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RESUMO

EXPRESSAO SERICA E CUTANEA DO FATOR DE NECROSE TUMORAL-
ALFA NA PSORIASE

Arles Martins Brotas

Orientadores: Profa. Dr2 Sueli Coelho da Silva Carneiro
Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira

Fundamentos: A triade formada pela diferenciacdo epidérmica anormal,
hiperproliferagdo queratinocitica e inflamacdo estruturam as alteracdes da
patogénese da psoriase. Apesar de interdependentes e interligadas, tém-se
demonstrado que os fendmenos imuno-inflamatérios num ambiente genético
propicio seriam os principais fatores. Na psoriase ha uma desregulacdo na balanca
linfocitaria levando a hiperreatividade da resposta tipo 1 e aumento das interleucinas
1, 6, 8, 12, interferon-gama (IFN-y) e do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). O uso
terapéutico dos inibidores especificos dessa citocina (TNF-o) apresenta resultados
surpreendentes, mas as investigacdes laboratoriais ndo fornecem o mesmo
respaldo. Apesar disso, tem sido demonstrado aumento do TNF-o. no soro e nas
lesbes cutaneas. Nesse aspecto, a epiderme e a derme podem apresentar um
comportamento diferente, incluindo os niveis das citocinas como o TNF-a. A analise
em cada estrato, através da transcricdo reversa e reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) em tempo real, podera demonstrar de forma sensivel a expressdo do
MRNA do TNF-a.

Objetivos: Avaliar a expressado cutanea (epidérmica e dérmica) e sérica do TNF-a
nos pacientes com psoriase e compara-la com o grupo controle; correlacionar a
expressao das citocinas nessas regides, com a gravidade e a extensdo da doenca;
comparar a expressao do TNF-a na epiderme e na derme dos pacientes.

Material e métodos: Avaliacdo clinica pelo PASI; coleta de sangue venoso da
regido antecubital e bidpsia com punch de 6 mm de lesdo cutanea em atividade em
20 pacientes com psoriase, sem tratamento especifico. O fragmento cuténeo
congelado foi clivado ao nivel da juncédo dermo-epidérmica para avaliagdo dos niveis
de TNF-a separadamente. Para a quantificacado da expressédo do TNF-a cutaneo foi
utilizada a RT-PCR em tempo real e, para avaliacdo dos niveis séricos da citocina, o
método imunoenzimatico ELISA. A expressdo do TNF-a na epiderme, na derme e
no sangue foi comparada com aquela obtida no grupo controle.

Resultados: Nao houve diferenca significativa dos niveis de TNF-a sérico e cutaneo



(derme e epiderme) entre pacientes com psoriase e controles. Também nao houve
diferenca entre os niveis do TNF-a. na derme e na epiderme nos pacientes com
psoriase, e nem com o PASI.

Conclusao: Na nossa casuistica ndo houve aumento sérico nem cutaneo (epiderme
e derme) do TNF-a. nos pacientes com psoriase em comparagdo com 0s controles.
N&o houve correlacdo com a atividade da doenca. Nao foi observada diferenca
significativa entre a expressdo do TNF-a na epiderme em relacdo a derme nos
pacientes.

Palavras-chave: Psoriase. Citocinas. Sistema Imune. Fator de necrose tumoral-alfa.

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006
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ABSTRACT

SERUM AND CUTANEOUS EXPRESSION OF TUMOR NECROSIS FACTOR-
ALPHA IN PSORIASIS

Arles Martins Brotas

Orientadores: Profd. Dr2 Sueli Coelho da Silva Carneiro
Prof. Dr. Absalom Lima Filgueira

Introduction: The triad composed of abnormal keratinocytic maturation, shortening
of the epidermal cell cycle and inflammatory reaction are considered the basis of
psoriasis pathogenesis. It has been described that inflammatory disregulation
associated with genetic background are the majors factors. There is disequilibrium in
lymphocyte balance, over expression of type 1 cytokine like interleukins 1, 2, 6, 8, 12,
interferon-gama (IFN-y) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a)). Therapeutics
administrations of specifics inhibitors, anti-TNF-o, have gotten amazing results, but
laboratorial researches have not demonstrated equivalents results. Nevertheless,
some investigators have demonstrated high serum and cutaneous TNF-a levels.
Epidermis and dermis can show different behavior in psoriasis, including cytokine
status. The Reverse-Transcriptase-Polymerase-Chain-Reaction (RT-PCR) is an
accurate assay and can demonstrate cutaneous (epidermis and dermis) TNF-a
amounts. There is no specific investigation in this field.

Objective: Evaluate the cutaneous (epidermis and dermis) and serum levels of TNF-
a in patients with psoriasis. Confront the rate of TNF-a. from each substratum, with
psoriasis severity. Compare epidermis and dermis TNF-a. amounts in psoriasis.
Material and Methods: The disease severity was assessed by psoriasis area and
severity index (PASI). Cubital venous blood collection and punch skin biopsies were
taken from lesional skin of patients with psoriasis, without specific treatment. The
cutaneous specimes were frozen and separated in derma-epidermal junction to
evaluation of TNF-a in each level. Real time RT-PCR and ELISA were used to
measure cutaneous and serum TNF-a, respectively. The results were compareted
with controls and all the samples were evaluated in the same analytical set.

Results: No significant differences could be noted regarding the research over the
cutaneous (epidermis and dermis) and serum TNF-o. amounts in psoriatic patients as
compared with serum and cutaneous TNF-o amounts in controls. The same results
were observed in comparative test of TNF-o amounts from epidermis and dermis,
neither with PASI.
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Conclusion: The seric and cutaneous TNF-a levels were not elevated. There were
no differences between epidermis and dermis, neither with PASI, in psoriatic patients.

Key-words: Psoriasis. Cytokines. Immune System.Tumor Necrosis Factor-alpha.

Rio de Janeiro
Fevereiro/2006
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APC célula apresentadora de antigeno

AP-1 (fator de transcricéo) proteina ativadora -1
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ELISA enzyme linked immuno sorbent assay
FADD dominio de morte associado ao Fas
FasL ligante do Fas

FXllla fator Xllla

GAPDH D-gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GM-CSF fator estimulador da colénia de macrofagos e granulocitos
HEV vénula do endotélio alto

HLA antigeno leucdcitario humano

IL interleucina

iDC célula dendritica intersticial

ICAM molécula de adeséo intercelular

IFN interferon

IL interleucina

kB proteina inibidora do NF-xB

LC células de Langerhans

LIF fator inibidor leucemia

LFA antigeno associado a funcéo do leucdcito



LPS
MALT
MCA
MIF
MHC
MRNA
NET
NF-xB
NK
PAI
PASI
PBMC
RANK
RF
RNA
RIP
RT-PCR
SALT
SIRS
SIS
TACE
TCR
TGF
TLR
TNF-a
TRADD
TRAIL
VCAM

lipopolissacarideo

tecido linféide associado a mucosa
anticorpo monoclonal

fator inibidor da migracédo de macrofago
complexo principal de histocompatibilidade
RNA mensageiro

necrélise epidérmica toxica

fator nuclear xappa B

natural killer

inibidor do ativador de plasminogénio

indice de extensao e gravidade de psoriase
peripheral blood monocytes

receptor ativador de NF-kappa

RNAse free

acido ribonucleico

proteina de interacdo com o receptor
transcricdo reversa e reacdo em cadeia de polimerase
tecido linféide associado a pele

sindrome da resposta inflamatoria sistémica
sistema imune cutaneo

enzima conversora de TNF

receptor da célula T

fator transformador de crescimento

receptor like-toll

fator de necrose tumoral-alfa

dominio de morte associado ao TNF

ligante da inducdo de apoptose relacionado ao TNF

molécula de adesao celular vascular
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1 INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca cronica, relativamente frequente e cada vez mais
tem sido demonstrado o papel da inflamacdo na sua fisiopatogenia. O
desenvolvimento de novas técnicas laboratoriais ampliou a compreensdo de
elementos fundamentais como a revelacdo dos marcadores de superficie e das vias
de ativacdo linfocitaria, aléem da combinacdo da rede de citocinas que deram
sustentacdo a frase “A psoriase é a doenca inflamatoria mais comum mediada pela
célula T”. O resultado deste estado "pré-inflamatoério” reflete-se principalmente na
pele, com aparecimento de lesdes pleomorficas, erittmatodescamativas ou
pustulosas, localizadas com tendéncia a simetria; ou multiplas e disseminadas, que
trazem graves efeitos inestéticos e psiquico-sociais.

Ha um bindmio para os sitios alvos da doenca: pele-articulacdo. Da mesma
maneira que a pele, as manifestacbes articulares sdo espectrais. Desde
oligoartralgia ocasional discreta (muitas vezes ndo diagnosticada) até artrite grave e
mutilante, evoluindo com dor, limitacdo de movimentos, deformidade articular e
déficit funcional.

Sabe-se que 20% dos pacientes desenvolvem lesdes disseminadas que
requerem tratamento sistémico. Apesar do grande arsenal terapéutico, ndo existe,
até o momento atual, uma medicacdo ideal. Chegamos entdo ao problema
terapéutico chave da maioria das doencas cronicas: supressao versus remissao. Isto
é, o efeito da medicacdo € pontual e incapaz de se manter por periodo prolongado
apos sua suspensdo. Como os efeitos colaterais sdo tempo ou dose-dependentes,

isto inviabiliza a manutencdo por longo periodo, que nos impde a utilizacdo da



terapia rotacional. Independente do local de acometimento, a fisiopatogenia é a
mesma. Baseia-se na interacdo das células inflamatérias infiltrantes (linfocitos T
ativados e células apresentadoras de antigeno) com as células residentes da pele
ou da articulacdo (queratindcitos, sinoviécitos, fibroblastos, células endoteliais). A
comunicacao entre essas células € geralmente mediada pela sintese e liberacéo de
citocinas. O Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-a) tem sido apontado como uma
das citocinas mais importantes desse processo e esta relacionado a varias etapas
do mecanismo de inducdo da resposta inflamatoria. O uso de anticorpos
monoclonais especificos anti-TNF-a,, apesar de mostrarem bons resultados
terapéuticos, sédo limitados pelo alto custo e pela dificuldade de administracéo.
Alguns questionamentos suscitaram a confecgéo desta tese: 1) Ha maior expressao
génica do TNF-a nas lesfes de psoriase? 2) A expressao cutanea e sérica da
citocina guardam relacdo com a extensdo ou com a atividade da doenca? 3) Em
caso afirmativo, nos pacientes com niveis elevados, o TNF-a pode servir para
acompanhamento terapéutico? 4) Ainda nestes casos, 0 uso de anticorpos anti-TNF-
a seria a melhor indicagdo? 5) Dada a grande importancia do TNF-a. na modulacéo
da inflamacdo na psoriase, por que uma parcela dos pacientes ndo apresenta
resposta terapéutica? Perguntas para o futuro, que merecem um passo inicial. Por
este caminho, o TNF-a podera ser quantificado no sangue periférico e nas placas
psoriasicas, tanto na epiderme como na derme e comparado com 0s niveis de

individuos sem doenca cutanea ou sistémica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Psoriase

A psoriase € uma doenca inflamatéria, crénica, recorrente, e relacionada a
transmissé@o genética (Elder et al., 1994). Ocorre em aproximadamente 2% da populacéo
mundial, mas com prevaléncia variavel conforme a raca e localizacdo geografica,
desde 0,2% em japoneses, 0.97% em paises sulamericanos (Kerdel, 1971 apud
Christophers e Mrowietz, 1999) a 1,5% no Reino Unido (Gelfand et al., 2005).

Homens e mulheres séo igualmente afetados e, 75% dos pacientes desenvolvem as
lesBes antes dos 40 anos de idade. E uma doenca com pico de prevaléncia bimodal. O primeiro
ocorre entre 20 e 30 anos de idade e o segundo entre 50 e 60 anos (11.8% dos pacientes)
(Henseler e Christophers, 1985), gerando a hip6tese das duas formas de psoriase, em analogia ao
diabetes mellitus. A psoriase tipo 1 ou de inicio precoce, estd mais associada com o haplétipo, ha
forte histdria familial, tendéncia a desenvolver lesdes mais extensas e evolugdo mais instavel. Na
psoriase tipo 2 ou de inicio tardio, a associacdo com o haplotipo € esporadica, a doenca tende a ser
mais limitada e com evolugdo mais estavel, na maioria dos casos (Bowcock e Krueger, 2005).

A triade formada pela diferenciacdo epidérmica anormal, hiperproliferacédo
queratinocitica e inflamacao, estruturam as alteragdes na patogénese da psoriase.
Apesar de interligadas e interdependentes, tém-se demonstrado que os fendGmenos
imuno-inflamatérios num ambiente genético propicio seriam os principais fatores.

Figura 1.



Figural Triade da fisiopatogenia da psoriase (Brotas et al., 2005)

2.1.1 Predisposicdo genética

Uma das bases de sustentacdo dessa piramide refere-se a predisposicao
genética. Durante a anamnese ja é possivel constatar que um terco dos pacientes
refere algum parente com psoriase, principalmente quando o inicio ocorre em idade
mais tenra (Melski e Stern, 1981). Varios estudos reforcam esse conceito pela
observagdo da concordancia entre gémeos monozigéticos (55 a 70%) e dizigoticos
(15 a 20%) (Brandrup et al., 1982); pelo desequilibrio de certos haplotipos (risco
relativo maior); e ainda a descricdo da maior freqiéncia do polimorfismo do gene
promotor do TNF-a, em certas populacdes com artrite psoriasica (Hohler et al.,
1997). No entanto, o fato da concordancia entre os gémeos monozigoticos chegar a
apenas a 70% e nao 100%, sugere a participacdo concomitante de fatores
ambientais na deflagracdo da doenca. Assim, traumas cutaneos (fenémeno

isomorfico de Kbebner) ou psicoldgicos; infeccbes estreptocdcicas, estafilocécicas,



pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana; hipocalcemia; uso de medicamentos (litio,
captopril, antiinflamatorios inibidores nao seletivos da cicloxigenase 1 e 2, cloroquina
e terbinafina); alcoolismo e tabagismo podem ter efeitos como gatilhos ou serem
agravantes da psoriase (Gupta et al., 1997).

Os pacientes tendem a apresentar evolucdo e formas clinicas diferentes
conforme o haplétipo. Os pacientes HLA-Cw*0602 “positivos” desenvolvem com
mais frequéncia a forma gutata em idade mais jovem. O fenbmeno isomorfico de
Kbebner é mais comum, assim como o agravamento apos infeccao estreptocdcica.
Do ponto de vista terapéutico, apresentam boa resposta com a exposicao a radiacao
ultravioleta (Bowcock e Barker, 2003). Essa associacdo € tdo evidente que na
psoriase do tipo 1, o alelo HLACw6 esta presente em mais de 80% dos casos
(Christophers e Mrowietz, 1999). Ha ainda a associacdo da psoriase pustulosa,
psoriase artropatica axial e de inicio precoce com HLA-B27 (Brewerton et al., 1974;
Queiro et al., 2003); psoriase palmoplantar com HLA-B13 e B17 (reclassificado em
HLA-B57) (Zachariae et al., 1977; Carneiro et al., 2004).

Utilizando a analise genética molecular através da técnica do genoma wide-
scans, investigadores mapearam, até agora, pelo menos 8 loci de suscetibilidade
designados PSORS1 — PSORS9. O maior determinante esta dentro da regido
PSORS1 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), responsavel por 30
a 50% da contribuicdo genética na psoriase. Apesar da diversidade na sua
localizacéo, em estudos de varios grupos de cientistas, a maioria concorda com a
posicdo no cromossomo 6p21. Quadro 1. A identificacdo de multiplos loci indica que
a psoriase € uma doenca geneticamente heterogénea e que a psoriase vulgar, por
exemplo, pode representar um espectro de uma doenca genética. Numa

extremidade estariam as raras familias em que um simples gene pode ser suficiente



para desencadear a doenca. Seriam aquelas em que a doenca foi herdada de forma
autossébmica dominante com alta penetrancia. Na outra extremidade esta a maioria
dos pacientes, sem historia familial, nos quais provavelmente, mdultiplos genes
(heranca poligénica), interagem e dependem de diversos fatores para expressar a
doenca (Bowcock e Krueger, 2005).

Apesar de complexa, a descoberta das bases genéticas da psoriase e o
conhecimento de algumas vias biolégicas e suas alteracdes, tém grande impacto,

tanto clinico como terapéutico e ajudam a delinear os indicadores progndésticos.

Locus Localizagcédo no
PSORS cromossoma

Quadro 1 Loci mais freqientes e
respectiva localizacao cromossomial.
Modificado (Bowcock e Krueger, 2005)

2.1.2 Diferenciacao epidérmica

A epiderme forma um tecido auto-regenerativo com a funcao de proteger o
organismo. Normalmente segue uma proliferacdo lenta, entretanto, se necessario,

tem potencial para uma rapida reducdo no tempo do turnover celular, como o



observado na cicatrizacdo das feridas. Alias, o reparo das feridas apesar de ser
considerado uma forma de resposta fisiologica, apresenta alguns
fendtipos/mediadores inflamatérios muitos similares aqueles observados na
psoriase, o que poderia explicar, em parte, o desenvolvimento de lesdes no
fendbmeno de Koebner.

Um achado caracteristico € a hiperproliferacdo queratinocitica nas lesdes de
psoriase, com uma reducdo em 8 vezes no periodo do ciclo epidérmico (36 versus
311 horas na pele normal), além do aumento em 2 vezes das células em proliferacéo
(Christophers e Mrowietz, 1999). Assim, o queratindcito da camada basal reduz o
periodo de chegada nas camadas superiores malpighianas de 26 para 4 dias,
levando a queratinizacdo incompleta representada pela presenca de acantose,
paraceratose e auséncia da camada granulosa ao exame microestrutural. A
atividade queratinocitica exagerada leva a formacdo de proteinas marcadoras de
queratinizacdo como a involucrina, queratolinina, transglutaminase-1 (lizuka et al.,
2004), além da expressdo de outras ndo detectadas normalmente na epiderme
como SKALP/elafin (Nakane et al., 2002), queratina 6 e 16 (Leigh et al., 1995;
Krengel et al., 1998).

