teorias a respeito do mal funcionamento dos Tregs na
psoriase. O entendimento da imunopatogénese da psoriase permitiu uma revolucdo no
tratamento da doenca, sendo possivel o desenvolvimento de drogas com alvos bem mais
especificos dentro da cascata inflamatoria. Objetivo: Avaliar o perfil da resposta imune
adaptativa em pacientes com psoriase sem e com tratamento com imunobiol6gico.
Metodologia: Foram avaliados 32 pacientes com psoriase e 10 do grupo controle. No
grupo de pacientes com psoriase 10 estavam em tratamento com imunobiolégicos (IB),
14 com uso de metotrexate (MTX) e 8 estavam sem tratamento (ST), no momento da
coleta do sangue. Foram analisada IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2 e IL-10 pelo o
método do CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas sem estimulo, em
presenca de meio (basal) e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28). Os marcadores de ativacdo celular (CD69'CD4") e a expressdo de
citocinas intracelulares nos linfécitos T foram analisados por citometria de fluxo antes do
pulso terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). A analise estatistica
foi realizada por meio do programa Statview e os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Resultados: No presente estudo, foi
observado que, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de elevar
significativamente a producéo de IL-17, IFN-y, TNF-a e IL-10, apenas na primeira coleta
realizada antes do pulso terapéutico com Imunobiol6gico. Observou-se ainda que 0s
linfocitos TCD4'/CD69" em condicdo de estimulo foram significativamente maior antes
do pulso com o imunobiolégico e houve um aumento significativo no percentual de
células produtoras de IFN-y em condicdo de estimulo antes do pulso terapéutico. O
estimulo também leva a um aumento significativo de linfocitos TCD4+ com fenotipo de
Tregulador (TCD25"*FoxP3'LAP*) antes do paciente iniciar a terapia com o
imunobiologico. Ceélulas estimuladas de pacientes com psoriase, tratados ou nao,
produzem niveis significativamente menores de TNF-a. Independente do tratamento,
pacientes com psoriase produzem significativamente menos IL-10 apos estimulo.



Entretanto, o tratamento com metotrexate e imunobiolédgico reduzem significativamente a
producdo estimulada de IL-6. O tratamento com IB diminuiu a producdo de IL-2. Ainda,
pacientes em tratamento com metotrexate e imunobioldgico, quando comparados ao
grupo controle saudavel reduzem significativamente a ativacdo de linfocitos T CD4. E o
tratamento com metotrexate interfere na geracao nas células T com fenotipo Tregulador.
Conclusao: O tratamento com imunobioldgicos e metotrexate modulam a producdo de
citocinas envolvidas na resposta imune de perfil Thl e Th17.

ABSTRACT

Introduction: Psoriasis is a chronic, immune-mediated, recurrent, and hyperproliferative
inflammatory disease of the skin. The role of the adaptive immune system, especially T
lymphocytes, has always been considered as predominant in the immunopathogenesis of
psoriasis. However the role of the innate immune system has gained prominence, being
responsible for the beginning of the inflammatory stimulus, while the adaptive immune
system, for its maintenance. In the immunopathogenesis of psoriasis the injured
keratinocytes release TNF-a, IL-1p, IL-6 and IFNy, important cytokines to activate cells
of the innate immune system. However, when dendritic cells come in contact with virgin
T lymphocytes, they secrete cytokines such as TNF-a, IL-12 and IL-23 that induce the
differentiation of these lymphocytes into Thl or Thl7. Then begins the phase of the
adaptive immune system. These differentiated lymphocytes migrate to the skin where
LTh1 releases TNF-a and IFN-y and Th17 releases mainly IL-17A, IL-6, IL-22 and also
TNF-0, which are responsible for the inflammatory process installed locally. However,
Treg cells, identified as CD4 + CD25 + Foxp3* , play a key role in the homeostasis of
tissue immunity and in self tolerance, and there are theories regarding the malfunction of
Tregs in psoriasis. The understanding of the immunopathogenesis of psoriasis allowed a
revolution in the treatment of the disease, being possible the development of drugs with
much more specific targets within the inflammatory cascade. Objective: To evaluate the
adaptive immune response profile in psoriasis patients with and without
immunobiological treatment. Methodology: we evaluated xxx patient with psoriasis and
10 of the control group. In the group of patients with psorisis 09 who were being treated
with immunobiological (IB), 10 with methotrexate (MTX) and 04 were without treatment
(ST) at the time of blood collection. 1L-17, IFN-y, TNF-y, IL-6, IL-2 and IL-10 were
analyzed by the CBA method in the PBMC culture supernatant for 48 hours without
stimulation in the presence of medium (basal) and with stimulation in the presence of
anti-CD3 / anti-CD28 (anti-CD3 / anti-CD28). Cellular activation markers (CD69 + CD4
+) and expression of intracellular cytokines on T lymphocytes were analyzed by flow
cytometry before the therapeutic pulse (collection 1) and in the therapeutic pulse medium
(collection 2).
Statistical analysis was performed using the Statview program and the results were
considered statistically significant when p <0.05. Results: In the present study, it was
observed that the anti-CD3 / anti-CD28 stimulation was able to significantly increase the
production of IL-17, IFN-y, TNF-a and IL-10, only in the first collection performed
before pulse therapy with Immunobiological. It was also observed that the CD4 + / CD69
+ lymphocytes in stimulus condition were significantly higher before the pulse with the
immunobiological and there was a significant increase in the percentage of IFN-produtor
producing cells in the stimulation condition before the therapeutic pulse. The stimulation
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also leads to a significant increase in TCD4 + lymphocytes with Tregulador phenotype
(TCD25hi + FoxP3 + LAP +) before the patient initiates the immunobiological therapy.
Stimulated cells from psoriasis patients, treated or not, produce significantly lower levels
of TNF-a. I regardless of the treatment, patients with psoriasis produce significantly less
IL-10 after stimulation. However, methotrexate and immunobiological treatment
significantly reduce the stimulated production of IL-6. Treatment with IB decreased IL-2
production. Furthermore, patients on methotrexate and immunobiological treatment,
when compared to the healthy control group, significantly reduce the activation of CD4 T
lymphocytes. And treatment with methotrexate interferes in generation in T cells with
Tregulador phenotype. Conclusion: Treatment with immunobiological and methotrexate
modulate the production of cytokines involved in the Thl and Thl17 profile immune
response.



SUMARIO

L INTRODUGAO ..ottt ettt ne sttt 07
1.1 Linfocitos T reguladores (TREGS)........coiiiiiiiiicncee e 12
1.2 Critérios de Gravidade..........ccoevieieriiieiee et 12
1.3 Medicac6es Imunobioldgicas ou BiolOgiCas...........cccurriiiiiieiiencecsee e 13
Lo HIPOTESE. ..t bbbttt ee e 15
1.4.1. ODJEUIVO GEIAL.....ciiiiiiiiiie et 15
1.4.2. ODJEtIVO ESPECITICO. .....eeviiiitiseiieieiee ettt 15
2 MATERIAL E METODO........cooiiiiiieeieseeeess s ess s s sesn st nssnensnes 16
2.1 Amostra para estudo iMUNOIOGICO...........ccuriiiriiiirieiee e 16
2.2 POPUIAGAOD A8 BSTUD ...ttt 16
P N 0101 £ - T OO TSRO PR PP PRPPPP 16
2.4 Critérios de iNCIUSA0 NO ESTUAO.........ccviiriiiiiiie e 17
2.5 Criterios e EXCIUSAD. ... ..uiuiiiiiiiiieieiieiee ettt ettt eneene s 18
2.6 Metodologia para dosagem de CItOCINGS..........ccceveveieeiieie e 18
2.6.1 CUIUIA CRIUIAN ... .ceeieeieeeieeee ettt et 18

2.6.2 Citometria de fluxo para analise da expressao

de moléculas de superficie, citocinas e fatores

0L (Vg0 or: o TSROSO 19
2.6.3 Dosagem de citocinas no sobrenadante por CBA.........ccccccveviiiie i 20
2.7 ANANISE ESTALISTICA. .. .. cveveieicicce et 21
S RESULTADOS. ... .ottt et e e s e e st e e st b e e sab e e anbe e e saeesnteeannes 22
UL LBOBNAAS. ...ttt bbbttt 26
FROUIA Lottt bbb bbbt bbbttt et 26
FRQUIE 2.ttt bbb bbb bbbttt 28
FRQUIE 3.t h bbb bbbttt bt ere s 30
FROUIE Attt bbb b b st b bttt b 33
A DISCUSSAD. ...ttt 36
5 CONSIDERA(;GES FINAIS. ..o e 42
B CONCLUSAOD. ...ttt 43

TREFERENCIAS........oooieeeeeeee ettt 44



INTRODUCAO

A Psoriase € uma doenca inflamatdria cronica, imunomediada, recidivante e

hiperproliferativa da pele. Tem uma predisposicdo genética importante e acomete em
torno de 2 a 3% da populacdo mundial. (GRINE et al., 2015).
O papel do sistema imune adaptativo, especialmente dos linfocitos T, sempre foi tido
como predominante na imunopatogénese da psoriase. Porém hoje, o papel do sistema
imune inato tem ganhado destaque sendo t&o importante quanto o sistema imune
adaptativo. Existe portanto uma interagcdo entre sistema imune inato e adaptativo, entre
epiderme e tecido conjuntivo que envolve uma complexa rede de células e mediadores
inflamatdrios atuando sinergicamente na inducdo e manutencdo do processo inflamatério
(SCHON, BOEHNCKE, 2005). As lesdes cutineas da psoriase consistem em placas
eritemato escamosas, bem delimitadas e endurecidas. Costumam acometer mais
comumente superficies extensoras e couro cabeludo. Possui uma extensdo de
acometimento corporal variavel intercalando periodos de agudizacbes e remissdes
(PARISI et al. 2013).