Os mecanismos de regulacdo do desenvolvimento e da maturacdo dos
queratinécitos humanos sdo dependentes de fatores de controles positivos e
negativos, com o objetivo de manter a homeostase epidérmica. Destacam-se como
fatores de estimulacao: a familia do fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator
transformador de crescimento alfa (TGF-alfa) e a anfirregulina (Hashimoto e
Yoshikawa, 1992). A analise quantitativa do TGF-alfa demonstrou um aumento de 4
vezes na epiderme psoriasica. Outros fatores também relacionados sdo o fator de

crescimento insulina-simile e as interleucinas 1 e 6. Apesar de relevantes, esses



achados, isoladamente, ndo explicam todas as alteracbes morfoldgicas, ja que o
epitélio das areas nao envolvidas também apresenta atividade mitética exagerada.
(Higashiyama et al., 1991)

Muito se tém discutido sobre o defeito primario da psoriase: biologia dos
gueratindcitos versus desregulacdo das células T. Apesar de prevalecer, no

momento atual, a segunda hipétese, alguns pesquisadores ainda incriminam o

gueratindcito, baseados em algumas observacdes. Figura 2.

O QUERATINOCITO APRESENTA UM CICLO HIPERPROLIFERATIVO NA PSORIASE

1. Liberacéo autdcrina de fatores de crescimento e citocinas: EGF, TGF-alfa, amfirregulina, IL-6
e IL-8;

2. Ativacdo aberrante dos queratinécitos: aumento da expresséo de receptores de bactérias e
fungos;

3. Resposta terapéutica aos retindides e analogos da vitamina D, que afetam primariamente a
diferenciagdo queratinocitica e ndo sao reconhecidos como modificadores da resposta
linfocitéaria,;

4. Fendmeno isomorfico de Kéebner, trauma direto ao queratindcito;

5. Na&o ha liberagéo de fatores de crescimento quando queratindcitos normais séo cultivados

com células T psoriasicas (Bata-Csorgo et al., 1995)

26 dias

Figura2 O queratinécito auto-ativado e hiperproliferativo reduz o tempo de migra¢éo que conduz a
maturagdo incompleta, com aumento das proteinas de hiperproliferacéo. Modificado (Eucerin, 2002).



Uma proposta conciliadora seria a existéncia de um aparato sinalizador do
queratinocito (hiperexcitavel) que desencadearia uma resposta exagerada, de forma
analoga ao que ocorre no reparo das feridas. Esses sinais de alarme por stress
interno (neuropeptidios, mediadores inflamatorios, leucocitos), ou devido agressodes
por agentes externos (microbianos e traumas) provocaria a infiltracdo de células T
inflamatorias, ou a expressdo de antigenos que estimulariam as células T de
memoria (McKenzie e Sabin, 2003). Além disso, Qin et al e Nickoloff et al propdem
gue 0s queratindcitos suprabasais tém um fendtipo de “death-defyng”, que os tornam
resistentes a apoptose e a degeneracdo maligna por terem encontrado, nas placas
psoriasicas, grande aumento da proteina p53 nao fosforilada, nem acetilada, que é
incapaz de desencadear a apoptose (Qin et al., 2002). A resisténcia a degeneracao
neoplasica pode ser explicada pela alta expressdo de uma proteina de supressao
tumoral pl6 (Nickoloff, 2001). Esse dado explicaria porque 0s pacientes com
psoriase — epitélio hiperproliferativo — mesmo submetidos a varios tratamentos com
para-efeitos carcinogénicos como alcatrao, derivados aromaticos,
imunossupressores, exposicdo a radiacdo ultravioleta, raramente desenvolvem

neoplasia cutanea.

2.1.3 As bases imuno-inflamatérias da psoriase

No pico desta piramide, dada atual relevancia na conducdo do pensamento
da fisiopatogenia da psoriase, encontra-se a inflamacédo. Optou-se de inicio, por
segmentar 0s principais atores desta orquestra e, por final, caracterizar

conjuntamente esta dissonancia de forma mais detalhada.
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O SISTEMA IMUNE CUTANEO

A pele é o maior 6rgado do corpo humano e contém um sofisticado sistema
imunologico. O desenvolvimento e a manutencédo dos processos imuno-inflamatorios
na pele requerem a interacdo entre as populacdes de células residentes
(queratindcito, células endoteliais) e células infiltrantes (células apresentadoras de
antigeno — APC, neutrofilos, linfocitos T). Esse micro-ambiente particular € chamado
de sistema imune cutaneo (SIS — skin immune system) (Bos e Kapsenberg, 1986).
Quando juntamos a este sistema os orgaos linféides regionais temos o tecido linféide
associado a pele (SALT — skin associated lymphoid tissue) (Streilein, 1983). Sua
homeostasia deve-se ao equilibrio entre os mdultiplos sinais pré-inflamatoérios que séao
gerados pelas células da pele e os mecanismos capazes de promover a resolucao
do processo inflamatério cutaneo. Uma falha em um desses mecanismos poderia

predispor a pele a desenvolver um processo inflamatério crénico.

2.1.3.1 As células residentes:

OS QUERATINOCITOS COMO CELULAS DO SISTEMA IMUNE:

Os queratinécitos ndo tém apenas uma fungcdo estrutural, mas participam
ativamente dos processos imunologicos. Essas acdes se tornaram evidentes apos a
descoberta de uma grande variedade de moléculas biologicamente ativas, por eles
produzidas. Podem ser indutores ou células alvos, pivds na génese e na expressao
de varias doencas cutaneas como eczema, pénfigo, eritema multiforme, doenca do

enxerto-versus-hospedeiro, além da psoriase. Figura 3 e 4.
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Os queratindcitos desempenham diversas funcbes em varias etapas da
regulacdo imune agindo como sentinela na resposta inata e de célula-alvo antigeno-
especifica. Quando ha modificacdo em seu microambiente, como ocorre em
algumas doencas inflamatdérias cutédneas, 0s queratindcitos sao capazes de
expressar de HLA-DR e ICAM-1(molécula de adeséo intercelular-1), que facilitam o
influxo das células T na epiderme (Bos et al.,, 1993) no inicio do processo
inflamatorio (Uchi et al., 2000). Além disso, produzem, constitutivamente, algumas
citocinas que atuam precocemente na resposta inflamatoéria da pele, aléem de fatores
de crescimento. A IL-1a € capaz de deflagrar o processo inflamatorio e de reparo
epidérmico a injuria cutanea, quando liberada no meio extracelular (Kupper et al.,
1986). A IL-7, que é um fator de sobrevivéncia para os linfocitos T da epiderme,
também pode ser constitutivamente produzida pelos queratindcitos (Meunier et al.,

1993).

Figura3 A cascata inicial de citocinas da resposta immune cuténea.

Exemplo: 1. trauma direto de um objeto estranho leva a ruptura da membrana do queratindcito,
liberando IL-1 preexistente, enquanto a quebra da estrutura de queratina, expfe a epiderme a
invasdo microbiana. O queratindcito estimulado pela liberacdo justacrina de IL-1 produz mais IL-1,
assim como IL-6, IL-8 e TNF-o que se difundem na epiderme. 2. A exposicdo das células de
Langerhans e do linfocito T ao agente microbiano e as citocinas, induz a a secrecdo de outras
citocinas secundarias como IFN-y. 3 e 4: A difusédo de citocinas e dendritos neurais que tém contato
com a epiderme sinalizam para ativagdo na derme papilar e reticular, estimulando as células
endoteliais, fibroblastos e mastécitos. 5. As células endoteliais aumentam a exposicao de moléculas
de adesao, facilitando a chegada de mais células inflamatdrias (Spellberg, 2000)
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expressa de forma mais intensa proteinas de adesdo. As moléculas de adesdo mais
importantes para a pele sédo classificadas em 3 familias: a ICAM-1 (molécula de
adeséo intercelular) e a VCAM-1 (molécula de adeséao celular vascular) pertencem a
familia génica das imunoglobulinas; as integrinas, ddo nome a familia; e a E-
selectina e a P-selectina séo da familia das selectinas.

Terajima et al, estudaram por imunoistoquimica a expressao e a localizacéo
dessas moléculas em pacientes com psoriase em areas ndo comprometidas (n=23)
e nas lesbes de psoriase (n=23), comparando-as com controles (n=9) e observaram
que a ICAM-1 teve alta expressao na superficie dos queratindcitos epidérmicos
acima da papila dérmica, assim como nas células endoteliais e nas células dérmicas
infiltrantes; a VCAM-1 estava presente nos fibroblastos dérmicos, mas, em menor
proporcdo nas ceélulas endoteliais; a E-selectina teve expressdo no endotélio da
derme papilar e no plexo vascular superficial; ja a P-selectina foi marcada no
endotélio da derme profunda. Na pele ndo acometida, a ICAM-1, a E-selectina e a
P-selectina foram positivas nas células endoteliais da derme superior, jA a VCAM-1
foi negativa. Na pele normal houve pequena expressao de ICAM-1 e de forma
minima para E-selectina (Terajima et al., 1998). Ainda neste trabalho, os autores
observaram forte expressao de TNF-a nas células endoteliais, 0 que ressalta sua
importancia, ja que a expressao de ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina é induzida pelo

proprio TNF-a, assim como pela IL-1 (Dustin et al., 1986). Figura 5.
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Figura 5 Microscopia Optica de lesdo de
psoriase. HE 100x: Distribuicdo das moléculas
de adesao na psoriase segundo Terajima.
ICAM-1: queratindcitos epidérmicos supra-
papilares, células endoteliais e células T
infiltrantes

VCAM-1: fibroblastos dérmicos

E-selectina: endotélio da derme papilar
P-selectina: endotélio da derme profunda.
Figura adaptada (du Vivier, 2004)

A inducado da E-selectina parece ser particularmente importante nas reacdes
inflamatdrias cutaneas. O aumento da sua expressdao € mediado por citocinas e
uniformemente associado com a infiltracdo de leucécitos, com recrutamento seletivo
de linfcitos aos sitios cutaneos de inflamagédo, através da ligagdo com o antigeno
linfocitario cutdneo (CLA). As principais medicacbes chamadas de bioldgicas tém

acdo indireta pronunciada sobre essas moléculas, o que denota a importancia das

mesmas na psoriase (Saripalli e Gaspari, 2005; Weinberg et al., 2005).
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2.1.3.2 As células Infiltrantes

CELULAS DENDRITICAS (DCs — DENDRITIC CELLS)

O inicio e o desenvolvimento da resposta imunoldgica adquirida requer que
0 antigeno seja capturado e apresentado aos linfocitos T. As células que
desempenham esse papel sdo chamadas de células apresentadoras de antigenos
(APCs). As APCs sao as células dendriticas mais eficientes, formadas na medula
0ssea, e correspondem a 2% das células epidérmicas. Mas, devido aos seus longos
prolongamentos citoplasmaticos, ocupam até 25% da superficie da epiderme. Séo
encontradas na regido supra-basal da epiderme, formando uma rede otimiza suas
acOes. Sdo células que tém grande mobilidade, apresentam altos niveis de
moléculas do MHC classes | e Il, receptores de superficie (IL-2R), moléculas de
adesdo como a ICAM-1 e o antigeno associado a funcéo leucocitaria (LFA-3),
moléculas coestimulatérias (CD40, CD80 e CD86), e tém grande capacidade de
estimular células T naive CD4+ e CD8+ a responderem a antigenos (Teunissen,
2005).

Em relacdo a imunologia cuténea, ressaltamos dois subtipos de DCs
formadas a partir de células precursoras CD34". Os precursores CD11c¢*/CD14" d&o
origem as células dendriticas intersticiais (iDC), enquanto as células de Langerhans
(LCs) surgem a partir de precursores CD11c*/CD14". As iDCs e LCs tém em comum
varios marcadores, mas o que as diferenciam sdo os granulos de Birbeck e E-
caderina presentes apenas nas LCs, enquanto a expressao do fator de coagulacdo
Xllla® é observada apenas nas iDCs (Caux et al., 1996). As duas s&o encontradas,

principalmente, nos locais de interface do ambiente externo, como as mucosas e a
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pele, e sdo responsaveis pela vigilancia imunoldgica nesses locais. Podem migrar do
sangue para os tecidos periféricos e destes para os linfaticos, atraidas por
guimiocinas. As quimiocinas e seus receptores sdo expressos por leucécitos, células
endoteliais, e estroma, dentro dos 6rgaos linfaticos secundarios, onde exercem
efeito regulatério no encontro entre as DCs, células T e B (Baggiolini, 1998). Assim,
as DCs tém duas funcbes sequenciais fundamentais: a captura/processamento de
antigenos e a segunda, que é de apresenta-los as células T, para estimular a sua
proliferacdo. A maturacdo das DCs é crucial para a inducdo da imunidade. Inicia-se
apos o encontro do antigeno e/ou citocinas inflamatérias e se completa durante a

interacdo DCs-células T.

dérmico em micrografia por varredura (Pfaller,
2003).

OS LINFOCITOS T

Os linfocitos sé@o produzidos nos 6rgéaos linféides primarios ou centrais (timo
e medula 6ssea) nos organismos adultos em grandes quantidades. Algumas dessas
células migram, através da circulacdo, para os 6rgaos linféides secundarios como

baco, linfonodos, tonsilas, tecido linféide associado as mucosas (MALT) e a pele



17

(SALT) (Grossi e Lydyard, 2003). Sao células do corpo capazes de distinguir e
reconhecer de forma especifica diversos determinantes antigénicos e sao por
conseguinte, responsaveis por duas caracteristicas definidoras da resposta
imunologica adquirida, especificidade e memoria (Abbas e Lichtman, 2005a).
Formam trés populacdes funcionalmente distintas. As células T auxiliares secretam

proteinas chamadas de citocinas, cuja fung
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2000).

As células T da derme sdo na sua grande maioria células T de memoéria e
representam cerca de 98% dos linfécitos T encontrados na pele. Essas células sao
encontradas em grupos em volta de vénulas e arteriolas numa proporcdo de células

T CD4" e CD8" de 1:1 (Bos et al., 1987).

OsS LINFOCITOS T NA PSORIASE

Historicamente, os aspectos clinicos da psoriase sempre chamaram a
atencdo para as alteracOes epidérmicas, pela formacdo de placas espessas e
descamativas, relacionadas a hiperproliferacdo queratinocitica. Mesmo com o
desenvolvimento da microscopia Optica, a infiltracdo das células inflamatérias
permaneceu por muito tempo como elemento secundario. O desenvolvimento de
técnicas de investigacdo laboratorial e de novas opcbes terapéuticas acabou por
inverter o foco na fisiopatogenia da psoriase, mostrando que a
disqueratinizacao/hiperproliferacdo queratinocitica € secundaria a inflamacao.

Em 1977 Braun-Falco e Schmoeckel observaram que as lesdes de psoriase
vulgar tinham numerosos leucocitos mononucleares e que estas células surgiam de
maneira precoce, como um evento inicial, antecedendo as modificacbes
caracteristicas da epiderme (Braun-Falco e Schmoeckel, 1977). Um ano apds, os
linfécitos e os macréfagos foram identificados como as principais células deste
infiltrado (Bjerke et al., 1978).

De forma sequencial, em 1979, durante um ensaio clinico com uso de
medicacdo imunossupressora na artrite reumatoide, dois pesquisadores notaram,

por acaso, que alguns pacientes com psoriase apresentavam excelente resposta
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terapéutica a ciclosporina A, medicacdo com potente acdo inibidora dos linfocitos
(Mueller e Herrmann, 1979). No ano de 1983, com o desenvolvimento da
imunofenotipagem BOS et al. demonstraram que havia acumulo de linfocito T CD4+
e CD8+, assim como de células de Langerhans nas lesdes de psoriase (Bos et al.,
1983). Subsequentemente, Baker et al. constataram que a resolucédo clinica das
lesbes de psoriase durante o tratamento com PUVA, era precedida por uma
deplecdo de células T, principalmente na epiderme (Baker et al., 1985). Soma-se
ainda, o relato de “cura” em dois pacientes submetidos ao transplante de medula
Ossea (Eedy et al., 1990; Jowitt e Yin, 1990) e a inducdo de psoriase, quando o
doador apresentava a doenca (Gardembas-Pain et al., 1990).

Ja faz uma década a elaboracdo de um dos estudos mais importantes na
avaliacdo do papel dos imunécitos no desenvolvimento das lesbes psoriasicas
realizado por Wrone-Smith e Nickoloff. Os autores fizeram enxerto cutaneo, em
camundongos imunodeficientes, com fragmentos de pele (sem lesdo) de pacientes
com psoriase e, posteriormente, injetaram imundcitos autdlogos humanos ativados
na derme. ApoOs duas semanas, notava-se descamacéao e espessamento epidérmico
em base eritematosa. Concluiram pelo aspecto clinico, histopatolégico e
imunoistoquimico dos enxertos, que se tratava de uma lesdo induzida de psoriase e
que os imundcitos derivados do sangue poderiam desencadear a transformacao
fenotipica da pele (Wrone-Smith e Nickoloff, 1996). Outro estudo concordante, foi a
demonstracdo da desregulacdo da resposta linfocitaria na psoriase com predominio
do estimulo tipo 1 tanto do linfocito auxiliar como citotoxico na formacao de citocinas
pro-inflamatérias como IFN-y e TNFoa em oposicdo as citocinas reguladoras com

perfil T2 como a IL-4 (Austin et al., 1999). Figura 7.
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I Homeostase I Desequilibrio na psoriase

Efeito Efeito Efeito
T1 T2 T2

Figura7 Balanca linfocitaria na liberacdo de citocinas. Aumento das citocinas com perfil TC1 e
TH1 na psoriase (Brotas et al., 2005) .