Além dessa forma cutanea, que esta presente em torno de 80% das pessoas
acometidas, a psoriase também pode acometer as articulacbes e estd associada a varias
outras comorbidades como doencas cardiovasculares, obesidade, hipertensdo, diabetes,
reducdo na qualidade de vida, depressdo entre outras. (GARCIA-DIEZ et al. 2008;
MACHADO-PINTO et al., 2016). Os mecanismos exatos de desencadeamento da
psoriase ainda sdo incertos. Porém fatores ambientais como infeccBes, estresse,
alcoolismo e uso de alguns medicamentos sdo fatores sabidamente desencadeantes
naqueles individuos com predisposicéo genética (DIKA et al., 2007)

Aproximadamente um ter¢co dos pacientes com psoriase vulgar possuem um
guadro moderado a grave com acometimento de mais de 10% da superficie corpérea. Sdo
esses pacientes que precisam, geralmente, de medica¢Bes sistémicas incluindo os
imunobiologicos (SATVEER et al., 2016).

A imunopatogénese da psoriase pode ser dividida em duas fases, uma de inducéo
com a iniciagdo da resposta inflamatéria e uma fase de manutengéo dessa resposta. Hoje
sabe-se que a fase de iniciacdo da psoriase acontece quando fatores ambientais

especificos como, traumas na pele, infeccBes, uso de algumas medicagdes, entre outras,



levam ao estresse, injdria ou morte de queratindcitos. Esses queratinocitos lesados
liberam moléculas capazes de ativar células do sistema imune inato (células dendriticas
mieldides e plasmocitoides, neutréfilos, mondcitos, histiocitos e o0s  proprios
querdtinocitos). (LANDE, 2007; NESTLE et al., 2009). Em individuos geneticamente
suscetiveis, as células do sistema imune inato, quando ativadas por essas moléculas,
liberam citocinas como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa), IL-1B (Interleucina 1
beta), IL-6 (Interleucina 6) e Interferons do tipo | (IFN-a and—3). Essas citocinas por sua
vez, atuam diretamente na ativacdo das células dendriticas mieldides (CDms). Essas
células sdo as responsaveis por fazer a ponte entre sistema imune inato e adaptativo na
psoriase. Além de secretarem citocinas importantes na inflamacao, sdo elas que migram
para os linfonodos regionais para induzir a diferenciagdo dos linfécitos T. Quando as
CDms entram em contato com os linfécitos T virgens, secretam citocinas como TNF-a,
IL-12 e IL-23 que induzem a diferenciacdo desses linfocitos em Thl ou Th17. Comeca
entdo a fase de atuacdo do sistema imune adaptativo. (COIMBRA et al., 2012;
KHANDPUR; BHARI, 2013). Esses linfocitos diferenciados migram para a pele onde
liberam suas citocinas padrdes. Thl liberando TNF-o ¢ IFN-y e Thl17 liberando
principalmente I1L-17A, IL-6, IL-22 e também TNF-o. Essas citocinas induzem a
producdo de vasodilatadores e moléculas de adesdo em células endoteliais, promovem o
recrutamento e ativacdo de mais células do sistema imune inato e adaptativo para o local
da inflamacdo como neutrdfilos, mondcitos, células dendriticas plasmocitdides e
mieldides, linfécitos TCD4 e CD8. Essas citocinas também induzem a neovascularizacéo,
a hiperproliferacdo, hiperplasia e ativacdo dos queratindcitos. Esses, por sua vez, liberam
mais citocinas inflamatorias e fatores quimiotacicos para recrutamento de mais células do
sistema imune inato e adaptativo. Mantem-se assim uma cascata inflamatdria sempre
ativa. (NESTLE et al., 2009). Em resumo, pode-se dizer que o sistema imune inato é o
responsavel pelo inicio do estimulo inflamatério e o sistema imune adaptativo pela
manutencdo do mesmo. (LOWES et al, 2007; LANDE, 2007; GANGULY et al., 2009;
COIMBRA et al., 2012; RONHOLT; IVERSEN, 2017)

E fato, portanto, que os sistemas imunes inato e adaptativo sdo importantes no
desenvolvimento da psoriase. Porém, pelo papel preponderante do sistema imune

adaptativo na manutencdo do processo inflamatorio, considera-se ainda que a psoriase



seja uma doenca predominantemente mediada por linfécitos T, em especifico as
linhagens Th1/Thl17. As células Th17 sdo abundantemente encontradas nas lesGes de
psoriase seguidas das Th1. Costumava-se pensar que a presenca de células Thl pudessem
suprimir as células Thl7, mas hoje sabe-se que elas tém papel coadjuvantes nas lesdes
(KRYCZEK et al., 2008). S&o as citocinas produzidas por essas duas linhagens que séo as
grandes orquestradoras do processo inflamatorio na doenca. Vale dar destaque as

principais:

IFN-y - A principal fonte dessa citocina sdo os linfocitos Thl, que secretam também
TNF-a. Células dendriticas (CDs) e Natural Killers (NK) também sdo fontes menores
dessa citocina (BARKER et al., 2015). O IFN-y estimula a liberagdo de IL-1 e 11-23 pelas
CDms, e essas citocinas por sua vez, estimulam a ativacdo e diferenciacdo de Thl7.
(KRYCZEK et al., 2008). Além disso, mostrou ter um papel sinérgico junto a IL-17 na
estimulacdo dos queratindcitos na psoriase. Queratindcitos tratados com IL-17
produziram muito mais GM-SCF (Fator estimulador de colénias de granulécitos e
macréfagos) quando associados ao IFN-y do que quando estimulados com IFN-y apenas
(NESTLE et al, 2005).

IFN tipo I- Os principais membros dessa familia sdo os IFN-a e IFN-B. Ja é bem
conhecido o papel dessas citocinas na protecdo contra agentes virais. E muito usado em
tratamentos contra hepatite B e C. Também ja é descrito a inducdo ou exacerbacdo de
lesBes de psoriase em pacientes que precisam utilizar IFN tipo I. O papel dessas citocinas
na psoriase parece estar relacionado nas fases iniciais da doenga. A principal fonte de INF
tipo | sdo as células dendriticas plasmocitoides (CDps), muito abundantes na pele de
pacientes psoriasicos. Os CDps séo estimuladas a produzir INF tipo | através da liberacéo
de moléculas, como peptideos antimicrobianos (LL37 pex.), pelos queratindcitos lesados.
Os IFN tipo I liberados, auxiliam na maturacdo das CDms e na diferenciacdo de células
Thl e Thl7, por consequéncia, importantes também na modulacéo dos niveis de IFN-y e
IL-17 (NESTLE et al., 2005; SANTINI et al., 2011).



TNF-a - E uma das principais e mais abundantes citocinas inflamatorias. E produzida por
quase todas as células do sistema imune tanto inato quanto adaptativo como macroéfagos,
queratinocitos e linfécitos (Thl, Th17, Th22). Os niveis circulantes de TNF- o, e de
outras citocinas como INF-gama e IL-17A, mostram relacdo direta com a severidade da
psoriase (ARICAN et al., 2005). O TNF-a possui VArios papéis importantes em todas as
fases do processo inflamatorio. No sistema imune inato sua principal funcdo é regular a
habilidade das células dendriticas, especialmente a mieldide, na ativacdo dos linfdcitos
(SUMMERS DE LUCA, GOMMERMAN, 2012). Induz a expressdo de inumeros
mediadores inflamatdrios, citocinas e quimiocinas capazes de amplificar a inflamacéo.
Esses estimulos, na psoriase, levam, entre outras coisas, a hiperproliferacdo de
queratindcitos, recrutamento de CDms, linfocitos Th17 e neutrdfilos para o local da
inflamacdo. O TNF-a também possui efeito quimiotatico para mondcitos e células T para
a pele, o que aumenta a producdo de IL-23 pelas CDs elevando-se, por consequéncia,
outras citocinas relevantes na imunopatogénese da psoriase como por exemplo a IL-17A
(SATVEER et al., 2016; SUMMERS DE LUCA, GOMMERMAN, 2012). Toda essa
engrenagem inflamatdria parece estar conectada, pois a supressao do eixo IL-23/Th17 por
meio de medicacGes que blogueiam essas vias, como 0s imunobiol6gicos, levam a
diminuigdo também dos niveis de TNF- o (ZABA et al., 2007).