Os modelos mais recentes sobre a patogénese da psoriase incorporam
achados patolégicos e imunolégicos nas vias de ativacdo dos linfécitos T que podem
ser caracteristicamente divididas em 3 passos: apresentacdo do antigeno (ainda
desconhecido na psoriase) ao linfocito T pela célula apresentadora de antigeno;
ativacao das células T nos tecidos linféides como linfonodos e tonsilas; migracdo da
célula T ativada para a pele (Jullien et al., 2004). O infiltrado infamatério das lesbes
de psoriase € dominado pelo influxo de CD4+ e CD8+ com marcadores de ativacdo
[CD25(receptor de interleucina-2)] (Friedrich et al., 2000) que também expressam o
receptor especifico cutaneo CLA (Fuhlbrigge et al., 1997). O CLA é uma forma de
passaporte para a pele nas éareas de inflamacdo. Essa infiltracdo acaba por
promover a liberagdo de citocinas como IL-2, TNF-o e IFN-y que estimulam o
recrutamento de mais células inflamatdrias e as modificacbes epidérmicas
observadas na psoriase. Esse dado vai ao encontro do achado de Gottlieb et al, em
gue os queratindcitos epidérmicos das lesGes de psoriase sintetizam moléculas do

HLA-DR, visto que o IFN-y induz esta sintese pelos queratindcitos (Gottlieb et al.,
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1986).
A GERAQAO DA RESPOSTA DO LINFOCITO T: RECONHECIMENTO ANTIGENICO E

ATIVACAO

Apesar do extenso conhecimento dos mecanismos moleculares da psoriase,
pouco se sabe sobre seu antigeno. Alguns autores defendem que os superantigenos
seriam os fatores disparadores da doenca (Leung et al., 1995). Apesar da relevancia
na forma gutata da doenca, nem todas as manifestacbes da psoriase podem ser
explicadas por esta teoria como, por exemplo, a psoriase pustulosa que se
desenvolve nos pacientes com hipocalcemia. Mas, sera que apenas um “mecanismo
antigénico” poderia despertar a doenca? A analise do receptor de célula T (TCR) das
lesbes mostra ativacdo das ceélulas dirigidas contra 0 mesmo antigeno e baseia-se
na presenca continua do mesmo rearranjo clonal de TCR e na sua conservagao por
longo periodo de tempo, mesmo em pacientes diferentes (Vollmer et al., 2001). As
células dendriticas imaturas residentes nos epitélios e tecidos capturam esses
antigenos proteicos pela ligacdo com os receptores para a manose e semelhantes a
Toll (TLR), e os transportam aos linfonodos de drenagem. A combinacdo de
antigenos e a liberac&do de citocinas ativam as células dendriticas que perdem sua
adesividade para o epitélio e comecam a expressar um receptor de quimiocinas
chamado CCR7, que é especifico para as quimiocinas produzidas nos linfonodos,
mais especificamente, nas areas T dependentes. E valido ressaltar que os linfocitos
T inativos também expressam CCR7, e por isso migram para as mesmas regioes
dos linfonodos.

Os linfocitos T sé@o células capazes de recircular, fisiologicamente, em 30

minutos. Migram do sangue para dentro dos tecidos e 6rgaos linféides secundarios,
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retornando ao sistema sanguineo pelos vasos linfaticos e pelo ducto toracico. O
fluxo dos linfécitos pelos linfonodos é muito alto onde, aproximadamente, 25 x 10°
células os permeiam todos os dias. Quando néo ativados, os linfocitos transitam com
poucos destinos predeterminados, porque seu repertorio de superficie é restrito em
combinacgdes especificas para moléculas de adesédo ou receptores de quimiocinas,
necessarios para penetrar em tecidos extra-nodais. A auséncia do (CLA), ndo a
permite ainda, penetrar em areas especificas da pele. Os linfocitos inativos (naive)
caminham através das vénulas pds-capilares modificadas que sdo recobertas por
células endoteliais cubdides, chamadas de vénulas especializadas do endotélio alto
(HEVs) no linfonodo. Essas vénulas expressam glicosaminoglicanos sulfatados,
chamados de adressinas do linfonodo periférico. Os linfécitos T naive apresentam
grande quantidade de L-selectina que se liga a adressinas nas superficies das HEVs
(Abbas e Lichtman, 2005c). Essa interacdo apresenta baixa afinidade e é facilmente
rompida pela for¢ca do fluxo sanguineo. Como resultado, as células T inativas que se
ligam as HEVs permanecem ligadas por alguns segundos, se soltam e se ligam
novamente e entdo comecam a rolar na superficie endotelial. Pela presenca do
receptor de quimiocina CCR7 as células T migram para as areas dependentes do
linfécito T, nos linfonodos e “examinam” as células dendriticas ai presentes. Durante
0 contato com o antigeno pelo MHC ha expanséo clonal, com diferenciacdo em
células T efetoras e células T de memoria que seguem um padrao de recirculacao

distinto. Figura 8.
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8 LINFOCITO T
NAIVE g

1. A Ligacdo inicial da célula T naive ao endotélio vascular é mediado
pela L-selectina a adressina do endotélio GlyCAM-1. 2. Esta ligacdo
permite o rolamento linfocitario. 3. Subsequientemente, a expresséo de
quimiocinas para CCR7 na matriz extracelular permite sua chegada
nas areas especificas do linfonodo

4. As células T inativas agora podem inspecionar as célulasdendriticas nos linfonodos para a
presenca de antigenos 5. As células T que encontram um antigeno especifico  sé@o
ativadas e comecam a proliferar e maturar como células de meméria oucélulas efetoras,
retornando a circulagcdo sanguinea

Figura8  Atracao e ativacgdo linfocitica. Modificada (Janeway e Travers, 2002)

A ativacdo da célula T (por um antigeno cutaneo, por exemplo) é um
processo sequencial complexo que envolve pelo menos dois sinais para ativacao
completa e proliferacdo. O sinal primario se origina quando a célula dendritica
reconhece, captura, internaliza e processa 0 antigeno exdégeno ou fragmento
peptidico. A DC migra através do sistema linfatico até o linfonodo de drenagem da
regido cutanea acometida, onde o complexo MHC/antigeno sera reconhecido por
receptores (TCR) da célula T naive (CD45RA+) CD4+ ou CD8+ (Robert e Kupper,

1999). As moléculas MHC | e Il apresentam antigenos ao TCR no linfocito citotdxico
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e auxiliar, respectivamente. O contato da APC com o linfocito € mantido pela ligacao
do LFA-1 (uma integrina composta de subunidades CD11a e CD18) com a ICAM-1
da APC. Durante este encontro o TCR é engajado com o MHC gerando um conjunto
de sinais que aumentam a sintese de RNAs mensageiros para ativacdo de genes
associados como da interleucina 2 (IL-2) e a subunidade a da IL-2R (molécula
CD25), que leva a expansao clonal do linfocito.

O segundo sinal denominado co-estimulador é essencial na ativacdo da
célula T e requer a interacdo de diversas moléculas de adesao e coestimulatérias na
superficie da APC e do LT para formar a “sinapse imunolégica’. Os pares destas
moléculas incluem CD28/B7 (CD80/CD86), ligante do CD40 (CD154)/CD40, LFA-
1/ICAM-1 (CD54), CD2/LFA-3 (CD58), na célula T e na APC, respectivamente. O
bloqueio desse segundo sinal impede a ativacdo da célula T, por completo (Delves e
Roitt, 2000; Prinz, 2003; Jullien et al., 2004). Figura 9.

A ativacdo da célula T induz a expressdo do CLA na sua superficie de
algumas células T, permitindo sua infiltracdo na regido cutanea do estimulo. Assim,
a célula ativada prolifera, sai do linfonodo, ganha a corrente sanguinea, até seus
receptores de superficies, agora condicionados/modificados, reconhecerem as areas
de inflamacdo cutédnea. A elevada expressao da P-selectina e da L-selectina na
superficie endotelial, proporcionam o rolamento. As citocinas e moléculas
inflamatodrias presentes na regido induzem a mudanca de conformacdo por
achatamento do linfocito que facilita sua migracdo e chegada junto as células
epiteliais. Inicia-se nova ativacao do linfocito pela ligagdo com APC via TCR e MHC,
com producdo de citocinas inflamatorias tipo 1, incluindo IFN-y e TNF-a que
aumentam a proliferacdo queratinocitica (Austin et al., 1999). Aléem disso, a acéo

direta do linfécito, durante a migracdo na epiderme pode levar a injuria do
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gueratinécito, deflagrando a hiperplasia epidérmica autoperpetuante.

Quando ativados a maioria dos linfocitos sdo capazes de fazer um transito
tecidual “seletivo” (denominado homing), reconhecendo 6rgéos especificos, através
de moléculas de adesédo nas células endoteliais (Butcher et al., 1980). O T homing

seletivo é fundamental para o controle da extensdo da resposta imune e na

compartimentalizacdo da inflamacao (Butcher e Picker, 1996).

Sinais primarios e secundarios na ativacéao linfocitica
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Figura 9 A sinapse imunolégica. Modificado (Janeway e Travers, 2002)

A NOVA EXPERIENCIA TERAPEUTICA COM O USO DE BIOLOGICOS VALIDA O PAPEL

DOS LINFOCITOS

Os mecanismos inflamatérios mediados pela célula T na génese da psoriase
foram validados, inicialmente, no experimento clinico da imunotoxina DABgzgglL-2
(Gottlieb et al., 1995). A denileucina diftitox, Ontak® (Ligand pharmaceuticals, San

Diego, USA) foi um dos primeiros agentes biolégicos com boa resposta na psoriase
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e abriu as portas para outros agentes modificadores da resposta celular. Esse
agente combina o sitio de ligacdo da citocina IL-2, relacionada a ativacdo e
proliferacéo linfocitaria, com uma subunidade da toxina diftérica que destroem as
células T ativadas. Apesar da resposta clinica, varios pacientes apresentaram efeitos
colaterais graves como elevacdo das transaminases, leucopenia, dermatite
esfoliativa, dificultando o uso. Outra medicacdo desenvolvida com o0 mesmo objetivo
é uma proteina de fusdo denominada alefacepte, LFA-3/IgG; Amevive® (Biogen,
USA). Seu mecanismo de acdo pode ser dividido em duas partes. A por¢cao LFA-3
se liga ao receptor CD2 do linfocito, bloqueando sua interacdo com a célula
apresentadora de antigeno, inibindo a ativacao e a proliferacdo da célula T. A 1gG se
liga as células acessorias (natural killers e macréfagos), induzindo a apoptose da

células T ativada CD4+CD45R0O+ e CD
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da inicio as vias de sinalizacdo. Como outros hormonios polipeptidicos, iniciam suas
acOes ligando-se a receptores especificos na membrana das células-alvo. Apesar da
maioria das células expressarem baixos niveis de receptores, a ligacdo apresenta
alta afinidade e é capaz de despertar seu efeito biologico como a expressao de
novas funcées como a diferenciacéo linfocitaria em TH1 ou TH2, proliferacdo, ou
ainda apoptose (TNF-a). Apesar da pouca semelhanca entre a maioria das citocinas
individuais em relacdo a sequéncia do DNA ou de aminoacidos, elas podem ser
divididas em grupos conforme as ac¢fes bioldégicas em (1) citocinas mediadoras da
imunidade inata, (2) mediadoras da resposta imune adaptativa e, (3) estimuladoras
da hematopoese; ou classificadas pelas semelhangas na estrutura e na sequéncia
de seus receptores de superficie celular, dando origem as superfamilias de
receptores. Os receptores para citocinas da IL-2, IL-3, IL-4, IL6, IL12, pertencem a
superfamilia de classe 1. Uma segunda familia, classe Il, tem receptores para IFN-y
e IL-10. As citocinas da superfamilia do TNF, classe lll, apresentam receptores ricos
em cisteina com aproximadamente 40 aminoacidos no dominio extra-celular (Abbas
e Lichtman, 2005b). Independentes da classificacdo, diferentes citocinas podem ter
subunidades de receptores comuns, dai a redundancia funcional e seu
funcionamento em rede.

Em relacdo a psoriase e outras dermatites € essencial reconhecer as
similaridades e as distincdes entre inflamacdo e imunidade. Ambos processos
podem compartilhar varios mediadores moleculares, incluindo prostaglandinas,
proteinas e até mesmo citocinas. As reacfes inflamatorias sdo mediadas por uma
reacdo mais difusa sem, necessariamente, precisar de um mediador especifico. A
reacdo imune, pelo contrario, envolve a participacdo das células T, utilizando

receptores de superficie de alta afinidade, fundamentais no contato célula/célula. A
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génese de uma reacdo imune, como na psoriase, pode ser deflagrada por uma
variedade de estimulos pro-inflamatérios, mas a evolugdo da resposta especifica
imune-mediada, inclui a ativacdo das células T pelo contato com uma molécula de
adesédo (ICAM-1) da célula estimuladora. Essa célula expressa um determinante
antigénico especifico, self ou non-self referido como um imunégeno (Nickoloff, 1991).
As doencas auto-imunes e as reac¢des inflamatorias mediadas por linfécitos tém sido
separadas em mediadas por células tipo T1 ou T2, tanto helper como citotdxicas
(respectivamente, TH1/TH2 e TC1/TC2) (Mosmann e Sad, 1996). Essa designacao &
baseada, principalmente, na relacdo entre os niveis de IFN-y e IL-4, quantificados
diretamente nos tecidos ou pela produgdo das células mediadoras das doencgas
(Salgame et al., 1991). De forma geral, ha maior producédo de citocinas com perfil T2
e aumento de IL-4 e IL-10 na doenca de Graves, na dermatite atopica e na
hanseniase virchowiana (Sampaio et al., 2000). Por essa via, nota-se predominio da
imunidade humoral, aumento da producéo de IgE e frenagem da resposta T1.
Enquanto na reacdo de hipersensibilidade celular tardia, hanseniase tuberculdide,
artrite reumatoéide, doenca de Crohn (Najarian e Gottlieb, 2003) e psoriase ha uma
desregulacdo na balanca da resposta linfocitaria com aumento das citocinas pro-
inflamatorias com perfil T1 (elevacdo de IFN-y e TNF-a), em detrimento as citocinas
reguladoras T2. O padrdo de citocinas revelado nas lesdes cutaneas de psoriase
mostra aumento da expressdo de IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, IFN-y, fator
transformador de crescimento o e B, fator estimulador de colénia de macrofagos e
granuldcitos (Grossman et al., 1989; Barker et al., 1990; Gomi et al., 1991; Uyemura

et al., 1993; Vollmer et al., 1994, Olaniran et al., 1996).
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A REDE DE CITOCINAS NA PSORIASE

Pode-se dizer, na realidade, que se trata de um “emaranhado” de citocinas,
devido redundancia, pleotropismo e sinergismo, o que dificulta a construcdo de um
mecanismo linear, relacionado as citocinas no desenvolvimento das lesbes. De
qualquer maneira, algumas funcdes primordiais merecem destaque.

A IL-1 assim como o TNF-a também é chamada de citocina primaria, ja que
pode evocar, de forma independente, varios mecanismos capazes de desencadear a
iinflamacao (Steinhoff e Luger, 2005). O queratindcito é a principal célula formadora
de IL-1 na pele. Uma vez liberada, pode estimular a angiogénese, aumentar a
expressdo de moléculas de adeséo, ativar as células T, induzir a sintese de outras
citocinas como TNF-a, IL-6, IL-8, IFN-y, GM-CSF (fator estimulador da colonia de
macrofagos e granulocitos) e promover a proliferacdo queratinocitica. A ativacao
local do linfocito parece ser a alteracdo central da psoriase; seu influxo precede a
neutrofilica e a IL-2 age, justamente, como fator de crescimento linfocitico. Alguns
estudos tém mostrado aumento da sua producao nas placas de psoriase (Uyemura
et al., 1993). O IFN-y ativa as células de Langerhans, aumenta a expresséao de ICAM
nas células endoteliais e nos queratindcitos, coopera com o TNF-a. aumentando a
producdo de IL-8 e agindo em sinergismo; e ainda estimula a liberacdo de IL-1. A
Injecéo intradérmica desta citocina em areas ndo comprometidas de pacientes com
psoriase leva o desenvolvimento de lesdes na regido (Fierlbeck et al., 1990). Ja a IL-
6 esta provavelmente relacionada aos quadros mais graves de psoriase pela sua
capacidade de estimulacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos. A IL-8

exerce acao critica na atracdo de neutrofilos, além de promover a proliferacdo do
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queratinécito e estimular a angiogénese. Tem sido descrito um aumento na
expressao de seus receptores na epiderme lesada (Beljaards et al., 1997).

O TNF-o tem sido o foco mais importante dos estudos, ndo sO pela
demonstracdo do aumento da sua expressao tanto nas lesfes cutdneas psoridsicas
em placas, acompanhando a gravidade da doenca (Ettehadi et al., 1994; Mussi et
al., 1997), no soro dos pacientes com lesdes pustulosas (Sagawa et al., 1993;
Seishima et al., 1998) como na sindvia e no fluido sinovial dos pacientes com artrite
psoriasica (Nickoloff, 1991; Partsch et al., 1997), mas sobretudo, pela eficacia
terapéutica dos seus inibidores especificos (proteinas de fusdo, anticorpos
monoclonais) usados na terapia biolégica (Oh et al., 2000; Kirby et al., 2001,

O'Quinn e Miller, 2002; Wollina e Konrad, 2002). Figura 10.

IL1-a/B, IL-6, IL-8

Ativagdo endotelial
TNF-o, TGF-a/B, IFN-y

IL1-0/B, IL-8, TNF-a. Recrutamento de
imundcitos

IL1-o/B, IL-7, IL-8
TNF-0, IFN-y

IL1-a/B, IL-2, IL-6, IL-8, R

LIF,TNF-a, IFN-y, Amplificacio da
anfiregulina resposta inflamatéria

IL1-0/B, IL-2, IL-6, IL-8,
GM-CSF, TGF-a, anfiregulina

Hiperproliferacéo

gueratinocitica

Figura 10 Passo a passo das citocinas na fisiopatogénese da psoriase, culminando com
a expressdo clinica da doenca. Em cada manifestacdo, as principais citocinas envolvidas
séo listadas. Devido pleiotropismo e a inducéo da atividade entre elas uma classificacéo
definitiva e restrita ndo pode ser apresentada. Modificada (Bonifati e Ameglio, 1999).
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O FATOR DE NECROSE TUMORAL-ALFA!

Na biologia, como em todos os dominios da pesquisa cientifica, areas
completamente distintas se convergem quando um simples principio estrutura dois
fendbmenos aparentemente diferentes, neste caso, infeccdo e neoplasia. Essa
convergéncia ocorre diversas vezes com o TNF-a e suas funcdes biologicas.