IL-23 - A descoberta da IL-23 no ano 2000 foi um marco fundamental para o atual
entendimento da imunopatogénese da psoriase (OPPMANN et al., 2000). A IL-23 é um
heterodimero composto de duas subunidades, uma p40 e outra p19. E uma citocina
relacionada ao padrdo Thl7 de resposta linfocitaria. A IL-12, que é uma citocina
relacionada ao padrdo Thl, compartilha dessa mesma subunidade p40 da IL-23, sendo
que sua outra subunidade é chamada de p35. Devido a isso, antes da descoberta da 1L-23,
pensava-se ser a psoriase uma doenca de padréo Thl, pois havia a deteccdo das moléculas
de p40 nas lesdes de psoriase (OPPMAN et al., 2000; CUA et al., 2003). A partir da
descoberta da subunidade pl9 notaram que as subunidades p40 detectadas nas lesGes
estavam, na verdade, mais associadas a ela e ndo a p35 como se acreditava. Desde entéo
0 Novo conceito, aceito até os dias atuais, é que a psoriase seja uma doenca de padréo

predominantemente Th17. As células do sistema imune inato sdo as principais fontes de
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IL-23, como mondcitos ativados e células dendriticas. A 1L-23 é fundamental no
processo final de maturacdo dos linfocitos Th17 e também na sua ativacdo. A liberacédo
de IL-17A pelos linfocitos Th17 é dependente da presenca da IL-23, ou seja, sem a IL-23
as células Th1l7 ndo secretam a IL-17A (MUDIGONDA et al., 2012; LYNDE et al.,
2014).

IL-17A A IL-17 pertence a uma familia de citocinas pré inflamatérias composta de 6
membros, IL-17A, B, C, D, E e F. Todos sdo ativos como homodimeros ou
heterodimeros (IWAKURA et al., 2011). Apesar do aumento da expressdo da IL-17A, C
e F nas lesGes de psoriase, é a IL-17A a grande efetora. A IL-17A é aproximadamente
55% homologa a IL-17C e ambas ativam 0 mesmo receptor de membrana. Porém a forma
homodimérica da IL-17A (IL-17A/A) é de 10 a 30 vezes mais potente que a forma
homodimérica da IL-17F (IL-17F/F) na ativacdo da expressdo genica. J& a forma
heterodimérica (IL-17A/F) possui uma poténcia intermediaria (LYNDE et al., 2014). As
celulas Th17 sdo encontradas em abundancia na derme de bidpsias de lesGes de psoriase.
A expressdo de mRNA de IL-17 das citocinas chaves como IL-17A e IL-17F, que séo
mais abundantes, aumenta com a atividade da doenca e normalizando com tratamento,
mostrando assim relacdo direta com a atividade da doenca. (LOWES et al., 2008). A IL-
17A ¢é secretada, além das células Th17, por outras células tanto do sistema imune inato
como adaptativo. Neutrofilos, mastocitos, linfocitos CD8* , linfocitos RORyt™ e células
linfoides inatas Tyd sdo as principais produtoras de IL-17. (PANTELYUSHIN ET AL.,
2012). A IL-17A tem multiplos papéis pro inflamatorios. Ela € crucial na manutencéo da
placa de psoriase pois seu alvo principal € o queratinocito. A IL-17A se liga aos
receptores de IL-17 presentes nos queratinocitos e os ativa, fazendo com que 0s mesmos
liberem uma série de quimiocinas que atuam na perpetuacdo do processo inflamatorio.
Algumas quimiocinas como CCL20, por exemplo, atrai mais células Thl7 e células
dendriticas para leséo. Essas células por sua vez secretam mais IL-23, que ird promover
ativacdo de células T17 e portanto a liberagdo de mais IL-17A. Os queratinocitos ativados
também secretam IL-8 que é um fator quimiotatico para neutrofilos. Esses neutréfilos que
migram para a lesdo iram produzir mais IL-17A. A IL-17A também induz a liberacdo de

peptideos antimicrobioanos pelos queratindcitos, como a B-defensina e S100A, que séo
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ativadores do sistema imune inato. Além disso, a IL-17A age também estimulando a
hiperprolifercdo dos queratindcitos e causando uma diminuicdo na eficacia da barreira
cutanea por reduzir a expressdo da filagrina e diminuindo a expressdao de genes que
regulam a adesdo intercelular dos queratindcitos. Portanto a IL-17A, atuando em sinergia
com o TNF-a, mantém o processo inflamatério sempre ativo (SATVEER et al., 2016;
LYNDE et al., 2014).

1.1 Linfdcitos T reguladores (TREGS)

Fato interessante quando se questiona o papel dos linfocitos T reguladores
(Tregs). Os Tregs, identificados como CD4* CD25" Foxp3* , tem um papel fundamental
na homeostase da imunidade dos tecidos e na auto tolerancia. Eles séo capazes de
suprimir a ativacdo e proliferacdo de células efetoras. Portanto fundamentais para
controle de processos inflamatérios no organismo. Na psoriase no entanto, esses
linfécitos falharam em conseguir controlar o processo de iniciacdo e ativacdo de células
efetoras da inflamacdo, ou seja, ndo conseguem parar ou diminuir o processo inflamatério
nessa doenga. Teorias sugerem um mal funcionamento ou diminuigdo dos Tregs nas
lesbes de psoriase (MATOZZI et al., 2013). Uma das principais teorias a respeito do mal
funcionamento dos Tregs na psoriase alega ser um defeito na via STAT3. A via de
sinalizagdo intracelular STAT3 quando ativada (fosforilada) inibe a expressdo de
Foxp3* , inibindo portanto o funcionamento dos Tregs. Por outro lado, a STAT3 quando
ativada aumenta a expressdo de RORyt, importante fator na diferenciagdo das celulas
Th17. O aumento das citocinas pr6 inflamatorias na psoriase como IL-6, IL-23, sdo tidas
como as principais responsaveis pela fosforilagdo dessa via STAT3. Portanto a ativagao
aberrante dessa via na psoriase, mostra que a propria doenca leva ao mau funcionamento
dos Tregs (YANG et al., 2016).

1.2 Critérios de Gravidade

O tratamento da psoriase vulgar é baseado na sua gravidade. A utilizacdo de
agentes sistémicos, incluindo-se ai a terapia com imunobioldgicos, é reservada para
psoriase considerada moderada a grave. Na psoriase leve, € preconizado tratamento

apenas com medicacdes topicas geralmente. Devido a isso a classificacdo da psoriase em
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leve, moderado e grave é fundamental para a escolha do tratamento. Duas ferramentas
sdo mais comumente utilizadas para a classificacdo de gravidade da psoriase e sdo essas
que sdo levadas em consideracdo quando decide-se optar por terapias sistémicas. Sao elas
0 DLQI (Dermatology Life Quality Index) e o PASI (Psoriasis Area Severity Index).
DLQI visa aferir o0 quanto a doenca interfere na qualidade de vida do paciente, portanto €
0 préprio paciente que pontua a sua condi¢do. Ja o PASI deve ser calculado pelo préprio
profissional de saude devidamente treinado levando em conta critérios mais clinicos da
doenga como o grau de eritema, descamacéo, espessura das lesdes e a porcentagem de
superficie corporal acometida. E pontuado numa escala que vai de 0 a 72 pontos. Quando
esses indices, PASI e DLQI, estdo acima de 10, juntos ou isolados, a psoriase pode ser
considerada como moderada a grave. Nesses casos entdo, a terapia sistémica ja é
indicada, incluindo-se também, em alguns casos, 0 uso dos imunobiol6gicos. O objetivo
ideal dos tratamentos de psoriase ¢ a busca do chamado “PASI100”, que significa uma
reducao de 100% no PASI calculado, ou seja, um paciente completamente livre de lesdes.
Por muito tempo, conseguir um “PASI75” era 0 objetivo ideal das terapias que se tinham
disponiveis, sendo que um “PASI50” ja era considerado como aceitavel. Porém hoje, com
o advento dos imunobiologicos, o objetivo ideal como um “PASI90” e um “PASI100”
passou a ser a meta mais extensivamente desejada. A medida que as terapias foram se
tornando mais eficientes as expectativas dos pacientes também foram aumentando. As
evidéncias sustentam que a respostas como um “PASI90 a 100”, melhora muito mais o
DLQI do paciente do quando se comparado a resposta de um “PASI75” (PUIG, 2015;
BRIMHALL et al., 2008).

1.3 Medicac¢6es Imunobiolodgicas ou Bioldgicas

A evolugdo do entendimento da imunopatogénese da psoriase das ultimas trés
décadas, especialmente apds a descoberta da IL-23 e IL-17, permitiu uma revolucdo no
tratamento da doenca. Com esse entendimento, foi possivel o desenvolvimento das
drogas imunobioldgicas que sdo mais eficazes e tem alvos bem especificos dentro da
cascata inflamatdria. As principais citocinas relacionadas com a génese da doenga, como
IL-17A, IL-23 e TNF-a, séo os alvos dessas novas drogas, que visam o bloqueio de suas

atividades. Com a maior especificidade imunogénica dessas drogas, foi possivel obter um
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aumento na eficiéncia do controle da inflamacdo com menor alteracdo na resposta imune
geral, especialmente a imunidade protetora. Com isso o perfil de seguranca dessas drogas
tem se mostrado bastante elevado se comparado as tradicionais terapias sisttémicas néo
biologicas. (CAMPA et al., 2016). Segundo a Comissdo Nacional de Incorporacdo de
Tecnologias no SUS (CONITEC), 6rgdo responsavel pela incorporacdo de novos
tratamentos fornecido pelo SUS (Sistema Unico de Satde) no Brasil, estdo disponiveis 5
medicacgdes bioldgicas para o tratamento da psoriase. Trés delas, que foram as primeiras a
serem liberadas, séo inibidores de TNF-a (Etanercept, o Infliximabe e o Adalimumabe),
um inibidor de 1L12/23 (Ustequinumabe) e um inibidor de IL-17A (Secuquinumabe).
Todas essas medicacGes sdo também aprovadas para tratamento de Artrite Psoriasica e
algumas outras doencas inflamatorias imunomediadas.