O TNF-a foi descoberto de forma indireta, ainda no século XIX. Um cirurgido
denominado Willian Coley, em 1893, observou que alguns pacientes com cancer ao
desenvolverem infeccéo bacteriana, apresentavam necrose e hemorragia do tumor.
Na esperanca de ter encontrado a cura do cancer Coley injetava nos pacientes
sobrenadante de cultura de bactérias. Apesar da regressao do tumor, 0s pacientes
sofriam graves efeitos colaterais da chamada “toxina de Coley”. De forma
independente, Richard Pfeiffer em 1892, tentou isolar o principio toxico de
organismos gram-negativos, uma substancia que denominou "endotoxina" para
distingui-lo das "exotoxinas proteinaceas”, que ja tinham sido descritas (Weaver et
al., 2002). Meio século depois, Shear e cols demonstraram, de maneira mais
especifica, a existéncia de uma substancia capaz de causar necrose hemorragica
em tumores. Esse fato foi observado ap0s injecdo de sobrenadante de cultura da
Serratia marcescens, em camundongos com implantes tumorais de tecidos com
degeneracdo sarcomatosa (Shear et al., 1943). A denominacdo atual deve-se a
descoberta de que a administracdo de lipopolissacarideos pode levar a necrose
tumoral (Carswell et al., 1975). Um fator sérico que ocasionava emagrecimento
intenso, em pacientes com cancer avancado e infeccédo grave, foi denominado de

caquexina e, logo apods, observou-se que se tatava de uma substancia idéntica ao
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TNF-a (Beutler e Cerami, 1988).

O gene do TNF-a foi clonado nos anos 80. Esta localizado no braco curto do
cromossoma 6, junto ao MHC, tem 3 kilobases e 4 exons. O TNFa maduro
compartilha 28% de homologia na seqiéncia de aminoacidos com outra citocina, a
linfotoxina (TNF-B), com a qual também compartilha algumas atividades biologicas e
podem competir pelo mesmo receptor (Tracey et al., 1989). As funcdes biolégicas do
TNFa também se confundem com as atividades de outra citocina de 17 kD, a IL-1,
mas séo estruturalmente diferentes e ndo competem com o mesmo receptor.

Os mondcitos e macrofagos sao as principais células relacionadas a
formagéo do TNF-a, mas outras células do sistema imune também sdo capazes de
sintetiza-lo como as células NK, basofilos, eosindfilos, neutrdfilos e linfocitos T e B
(Vassalli, 1992); assim como outras células ndo imunes: astrocitos, célula gliais,
neurdnios, osteoblastos, melandcitos, células musculares lisas, espermatogénicas e
tumorais (Bazzoni e Beutler, 1996). De forma constitucional ou mediante estimulo,
pode ser produzido por quase todas as células presentes na pele, como
queratindcitos, células de Langerhans, ceélulas T ativadas, células dendriticas,
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais (Larrick et al., 1989; Kock et al., 1990;
Nickoloff et al., 1991). A transcricdo génica para o TNF-a € do tipo “precoce e
imediata” e dessa maneira, a partir de um sinal, os niveis do TNF aumentam
rapidamente entre 15 e 30 minutos (Schottelius et al., 2004).

Esse polipeptidio € um mediador primordial nas infec¢des, nos traumas, nas
inflamagbes, assim como na resposta benéfica de defesa do hospedeiro e na
homeostase tissular. Dependendo da sua concentracdo, duracdo da exposicao
celular e a presenca de outros mediadores, sua rede de efeitos bioldgicos pode

beneficiar ou causar danos locais ou sistémicos. Figuras 11 e 12.
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Figurall Os efeitos biologicos do TNF-o. tém correlacdo direta com sua
concentracao e com a célula-alvo. Adaptada (Abbas et al., 2003)

Niveis
teciduais de
TNF- a

v

Remodelacdo Inflamagéo Injaria Choque

Caquexia
tissular Citotoxicidade tissular Morte

Figura 12 O controle dos niveis da citocina deve ser afinado, pois suas acdes
podem servir tanto a defesa do organismo como provocar lesdo tecidual. Adaptada
(Tracey et al., 1989)

A SUPERFAMILIA DO TNF E SEUS RECEPTORES

O TNF e seus receptores sdo membros de uma familia composta por mais
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de 20 polipeptideos, que inclui os mediadores mais comuns como a linfotoxina (TNF-
B), Fas ligante (FasL), CD 40 e CD40 ligante (CD40L) — relacdo com a via
coestimuladora da ativagéo linfocitaria. Outros membros tém nomes pouco comuns,
como APRIL (ligante indutor de proliferagdo), TRAIL (ligante relacionado a inducao
de apoptose), BLyS (estimulador de linfécito B), RANK (receptor ativador de NF-kB)
e TRAIL (ligante da induc&o da apoptose relacionado ao TNF). Uma conferéncia em
1998 tentou normatizar essa nomenclatura em vao, pois 0s nomes classicos,
baseados na funcdo bioldégica sdo os mais utilizados na literatura médica. Os
componentes desta grande familia tém caracteristicas comuns, sao proteinas

homotriméricas (excecdo do TNF-B), estdo associadas as membranas celulares e

regulam tanto a proliferacéo celular como a apoptose. Quadro 2.

Superfamilia TNF Superfamilia receptor TNF

Nome sistematico  Nome funcional Nome sistematico Nome funcional

TNFSF1 LT, LT TNFSFIA TNF-RI, CD120a
TNFSFIB TNF-RIL CD120b

TNFSF2 TN, DIF TNFRSF1A TNF-RI, CD120a
TNFRSF1B TNF CD120b

TNFSF3 LT-B, TNF-y, p33 TNFRSF3 LT-Br, TNF-RI, TNF-Rrp, CD18

TNFSF4 OX40L; GP34, TXGP1 TNFRSF4 0X40, ACT35, TXGP1L

TNFSF5 CDAOL, CD154, TRAP, gpag, IMD3, HIGM T TNFRSF5 G040, p50

TNFSF6 FasL, Apo 1L TNFRSF6 Fas, Apo 1, CD95, APTT
TNFRSF6B DcR3

TNFSF7 CD27L, CD70 TNFRSF7 CD27, TpS55, 5152

TNFSF8 CD30L TNFRSFS CD30, Ki-1, D1ST66E

TNFSF9 4-18BL, CD137L TNFRSFO 4-1BB, CD137, ILA

TNFSF10 TRAIL, Apo 2L, TL2 TNFRSF1 0A TRAIL-R1, DR4, Apo 2
TNFRSF10B TRAIL-R2, DRS. KILLER, TRICK-2
TNFRSF10C TRAIL-R3, DeR1, TRID, LT
TNFRSF10D TRAIL-R4, DcR2, TRUNDO

“TUFEF1 S P, O TAFEGE1 2 R
TNFRSF118 OPG, OCIF, TR1

TNFSF12 TWEAK, DRAL, Apo 3L TNFRSF12 TRAMP, DR3, WSL-1, LARD, TR3, fp

TNFSF13 APRIL TNFRSF13 TAG!, BOMA

TNFSF138 BAFF, BlyS, TALL-1, THANK TAC!, BCMA

TNFSF14 LIGHT, Ltg, HVEML TNFRSF1 4 LIGHT-R, HVEM, HVEA, ATAR, TR2

TNFSF15 L1, VEG TNFRSF15 -

TNFSF16 - TNFRSF16 NGF-R, p75NTR

TNFSF17 - TNFRSF17 BOMA*

TNFSF18 AITRL, L6, GITRL TNFRSF18 ATR, GITR

TNFSF19 — TNFRSF19 -

TNFSF20 TNFRSF20 -

TNFSER1 TNFRSF21 DR6

TNRSE22 TNFRSF22 SOBa,TNFRH2

TINRSE23 TNFRSF23 mSOB

Quadro 2 A superfamilia do TNF e seus receptores, nomes sistematicos e funcionais. Adaptado
http://www.gene.ucl.ac.uk. (http://www.gene.ucl.ac.uk. Acesso em 11 dez. 2005) The Center for Human
Genetics, University College London. TNF, Tumor Necrosis Factor
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Existem dois receptores com pesos e afinidades diferentes para o TNF-a,
designados pelos pesos moleculares em p55 (55kDa) ou TNF-RI e p75 (75kDa) ou
TNF-RII. Cada receptor consiste de um dominio extra-celular rico em cisteina, capaz
de se ligar tanto ao TNF- quanto ao TNF-a, uma por¢ao transmembrana, e outra
intra-citoplasmatica, responsavel pela sinalizacdo. O p75 tem uma afinidade 5 vezes
maior, porém, apresenta uma velocidade de dissociacdo muito maior, Kyt =
0.631/min, T2, = 1.1min. N&o obstante, €& mais seletivo, encontrado,
predominantemente, nas células hematopoéticas e nas células endoteliais. Dai sua
funcdo principal de ativacdo das células T (Vandenabeele et al., 1992) e
citotoxicidade (Bigda et al., 1994) Ja o receptor p55 € distribuido por quase todas as
células (exceto eritrocitos) e, esta relacionado aos principais atributos do TNF-a
como ativagcédo do NFk-B, aumento da producédo de IL-6 e proliferacdo de fibroblasto.
Apesar da menor afinidade, apresenta uma dissociacdo muito mais lenta, Keg=
0.021/min,T1,= 33min (Thoma et al.,, 1990). Essa diferenca na cinética de
dissociacédo dos receptores do TNF-a. humano tem levado a especulacéo de que in
vivo 0 TNFR-II serve de receptor de passagem para o TNFR-I. Assim, parece que a
sinalizacdo do TNF-a € mediada principalmente pelo TNFR-I, pelo menos quando a

concentracdo da citocina é baixa (Tartaglia et al., 1993). Quadro 3.
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RECEPTORES DO TNF-a

OBS.: As afinidades dos TNFRs sédo baixas para uma citocina, mas a do TNFR-Il é 5 vezes maior

Quadro 3 Principais caracteristica dos receptores do TNF-o

Varios estimulos inflamatérios podem levar a clivagem proteolitica desses
receptores por metaloproteases, com despreendimento da membrana celular da sua
porcdo de reconhecimento. Esses receptores sollveis sao encontrados na urina e
no sangue, podem se ligar ao TNF-q, limitando o seu efeito (mecanismo de auto-
regulacdo) (Seckinger et al., 1990). A sinalizagdo tanto pelo TNFR-I quanto pelo
TNFR-II é disparada pela justaposi¢cdo dos dominios intra-celulares do receptor

durante a ligacdo do TNF-a. homotrimérico. Figura 13.

Figura 13 A sinalizagdo: ativacéo
dos receptores justapostos pelo TNF-a
homotrimérico
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Os fatores envolvidos na regulacédo da expressdo dos receptores do TNF sdo muito
importantes, pois de forma geral, ha uma correlacdo quantitativa na capacidade de
ligacdo com os receptores e a resposta celular, o que potencializa a sensibilidade a
citocina. O maior regulador da expresséo dos receptores de TNF nas células T CD4,
CD8 e CD16 (NK), parece ser a IL-2 (Owen-Schaub et al., 1989).

Uma vez estimulada a sua transcricdo, o RNAmM do TNF-a sai do nucleo e é
traduzido numa proteina precursora integral de 233 aminoacidos, 26-kDa,
transmembranica que serve de substrato para uma enzima conversora (TACE -
enzima conversora de TNF-a). A clivagem pela TACE gera uma proteina de 157
aminoacidos, 17,3 kDa, sua forma solivel e madura. Tanto a forma ligada a
membrana como a forma sollvel, sdo capazes de exercer as funcbes bioldgicas
(Black et al., 1997; Moss et al., 1997; Mohan et al., 2002). Essa metaloproteinase-
desitegrina também é fundamental no processamento de outras proteinas ligadas a
membrana, como o receptor do TNF-a, o FasL e o receptor do fator de crescimento
epidérmico. Trés cadeias desses polipeptideos de 17kD se polimerizam para formar
a proteina circulante do TNF com 51 kD, homotrimérica (Abbas e Lichtman, 2005b).
(Figura 13). O TNF secretado assume a forma de uma piramide triangular e cada
lado da piramide é formado por uma subunidade. Os sitios de ligagdo com o receptor
estdo na base da piramide, permitindo a ligacdo simultanea da citocina com trés

moléculas do receptor.

REGULACAO DA EXPRESSAO DO TNF-a

O TNF-a € uma citocina primaria que pode evocar um leque de estimulos

nos mecanismos da inflamacdo e da resposta imune fisioldgica inata e adquirida,
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mas por outro lado, graves consequéncias patolégicas tém sido observadas pela sua
sintese ou liberac&o inapropriadas. Nao é surpresa entdo que a sua expressao e a
atividade estejam sob uma regulacéo afinada em diferentes niveis, que da condi¢des
para o trabalho silencioso do gene do TNF-a na auséncia de estimulacdo exdgena.
A estimulacdo no nivel trancricional (estimulagédo do gene TNF-a) em outras células
€ dependente de estimulos definidos: nos macréfagos € induzida por estimulos
biolégicos, quimicos ou fisicos; nas ceélulas T, pelo contato com seu receptor de
superficie; nos linfocitos B pela ligacdo com a imunoglobulina de superficie; nos
fibroblastos pela radiacdo ultravioleta e em muitas outras células pela infeccéo

viral. Quadro 4.

= Infecgdo viral, bacteriana, parasitaria

= Células tumorais

= Citocinas: IL-1B, IL-2, IFN-y, GM-CSF, M-CSF, TNF-a
= [squemia

= Trauma

= [rradiacao

= Lipossacarideo

= Radiagdo ultravioleta

= Sinapse imunolégica (APC/ célula T)

= Radiacao ultravioleta

Quadro 4 Mecanismos implicados da estimulacédo do TNF-a

Foi descrito que a ligagdo de TNFa com seus receptores TNF-RI e TNF-RII,
induz a expressao de moléculas de adeséo ICAM-1 e IL-6 (Kondo e Sauder, 1997).

Essa citocina também é capaz de induzir uma série de outras citocinas que
amplificam e estendem sua atividade bioloégica como IFN-y e IL-12 (Uchi et al.,
2000).

Por outro lado, a produgcdo do TNF-a também pode ser regulada de forma
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pos-transcricional. O mMRNA do TNF-a e de varios outros mediadores inflamatoérios
contém uma sequéncia primaria de necleotideos da regido 3'-, composta de cOpias
repetidas, ricas em adenosina-uridina (AU). Esta porcdo € altamente instavel e
rapidamente degradada pelas RNA-ases citosolicas, controlando assim, a producgéo
inapropriada daquela citocina, o que pode determinar sua eficiéncia. Algumas
substancias podem estimular a formagdo do mRNA do TNF-a, mas que ndo é capaz
de ser traduzido, porque essas mesmas substancias nédo inibem a formacao desta
porcao instavel. Ja o lipopolissacarideo o faz e, dessa maneira, condiciona o
aumento exuberante do TNF-o, como observado na sepse por gram-negativo. A
producdo tecidual da citocina depende da sua capacidade transcricional e da
inibicdo dessa regido rica em AU 3" (Caput et al., 1986). Muitos fatores estimulados
pelo proprio TNF-a fazem um feedback negativo na sua gera¢do, como exemplo 0s
corticosterdides através da inibicdo transcricional e pos-transcricional da citocina e, a
IL-10 pela inibicdo da ativacdo do NF-kB (Schottelius et al., 1999). A integracao
dessa algca é mais um mecanismo de regulagdo da magnitude e da duragdo da

expressao dessa citocina. Quadro 5.
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= Regido ndo codificada rica em AU da regido 3"

= Corticosteroéides

= Prostaglandinas

= Citocinas: IL-10

= Aumento dos receptores solUveis
= Anticorpos monoclonais

» Proteinas de fuséo

= Talidomida

= Pentoxifilina

Quadro 5 Alguns inibidores do TNF-a..

APOPTOSE VERSUS ATIVAGCAO INFLAMATORIA: VIAS PRINCIPAIS NA SINALIZACAO DO

TNFa

As ligacbes dos membros da familia do TNF e seus respectivos receptores
desencadeiam respostas inflamatorias e dependentes da ativacdo de fatores de
transcricdo do NF-«xB e da proteina de ativacdo (AP-1), levando a uma nova
transcricao génica, ou, em contraste, liberam sinais que causam a morte celular e
apoptose (Fas).

As caudas citoplasmaticas dos membros da familia TNF-R ndo contém
atividade enzimética e sim por¢des estruturais que se ligam a moléculas
citoplasmaticas e promovem a montagem de complexos de sinalizacdo. As
moléculas que contém dominio de morte sdo TRADD (dominio de morte associado
ao TNF), FADD (dominio de morte associado ao Fas) e RIP (proteina de interacao
com o receptor). Outro motivo importante, refere-se as TRAFs (fatores associados
ao TNF — TRAF1 a 6). No caso do TNF-RI, o TNF pode levar tanto a inflamacéao
como a apoptose Nesse modelo a proteina TRADD se liga diretamente ao TNF-RI e

atua como molécula adaptadora, pivo, literalmente, que leva a uma das duas
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cascatas de sinalizacdo diferentes. Em uma dessas vias, a proteina FADD do
dominio de morte, se liga ao TRADD e dessa maneira, a caspase 8, que € uma
cisteina-protease também se liga ao FADD, que ativa uma cascata de caspases
levando, por fim, a apoptose. A via alternativa pré-inflamatéria e anti-apoptotica
envolve a ligacdo da TRAF-2 e uma proteina adaptadora que ativa a enzima de
degradacdo da molécula inibidora do NF-xkB culminando em trancricdo génica. A
ativacdo do NF-xB e da AP-1 promove a transcricdo de varios genes envolvidos na
inflamacéao, inclusive moléculas de adesdo endoteliais, citocinas e quimiocinas que
acentuam a expressao de inibidores celulares da apoptose e blogueiam a funcao
das caspases. Figuras 14 e 15. Dessa forma, quando a via pro-inflamatoria é
“empregada” ha inibicdo da via apoptotica. O TNF-RII também participa dos sinais
pro-inflamatoérios via TRAF-2 através de uma ligacao direta e, também é capaz de
mediar a apoptose a despeito da auséncia da ligacdo com o dominio de morte FADD

(Schottelius et al., 2004).
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CELULA
EFETORA

HLA-II HLA-II HLA-I

cromossoma 6 DP DQDR  TNF B C AG

Transcricédo
AAAAAA
Traducgdo

?
Ribossoma -

26kDa precursor integral

Proteina 17 kDa madura v ansmembrana
do tnf, soluvel,
mondémero <4+— Clivagem 3
v proteolitica -

Associacédo de
mondémeros

Homotrimero
do TNF

{

Figura 14 1. Inicio da trancricdo do TNF-a. com seu gene localizado no cromossoma 6, mesmo do
MHC. 2. Traducgéo da proteina precursora integral ligada a membrana celular. 3. Clivagem pela TACE
e liberacdo da forma madura, solivel, monomérica. 4. Associacdo de mondmeros, formando TNF-a
homotrimérico, antes da ativacao dos seus receptores. Adaptada (LaDuca e Gaspari, 2001)
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Estagio final da apoptose

Célula apoptética

Figura 15 1. Ligacdo do TNF-o homotrimérico com justaposicdo dos seus receptores. 2. Em uma
das vias, ha ativacéo das caspases que leva a degeneracéo celular sem inflamacgéo. 3. A outra via de
sinalizacao é dependente do NF-kB que estimula a transcricdo de novas citocinas, inclusive de TNF-
a. Assim uma célula dita alvo, torna-se efetora, ampliando a resposta inflamatéria, com proliferagéo
de linfécitos. Figuras A e B adaptadas de wwwl.geneticsolutions.com/PageReq?id=3844:1873
(wwwl.geneticsolutions.com/PageReq?id=3844:1873  Acesso em: 12 nov.,, 2005 e
www.astrosurf.org/lombry/Bio/lymphocyte.jpg (www.astrosurf.org/lombry/Bio/lymphocyte.jpg Acesso
em 20 dez., 2005), repectivamente

Alguns estudos tém demonstrado que a apoptose de células malignas pode
ser inibida pela ativagdo simultanea da via NF-xB, e que a inibicAo do mesmo,

aumenta sensivelmente a resposta apoptotica (Baeuerle e Baltimore, 1996; Wang et
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al., 1996).

Ainda ndo se conhece o fator que determina as vias de sinalizacdo da
citocina. A concentracdo da RIP (proteina de interacdo com o0 receptor) parece
direcionar o TNF-RII para via apoptotica. Assim, o aumento da RIP nas células
linfocitarias determina a morte celular, e a sua deplecédo reduz a suscetibilidade de
apoptose pelo TNF-a. Além disso, Grell et al demonstraram que a forma ligada a
membrana de 26 kDa do TNFa e a forma secretada soluvel do 17kDa apresentam
diferentes afinidades pelos receptores. Eles propdem que o principal ligante para o
TNF-RI € a forma solavel, enquanto para o TNF-RII € a forma do TNF-a associada a
célula, de 26 kDa, o que poderia explicar as diferentes capacidades de sinalizacao

de morte ou inflamatéria nos diferentes tecidos (Grell et al., 1995).

FUNCOES BIOLOGICAS DO TNF-a.: NA SAUDE E NA DOENCA

Além da atividade anti-tumoral o TNF-a 1) modula o crescimento, a
diferenciacdo e o metabolismo de uma variedade de células; 2) leva a caquexia por
inibir o estimulo hepatico da lipogénese e estimular a lipélise; 3) inicia a apoptose de
células degeneradas ou células malignas, das células infectadas por virus, dos
linfécitos T e das células epiteliais; 4) produz inflamagdo.A principal funcgéo
fisiolégica do TNF-a é estimular o recrutamento de leucécitos para os locais de
infeccdo e ativar essas células para erradicar os microorganismos. Ele faz com que
as células do endotélio vascular expressem moléculas de adesdo que tornam a
superficie endotelial adesiva. Estimula os macrofagos e as células endoteliais a
secretar quimiocinas que acentuam a afinidade das integrinas leucocitarias aos seus

receptores, induzem a quimiotaxia e o0 recrutamento de leucocitos. Atua nos
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fagdcitos monucleares para estimular a secrecdo de IL-1, que age de forma
semelhante ao proprio TNF-a. Toda essa sequéncia € critica para a resposta local
aos microorganismos. Seu papel na resposta linfocitaria T1 é muito importante pela
inducédo da sintese de IL-12 e IL-18, potentes citocinas que estimulam a formacéo de
IFN-y. Ativam ainda células CD4+ que acabam por aumentar a producdo de TNF
pelos macréfagos e a geracdo da resposta inflamatoria. Mediadores secundarios
induzidos pela administracdo sistémica do TNF-a incluem citocinas [IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-y, TGF-, fator inibidor de leucemia (LIF), fator inibidor
de migracdo de macréfago (MIF)], hormdnios (cortisol, epinefrina, glucagon,
insulina), proteinas de fase aguda da inflamacéo, leucotrienos, radicais livres de
oxigénio, oxido nitrico e protaglandinas (Schottelius et al., 2004). Outra propriedade,
aparentemente, paradoxal, mas também equilibrada do TNF-a. € a capacidade de
construcdo e destruigcdo tissular. Como fator de crescimento, o TNF-a pode estimular
a proliferacdo de fibroblastos e células mesenquimais e induzir a biossintese de
outros fatores de crescimento. Como mediador de destruicdo induz a sintese de
colagenase, proteases, e metabdlitos do acido aracddnico. Dai seu papel ter sido
cogitado por alguns autores, no remodelamento de feridas (Tracey et al., 1989).
Quadro 6.

Mas, quando ha suscetibilidade (polimorfismo génico) ou por estimulos
exdgenos, algumas doencas podem ser deflagradas. No choque séptico a
concentracdo sérica de TNF pode ser preditiva da gravidade das infec¢cdes por
bactérias gram-negativas, porque o0 lipopolissacarideo bacteriano (LPS ou
endotoxina) € o estimulo mais potente para liberacdo do TNF-a (Tracey et al., 1986).
O TNF-a age no hipotalamo para induzir febre, e é, portanto denominado pirégeno

endogeno. O aumento da temperatura esta relacionado ao aumento da sintese de
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prostaglandinas pelas células hipotalamicas. O TNF-a inibe a trombomodulina, um
inibidor da coagulacao, contribuindo para a coagulagédo intravascular disseminada.
Concomitantemente observa-se reducdo da contratilidade cardiaca e do ténus
vascular resultando em queda das cifras tensionais. A caquexia esté relacionada a

exposicdo prolongada ao TNF-a, que gera um estado catabdlico pelo aumento da

glicogendlise e da lipdlise, agravados pela anorexia (Torti et al., 1985).

Quadro 6 Aspectos metabdlicos e celulares do TNF-a na sadde e nas doencgas. Adaptada (Tracey
et al., 1989)

O FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA NA PSORIASE

O TNF-a apresenta diversos efeitos a nivel celular, que estdo
correlacionados com o0s mecanismos fisiopatogénicos da psoriase. Tem sido
demonstrado que o TNF-a é capaz de aumentar a producdo de diversas citocinas.
Essas citocinas pré-inflamatdrias podem ser sintetizadas por linfécitos ativados ou
gueratindcitos exercendo efeitos especificos na doenca. A IL-1 estimula a sintese de

mais citocinas e a expressao da citoqueratina 6, um indicador de queratindcito
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ativado e hiperproliferativo. O proprio TNF-o tem acdo direta no aumento da
citoqueratina 6 através da estimulacdo do gene promotor da sua transcricdo no
queratinécito, gerando o epitélio hiperproliferativo. A IL-6 e 0 TNF-a sdo redundantes
em varios aspectos funcionais, tanto por estimular a formacao hepatica de proteinas
de fase aguda como por aumentar a velocidade de sedimentacédo das hemécias, que
pode ser observada em pacientes eritrodérmicos e na forma pustulosa e
generalizada da doenca e, também por aumentar a proliferacdo de queratindcitos
(Neuner et al.,, 1991). As duas citocinas sao encontradas em concentracdes
elevadas nos pacientes com psoriase. A Interleucina 8 (IL-8) esta envolvida tanto na
ativacdo linfocitaria como na quimiotaxia de neutrofilos, células presentes nos
microabscessos de Munro e Kogoj, caracteristicos da psoriase. O TNF-a pode
também aumentar os niveis de NF-kB através do aumento na degradacdo da |
kappa B, sua proteina inibidora. O NF-«xB é um fator de transcricdo nuclear de
citocinas como o TNF-alfa, a IL-6, e a IL-8; assim como da ICAM-1, VCAM-1 e E-
selectina (Gottlieb, 2001), quando estimulado tanto aumenta a resposta inflamatéria
como inibe a apoptose dos queratindcitos.

O TNF-a leva ainda, ao aumento dos receptores do peptideo vasoativo
intestinal que promove o aumento de citocinas inflamatorias e a proliferacdo dos
queratindcitos. Aléem disso, acaba por estimular a formacdo do fator de crscimento
endotelial vascular por levar ao aumento do Oxido nitrico (Sirsjo et al.,, 1996). A
posicdo e a mobilidade estratégica das células dendriticas sédo fundamentais para a
comunicacao entre os microambientes da epiderme e da derme. Essa migracédo €
um dos mecanismos mais precoces na geracao da resposta inflamatoria cutanea
que pode ser influenciada por diversos fatores. A E-caderina € uma molélula de

adeséo intercelular seletiva presente em todas as camadas da epiderme. A inibicao
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da sua expressado, mediada pelo TNF-a, facilita a migragdo da célula de Langerhans
gque pode aumentar a reposta imune (Schwarzenberger e Udey, 1996).

A morte celular € um fenbmeno comum e fundamental para os organismos.
Durante o desenvolvimento embrionario, serve para eliminar tecidos provisérios, as
membranas interdigitais na formacdo dos dedos, por exemplo; remover células
supérfluas; gerar ductos e orificios organicos. No organismo adulto é fundamental na
remodelacdo dos tecidos, remocdo de células desnecessarias, danificadas,
redundantes (para manter um numero adequado) ou células auto-reativas (por
exemplo, os linfocitos T aberrantes que “agridem” o préprio organismo). Essa morte
programada e sem inflamagdo € denominada de apoptose que depende de
substancias indutoras especiais como 0 TNF-a. Ao analisarmos as manifestacoes
histopatoldégicas na psoriase — células pareaceratésicas redundantes e o
pronunciado infiltrado inflamatério linfocitico — chega-se a conclusdo que ha uma
resposta paradoxal, ja que a via de sinalizacdo do TNF-o € exacerbada na
transcricAo génica de mais citocinas pro-inflamatérias autogeradoras e
perpetuadoras, em detrimento dos estimulos naturais esperados para
desencadeamento em série da apoptose. Soma-se entdo, mais um fato no contexto
inflamatdrio da dermatite. Quadro 7 e 8.

Mas quais seriam as causas deste “desvio de conduta” da citocina? Uma
das respostas estaria relacionada ao aumento do PAI-2 (inibidor do ativador do
plasminogénico) que protege as células da apoptose levando ao aumento do tempo
de vida do queratindcito e conseqientemente a uma epiderme hiperproliferada.

O resultado deste estado “pro-inflamatorio” reflete-se no aparecimento de
lesBes eritémato-descamativas ou pustulosas, multiplas e disseminadas associadas

ou ndo as manifestacdes articulares inflamatorias e até incapacitantes.
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IL-1: estimula a angiogénese e a expressao de E-selectina, ICAM-1,
VCAM-1;
Ativa linfocitos;
Amplifica a inflamagé&o ao induzir a sintese de TNF-a, IL-2, IFNy, IL-6,IL+
8, GM-CSF;
Estimula a proliferagdo queratinocitica.
IL-6: producéo de proteinas de fase aguda.
IL-8: migracéo neutrofilica (Munro e Kogoj).

Efeito anti-apoptdtico nos queratindcitos,
Proliferagao de células T
Formagcéo de citocinas pré-inflamatérias

Ativagdo de queratindcitos/epitélio hiperproliferativo

Promove a proliferacdo queratinocitica
Estimula a sintese de citocinas pré-inflamatérias

Protege as células da apoptose

Facilita a infiltracdo de células T na pele

Promove angiogénese
Facilita o influxo das células T na epiderme

Facilita a emigracdo das células de Langerhans e o inicio da resposta
imune

Papel do TNF-a. na psoriase. Modificado (Winterfield e Menter, 2004)



1C/3A/4A

1A: Hiperceratose 1A: Descamacao e sinal da vela
1B: Hiperparaceratose e acantose 1B: Lesao elevada, formando placa

1C: Infiltrado inflamatério linfocitico e

microabscessos de Munro e Kogoj SC ST

2A: Hiperceratose 2A: Descamacdo e sinal da vela

3A: Espongiose inicial, infiltrado inflamatério

linfocitico, microabscessos de Munro e Kogoj Slan Sl

3B: Eritema e sinal do orvalho

B: E i roliferaca lar > :
3 ctasia e proliferacéo vascula sanguineo de Auspitz

4A: Espongiose inicial, infiltrado inflamatério

linfocitico, microabscessos de Munro e Kogoj 4A: Eritema

Quadro 8 Correlacéo das citocinas com as alteragdes clinicas e histopatolégicas
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Apesar de todos 0s mecanismos acima apontados, as investigaces em
laboratorio sobre a importancia do TNF-a na psoriase, sdo contraditorios, usam
critérios de inclusao e exclusao limitados e técnicas diferentes. Resumo no Quadro

9. Detalhes na Discussao.
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n Fragmento - TNF-a TNF-a TNF-a
pele Cor;tlgle sc?ro ng:gle Técnica (PASI) cutaneo Cél)t((zlrijossége Pele Pele normal de Soro
P estudado Psoriase/controle psoriaticos Psoriase/controle
60% dos linfécitos da
Austin _ _ _ < 10% de epiderme produziam
1999 11 - 14 11 Citometria de fluxo ? Epiderme area TNF-a - 50%/36%
acometida CD8: 73%
CD4: 59%
5/5
Uyemura Epiderme e Modera}da.z 5/5
1993 5 2 . ) PCR ? derme ? Alta.2 Moderado:5 )
Mod/alta:1 ’
Controle: 1/2:leve
Schlaak 2 ) ) ) PCR de células T, 5 Epiderme 5 Testado em 2 casos: ) )
1994 obtidas em bolhas ) ) baixa concentracéo
' Psgrl’ase 20/2/0:I 19/20 Psgrl’ase 15//20I
Bonifati ELISA 3-40.5 . Leséo Média: 145pg/m g Média: 7.5pg/m
1994 | 20| 10 1201 10 1 pyido de bolhas) média: 11.4 | Fluidodebolha | o) Controle 5/10 30Med""}' | Controle7/10
Média: 8.5pg/ml S pg/m Média: 4pg/ml
Fluido de bolha
Takematsu . . ©) . Presente em todos os Presente em Indetectavel em todos os
10 10 _ _ bioensaio ? Estrato corneo ? casos 10/10, sem todos os casos
1989 . . T casos
de psoriase diferenca significativa 10/10
pustulosa (5)
_ o _ 8-56.7 6/21 elevado, e 0/21 dos
Gomi 1991 | _ _ 21 21 Radio-imunoensaio i, Soro _ _ _ controles, mas sem
média: 23.7 Rt .
significancia estatistica
o “ PBMC/ ELISA em Plasma:0 =
M'lzgué‘;m' _ _ 63 20 sobrenadante da sangue ? _ _ PBMC na psoriase me,d!a:
cultura de mondcito 574 pg/ml Controle média:
22 pg/ml
Ettehadi 16 4 ELISA 5a Si?rg gea do Abraséo das ,) 192//1166TT|\’1\1 FF—-;LFz :
1994* - - Estrato aquoso lesbes ’ - -

média:16+9%

Quadro 9 Principais publicacdes de investigacao laboratorial sobre o TNF-a ha psoriase

“PBMC (Peripheral Blood Monocytes): fungéo das células monucleares na producéo de TNF-a

* Estudo dos receptores de TNF-a (p55 e p75)
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TERAPIA BIOLOGICA

O grande desenvolvimento a respeito dos fendmenos imunologicos da
psoriase gerou pesquisas com novas opc¢les terapéuticas nos ultimos anos. Uma
idéia parcial desta dimensdo pode ser observada durante a procura através do
pubmed com os unitermos “psoriasis, treatment”. Até 30 de marco de 2006 foram
12790 artigos publicados e destes, mais de 3000 apos o ano de 2000, periodo de
inicio dos ensaios clinicos com uso da terapia biolégica na psoriase.

A terapia biologica é baseada no uso de proteinas com atividades
farmacoldgicas derivadas de células vivas. Essas proteinas sdo moléculas grandes e
susceptiveis a degradacédo no trato digestivo, quando administradas por via oral. Por
isso, 0s agentes bioldgicos sdo administrados por via subcutanea, intramuscular ou
intravenosa. Apesar de nova modalidade terapéutica na dermatologia, essas
medicacdes tém uma longa historia em outras areas da medicina, como a insulina,
que foi o primeiro biolégico descoberto (1921), como o hormdnio de crescimento e o
interferon-alfa.

Em uso corrente, existem duas classes de agentes disponiveis para
psoriase, 0s anticorpos monoclonais (MCAS) e as proteinas de fusdo de receptores.
Os MCAs podem ser quiméricos, humanizados e humanos. Os MCAs humanizados
retém uma porcdo menor oriunda de murinos que 0sS quiméricos e assim estao
menos associados ao desenvolvimento de anticorpos contra o agente. Ja 0s
humanos virtualmente ndo levam ao desenvolvimento de imunogenotoxicidade. A
classe terapéutica dos agentes biologicos é revelada pelo sufixo do seu nome
geneérico. Nessa nomenclatura todos MCAs terminam em —mab. Especificamente, 0s

MCAs quiméricos terminam em —iximabe (ex. infliximabe); os humanizados terminam
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em —izumabe (efalizumabe); MCAs humanos terminam em -—umabe (ex.
adalimumabe). Ja as proteinas de fusdo tém o sufixo —cept (ex. etanercept,
alefacept) (Sobell, 2005). As novas estatégias no tatamento da psoriase podem ser
classificadas pelo seus mecanismos de acdo, baseados nas fases mais impotantes
do desenvolvimento das lesfes (1) inibicdo da célula T, (2) desvio imune da esposta
linfocitaria, (3) bloqueio da atividade das citocinas inflamatérias. Até o momento, os
biolégicos que focalizam a estratégia 3, tém obtido os melhores resultados e o
principio basico da acdo dessas medicacdes € inibir o recrutamento de células

inflamatorias ativadas para a regido cutanea ou articulacdo envolvida na doenca.