Os inibidores de TNF-a diminuem a produgdo de citocinas pelas células
dendriticas mieldides e das células Thl e por isso diminuem, indiretamente, a producao
das citocinas liberadas pelas células Th17, entre elas a IL-17A (ZABA et al. 2007). O
Ustequinumabe é um anticorpo monoclonal que inibe simultaneamente I1L-12 e IL-23
bloqueando a subunidade p40, compartilhada pelas duas citocinas. Possui resposta mais
répida e melhor eficacia que os inibidores de TNF-a. Quase 70% dos pacientes atingem
uma melhora de pelo menos 75% do PASI até a décima segunda semana de tratamento. A
inibicdo do eixo 1L12/23 leva respectivamente ao bloqueio das respostas Thl e Thl7,
reduzindo portanto, indiretamente, a producdo de TNF-a e I1-17A (HESSELVIG et al.,
2017). O TNF-a ¢ uma citocina importante na manutencdo de granulomas infecciosos,
como na tuberculose por exemplo. Por isso, a reativacdo de tuberculose latente é um dos
efeitos adversos mais temidos nessas medicacdes que inibem direta ou indiretamente essa
citocina. O rastreio dessa doenca nos pacientes candidatos ao uso dessas medicacOes é
imperativo (SIVAMANI et al. 2013).

O Secuquinumabe foi a droga bioldgica mais recente aprovada para tratamento no
Brasil. E também um anticorpo monoclonal inibidor de IL-17A. Sua eficacia tem se
mostrado surpreendente, com pacientes atingindo melhora de 75 a 90% do PASI ja nos
primeiros meses de tratamento. (PAPP et al., 2013). Por n&o inibir diretamente TNF-a ¢
sim a IL-17A, essa medicagdo tem se mostrado muito segura em relagdo a tuberculose
latente (KAMMULLER et al, 2017). Dados mostraram que o bloqueio dessa citocina é

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109580/#A015354C249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4109580/#A015354C207

mais eficaz na supressao de genes regulados pelo TNF-a e IL-17A do que as medicacgdes
que blogueiam TNF-a isoladamente (GIROLOMONI et al. 2012). Apesar da comprovada
eficacia dos imunobioldgicos, aproximadamente um terco dos pacientes ndo respondem
ou perdem resposta a essas medicacOes devido a formagdo de anticorpos antidroga.
(GUDJONSSON et al. 2012; KALDEN, SCULZE-KOOPS, 2017). Devido a isso esses
pacientes acabam tendo que retomar ou associar 0 uso de medicamentos tanto de uso
topico quanto de terapia convencional ndo bioldgica. Esse, fora o alto custo das
medicacdes bioldgicas, € um dos principais motivos pelo qual essas terapias

convencionais ainda ndo foram completamente substituidas pelos biologicos.

1.4 Hipotese

O uso de imunobioldgico no tratamento de psoriase modula a expressao de citocinas
envolvidas na regulacdo do processo inflamatorio.

1.4.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil da resposta imune adaptativa em pacientes com psoriase sem e com
tratamento com imunobiolégico.

1.4.2.0bjetivo especifico

1. Avaliar os niveis de citocinas (IL-17, IFN-y, TNF-qa, IL-6, IL-2 e IL-10) em
sobrenadante de cultura de PBMC, em pacientes com psoriase, em uso de
imunobioldgico, antes do pulso terapéutico e no meio do pulso terapéutico.

2. Auvaliar ativagdo de Linfocitos TCD4+ sua capacidade de produzir IL-17, IFN-y,
ou a expressdo de fenotipo de T regulador em pacientes com psoriase, em uso de
imunobiologico, antes do pulso terapéutico e no meio do pulso terapéutico.

3. Comparar os niveis de citocinas (IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2 e IL-10) em
sobrenadante de cultura de PBMC, de pacientes com psoriase sem tratamento,
tratados com, metotrexate, imunobiol6gico com o grupo de individuos controles
saudaveis.

4. Avaliar ativacdo de Linfocitos TCD4+ sua capacidade de produzir IL-17, IFN-y,
ou a expressao de fendtipo de T regulador, em pacientes com psoriase sem
tratamento, tratados com, metotrexate, imunobioldgico com o grupo de individuos
controles saudaveis.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Amostra para estudo imunoldgico

O estudo seré realizado na Universidade de Uberaba com parceria com Hospital
das Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, em Uberaba-MG e a Clinica
do Dr. Sandro Cecilio Furiati localizada no endereco Avenida Santos Dumont, 2424,
Santa Maria, Uberaba-MG.

2.2 Populacéo de estudo
Foram avaliados 32 pacientes com psoriase e 10 do grupo controle. O grupo com psoriase foram
agrupados a seguir:

e Grupo 1: Serdo 10 pacientes com diagnostico de psoriase em uso de
imunobiol6gico imediatamente antes da aplicacdo e no meio do ciclo do
imunobioldgico (IB)

e Grupo 2: 14 pacientes tratados com metotrexate (MTX)

e Grupo 3: 8 pacientes sem terapia (ST)

e Grupo 4: Serdo 10 individuos controles saudaveis (Ctrl)

2.3 Amostra

Foram coletadas 2 amostras de sangue dos pacientes do grupo dos imunobioldgicos.
Uma realizada imediatamente antes da aplicacdo da medicacdo e outra no meio do ciclo
da aplicacdo. Nos pacientes sem tratamento ou com uso de metotrexate e nos controles
foram realizadas apenas uma coleta de sangue. As amostras de sangue foram coletadas,
em tubo de coleta a vacuo, por um profissional qualificado, encaminhando-a
imediatamente ao laboratério de imunologia da UFTM para centrifugacdo a 400G e

armazenadas para cultura e analises.
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2.4 Critérios de inclusdo no estudo

a) Grupo de pacientes com diagnostico de psoriase em uso de imunobioldgicos:

O paciente deve estar em uso de alguma medicacdo imunobioldgica (anti-TNF,
anti-1L12/ anti-1L-23 ou anti- IL-17A);

Tenha diagnostico de psoriase em placas, associada ou ndo a artrite psoriasica ou
outras comorbidades;

A doenca pode estar ativa ou ja ter sofrido remisséo pelo uso da droga;

Deve ter passado o periodo fase de inducdo, feito no inicio dos tratamentos de

alguns imunobioldgicos;
Aqueles que ja estiverem em uso, devem estar em uso regular da medicagdo

apos fase de inducao;

Deve ter lido e concordado em assinar o TCLE.

b) Grupo dos pacientes com diagndéstico de psoriase sem uso de imunobioldgicos:

Deve apresentar diagndstico clinico de psoriase em placas, associado ou ndo a
outras comorbidades como artrite psoriasica, por exemplo;

Deve apresentar uma psoriase em placas de grau moderado a grave, calculado
pelo “Psoriasis Area Severity Index — PASI”;

Deve apresentar valor de score medido pelo PASI maior que 10 para ser
considerada uma psoriase moderada a grave;

N&o pode estar em uso de nenhuma medicagdo imunobioldgica;

Pode ter usado a medicacdo imunobioldgica previamente, porém deve estar
com periodo minimo de 6 meses sem 0 uso das mesmas;

Pode estar fazendo uso de qualquer outra medicacdo sisttmica néo
imunobioldgica para psoriase, como metotrexate por exemplo;

Deve ter lido e concordado em assinar o TCLE.

17



2.5 Critérios de exclusao

a) Pacientes com diagnostico de psoriase em uso de imunobioldgicos:
= Pacientes que ainda estiverem em fase de inducdo da droga;
= Pacientes que ndo estejam fazendo uso regular da medicacao;
= Pacientes que estejam em uso de imunobiol6gicos para outras doencgas que nao
psoriase em placas;
= Pacientes que ndo queiram assinar o termo de consentimento.
.
b) Critérios de exclusdo pacientes com psoriase em placas:
= Pacientes com psoriase em placas, mas com PASI<10;
= Pacientes com outros de tipo de psoriase que ndo de placas;

= Pacientes que ndo queiram assinar o termo de consentimento.