INFLIXIMABE (RAMICADE®)

Trata-se de um anticorpo monoclonal quiméico IgG1 (do grego chimaira:
monstro fabuloso, com cabeca de ledo, corpo de cabra e rabo de serpente ou
dragdo), isto é, esse anticorpo € formado por uma por¢cdo humana e outra animal
(murina). Figura 16. E capaz de neutralizar as atividades bioldgicas do TNF-a., por se
ligar com alta afinidade a sua porcéo soluvel e a por¢do transmembrana, inibindo
sua ligagdo com o receptor, mas sem inibir o TNF-B. Figura 17. Em vérios bioensaios
utilizando fibroblastos, células endoteliais e epiteliais, neutréfilos e linfocitos o
infliximabe mostrou, in vitro, alta capacidade de inibicdo da citocina. Atualmente

aprovado para doenca de Crohn, artrite reumatoide e artrite psoriasica (FDA, 2006).
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Figura 16 Gravura mitoldgica
de quimera. Adaptada (Wikipedia,
2006)

!
e

Figura 17 Ligacdo do Infliximabe (Remicade ®)
com o TNF-a. Adaptada (Shanahan e Moreland, 2006)

ETANERCEPTE (ENBREL ®)

E uma proteina de fusdo 100% humana, formada pela fuséo de 2 receptores
recombinantes do TNF p75, unidos com a regido Fc da IgG1l humana. Liga-se a
citocina com afinidade maior do que os receptores naturais, mesmo monomeéricos, e
assim, reduz a atividade biolégica do TNF. Liga-se tanto ao TNF-a como . Esta
aprovada para uso pelo FDA na artrite reumatdide, artrite reumatéide juvenil,

espondilite anquilosante, artrite psoridsica e psoriase. Figura 18.
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INIBICAO DE CITOCINAS

Figura18 (1) Ligacdo do TNF ao receptor, essencial para sinalizacdo. (2) A
medicacdo impossibilita a ativacdo pela maior afinidade ao TNF. Modificada (Wyeth,
2006)

ADALIMUMABE (HUMIRA®)

O adalimumabe é um anticorpo monoclonal IgG1, criado por engenharia
genética, idéntico a imunoglobulina IgG humana. Por isso, em teoria, tem menor
chance de imunogenicidade. Liga-se ao TNF-a, previnindo sua ligagdo com os
receptores p55 e p75. A administracdo pode ser feita por via subcutadnea como
etanercept ou intravenosa como infliximabe. Aprovado pelo FDA no tratamento da
artrite reumatéide. Os estudos estdo em fase |l para psoriase e espondilite

anquilosante (Saripalli e Gaspari, 2005; Weinberg et al., 2005). Quadro 10.



ETANERCEPTE

25 ou 50mg SC 2x/sem por 24
semanas

25mg 2x sem. Semana 12: 34%
50mg 2x sem. Semana 12: 44%

+1-2 sem

Aprovado para uso pediatrico
Administracdo subcutanea
Remissao prolongada

Precgo: $10 —20.000/ano

Agravamento de ICC e
desenvolvimento de doengas
desmielinizantes

Formagcéo de auto-anticorpos e
A\

Dor abdominal, ndusea, vomito,
pancitopenia, tuberculose,
neoplasia, sepse

Aprovado na psoriase e artrite
psoriasica

INFLIXIMABE

3-5mg/kg IV semanas 0,2,6

3mg/kg, = Semana 10: 72%
5mg/kg= Semana 10: 88%

+ 2 sem

Altamente efetivo em todas
as formas de psoriase

Remissao prolongada

Precgo: $10 —20.000/ano
Administrac¢éo IV por 2 h

Agravamento de ICC e
doencas desmielinizantes

Dor abdominal, nausea,
vomito, reagdo durante
infusao, tuberculose,
linfoma, infecgéo
oportunistica, sepse

Aprovado na artrite
psoriasia e fase Il na
psoriase
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ADALIMUMABE

80mg SC semanas 0,1 e
40mg/sem durante 12
sem

Semana 12: 80%

+ 24h - 7 dias
Administracéo
subcuténea
Anticorpo 100% humano
Remissao prolongada

Preco: $16000/ano

Agravamento de ICC e
doencas
desmielinizantes
Formagcéo de auto-
anticorpos e FAN

Hipertenséo, cefaléia,
sepse

Fase Ill na artrite
psoriasica e na psoriase

Quadro 10 Principais caracteristicas dos biolégicos, inibidores de TNF-a. Adaptado (Saripalli e Gaspari,
2005)

Apesar dessas medicacbes mostrarem resultados animadores, esbarram no
alto custo, dificuldade de administracdo, possibilidade de efeitos adversos graves,
inclusive com risco de vida, relacionados, principalmente, com alteracdo da
imunidade e infec¢des. Assim, outro campo das chamadas medicac¢Oes tradicionais,
merece destague em relacao a inibicdo do TNF-a, e quem sabe, poderiam ser mais

exploradas no tratamento da psoriase. Quadro 11.
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MEDICACAO MECANISMOS DE ACAO

Reduz os niveis do TNF-a, reduz LPS, inibe IKK

Inibe TNF-q, inibe a sintese de prostaglandinas e agragacao palquetéaria

Inibe a secrecdo do TNF-a. em dose-dependente, inibe IL-4, IL-6, IL-13,
prostaglandina D2, leucotrieno C4 e a producédo de histamina

Reduz os niveis do TNF- a, inibe a sintese do mRNA TNF-q, inibe a
sintese proteica de organismos gram + ou gram -

Inibe a producdo do TNF- o tanto in vivo como in vitro, inibe a
fosfodiesterase, levando aumento do AMPc intracelular que estabiliza a
membrana das células inflamatérias, diminui a quimiotaxia, adesao
leucocitaria, degranulacao neutrofilica e atividade da célula NK, reduz
agregacao plaquetéria e eritrocitaria, diminui os niveis de fibrinogénio

Rapido clearence do nivel plasmatico de TNF- «, inibe a quimiotaxia e a
sintese de prostaglandinas

Reduz a meia-vida do mRNA TNF- o dos mondcitos, assim diminui a
producdo da citocina, apos estimulo com LPS, inibe a quimiotaxia e
fagocitose, estabiliza a membrana lisossomal, eleva os niveis de IL-2,IL-
4, IL-5, supressédo da secrecao de IgM, reduz as moléculas de adesao,
inibe a angiogénese, antagoniza PGE2, PGF2, histamina, aumenta a
resposta da célula T CD8+ via coestimulacao

Quadro 11  Medicagdes “tradicionais” com agdo anti-TNF-o. e mecanismos de agdo. PGE2:
prostaglandina E2; LPS: lipopolissacarideo; Adaptado (Saripalli e Gaspari, 2005)
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OBJETIVOS

Avaliar a expressao seérica e cutanea do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) Nos pacientes com psoriase, comparando com controles;

Correlacionar a expressdao do TNF-a com a gravidade e a extensao da
doenca;

Comparar a expressdo do TNF-a. na epiderme e na derme dos pacientes

com psoriase.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo:

Estudo transversal, caso controle.

Vinte pacientes provenientes dos Servicos de Dermatologia das
Universidades Federal do Rio de Janeiro e do Estado do Rio de Janeiro com
psoriase em atividade (aumento das lesBes nas Ultimas 2 semanas) foram
submetidos a coleta de sangue e a bidpsia cutanea. Todos tiveram orientagdo com
relacdo ao estudo, leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Informado
(Anexo 1), aprovado pelos Comités de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario

Clementino Fraga Filho e do Hospital Universitario Pedro Ernesto.

4.2 Critérios de inclusdo
1. Idade maior que 18 anos;
2. Diagnostico clinico e histopatolégico de psoriase com ou sem

comprometimento articular;
3. Presenca de lesdes em atividade clinica;
4. Conhecimento e assinatura do formulario de Consentimento Livre e

Informado.



62

4.3 Critérios de exclusao

1. Menores de 18 anos;

2. Uso de medicacdo tdpica ou sistémica para psoriase, nas 2 e nas 4
semanas anteriores ao inicio do protocolo, respectivamente;

3. Alcoolismo;

4. Uso de antiinflamatérios hormonais e ndo hormonais medicagdes
imunomoduladoras, imunodepressoras e litio;

5. Historia de neoplasia, imunodepressao ou infec¢des recentes (2 semanas);

6. Incapacidade ou ndo concordancia de participar do estudo.

4.4 Avaliacdo clinica

Os pacientes foram avaliados clinicamente conforme o protocolo pré-
estabelecido (Anexo 2). O indice de Area e Gravidade da Psoriase (PASI), foi usado
para avaliar a extensao da doenca.

O indice psicossocial foi avaliado da seguinte maneira: os pacientes davam
uma nota entre 0 a 10 para quanto a doenca trazia desconforto nos relacionamentos
sociais, de trabalho e familiares.

Acrescentou-se uma pergunta “Como o senhor(a) vé ou avalia este
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momento de exacerbacdo da doenca?” Esta pergunta também era respondida pelo

meédico. As respostas possiveis eram divididas em: muito ruim, ruim e regular.

4.5 Avaliacdo histopatolégica

A confirmacdo do diagnéstico de psoriase foi feita pelo exame
histopatoldégico com punch de seis milimetros na borda ativa das lesGes, em &reas
nao foto-expostas. O material obtido foi fixado em formol a 10%, tamponado e
processado convencionalmente e submetido a coloragdo pela hematoxilina-eosina

no Servico de Anatomia Patoldgica do Hospital Clementino Fraga Filho.

4.6 Caracterizacdo do grupo controle

Voluntarios de ambos o0s sexos, entre 18 e 60 anos, sem uso de

medicacg0des, histéria de doenca aguda (Ultimas 2 semanas) ou crénica.
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4.7 Quantificacdo sérica do TNF-alfa

Foi realizada coleta de 10 ml de sangue venoso da regido antecubital e
armazenado em frasco tijolo vacutainer BD®. O material foi centrifugado e
congelado a temperatura de 80°C negativos e processado de acordo com as
instrucbes do fabricante (R&D Systems). Os niveis de TNF-alfa de todos os grupos
foram mensurados ao mesmo tempo através do meétodo ELISA no Laboratério de
Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz. Foi utilizado o limite de deteccdo de 15

ng/ml, de acordo com o fabricante.

4.8 Quantificacdo cutdnea do TNF-alfa

O fragmento obtido com punch de 6 mm da borda da lesdo ativa
(crescimento nas Ultimas duas semanas ou lesBes novas), em areas nao foto-
expostas, foi congelado em nitrogénio liquido e levado ao Laboratério de
Hanseniase do Instituto Oswaldo Cruz para posterior analise.

Apoés a separacdo da derme e da epiderme, as bidpsias foram processadas
em Trizol (Gibco BRL) com o auxilio de um homogeneizador e, avaliadas
individualmente. A separacdo mecanica da derme e epiderme fornece praticamente
a mesma quantidade de mRNA em comparacéo (variacdo entre 1% e 5%) com a

separacao enzimatica onde virtualmente ndo ha “contaminacdo” de epiderme por
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células da derme (Teles et al., 2002).
Toda andlise da expressao do mRNA do TNF-a pela técnica de RT-PCR em

tempo real, foi realizada ao mesmo tempo e repetida.

PREPARO DO MATERIAL PARA EXTRACAO DO RNAM:

Os fragmentos cutaneos foram armazenados em nitrogénio liquido até o
momento das analises. Cada uma das amostras da derme e epiderme, foi
processada separadamente em homogeneizador Politron PT-3000 (Brinkmann
Instruments Incorporation, Westbury, NY) em dois tubos contendo cadaum 3 mle 1
ml de Trizol™ Reagent (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) para derme e epiderme
respectivamente. Antes do processamento das bidpsias, o0 homogeneizador passou
por cinco lavagens (uma contendo 0,1% SDS em 40ml de agua RF (RNAse free),
sendo uma agua tratada com dietilpirocarbonato (Sigma), outra de etanol absoluto,
em seguida, agua RF e outras duas lavagens com etanol absoluto e agua RF, sendo
que em todas as lavagens foram utilizadas 40 ml de solu¢do. ApOs o0 processamento
das bidpsias, o volume total de trizol dos tubos, foi distribuido em microtubos em

volumes de 1mL.

EXTRACAO DE RNA TOTAL:

Apds o tecido homogeneizado, assim como as células isoladas da pele
terem sido embebidos em trizol, acrescentou-se 200 ul de cloroférmio-alcool
isoamilico (1:25) seguido de uma centrifugacdo de 12000 rpm (1200g) por 15 min a

4°C. Apo6s a centrifugacao, a fase aquosa foi retirada para um tubo e adicionou-se
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isopropanol em igual volume. Reservamos esta solucdo durante 30 minutos em
freezer a —20°C. Depois disso, a solucao foi centrifugada a 14000 rpm (1400g) por
20 min a 4°C, o sobrenadante foi desprezado, e adicionou-se 600 ul de etanol 70%
RF. Seguiu-se nova centrifugacdo a 14000 rpm (1400 g) durante 15 min a 4°C para
uma ultima lavagem. O sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet ficou
algum tempo reservado a temperatura ambiente, apds o qual se adicionou de 10 ul a

25ul de agua RF.

QUANTIFICACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO RNA TOTAL

A quantificacdo do RNA foi feita através da leitura espectrofotométrica em
comprimento de onda de 260 nm; utilizando uma diluicdo de 1:50 de RNA em H20
RF. A analise foi realizada pelo aparelho GeneQuant, utilizando a relacdo de 1DO
(densidade 6ptica) para 40 ug/ml de RNA em solucéo. (Teles et al., 2002)

Uma aliquota correspondente a 1 ug de RNA foi adicionada a um microtubo
contendo 2 ul de tampé&p MOPS 5X, 10 ul de formamida 100%, 1,3 ul de formaldeido
37 %, 1ul de tampéo de carreamento 10X (azul de bromofenol 0,025%, xileno cianol
0,025 % e glicerol 30%) e 1ul de brometo de etidio a 1ug/ml. A solugéo foi incubada
a 65°c por 10 minutos e depois transferida imediatamente para o gelo. Para
eletroforese foi preparado um gel desnaturante de agarose contendo formaldeido
1,2% em tampéao MOPS.

Quando a integridade do RNA foi verificada, a sintese de cDNA pode ser

realizada.
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TRANSCRICAO REVERSA (RT):

Em um tubo eppendorf com 1 ug de RNA, foi adicionado 1uL de oligo dT
(500ng/mL; Gibco BRL) completando-se o volume para 10uL com H,O RF. O tubo
foi incubado por 10 min a 65°C. Adicionou-se 1uL de RNAzin (inibidor de RNAse,
40U/uL; Promega Biotech, Madison, WI), 1uL de dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP,
0,2mM cada; Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT), 4uL do tampé&o de transcricdo 5X
(Tris HCI 250mM, KCL 375mM, MgCI2 15mM; Gibco BRL), 2uL de ditiotreitol (DTT
0,1M; Gibco BRL), e 1uL da enzima transcriptase reversa Super Script I| RNAse H
(200U/uL; Gibco BRL). A reacao foi realizada a uma temperatura de 42°C por 1h, e o
tubo aquecido a 100°C por 10min. O volume das amostras foi elevado, finalmente,

para 100uL com agua estéril e os tubos mantidos a -20°C para uso posterior.

PCR EM TEMPO REAL (REAL TIME):

Para o PCR em tempo real, foram utilizados 100ng de cDNA de cada
amostra por reacdo. Para a reacdo de PCR, adicionou-se em cada tubo (ABI Prism
optical plates and tubes, Applied Biosystems) 12,5 ul de 2X TagMan Universal
Master Mix (1X) [contendo AmpliTaq Gold 250U, AmpErase UNG, 10X Tagman
Buffer A e dNTPs], 20X de primers alvos e sondas para as moléculas de interesse
(GAPDH,TNFa,) e no final, 5 ul de cDNA (100ng). A reacao foi realizada um uma
maquina de PCR TagMan (TagMan ABI Prism® 7000), com 1 ciclo a 50°C por 2
minutos, para a ativacdo da enzima AmpEraser UNG, 1 ciclo a 95°C por 10 minutos
para a ativacdo da AmpliTag Gold DNA polimerase, e 50 ciclos contendo etapas de

desnaturacao a 95°C por 15 segundos, e anelamento e extensdo em uma mesma
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etapa a 60°C por 1minuto. A deteccéo e analise dos resultados foram feitas através
do programa de deteccédo de sequéncias amplificadas (ABI Prism® 7700 Sequence

Detector).

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

A analise estatistica foi realizada pelos seguintes métodos:

v' para comparagdo das medidas de TNF-o entre dois grupos (por
exemplo: psoriase e controle) foi utilizado o teste de Mann-Whitney;

v’ para verificar se existe variacao significativa no TNF-a. da epiderme
para derme foi aplicado o teste dos postos sinalizados de Wilcoxon; e
a correlacao entre as medidas de TNF-a. com o tempo de evolucao da
doenca, PASI eritema e PASI total foram avaliados pelo coeficiente de
correlacao de Spearman.

Os valores do TNF-a ndo apresentaram distribuicdo normal (distribuicéo
Gaussiana). A grande dispersdo dos dados justificou a utilizacdo de testes nao
paramétricos.

O critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5% (p

<0,05)
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5 RESULTADOS

Foram incluidos 20 pacientes com psoriase, dezesseis acompanhados no
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho — UFRJ e quatro no Hospital
Universitario Pedro Ernesto — UERJ. Foram comparadas as amostras de TNF-a do

sangue com 10 controles e as amostras cutaneas com 4 controles.

51 Resultados clinicos

A idade dos pacientes variou de 18 a 54 anos com média de 36 anos. A
idade média de inicio da psoriase foi de 27 anos. A faixa etaria do grupo controle
variou entre 24 e 68 anos, com média de 37,2 anos.