2.6 Metodologia para dosagem de citocinas

2.6.1 Cultura Celular

= Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico — PBMCs — foram separadas por
gradiente de densidade utilizando-se Ficoll-Hypaque (PHARMACIA-SUECIA), onde
cerca de 30 mL de sangue foram colocados sobre 10 mL dessa em tubos plasticos conicos
de 50 mL tipo Falcon. Os tubos foram centrifugados a 400xg por 30 minutos, a 21°C e ao
final da centrifugacdo foi coletado cerca de 2 mL de plasma, armazenado a -90°C para
analises posteriores. O anel de células formado entre o Ficoll e o plasma foi coletado,
lavando-se as células por trés vezes, com meio RPMI incompleto, 400xg, 4°C, 10
minutos. A quantidade de celulas foi determinada atraves de contagem em camara de
Neubauer e a amostra foi ajustada com meio RPMI completo, contendo 50mM de Hepes,

5% de soro fetal bovino inativado, 2mM de L-glutamina, 40mg/mL de gentamicina a fim
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de se obter uma concentracdo final de 2x10°mL. Todos os procedimentos foram

realizados em condicOes estéreis, utilizando-se de capela de fluxo laminar.
» Cultura de células mononucleares do sangue periférico — 48 horas

Em placa de cultura de 24 pogos foram adicionados 1 mL da ressuspensao de PBMC
contendo 2x10° células/mL. As células foram distribuidas para as seguintes condicdes:
« Sem estimulo - 2x10° células/mL
« Anti-CD3 e Anti-CD28 - 2x10° células/ml + 1ul de Anti-CD3+0,5pl de Anti-
CD28
As células foram mantidas a 37°C, 5% de CO,, por 48 horas. Apds, os sobrenadantes
foram recolhidos e armazenados a -90°C para posterior dosagem de citocinas. As células
das culturas de 48 horas estimuladas com anti-CD3 e anti-CD28 foram ressuspensas em
HANKS e utilizadas para analise por citometria de fluxo de moléculas de superficie,

citocinas e fatores de transcricao.

2.6.2 Citometria de fluxo para analise da expressdo de moléculas de superficie, citocinas
e fatores de transcricdo

Para andlise de moléculas de superficie, citocinas e fatores de transcricdo nas
celulas derivadas da cultura de 48 horas foram lavadas (400xg, 4°C, 10 min) em meio
Hanks, suplementado com 10% de soro humano AB+, previamente submetido a
inativacdo do sistema complemento, e incubadas por 30 minutos. Apos, as células foram
marcadas com anticorpos direcionados as moléculas de superficie, anti-CD4-PE-Cy5,
anti-CD69-PE, anti-CD25-FITC, anti-H/Mlap APC e mantidas por 30 minutos, 4°C.
Apbs, as células foram lavadas 3 vezes para remover o0 excesso de anticorpos (400 x g,
4°C, 10 min), fixadas e permeabilizadas com 250uL de Cytofix/Cytoperm (BD
BIOSCIENCES), por 30 minutos, 4°C. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em Permwash
(BD BIOSCIENCE) contendo 10% de soro fetal bovino (SIGMA), sendo entéo
adicionados os anticorpos direcionados as moléculas intracelulares, especificos para
citocinas e fatores de transcri¢do e combinados conforme a conveniéncia da analise a ser

realizada posteriormente, e mantidas por 30 minutos, 4°C. Ao final deste periodo as
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células foram novamente lavadas em Permwash por 3 vezes (400 x g, 4°C, 10 min) e
ressuspensas em 200 mL de Paraformolaldeido 0,5% e armazenadas no escuro, a 4°C, até
0 momento da analise no citdmetro de fluxo. Paralelamente aos tubos marcados seréo
mantidos para cada amostra um tubo sem adicdo de anticorpos e outro contendo is6topos
controles compativeis com as fluorescéncias utilizadas. A aquisi¢cdo dos eventos foi
realizada em citdbmetroFACSCalibur utilizando o programa Cell Quest. A analise dos
dados sera realizada utilizando o programa FlowJo 10.0.6 a partir da individualiza¢do da
populacao de leucocitos através de “Gates” estabelecidos de acordo com os padroes de

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) compativeis com a populacao de linfocitos.

2.6.3 Dosagem de citocinas no sobrenadante por CBA

Nas amostras do sobrenadante foram dosadas IL-8 e IL-6 pela técnica de
Cytometric Bead Array (CBA), utilizando BD Human Inflammatory Cytokine CBA Kit,
Cat: 551811, conforme instrucdes do fabricante. As amostras e as citocinas/quimiocina
recombinantes foram incubadas com microesferas com distintas intensidades de
fluorescéncia conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada
citocinas/quimiocina. Em seguida, foram adicionados anticorpos especificos para cada
citocinas/quimiocina conjugados com ficoeritrina (PE). Ap6s incubacdo, as microesferas
foram lavadas com solucdo prépria do kit do fabricante e analisadas em citbmetro
FACSCalibur (BD BIOSCIENCES) utilizando o programa Cell Quest (BD
BIOSCIENCES). As microesferas especificas para cada citocinas/quimiocina foram
separadas por emitirem intensidades diferentes de fluorescéncia emitida a 660nm e a
quantidade de citocina conjugada a cada uma delas pela intensidade de fluorescéncia
emitida a 585nm. ApoOs aquisicdo dos dados das amostras e citocinas/quimiocina
recombinantes, estes foram levados ao software FCAP Array 2.0 (SoftFlow-EUA) e as

concentragdes das citocinas/quimiocina calculadas a partir da curva padrao.
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2.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa Statview (Abaccus -
EUA). A verificacdo da distribuicdo normal das varidveis quantitativas foi feita pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As variaveis apresentaram distribuicdo ndo normal e foram
expressas em mediana com valores minimo e maximo e percentis. As variaveis
apresentaram distribuicdo normal com variancia ndo homogénea ou distribuicdo néo
normal foram analisadas pelos testes de Mann-Whitney. Para comparar duas variaveis
continuas nos mesmos pacientes foi aplicado o teste de Wilcoxon (U). As variaveis
qualitativas foram expressas através da média e desvio padrdo. Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor 5%
(p<0,05).
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3 RESULTADOS

No presente estudo foram 32 pacientes com psoriase e 10 do grupo controle. No
grupo de pacientes com psorise 10 estavam em tratamento com imunobioldgicos (1B), 14
com uso de metotrexate (MTX) e 8 estavam sem tratamento (ST), no momento da coleta
do sangue.

As analises de citocinas dos pacientes com psoriase em uso de imunobioldgicos
foram realizadas em dois momentos, antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio do
pulso terapéutico (coleta 2). Foram analisada IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2 e IL-10
pelo método do CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca de
meio (basal) sem estimulo e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28).

Ao observar os niveis de IL-17 no sobrenadante de PBMC, verificou-se que, 0
estimulo com anti-CD3/anti-CD28 foi capaz de elevar significativamente a producdo de
IL-17 apenas antes do pulso terapéutico (coleta 1), quando comparadas ao sobrenadante
em presenca de meio (Wilcoxon; p=0,031; Figura 1A). Ndo houve aumento significativo
na producdo de IL-17, apo6s estimulo com anti-CD3/anti-CD28, no sobrenadante dos
pacientes que estavam no meio do pulso terapéutico (coleta 2) (Wilcoxon; p> 0,05;
Figura 1A).

Da mesma forma, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de elevar
significativamente a producdo de IFN-y apenas antes do pulso terapéutico (coleta 1)
quando comparadas sobrenadante em presenca de meio (coleta 1) (Wilcoxon; p= 0,0078;
Figura 1B). N&o houve aumento significativo na producdo de IFN-y, apos estimulo com
anti-CD3/anti-CD28, no sobrenadante dos pacientes que estavam no meio do pulso
terapéutico (coleta 2) (Wilcoxon; p> 0,05; Figura 1B).

Semelhante ao IFN-y, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de elevar
significativamente a producdo de TNF-o apenas antes do pulso terapéutico (coleta 1)
quando comparadas sobrenadante em presenca de meio (coleta 1) (Wilcoxon; p<0,005;
Figura 1B). J4, ao observar os niveis de TNF-a sob estimulo de anti-CD3/anti-CD28 néo
houve diferenca significativa no sobrenadante dos pacientes que estavam no meio do

pulso terapéutico (Wilcoxon; p> 0,05; Figura 1C).
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Ao avaliar os niveis de IL-10, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28 foi capaz de
elevar significativamente a producdo de IL-10 no sobrenadante dos pacientes que nao
haviam feito o pulso terapéutico (coleta 1D), quando comparadas ao sobrenadante em
presenca de meio (coleta 1) (Wilcoxon; p< 0,0078; Figura 1D). N& houve aumento
significativo na producdo de IL-10 apoOs estimulo com anti-CD3/anti-CD28, no
sobrenadante dos pacientes que estavam no meio do pulso terapéutico (coleta 2)
(Wilcoxon; p> 0,05; Figura 1D). N&o foram observadas diferencas significativas para os
niveis de IL-6 e IL-2 nos sobrenadantes (Wilcoxon; p> 0,05; Figura 1E) (Wilcoxon; p>
0,05; Figura 1F) respectivamente.

Foram analisados, por citometria de fluxo, os marcadores de ativacdo celular
(CD69'CD4") e a expressdo de citocinas intracelulares nos linfocitos T obtidos de
PBMC, apds 48 horas de cultura, antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso
terapéutico (coleta 2). Observou-se que, em relagdo aos marcadores de ativacdo celular, a
expressdo de CD69+ em linfocitos TCD4" estimulados com anti-CD3/anti-CD28, foi
significativamente maior antes dos pacientes iniciarem o pulso terapéutico (coleta 1)
quando comparados com as células dos mesmos pacientes, porém, sem estimulo (meio)
(Wilcoxon; p< 0,05; Figura 2A). Ao comparar as células TCD4" produtoras de IL-17 (IL-
17* e ndo produtoras de IFN-y (IFN-y") e ndo estimuladas ou estimuladas com anti-
CD3/anti-CD28, ndo houve diferenca significativa (Wilcoxon; p> 0,05; Figura 2B).

Entretanto, ao comparar as células TCD4" produtoras de IFN-y (IFN-y* ) mas ndo
produtoras de IL-17 (IL-177), estimuladas com anti-CD3/anti-CD28, antes do pulso
terapéutico (coleta 1), observou-se um aumento significativo no percentual de células
produtoras de IFN-y quando comparados com as células do mesmo porém sem estimulo
(meio- coleta 1) (Wilcoxon; p< 0,05; Figura 2C). Por outro lado, ao comparar as células
TCD4" IFN-y* e produtoras de IL-17* com ou sem estimulo, ndo houve diferenca
significativa (Wilcoxon: p>0,05; Figura 2D).

Ao avaliar células TCD25"+FoxP3* LAP* estimuladas com anti-CD3/anti-CD28
antes do pulso terapéutico (coleta 1), observou-se um aumento significativo no percentual
de células T reguladoras (Treg) quando comparados com percentual de células do mesmo

paciente, porém sem estimulo (meio — coleta 1) (Wilcoxon: p< 0,05; Figura 2E).
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A producdo de citocinas, também foi avaliada por CBA, entre os grupos de
pacientes com psoriase e individuos controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura
de PBMC por 48 horas em presenca de meio (sem estimulo) e na presenga de anti-
CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes com psoriase foram agrupados em: pacientes
sem qualquer terapia (ST), pacientes tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes
tratados com imunobiologicos (IB). Esses Gltimos pacientes estavam em pleno tratamento
do imunobiolégico. Ao avaliar a producdo de TNF-a ap6s estimulo com anti-CD3/CD28
observou-se uma diminuigdo significativa de TNF-a nos pacientes com psoriase sem
tratamento (ST) quando comparados ao controle saudaveis (Ctrl) (Mann Whitney;
p<0,05; Figura 3A). Da mesma forma, os niveis de TNF-o ap0s estimulo com anti-
CD3/CD28 foi significativamente menor nos pacientes tratados com metotrexate (MTX)
quando comparados aos individuos controle saudaveis (Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05;
Figura 3A).

E ainda, os pacientes com tratamento de imunobiolégico (IB) também
apresentaram niveis significativamente menores quando comparados aos individuos
controle saudaveis (Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05; Figura 3A). Ao avaliar os niveis de IL-
10, observou-se que apds estimulo com anti-CD3/CD28 foi significativamente menor nos
pacientes com psoriase tratados com metotrexate (MTX) quando comparados aos
individuos controle saudaveis (Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05; Figura 3B). E da mesma
forma os pacientes em tratamento com imunobiol6gico (IB) os niveis de IL-10 foram
significativamente menores quando comparados aos individuos controle saudaveis (Ctrl)
(Mann Whitney; p<0,05; Figura 3B). Em relagdo aos niveis de I1L-6, observou-se que 0s
pacientes em tratamento com metotrexate (MTX) reduziu significativamente a producéo
basal (sem estimulo) de IL-6 quando comparados aos individuos controles saudaveis
(Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05; Figura 3C). Da mesma forma, houve uma reducdo
significativa, apds estimulo com anti-CD3/CD28, tanto nos pacientes com uso de
metotrexate (MTX) quanto nos pacientes com tratamento de imunobiologico (IB) quando
comparados aos individuos controles saudaveis(Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05; Figura
3C). A producdo basal da IL-2 foi significativamente maior nos pacientes em tratamento
com imunobioldgico (IB) quando comparados aos individuos controles saudaveis (Ctrl)

(Mann Whitney; p<0,05; Figura 3D). Da mesma forma os niveis de IL-2, apds estimulo
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com anti-CD3/CD28, foram significativamente maior no grupo com imunobiolégico
quando comparado ao grupo controle saudavel (Ctrl) (Mann Whitney; p<0,05; Figura
3D). N&o foram observadas diferencas significativas quando esta estratégia foi usada nas
comparagOes dos niveis de IFN-y e de IL-17 nos sobrenadantes desses grupos de
pacientes (Mann Whitney; p>0,05; Figura 3E e Figura 3F).

Foram analisados, por citometria de fluxo, os marcadores de ativacdo celular
(CD69°CD4") e a expressdo de citocinas intracelulares nos linfocitos T obtidos de
PBMC, apds 48 horas de cultura, em presenga de meio (sem estimulo) e anti-CD3/anti-
CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle saudaveis (Ctrl)
e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com metotrexate (MTX) ou
tratados com imunobiolégicos (I1B), considerando aqui os resultados da metade do ciclo.
Observou-se que a expressao de CD69+ (marcador de ativacdo) em linfécitos T CD4+,
apos estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi significativa menor nos pacientes em
tratamento com metrotrexato (MTX) e imunobiolédgico (IB), quando comparados ao
grupo controle saudavel (Ctrl) (Wilcoxon; p<0,05 Figura 4A). Observa-se, que ndo houve
diferenca significativa nos percentuais de células T auxiliares produtoras de produtoras de
IL-17+, bem como nas células produtoras de IFN-y, e da mesma forma nas células duplo
positivas (IL-17* IFN-y* ) (Wilcoxon: p>0,05; Figura 4B, C e D). Por outro lado,
observa-se que apos estimulo com anti-CD3/anti-CD28 ha um aumento significativo de
linfocitos T CD4+ com fendtipo de Tregulador (TCD25"+FoxP3* LAP* ) nos pacientes
com psoriase sem tratamento quando comparados com o grupo tratado com metotrexate
(Wilcoxon; p<0,05; Figura 4F).
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3.1 Legendas

Figura 1

A.

Niveis de IL-17, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas
em presenca de meio (basal) e com estimulo na presencga de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobiolégicos antes do pulso
terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

Niveis de IFN-y, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas
em presenca de meio (basal) e com estimulo na presencga de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso
terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

Niveis de TNF-a, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas
em presenca de meio (basal) e com estimulo na presenga de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobiol6gicos antes do pulso
terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

Niveis de IL-6, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em
presenca de meio (basal) e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobiolégicos antes do pulso
terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

Niveis de IL-2, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em
presenca de meio (basal) e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobiolégicos antes do pulso
terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

Niveis de L-10, dosadas por CBA, no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em
presenca de meio (basal) e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-
CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em uso de imunobiol6gicos antes do pulso

terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).
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Figura 2

A. Analise, por citometria de fluxo, dos marcadores de ativacdo celular (CD69+CD4+)
obtidas apds 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio (basal) e com estimulo
na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de pacientes com psoriase em
uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio do pulso
terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

B. Analise, por citometria de fluxo, de IL-17* INF-y~ e marcadores de ativacdo celular
(CD69+CD4+) obtidas ap6s 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio (basal) e
com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de pacientes
com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio
do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

C. Anadlise, por citometria de fluxo, de IL-17* INF-y~ e marcadores de ativagdo celular
(CD69+CD4+) obtidas apos 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio (basal) e
com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de pacientes
com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio
do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

D. Andlise, por citometria de fluxo, de IL-17" INF-y* e marcadores de ativacdo celular
(CD69+CD4+) obtidas ap6s 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio (basal) e
com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de pacientes
com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio
do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

E. Analise, por citometria de fluxo, de IL-17* INF-y* e marcadores de ativacdo celular
(CD69+CD4+) obtidas ap6s 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio (basal) e
com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de pacientes
com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e no meio
do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).

F. Analise, por citometria de fluxo, de TCD25"*FoxP3'LAP* e marcadores de ativacio
celular (CD69+CD4+) obtidas ap6s 48 horas de cultura, de PBMC em presenca de meio
(basal) e com estimulo na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (anti-CD3/anti-CD28) de
pacientes com psoriase em uso de imunobioldgicos antes do pulso terapéutico (coleta 1) e

no meio do pulso terapéutico (coleta 2). (Teste: Wilcoxon).
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Figura 3

A. Andlise de IFN-y, por CBA, entre os grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca
de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobioldgicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).

B. Andlise de IL-17, por CBA, entre os grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca
de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobiolégicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).

C. Andlise de TNF-a, por CBA, entre os grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca
de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobioldgicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).

D. Analise de IL-10, por CBA, entre os grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca
de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobiolégicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).

E. Andlise de IL-6, por CBA, entre 0s grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca
de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobiolégicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).

F. Andlise de IL-2, por CBA, entre 0s grupos de pacientes com psoriase e individuos
controle saudaveis (Ctrl), no sobrenadante de cultura de PBMC por 48 horas em presenca

de meio (sem estimulo) e na presenca de anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes
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com psoriase foram agrupados em: pacientes sem qualquer terapia (ST), pacientes
tratados com Metotrexate (MTX) e pacientes tratados com imunobiolégicos (IB). (Teste:
Mann Whitney).
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Figura 4

A.

Anadlise, por citometria de fluxo, os marcadores de ativacdo celular (CD69+CD4+) ap06s
48 horas de cultura, em presenga de meio (sem estimulo) e anti-CD3/anti-CD28
(estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle saudaveis (Ctrl) e
pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com Metrotrexato (MTX) ou
tratados com imunobiolégicos (I1B), considerando aqui os resultados da metade do ciclo.
Analise por citometria de fluxo, a expressdo de IL-17"1FNy intra-celulares nos linfdcitos
T obtidos de PBMC, apds 48 horas de cultura, em presenca de meio (sem estimulo) e
anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle
saudaveis (Ctrl) e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com
Metrotrexato (MTX) ou tratados com imunobiolégicos (IB), considerando aqui os
resultados da metade do ciclo.