Dos pacientes com psoriase 13 eram do sexo masculino e 7 do sexo
feminino. No grupo controle do soro, participaram 4 pacientes do sexo masculino e
seis do sexo feminino. As amostras cutaneas do grupo controle eram de 3 individuos

do sexo feminino e um individuo do sexo masculino.

(31,6%)

(26,3%)

(21,1%)

(15,8%)

(5,3%)
14
0 !
18a24 25a34 35a44 45 a 54 55+
anos

Numero de pacientes
w

Gréfico 1 Distribuicdo dos pacientes pela faixa etaria
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Em relacdo a cor: no grupo com psoriase, 16 pacientes eram brancos e

quatro pardos (nenhum da raca negra); jA no grupo controle, 4 eram brancos e 6

eram pardos.

Dezoito pacientes tinham lesdes em placas, sendo que dois destes também

apresentavam lesdes gutatas. A eritrodermia foi observada em dois pacientes

Seis pacientes tinham artralgia e, em apenas 1 caso a dor precedeu as

lesbes dermatoldgicas.

O prurido foi um sintoma marcante, presente em 18 pacientes (90%), sendo

intenso em 9 e agravado no periodo noturno em 6 pacientes.
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O tempo de evolugéo da doenca variou de 1 més a 27 anos. Em 13 casos a
dermatite tinha menos de 10 anos e, em 3, menos de 1 ano.

O periodo da ultima exacerbacéo da doenca variou entre 30 a 210 dias e, 0
maior foi observado na paciente eritrodérmica.

O fator agravante mais comum, presente em 65% dos pacientes foi o
estresse. A interpretacao por eles elaborada foi de que o estresse seria “um periodo
de grande agitacdo ou com muitos problemas para resolver”, usualmente associado
as relacdes familiares e aos aspectos financeiros. O segundo fator agravante foi o
inverno, referido por 6 pacientes. Um paciente notava piora das lesdes com a foto-
exposicao e na realidade, a maioria das suas lesdes eram nas areas descobertas.

Todos os pacientes ja haviam feito tratamento topico, mais frequientemente,
cremes de corticosterdide (90%).

Tratamento sistémico foi indicado, em algum periodo da doenca, em 11
pacientes. O metotrexato foi a medicacado mais usada (n=4).

Entre as doencas associadas, a mais frequente foi depressdo (n=6),
normalmente “diagnosticada” pelos pacientes apds o aparecimento das lesdes.
Amigdalite de repeticdo, diabetes e dislipidemia também foram relatados.

O indice psicossocial foi avaliado com nota 5 por 4 pacientes, com nota 8
por 9 pacientes, com notas nove e dez, por dois pacientes cada. Somente 3
pacientes referiram um indice inferior a 5. A resposta em relacdo a crise atual foi
como muito ruim em 12 pacientes, ruim em 6 pacientes e regular em dois. A
resposta do médico para a mesma pergunta foi concordante oito vezes. Em 10
casos, a avaliacdo do examinador foi melhor que a dos pacientes, enquanto em dois
outros, foi pior.

Foram feitas avaliagbes quanto a gravidade e a extensdo da doenca pelo
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PASI, que variou entre 4 e 52,8 para o PASI total. Oito pacientes tiveram PASI < 18,

engquanto 12 apresentaram PASI >18. O PASI-eritema variou de 1 a 18.

Tabela 1 Analise descritiva geral do grupo de pacientes com psoriase

Caod. Variavel n Média D.P. Mediana Minimo Maximo
X3 Idade 20 36,05 12,18 36 18 59
X6 AT doencga (meses) 20 108,60 100,12 78 1 324
X9  Ndmero Tto sistémico 20 1,60 1,88 1 0 5
X13 AT crise 20 96,00 45,24 90 30 210
X15 Indice psicossocial 20 6,93 2,35 8 2 10
X20 PASI eritema 20 8,34 4,95 8,9 1 18
X21 PASI total 20 26,34 1541 27,2 4 52,8

D.P.: Desvio Padréo
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Frequéncia e percentual das caracteristicas qualitativas do grupo de

Cad. Variavel Categoria n %
x4 Cor branco 16 80
pardo 4 20
x5 Sexo masculino 13 65
feminino 7 35
X7 Articulacao sim 6 30
nao 14 70
x8 Tto sistémico sim 11 55
nao 9 45
x10 Doenca associada sim 10 50
nao 10 50
x11 Fatores relacionados nao 3 15
stress 7 35
stress/inverno 4 20
stress/verao 1 5
stress/sol 1 5
inverno 3 15
verao 1 5
x12 Clinica placas 16 80
placas/gutata 2 10
eritrodermia 2 10
x14 Prurido ausente 2 10
leve 3 15
leve e noturno 1 5
moderado 4 20
moderado e noturno 1 5
intenso 5 25
intenso e noturnot 4 20
x16 Historia de eritrodermia sim 7 35
nao 13 65
x17 Internagdes sim 4 20
nao 16 80
x18 Avaliagéo do paciente muito ruim 12 60
ruim 6 30
regular 2 10
x19 Avaliacdo do médico Muito ruim 4 20
ruim 6 30
regular 10 50
x21 PASI total >=18 12 60
<18 8 40
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5.2 Resultados da avaliacéo laboratorial

5.2.1 Avaliacdo dos niveis séricos do TNF-a

Foi realizada quantificacdo da citocina no sangue pelo método ELISA dos
pacientes com psoriase (n=20) e dos controles (n=10). Os niveis variaram entre
0,028 e 2178 pg/ml nos pacientes e entre 0,071 e 214,744 pg/ml nos controles. Ao
arbitrar o limite de corte em 15 ng/ml, 5 pacientes e 4 controles apresentaram

aumento dos niveis da citocina.

5.2.2 Avaliacdo dos niveis de TNF-a na epiderme e na derme

As amostras da pele foram divididas em epiderme e derme, resultando em
40 fragmentos de pacientes e 8 do grupo controle; como houve perdas, por motivos
técnicos, foram estudados 13 fragmentos da derme e 11 da epiderme, oriundos de
15 pacientes.

Nos dois grupos estudados ndo houve diferenca estatisticamente
significativa dos niveis de TNF alfa no soro (p = 0,69), na epiderme (p = 0,19) e na

derme (p = 0,95).
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Tabela 3 Andlise estatistica do TNF-a segundo o grupo

Caod. Variavel Grupo n Média D.P. MedianaMinimo Maximo p valor

X22 TNF- a soro psoriase 20 142,54 484,45 6,569 0,028 2178,9

controle 10 38,06 66,91 11,2725 0,071 214,74 o0
X23 TNF-a epiderme psoriase 11 3,76 6,26 0,67 0 20,67

controle 4 0,27 0,49 0,0385 0 1 o
X24 TNF-o derme psoriase 13 7,06 13,51 0,32 0 45,57 0.05

controle 4 054 043 0,575 0,001 1

D.P.: Desvio Padrdo; Resultados do TNF-a do soro em ng/ml. TNF-a cutdneo em Unidades de
Copias Relativas (UCR)

Grafico4  Grafico de dispersao do
TNF-a do soro
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Mediana

Gréfico 5 Gréfico de dispersdo do mRNA do TNF-a na pele

N&o houve correlacéo estatistica entre os niveis de TNF-a e a presenca de
prurido

N&o houve correlacdo estatistica entre os niveis de TNF-a e os valores do
PASI

Tabela 4 Andlise estatistica do TNF-a segundo o subgrupo do PASI total

Caod. Variavel Ifcﬁill n Média D.P. MedianaMinimo Maximo p valor
X22 TNF alfa soro >=18 12233,04618,87 8,88 0,696 2178,9
0,21
<18 8 6,80 7,58 3,613 0,028 22,024
X23 TNF alfa epiderme >=18 7 4,80 7,53 0,67 0 20,67
0,77
<18 4 195 3,17 0,56 0 6,68
X24 TNF alfa derme >=18 8 8,86 16,87 0,36 0 45,57
0,82

<18 5 4,19 5,72 0,17 0 11,96

D.P.: Desvio Padrao
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A comparacdo dos niveis séricos de TNF-a. (>15pg/nl) com os niveis

encontrados na derme e/ou epiderme, ndo mostraram significancia estatistica.

Tabela 5 Analise estatistica dos niveis séricos e cutaneos do TNF-a

TNF

Cad. Variavel soro Média D.P. Mediana Minimo Maximo p valor
X23 TNF alfa epiderme >=15 3 3,75 3,22 4,26 0,3 6,68

<15 8 3,77 7,28 0,49 0 20,67 oo
X24 TNF alfa derme >=15 4 593 11,56 0,225 0 23,26 066

<15 9 7,57 1492 04 0 45,57

D.P.: Desvio Padrao

A relacdo absoluta entre os niveis de TNF alfa na epiderme e na derme foi

obtida pela formula: Delta do TNF alfa = TNF alfa na epiderme — TNF alfa na derme

Tabela 6 Relacdo absoluta entre os niveis de TNF alfa na epiderme e na derme

caod. TNF alfa n Meédia D.P. Mediana Minimo Méaximo p valor
x23 na epiderme 9 457 6,70 0,81 0 20,67
x24 na derme 9 381 781 0,32 0,02 23,26

x30 Delta (epi-derme) 9 0,76 10,58
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6 DISCUSSAO

As caracteristicas qualitativas dos pacientes sdo concordantes com o0s
dados da literatura. No Brasil, mesmo a inexisténcia de estudos de prevaléncia faz-
nos supor que ela € menor, pela sua populacdo miscigenada, topografia e clima
tropical, que favorecem a maior incidéncia de radiacdo ultravioleta, reconhecida
como terapéutica. Outro dado semelhante refere-se a faixa etaria de inicio das
lesbes, média de 27 anos que, combina com a idade média de inicio da psoriase na
populacao geral, entre 27-29 anos (Farber e Nall, 1974). Tanto a extensdo como a
gravidade e a duracédo prolongada da psoriase na populacdo do estudo séo préprios
da demanda de um Hospital Universitario, referéncia em pesquisa sobre a doenca.
Sessenta e cinco por cento dos pacientes tinham psoriase grave (PASI > 18)
(Mizutani et al., 1997), com média geral de 26,2. Esse fato explica também, a grande
proporcao de pacientes do grupo que ja havia utilizado tratamento sistémico. Ainda
em relacdo a terapia, chama a atengcdo o uso indiscriminado de corticosteroide
topico facilitado pelo facil acesso.

Dois motivos principais estdo relacionados a disparidade dos estudos em
relacdo a prevaléncia das manifestacbes articulares na psoriase (6,8% a 30%)
(Carneiro et al., 1994): o inicio insidioso, que pode ser interpretado como leséo por
esforcos repetidos (LER) e o viés: examinador dermatologista ou reumatologista. A
revisdo sistematica da anamnese aumenta a sensibilidade do diagnéstico, ja que o
paciente ndo correlaciona a queixa articular com as manifestagfes dermatoldgicas.
Nessa casuistica 30% dos pacientes tinham queixas articulares.

Sabe-se que a depressdo acompanha frequentemente as doencgas cronicas,
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ainda mais quando associadas a modificacfes estéticas cutaneas. Torna-se dificil
caracteriza-la como fator causal/agravante ou secundaria, assim como o alcoolismo.
De qualquer forma, a depressdo foi a doenca mais associada, presente em 7
pacientes. Os pacientes relatavam maior dificuldade para formalizacdo nos
empregos, separacao conjugal e abstinéncia sexual do parceiro, como 0s principais
fatores agravantes da depressdo. Na maioria das vezes tentavam esconder as
lesbes com vestuario, tinham tendéncia ao isolamento social e ciclo restrito de
amizades. Amigdalite de repeticdo foi a segunda doenca, seguida de diabetes e
dislipidemia. Sabe-se que a psoriase gutata tem associacdo com infeccdes de
repeticdo, no entanto a forma em placa também pode ser exacerbada por infeccoes
de vias aéreas superiores, como observada em 2 pacientes. Além disso, a forma
gutata pode ser caracterizada como uma fase de transicdo em muitos pacientes e,
ndo € por acaso que em varios pacientes sdo observadas lesdes puntiformes,
milimétricas, concomitantes e sincrénicas com as lesdes em placa, também presente

em dois casos da nossa casuistica. Figura 19.
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Figura19 Paciente com lesGes gutatas que
coalescem e formam placas

Apenas um paciente tinha aumento dos niveis de colesterol, dado que deve
ser valorizado, pela sua associacdo cada vez mais descrita em pacientes com
psoriase e relacionada ao aumento do risco de doenca coronariana (Mallbris et al.,
2006). De forma justa, a avaliacdo da qualidade de vida nas doencas cronicas tem
sido cada vez mais investigada nos trabalhos atuais. Apesar das dificuldades em
guantificar uma pergunta subjetiva, varios questionarios tém tido sucesso nesta
avaliacdo e, associados ao PASI podem ajudar a quantificar a gravidade da doenca.
De maneira pontual tentamos analisar alguns aspectos que por vezes fogem da
consulta “tradicional” através do indice de agravo psicossocial e em relacdo a visédo
do surto atual pelo paciente e pelo médico. Nao houve correlagdo do PASI com o
indice, j& que h& grandes variagcdes quanto aos aspectos culturais e sociais, 0 que
merece uso de questionarios mais amplos em que esses valores sejam mais

caracterizados (Inanir et al., 2006). A visdo dos pacientes em relagdo ao momento
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da doenca na grande maioria das vezes foi pior que a interpretacdo dos médicos.
Essa pergunta é relevante, e implica numa mudanca da abordagem terapéutica com
enfoque no doente maior que na doenca.

O prurido tem aspectos moleculares e neurofisiologicos semelhantes a dor.
A substancia P e outros neuropeptideos induzem a degranulacdo dos mastocitos e
contribuem para supra-regulara a liberacdo do TNF-a. (Theoharides et al., 1998).
Tem natureza subjetiva, sendo, portanto de dificil definicAo e mensuracdo. Esteve
presente em 18 pacientes e, em nove casos foi classificado como intenso, que pode
ser relacionado a atividade da doenga. Nas dermatites crbnicas expressa o aspecto
emocional ligado a doenca, haja vista que uma boa proporcdo relatou seu
agravamento a noite, periodo em que hé reducgéo dos focos de atencado, que permite
ao paciente dedicar-se aquele estimulo. Do ponto de vista psicanalitico, trata-se de
uma forma de prazer, que por final torna-se autoperpetuante. Nesse estagio, nao se
pode dizer, se h& prurido pela lesédo, ou se toma-se a lesdo pelo prurido. A cocadura
€ um trauma e pode induzir o fenbmeno isomoérfico de Koebner.

Estresse, palavra de origem inglesa que segundo Aurélio significa “conjunto
de reagBes do organismo a agressfes de ordem fisica, infecciosa ou psiquica,
capazes de pertubar a homeostase”. Esse fator agravante apresentou correlacao
direta com o prurido, como tal € imponderavel e merece tratamento. Afinal, um
exacerba o outro e espelham as manifestagdes subjetivas da doenca.

“A psoriase € a doenca inflamatéria mais comum mediada por linfécitos T”
(Krueger et al.,, 2000). Essa frase de impacto, ganha sentido ndo somente pelo
estudo da célula propriamente dita, mas também pelos seus mecanismos de acao,
células-alvos e, principalmente, pela sua forma de comunicagdo. Saber sobre ela,

sem conhecer as citocinas relacionadas € como trabalhar com um engenheiro sem



82

conhecer as suas obras.

Nos ultimos 30 anos o foco de estudo da psoriase mudou completamente e
nao faltaram motivos para isto. Desde a observacdo de que a inflamacao antecedia
as manifestacdes clinicas e que a melhora clinica ocorria apés reducéao do infiltrado
inflamatorio, passando por outros marcos como: a eficacia da ciclosporina, a
“inducdo” de psoriase em camundongos imunodeficientes, a “cura” da psoriase em
pacientes submetidos a transplante de medula e a descoberta da rede de citocinas
e quimocinas, culminando com o advento dos bioldgicos, moduladores especificos
da inflamacéo via inibicdo da célula T ou bloqueio do TNF-a.

Apesar de todas as possiveis implicagdes do TNF-a na psoriase e do uso
terapéutico dos inibidores especificos dessa citocina apresentarem resultados
surpreendentes, as investigacfes laboratoriais ndo fornecem o mesmo respaldo.
Apo6s a clonagem do TNF-a, surgiram diversos estudos exaltando a sua importancia
em diversas doencas, entre elas, a psoriase. Austin et al avaliaram a capacidade
dos linfocitos em expressar algumas citocinas através de citometria de fluxo. Os
pacientes com psoriase em mais de 10% de area corporal foram comparados com
controles. Os linfécitos foram separados do sangue (n=14) e da epiderme (n=11) e
avaliados quanto a capacidade de expressdo de citocinas, comparando com
individuos controles. Poucos linfocitos expressavam citocinas sem estimulacdo com
ionomicina e ndo houve diferenca entre pacientes com psoriase e controles. O
exame in vitro, ap0s estimulacdo, demonstrou que no sangue 50% dos linfécitos dos
pacientes com psoriase expressavam TNF-o e 36% do grupo controle (P=0.048).
Sessenta por cento dos linfocitos da epiderme expressavam TNF-o. Trés foram
avaliados quanto a proporgéo de céluas CD8+ e CD4+, mostrando que havia maior

producdo de células T CD8+, 73%, versus células T CD4+, 59%, com significancia
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marginal. Uma porcentagem maior de células da epiderme produzia a citocina em
comparagao com o sangue 73% vs 35% para CD8+, e 59% vs 37% para CD4+,
respectivamente (Austin et al., 1999). Ja Uyemura et al, realizaram um trabalho in
vivo quantificando a expressédo de citocinas pela reacdo em cadeia de polimerase
(PCR) em pacientes com psoriase nas lesbes e em areas ndao acometidas (n=5),
comparando com controles (n=2). Foi realizada analise semiquantitativa baseada na
intensidade da banda obtida pela hibridizacéo radioativa. Em todos os fragmentos
cutaneos obtidos notou-se expressdo do TNF-a. com intensidade das bandas de
moderada a elevada nas lesdes (5/5); moderada na pele ndo comprometida (5/5) e
leve em apenas 1 controle (1/2). Foi ainda avaliada a presenca de moléculas de
adesdo, por imunistoquimica, que mostrou uma relacdo direta com os niveis do
RNAmM do TNF-a (Uyemura et al., 1993). Bonifati et al quantificaram o TNF-a,
através do meétodo ELISA, no fluido de bolhas induzidas por pressédo negativa, tanto
nas lesbes de psoriase (n=20) como em areas ndo comprometidas (n=20) e
compararam com individuos-controles (n=10). Além disso, compararam a extensao e
a gravidade da doenca com os niveis da citocina. Foram incluidos apenas pacientes
com lesdes ativas e o fragmento retirado da margem da les&o. Os niveis do TNF-a
foram, em média, 4.7 vezes maiores nas lesdes do que nas areas ndo acometidas; e
17 vezes maiores, em média, que nos controles. Também no soro dos pacientes
com psoriase os niveis da citocina foram mais elevados. A quantificacdo na pele foi
maior que no sangue e, houve uma correlacdo direta entre os niveis de TNF-a e a
gravidade da doenca, principalmente em relacdo ao eritema (Bonifati e Ameglio,
1999). Gomi et al selecionaram 21 pacientes com psoriase vulgar ativa, sem
tratamento com PASI entre 8 e 57.6 e, avaliaram por radioimunoensaio a quantidade

de TNF-a no soro dos pacientes, comparando com controles (n=21). Foi observada
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tendéncia de aumento da citocina, mas sem significancia estatistica em relacdo aos
controles. Nos casos com aumento da citocina, ndo houve correlagdo com o PASI
(Gomi et al., 1991). Mizutani at al avaliaram a funcao imunoldgica dos mondcitos no
sangue periférico em pacientes com psoriase, mensurando a capacidade de
producado de citocinas inflamatdrias, entre elas o TNF-a. Utilizaram o método ELISA
no sobrenadante da cultura de mondcitos. A funcdo dos mondécitos na producdo da
citocina (PBMC — Peripheral Blood Monocytes) foi significativamente mais elevada
nos pacientes com psoriase (n=63) do que no grupo controle (n=20; p = 0,01).
Pacientes com lesdes ativas (agravamento nas ultimas 2 semanas) apresentaram
niveis mais elevados de TNFa (p< 0,02). Houve correlacdo da gravidade da doenca
entre as formas leve e moderada em atividade com os niveis da citocina. Alguns
pacientes fizeram teste de estimulacdo amigdaliana com aumento do TNF-a. Sete
pacientes com teste positivo foram submetidos a tonsilectomia, cinco obtiveram
melhora clinica e apresentaram reducdo do TNFa. Doze pacientes iniciaram
metotrexato, e 8 obtiveram boa resposta, que foi acompanhada pela reducéo da
citocina (Mizutani et al., 1997). Ja Ettehadi et al, estudaram por ELISA os receptores
do TNF. Em relacdo ao p55 (TNF-RI), houve imunorreatividade em 12/16 das lesGes
com psoriase e em apenas 1/10 das areas nao comprometidas (6 pacientes e 4
controles). Esse resultado foi proporcionalmente maior que o segundo receptor p75
(TNFRII), que demonstrou imunorreatividade em 9/16 das areas com lesdo e 0/10,
em areas sem lesdo (Ettehadi et al., 1994)

Outros autores, porém, utilizando o método ELISA, ndo observaram esse
aumento do TNF-a no fluido de bolhas obtidas por succdo de placa psoriasica (n=5)
e no estrato cérneo de pacientes com psoriase pustulosa (n=5), quando comparados

com controles (n=10). A quantificagdo no soro foi indetectavel em todos os casos
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(Takematsu et al., 1989). Da mesma forma Schlaak et al avaliaram a producéo de
TNF-a por linfocitos in vitro da epiderme de dois pacientes, apds estimulacdo com
lecitina, e encontraram apenas um leve aumento (Schlaak et al., 1994). Fransson
avaliou a influéncia do TNF-o. na proliferacdo e diferenciacdo em cultura de
queratinécito de pacientes com psoriase, comparando com voluntarios saudaveis.
Concluiu que ndo havia diferenca significativa em relacdo aos marcadores de
proliferacdo como citoqueratina 16, Ki-67, involucrina e filagrina, quando era
associado o TNF-a na cultura (modelo equivalente da pele) (Fransson, 2000). Em
outro trabalho o TNF-a demonstrou efeito citostatico em queratindcitos normais
(Symington, 1989).

Os trabalhos de investigacdo laboratorial do TNF-a na psoriase séo
contraditorios em relagdo ao aumento do mesmo tanto nas lesdes quanto no
sangue. A andlise critica € baseada nas diferentes metodologias que contemplam
amostra pequena, critérios de inclusdo e exclusdo limitados, uso de testes in vitro
(ndo expressam as influéncias de outras citocinas pelo funcionamento em rede).

Na nossa casuistica, a quantificacdo da proteina TNF-a. no soro foi realizada
pelo método ELISA e seus resultados variaram entre 0,028 a 2178 pg/ml. Apenas
5/20 dos pacientes e 4/10 dos controles apresentaram niveis aumentados de TNF-a,
mostrando que ndo houve diferenca estatisticamente significante. Os niveis séricos
de TNF-a dos pacientes com psoriase da nossa casuistica sdo semelhantes aos
controles. Esse resultado € concordante com a maioria dos investigadores (Gomi et
al., 1991; Mizutani et al., 1997; Austin et al., 1999) e apresenta um pilar forte. No
exercicio da sua funcao a distancia — mecanismo enddcrino — a citocina tera niveis,
proporcionalmente, muito elevados; desencadeando uma série de respostas

inflamatorias, semelhantes a sepse. Mas, como a psoriase ndo é doenca infecciosa,



86

pode-se admiti-la como causadora da SIRS (sindrome da resposta inflamatoria
sistémica), que poderia ser desencadeada pelo TNF-a, com ou sem a participacéo
sinérgica da IL-6, pela formacdo de proteinas de fase aguda. Em apenas uma
pequena fracdo dos pacientes com psoriase as manifesta¢des clinicas de aumento
da temperatura corporal (que deve ser aferida na mucosa oral ou retal), hiporexia,
emagrecimento, adinamia, queda do estado geral, sdo percebidas; mesmo nos
casos em que as lesbes séo extensas (eritrodermia) e tém duracdo prolongada. Os
dois pacientes com eritrodermia, isto é, acometimento de mais de 90% de area
corporal, mantinham atividades laborativas sem perda de rendimento, fato que é
muito diferente do observado nos pacientes sépticos ou no eritema nodoso
hansénico (Moraes et al., 2001), situacfes que h&d aumento sérico da citocina. Por
outro lado, na psoriase pustulosa generalizada e mesmo em alguns casos
eritrodérmicos, tais manifestacdes sdo evidentes e os niveis elevados da citocina
explicariam esses achados, o que ndo foi confirmado por e Takematsu et al.
(Takematsu et al., 1989). Apesar disso, alguns autores encontraram elevagao
significativa dos niveis séricos da citocina em relacdo aos controles (Bonifati e
Ameglio, 1999; Arican et al., 2005).

Foi realizada ainda analise estatistica dos niveis séricos da citocina, quando
maiores que 15pg/ml, em relacdo a outras varidveis como historia de eritrodermia,
intensidade do prurido, artralgia e niveis da citocina na derme e na epiderme. Em
todos as situacdes, ndo houve significancia estatistica.

Mas, partindo do principio que a pele € um dos maiores tecidos do
organismo e o linfocito T (efetor da inflamacéo na doencga) circula pelos tecidos em
alta velocidade, as células T poderiam ter alta capacidade de formacédo da citocina,

mas que seria liberada apenas em circunstancias especificas no microambiente
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cutaneo, induzida pela IL-1, por exemplo. Os queratindcitos sdo as maiores fontes
dos precursores de IL-1 (Mizutani et al., 1991) e, além disso, hd maior expressao
dos seus receptores na epiderme lesada (Groves et al., 1994); o que poderia
determinar um ciclo vicioso e representar um dos aspectos da autoperpetuacao das
lesbes. Essa hipdtese é concordante com Austin et al, que da mesma maneira, sO
encontraram aumento da capacidade de formacdo de TNF-a no sangue, apés
estimulacao in vitro com ionomicina (Austin et al., 1999). Da mesma forma, Mizutani
et al ndo observaram aumento sérico, mas estudando a funcdo imunolégica dos
mondcitos pelo PBMC-ELISA na formagédo do TNF-a, notaram aumento significativo
da capacidade dessas células, preparadas com endotoxina, em produzirem a
citocina (Mizutani et al., 1997).

Apesar da expressao epidérmica e dérmica do TNF-a em pacientes com
psoriase e controles ndo apresentarem diferengas estatisticamente significantes em
nossa casuistica, esse resultado ampliou as possibilidades de analise. Partindo da
premissa que varias funcdes ligadas a citocina tém vinculos com o desenvolvimento
da psoriase, trés ponderagfes merecem destaque:

1. O ensaio laboratorial utilizado néo foi capaz de quantificar de forma real

a expressao do TNF-a.

Toda avaliacdo laboratorial (cutanea e sérica) do TNF-a foi realizada
no Laboratorio de Hanseniase que tem grande experiéncia na
determinacdo da expressdo de mRNA de varias citocinas tanto pelo
PCR comum, quanto em tempo real. Alguns trabalhos nesse
laboratério foram precursores na investigacdo do TNF-a na hanseniase
e sua regulacao tanto pela pentoxifilina como pela talidomida (Sampaio

et al.,, 1991; Sampaio et al., 1993; Teles et al., 2002). Os resultados do
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RT-PCR foram repetidos e analisados por outro investigador que néo
conhecia a divisdo dos grupos e nem a gravidade da doenca. O
resultado final, dado em numero de copias relativas, refere-se a relacéo
da do mRNA do TNF-a com o mRNA da GAPDH (D-gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase) — uma proteina constitutiva. Portanto, 0 mRNA
da GAPDH servia de controle de qualidade do ensaio, no mesmo
paciente. O GAPDH foi escolhido como controle pelo fato de ser
expresso de maneira constante e abundante nas células de mamiferos.
O resultado do RT-PCR em tempo real foi capaz de quantificar de
forma ideal a expressdo do mRNA do TNF-a nos grupos, que apesar
de nédo elevada é muito importante na doenca.

« Diferencas em relacéo a afinidade e a quantidade de receptores.
Para exercer suas funcdes o TNF-a depende integralmente de seus
receptores, e sob esta Optica, a presenca de mais receptores,
principalmente p55 (TNF-RI), mas também de p75 (TNFR-Il) na
membrana celular pode explicar o motivo porque mesmo individuos
com niveis mais elevados da citocina ndo tém expressao clinica da
doenca, e outros com niveis semelhantes a populacdo em geral
apresentam alguma manifestacdo. O aumento na capacidade de
ligacdo com um dos receptores, como TNFRI, poderia exacerbar a
ativagdo do NF-kB e secundariamente, a transcricdo de citocinas pro-
inflamatorias. Ettehadi et al observaram que nos pacientes com
psoriase havia maior imunorreatividade dos receptores em relacédo aos

controles nas amostras cutaneas (Ettehadi et al., 1994).

« A susceptibilidade individual pelo polimorfismo do TNF-a.
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O polimorfismo de um nucleotideo na regido promotora que leva a
substituicdo da guanina pela adenina nas posi¢coes -308 ou -238 esta
relacionada com a gravidade de algumas doencas como a hanseniase.
Na psoriase, apesar da falta de consenso, tem sido demonstrado o

polimorfismo em algumas formas da doenca (Hohler et al., 1997).

Os dois itens anteriores explicariam porque niveis semelhantes de
TNF-o poderiam desencadear/agravar a doenca em individuos
predispostos, enquanto em outros ndao. Na psoriase, especificamente,
a predisposicdo pode estar relacionada a maior susceptibilidade do
gueratinécito.

% A casuistica relativamente pequena nao foi capaz de depurar as

variages fisioldgicas e individuais dos niveis da citocina.

Partindo do principio que os niveis de TNF-a estdo muito elevados nas
lesbes de psoriase, mesmo 0s estudos com casuistica limitada
poderiam mostrar diferencas nos pacientes com psoriase em relacéo
aos controles. Deve-se considerar os critérios de incluséo e excluséao
rigidos deste estudo numa amostra homogénea em relacdo a forma
clinica (90% em placas). Dois pacientes desenvolveram a forma
eritrodérmica pela disseminacao e coalescéncia de lesdes em placa).

« A citocina teria funcéo primordial como deflagradora da doenca.
Nas lesdes recentes de psoriase ha maior atividade inflamatoria em
proporcao a hiperplasia queratinocitica. Com a evolucédo da doenca ha
inversdo nessa proporcdo. A meia vida curta do TNF-a conciliada as

caracteristicas de pleotropismo e sinergismo com outras citocinas
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como IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, a tornariam breve ou mesmo intermitente.

Essas citocinas, assim como alguns fatores de crescimentos teriam

acao autoperpetuadora.

% O inibidores especificos bioldgicos como infliximabe e etanercepte
teriam agdo mais importante na “cascata’” de citocinas e
mediadores de crescimento dependentes do TNF-a do que
propriamente na sua ligacéo aos receptores

Como uma medicacdo que tem meia vida de eliminacdo de 102 horas
(etanercepte) poderia proporcionar esse grande periodo de remissao (6
meses a 1 ano) em alguns pacientes, sabendo que o TNF-a é
prontamente liberado ap6s estimulos variados? Como a psoriase
depende de uma rede engenhosa e bem articulada, ao inibirmos toda
linha de montagem e nao apenas a ligagcédo da citocina, espera-se que
a recidiva seja mais tardia.

Por final, uma forma de especulacao, poderia ser permitida devido a
grande variagdo individual dos niveis da citocina entre os individuos.
Ao elevarmos o p valor para < 0,2; a diferenca do TNF-a na epiderme
dos pacientes com psoriase e dos controles teria significancia
estatistica.

3. O resultado do RT-PCR em tempo real foi capaz de quantificar de
forma ideal a expressdo do mRNA do TNF-a nos grupos, que teria uma
importancia secundéria

De qualquer forma, o0s niveis da citocina na pele parecem baixos, tanto pela

sua baixa expressdao no PCR comum (feita em 5 pacientes), e em comparacao aos

pacientes com hanseniase reacional observado em outras andlises.



91

A terapéutica que € capaz de levar a remissao por mais tempo na psoriase €
a fototerapia e pode, por esse motivo, ser colocada como a primeira medicacao nos
algoritmos de tratamento da psoriase extensa. A sintese e a liberacdo do TNF-alfa &
significantemente aumentada por promotores tumorais e pela radiacdo ultravioleta.
Assim, a exposicdo dos queratinocitos humanos normais e linhagens celulares de
carcinoma epidermoéide a RUVB resulta em aumento da expressdo do mRNA do
TNF-a (Tsuru et al., 2001).

A natureza dubia do TNF-o pode ser explorada ainda por alguns relatos.
Dereure at al demonstraram que 2 pacientes com diagnostico de artrite reumatoide
soronegativa desenvolveram lesGes de psoriase com confirmacgéo histopatologica,
apos uso de infliximabe e etanercepte. Nao tinham histéria pessoal ou familial de
psoriase (Dereure et al., 2004). Takematsu et al e Creaven at al fizeram
administracdo intravenosa de TNF-o recombinante em 5 pacientes com doses
elevadas variando de 50.000 a 500.000U/m2 de area corporal, durante pelo menos 5
dias. Quatro pacientes apresentaram excelente resposta clinica (Creaven e Stoll,
1991; Takematsu et al., 1991). A boa resposta dos pacientes pela administracao de
TNF-a. recombinante levanta a hipotese de que uma das vias de sinalizacdo para
inflamacéo ou apoptose pode ser ativada na dependéncia da concentracdo desta
citocina. Niveis muito elevados poderiam supra-regular a via apoptotica e
antiinflamatoria.

Finalmente, num trabalho de investigacdo, Carneiro et al em 2004, ndo
observaram a presenca de TNF alfa na epiderme, nos vasos, no infiltrado
inflamatorio e nem nas glandulas sudoriparas de 30 pacientes com psoriase em
placas (dados néo publicados) através de exame por imunoistoquimica em material

parafinado.
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N&o houve diferenca estatistica entre a expressdo do TNF-a na epiderme e
na derme em nove pacientes com psoriase da nossa casuistica. A “comunicacao”
entre os dois microambientes parece ser eficiente, equilibrando o perfil de citocinas.
Apesar disso, a literatura mostra que h& diferencas em relacdo as linhagens de
linfécitos presentes na epiderme (CD8+ > CD4+) e na derme (CD8+ = CD4+) nas
placas de psoriase (Austin et al., 1999).

A relagédo com o PASI, PASI-eritema, intensidade do prurido e artralgia entre
0os dois grupos ndo apresentou significancia estatistica. Essas Ultimas avaliagfes
tiveram o intuito de explorar ao maximo a relagdo do TNF-o. com outras variaveis.
Em relacdo as manifestacdes articulares, talvez a quantificacdo sinovial da citocina,
pudesse expressar diferencas significativas em relacdo aos controles como
observado por Patsch et al. (Partsch et al., 1997).

A importancia do TNF-a e a grande prevaléncia da psoriase nao deixarao
gue os pesquisadores desistam de esclarecer melhor a implicacdo desta complexa
citocina inflamatdria na génese e na manutencdo dos mecanismos inflamatorios e

autoperpetuantes da proliferacdo queratinocitica.
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CONCLUSOES

N&o houve aumento da expressao seérica e cutanea (epiderme e derme) do
TNF-a nos pacientes com psoriase em relacdo aos controles da nossa
casuistica.

N&o foi possivel correlacionar a gravidade e a extensdo da doenca com a
expressao do TNF-a no soro, na derme e na epiderme dos pacientes.

A epiderme e a derme apresentaram niveis semelhantes de TNF-a.
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Quantificar na mesma amostra sérica e cutanea os niveis de TNF-a e seus
receptores TNFR | e TNFRII.

Ampliar, através do RT-PCR em tempo real multiplex, o estudo das outras
citocinas relacionadas a psoriase.

Pesquisar, na populacéo brasileira, o polimorfismo do gen do TNF-a na

psoriase.
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( http://www.livrosgratis.com.br )
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