Anélise por citometria de fluxo, a expressdo de IL-17'IFNy" intra-celulares nos linfdcitos
T obtidos de PBMC, apds 48 horas de cultura, em presenca de meio (sem estimulo) e
anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle
saudaveis (Ctrl) e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com
Metrotrexato (MTX) ou tratados com imunobiolégicos (IB), considerando aqui 0s
resultados da metade do ciclo.

Analise por citometria de fluxo, a expressdo de IL-17"IFNy" intra-celulares nos linfdcitos
T obtidos de PBMC, apds 48 horas de cultura, em presenca de meio (sem estimulo) e
anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle
saudaveis (Ctrl) e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com
Metrotrexato (MTX) ou tratados com imunobioldgicos (IB), considerando aqui 0s
resultados da metade do ciclo.

Analise por citometria de fluxo, a expresséo de IL-17"1FNy intra-celulares nos linfdcitos
T obtidos de PBMC, apds 48 horas de cultura, em presenca de meio (sem estimulo) e
anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos controle
saudaveis (Ctrl) e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados com
Metrotrexato (MTX) ou tratados com imunobiolégicos (IB), considerando aqui 0s
resultados da metade do ciclo.

Analise por citometria de fluxo, a expressdo de TCD25"*FoxP3"LAP intra-celulares nos
linfécitos T obtidos de PBMC, ap6s 48 horas de cultura, em presenca de meio (sem
estimulo) e anti-CD3/anti-CD28 (estimulo). Os pacientes foram agrupados em individuos

controle saudaveis (Ctrl) e pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), tratados
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com Metrotrexato (MTX) ou tratados com imunobiolégicos (IB), considerando aqui 0s

resultados da metade do ciclo.

34



FIGURA 4

B
A
80 a 20
% z
60+ 15-
3] b e
+
2 =
40 ", 10-
8 =|1Cl
20- 5-
ol= = F1 82 T 1)K nég..@—.
Ctrl ST MIX IB Ctrl ST MTX IB Ctrl ST MTX IB Ctrl ST MTX 1B
Meio aCD3 ' Meio I I acD3 I
C D
60+ 6-
+ 40- . 4
z z
S r
1 +
L =
4 A
— 204 = 2]
Ié & é T T T % n T L T T T T T
Citrl ST MTX 1B Ctrl ST MTX 1B Ctrl ST MTX 1B Ctrl ST MTX 1B
Meio aCD3 Meio ' aCD3 '
E
80+

CD-25hi+FoxP3+LAP+
-3
S

b

20-
D'_% %‘ ":ll:— T T T
cl ST MIX IB Ctl ST MIX IB
Meio ' acD3 '

35



4 DISCUSSAO

No presente estudo foram analisadas IL-17A, IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-2 e IL-10
em sobrenadante de pacientes com psoriase em uso de imunobioldgicos, antes do pulso
terapéutico e no meio do pulso terapéutico.

A IL-17A é considerada a citocina chave no processo inflamatério da psoriase

pois ela tem influéncia direta na ativacao e hiperproliferagdo dos queratindcitos (LYNDE
et al., 2014; CAMPA et al.,, 2016). As medicacGes imunobioldgicas utilizadas no
tratamento dessa doenca diminuem os niveis dessa citocina por bloguea-la diretamente
como os inibidores de IL-17A ou por bloquear sua producédo. O inibidor de 1L-12/23 é
capaz de bloquear a sua producéo pelos linfécitos Th17 através do bloqueio da IL-23, e 0
bloqueio da IL-12, inibe a producdo de TNF-a pelos linfocitos Thl. Com isso, diminui a
producdo de citocinas pelas células dendriticas mieldides e das células Thl diminuindo
assim, indiretamente, a producédo de IL-17A (ZABA et al., 2007; CAMPA et al., 2016).
No presente estudo, foi observado que, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de
elevar significativamente a producéo de IL-17 apenas na primeira coleta realizada antes
do pulso terapéutico com Imunobiolégico. Entretanto, mesmo com estimulo com anti-
CD3/ anti-CD28, ap0s a terapia com o imunobioldgico, ndo houve aumento nos niveis de
IL-17.
Nossos resultados, estdo de acordo com a literatura, em que os imunobiolégicos, tanto os
inibidores de TNF-a, quanto inibidores de citocinas (Anti-1L12/23 e anti-IL-17A),
demonstraram uma redugdo na producdo direta ou indireta das IL-17A (ZABA et al.
2007). Desta forma sugerimos que a terapia com imunobioldgico inibe a producéo de IL-
17A.

Uma outra citocina envolvida na patogénese da psoriase € o IFN-y e esta citocina
também tem papel importante no processo inflamatério, pois parece estar ligada a
perpetuacdo do processo inflamatorio, com papel sinérgico junto a IL-17A na ativacéo
dos queratindcitos. Células Thl, células dendriticas e natural killers séo as principais
produtoras dessa citocina (BARKER et al., 2015). Estudos demonstram que 0s niveis
séricos aumentados de IFN-y tem relacdo direta com a doenca ativa (ARICAN et al,

2005). O uso das medicacdes imunobioldgicas também tem-se mostrado eficiente na
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reducdo dos niveis de INF-y, pois reduzem a atividade das células Th1l produtoras de
TNF-0 ¢ consequentemente de INF-y (NOGRALES, KRUEGER, 2011). Em nosso
estudo, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de elevar significativamente a
producéo de IFN-y apenas na primeira coleta, que corresponde a situacdo imediatamente
antes do pulso terapéutico com Imunobioldgico. Entretanto, mesmo com estimulo apos a
terapia com o imunobioldgico ndo houve aumento nos niveis de IFN-y. Assim, nossos
resultados sugerem, que a terapia com imunobioldgico inibe a producdo de IFN-y em
condicéo de estimulo.

O TNF-a € uma citocina crucial no processo inflamatério e é produzida por quase
todas as células do sistema imune tanto inato e adaptativo. Os niveis circulantes de TNF-
a e de outras citocinas como INF-y e IL-17A, mostram relacdo direta com a severidade da
psoriase (JACOB et al., 2003). A maioria dos estudos mostra uma reducgdo dos niveis de
TNF-a com a terapia imunobiologica. As medicagdes anti-TNF-a bloqueiam a fragdo
livre sollvel e a fracdo de membrana dessas citocinas (LUCKA et al, 2012). Em nosso
estudo, o estimulo com anti-CD3/anti-CD28, foi capaz de elevar significativamente a
producdo de TNF-a apenas na primeira coleta, que corresponde a situacdo imediatamente
antes do pulso terapéutico com Imunobioldgico. Tal achado se mostra de acordo com a
literatura que evidencia que as medica¢fes imunossupressoras como 0 metotrexate e 0s
imunobioldgicos sdo capazes de reduzir os niveis dessa interleucina durante o tratamento
(GOTTLIEB et al, 2015).

A IL-10 é considerada a principal citocina antinflamatéria. Tem papel critico na
protecdo contra danos teciduais em processos inflamatorios agudos. Ela age suprimindo a
expressao de citocinas inflamatorias produzidas por células efetoras (ROJAS et al, 2017).
Séo os linfécitos Foxp3* a sua principal fonte de producgéo nos tecidos (OUYANG et al.,
2011). Existe pouca literatura a respeito da acdo dessa citocina na psoriase. Um estudo
revelou que os niveis séricos de IL-10 estdo reduzidos em pacientes com psoriase ativa
(SOBHAN et al., 2016). Em nosso estudo, observamos que em condic¢des de estimulo
com anti-CD3/ anti-CD28 a IL-10 também aumenta significativamente antes do pulso
terapéutico com Imunobioldgico, sugerindo aqui, que estes pacientes tentam fazer uma
resposta imune reguladora, mas ndo o bastante para bloquear a citocinas pro-

inflamatorias.
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Assim concluimos que o imunobiolégico inibe a producéo de IL-17, IFN-a, TNF-o e 1L-
10.

No presente estudo observou-se os linfocitos TCD4+/CD69+ em condicdo de
estimulo foram significativamente maior antes do pulso com o imunobiol6gico, sugerindo
que no meio do pulso terapéutico, onde paciente estava em pleno efeito da terapia, o
estimulo com anti-CD3/anti-CD28 ndo induziu de maneira significativa a ativacao de
linfécitos T auxiliares. Estes resultados apontam que a terapia com Imunobiol6gico
controla a ativacdo de LTCDA4+. Ainda, no presente estudo, houve um aumento
significativo no percentual de células produtoras de IFN-y em condicdo de estimulo antes
do pulso terapéutico. O IFN-y é uma uma citocina pré inflamatéria que atua
sinergicamente com a IL17A na ativacdo de queratindcitos e induzindo a liberacao
de IL-8 que é um fator de quimiotaxia de neutroéfilos muito importante (TEUNISSEN
et al, 1998). O uso de imunobiolégicos tem efeito supressor nessas citocina como TNF-a,
IFN-y e IL-17A. Curiosamente o uso de bloqueadores de TNF-a tem a¢do mais rapida na
populacdo Th17 do que Thl. Citocinas produzidas pelas células Th17 sdo controladas em
até 2 semanas do uso dessas medicagdes, sendo que os niveis de IFN-y costumam reduzir
por volta de 12 semanas de tratamento (ZABA et al., 2007).

Entretanto, mesmo em condi¢do de estimulo ndo houve aumento nas células
produtoras de IL-17 e tdo pouco nas celulalas duplo positivas (IL-17" IFN-y* ). Estes
dados sugerem que a terapia com imunobioldgico modula a ativacao de células TCD4* e
a producdo de IFN-y por estas células. Por outro lado, observa-se que o estimulo leva a
um aumento significativo de linfocitos TCD4+ com fendtipo de Tregulador
(TCD25"*FoxP3*LAP*) antes do paciente iniciar a terapia com o imunobioldgico.

Estes resultados sugerem que esses pacientes tem a capacidade preservada de manter e
expandir as células Treg. Todos esses achados sd@o compativeis com estudos sobre a
eficacia dos imunobioldgicos no combate a inflamacg&o, controlando linfocitos T efetores
como Thl e Thl7. E curiosamente, os inibidores de TNF-o tem efeito mais rapido no
controle de populagdes Th17 do que as células Thl, as quais sdo controladas em estagios
mais tardios da génese inflamatdria. (ZABA et al., 2007). Apesar de varios estudos
mostrarem que existe uma diminuicdo no numero e na funcdo dos Tregs na psoriase

(MATTOZZI et al, 2012), alguns estudos evidenciaram ndo haver significancia estatistica
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entre 0 numero de linfécitos Treg em sangue periférico de pacientes com psoriase e
pacientes saudaveis. Mostrou até haver um aumento no numero de linfocitos Treg em
sangue periferico (ZHANG et al, 2010). Talvez esses achados um pouco conflitantes
sejam justificados pela diferenca nas fases da psoriase, como por exemplo uma doenca
que esteja ativa e em fase de aumento de lesdes em relacdo a uma doenca mais estavel
com placas ja estaveis e formadas e considerando ainda a severidade da doenca.

Imunobiolégicos controlam ativacéo linfocitos T auxiliares (LTCD4+), incluindo
aqueles produtores de IFN-y e os linfocitos T com fendtipo regulador (Treg). No presente
estudo, também foram avaliados, os pacientes com psoriase sem qualquer terapia (ST), 0s
tratados com Metrotrexato (MTX) e os tratados com imunobioldgicos (IB), e comparados
com os individuos controles saudaveis (Ctrl). Observou-se que células estimuladas de
pacientes com psoriase, tratados ou ndo, produzem niveis significativamente menores de
TNF-0. O papel da reducdo dos niveis de TNF-a pelos imunobioldgicos ja € bem
documentada. O metotrexate € um agente imunossupressor antagonista do acido félico,
tem é capaz de inibir a funcdo de linfdcitos B e macréfagos, modulando a IL-1 e inibindo
a quimiotaxia de neutréfilos, que também séo produtores de IL-17A (SEITZ et al., 1995).
Estudos recentes evidenciaram que o uso de metotrexate também é capaz de bloquear a
producdo de TNF-a por linfécitos e macréfagos (NEURATH et al., 1999). Curiosamente
notou-se que pacientes 0s pacientes sem tratamento também estavam com baixos niveis
de TNF-a. Mais uma vez, uma justificativa plausivel para esse achado seria o fato de que
grande parte desses pacientes por terem seus quadros estaveis, sem periodos de
agudizacdo possam estar produzindo niveis basais dessas citocina. Outro fator, seria 0
fato de que alguns desses paciente, ja realizaram tratamentos prévios com metotrexate em
periodos ndo tdo distantes da coleta, periodos de pelo menos 30 dias de diferenca. Esses
resultados sugerem que tanto o IB como o MTX estdo conseguindo bloquear os niveis de
TNF.

Em nossos resultados, verificamos que, independente do tratamento, pacientes
com psoriase produzem significativamente menos IL-10 apos estimulo. Tal achado
parece estar de acordo com os estudos que evidenciam o mal funcionamento dos
linfécitos Treg, em pacientes com psoriase que sdo 0s principais produtores dessa

interleucina (VALENCIA et al., 2006). Isso sugere os efeitos benéficos do tratamento ndo
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estd associado a maior capacidade de producdo de IL-10, mas sim, aos efeitos direto da
droga MTX e dos imunobioldgicos no blogueio das outras citocinas inflamatorias como o
TBF-a e IL-17A. A IL-6 é também uma citocina pro inflamatdria. Ela é importante na
diferenciacdo de linfocitos Th1l7 e na ativacdo das células dendriticas miel6ides
(HANLEY, YIU, 2017). Estudos mostram a relacdo dos niveis dessa citocina com a
atividade da doenca e sua regulacdo com os tratamentos imunossupressores (PARK et al,
2017). Nosso estudo mostrou que tanto o tratamento com metotrexate quanto com
imunobioldgico reduzem significativamente a producédo estimulada de 1L-6.

Apesar da IL-2 ndo ter um papel relevante descrito na psoriase ela modula a
expressao de receptores de outras citocinas e fatores de transcri¢do, promovendo ou
inibindo a cascata de citocinas relacionadas com a diferenciacdo de linfécitos T helpers.
Dessa forma a IL-2 pode ser responsavel por manter a diferenciacdo de linfdcitos Thl e
Th2 como também pode inibir ou estimular a diferenciacdo de células Th17 (LIAO et al.,
2012). Em nosso estudo houve producdo basal maior no grupo com imunobiolégico,
enquanto nas células estimuladas os niveis de IL-2 foi significativamente menor quando
comparado ao grupo controle saudavel. Assim, acreditamos que o tratamento com
imunobioldgico pode também estar diminuindo a producédo de IL-2. A diminuicdo de IL-
2 corrobora com os achados de um numero significativamente menor de LTCD4 ativados
(CD69+) encontrados nesses pacientes. Tal fato se mostra de acordo com estudos que
demonstram a eficacia dessas medicacdes no controle da populacdo dessas células
(HAWKES ET AL., 2017).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de
IFN-y e de IL-17, ou seja, independente do tratamento os niveis de IFN-y e IL17 nao se
alteram. Células TH1 e INF-y estdo aumentadas tanto nas lesdes quanto nO sangue
periférico de pacientes com psoriase. O IFN-y estimula as células dendriticas mieldides a
induzir a ativacdo de células produtoras de IL-17 via liberacdo de IL-1 e IL-23. Essa
também citocina m induz a liberacdo de fatores quimiotaticos como a CCL20 pelas
celulas dendriticas e queratinocitos o que leva a um aumento na migragdo de mais células
produtoras de IL-17, justificando assim a abundancia de células Th1l7 nas lesbes de
psoriase (KRYCZEK et al., 2008). Apesar de ja ser demonstrado que os niveis de IL-17A

tem correspondéncia direta com a da doenca, aumentando com atividade e normalizando
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com o tratamento, poucos dados se tem sobre os niveis de sangue periférico dessa
citocina (HANLEY, YI1U, 2017).

No presente estudo foram avaliadas a expressdo de marcadores de ativacao celular
e expressdo intracelular de citocinas nos linfocitos T nos tratados, ndo tratados e
comparados ao grupo controle, e foi observado que pacientes em tratamento com
metotrexate e imunobioldgico, quando comparados ao grupo controle saudavel reduzem
significativamente a ativacdo de linfocitos T CD4. Nossos resultados sugerem que tanto o
tratamento com metotrexate ou inibidor do anti-TNF ndo interfere na capacidade dos
LTCD4 produzir IL-17 ou IFN-g. Tal fato ja foi demonstrado em outro estudo que
mostrou que o uso de imunobioldgicos reduz a infiltracdo inflamatdria das lesdes mas
mantém intacta a populagao linfocitaria na periferia (MAHIQUES et al., 2007). Por outro
lado, observa-se que apos estimulo hd um significativo aumento de linfécitos TCD4+
com fendtipo de Tregulador nos pacientes com psoriase sem tratamento comparados com
0s pacientes tratados com metotrexate. 1sso nos sugere que o talvez que o esteja faltando
para um melhor funcionamento dos Tregs nos paciente com psoriase, seria um estimulo
adequado. O meio inflamatorio em que esses linfdcitos se encontram acabam por impedir
que esse estimulo aconteca. Por outro lado o uso de imunossupressores como O
metotrexate, que tem atividade reguladora sobre linfécitos, pode estar interferindo
também nas funcbGes dos linfocitos Tregs. Sugere-se assim que o tratamento com

metotrexate interfere na geracdo das células T com fendtipo Tregulador.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

e O imunobioldgico inibe a produgdo de IL-17, IFN-y, TNF-a e I1L-10 ;

e O Imunobioldgico controla a ativacdo linfécitos T auxiliares (LTCD4+),
incluindo aqueles produtores de IFN-y e os linfocitos T com fenotipo regulador
(Treg);

e Tanto o Imunobiolégico como o Metotrexate conseguem inibir a producdo TNFa

¢ Independente do tratamento, pacientes com psoriase produzem significativamente
menos IL-10 apos estimulo;

e O tratamento com metotrexate ou inibidor do anti-TNF ndo interfere a capacidade
dos LTCD4" produzir IL-17A ou IFN-y;

e O tratamento com metotrexate interfere na geracdo nas células T com fendétipo

Tregulador.
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6 CONCLUSAO
O tratamento com imunobioldgicos e com metotrexato modulam a producgéo de citocinas

envolvidas na resposta imune de perfil Thl e Th17.
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