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RESUMO

Avaliacdo de marcadores clinicos e biol6gicos associados com a Psoriase Vulgar

Introducao: A identificacdo de biomarcadores associados com a psoriase tem o
potencial de prever susceptibilidade a artrite psoriatica, fornecer evidéncias sobre
histéria natural, resposta terapéutica e revelar vias patogénicas que promovam
comorbidades a ela associadas. Um aumento da resposta inflamatoria tem sido
documentado na obesidade, uma condicdo que é associada com a ocorréncia e
gravidade da psoriase. A osteopontina (OPN), TNF e CXCL9 sdo aumentados em
pacientes com psoriase, embora OPN também tenha sido documentada no tecido
adiposo de pacientes obesos, sem psoriase. A prevaléncia da obesidade é muito
maior em pacientes com psoriase em comparacdo com a populacdo em geral.
Objetivo: avaliar niveis de quimiocinas e citocinas (CXCL9, CCL2, CCL5, TNF) e
OPN na psoriase e obesidade. Desenho do estudo: corte transversal incluindo 117
pacientes com psoriase e 27 individuos saudaveis pareados por indice de massa
corporal. Métodos: marcadores clinicos e niveis de OPN/quimiocinas foram
avaliados quanto a associacdo com gravidade da psoriase e a obesidade. Niveis
sericos de marcadores pro-inflamatérios foram avaliados por ELISA. Resultados:
concentractes de OPN, CCL5 e CXCL9 foram significativamente mais elevadas em
pacientes com psoriase em comparacdo com o0s controles, independente da
obesidade. Nao houve diferenca entre os niveis de CCL2 em pacientes com
psoriase e os controles (P >0,05), embora maiores em pacientes com psoriase
obesos em comparagdo com nao-obesos (p<0,001). Envolvimento facial e o escore
do indice de gravidade area psoriase (PASI) ndo foram associados (P >0,05) com
os niveis de OPN ou niveis elevados de quimiocinas. Nao houve correlacdo
significativa entre os niveis de OPN e CXCL9 ou TNF em pacientes com psoriase.
Conclusdes: este trabalho confirma que os niveis séricos de OPN, CCL5 e CXCL9
sdo mais elevados em pacientes com psoriase, fornecendo evidéncias de que
concentragfes aumentadas ndo sdo uma consequéncia da obesidade e que a
producdo do OPN é independente de TNF e CXCLO9.

Palavras-chave: psoriase, gravidade, citocinas, biomarcadores, comorbidades,

obesidade.
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I. INTRODUCAO

“Psoriasis is a chronic, noncommunicable,
painful, disfiguring, and disabling disease for

which there is no cure”.

World Health Organization

O recente reconhecimento do impacto da psoriase sobre a saude e qualidade
de vida, equiparavel ao de outras doencas graves, como cancer e insuficiéncia
cardiaca (Rapp e cols., 1999), realca a necessidade de estudos sobre marcadores
associados a psoriase e suas comorbidades e sobre o tratamento precoce da

psoriase como forma de reduzir a prevaléncia destas.

A obesidade e obesidade centripeta estdo entre as mais frequentes
comorbidades associadas a psoriase. Nas populacdes ocidentais a prevaléncia de
obesidade cresce em grande velocidade, por conta da modificagdo de fatores

ambientais, tornando-se uma verdadeira epidemia (Figura 1) (WHO, 2000).

A associacao entre psoriase e obesidade, ambas responsaveis isoladamente
por estado crbnico inflamatério leve, torna ainda mais complexas as vias
inflamatodrias, apesar de ndo parecer haver relagdo de causa e consequéncia
(Duarte e cols., 2010). A psoriase e a obesidade interagem de forma bastante
intricada, de maneira que compartilham muitos marcadores inflamatérios e o real
papel destes na patogénese, gravidade e resposta terapéutica da psoriase precisa

ser elucidado.




Figura I. Mapa da obesidade (IMC > 30) segundo

a Organizacao Mundial da Saude. (WHO, 2014) . 500
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Objetivando investigar se marcadores pro-inflamatérias em pacientes com
psoriase séo influenciados pela presenca de obesidade, nesse estudo seus niveis

séricos foram avaliados em pacientes com psoriase com e sem obesidade e em

controles obesos e ndo-obesos.
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Il. REVISAO DE LITERATURA

II.1. Aspectos clinicos, histoldégicos e imunologia da Psoriase vulgar

A psoriase é doenca inflamatoria crénica da pele, porém, ndo confinada a ela.
Caracteriza-se por lesdes erittmato-descamativas com padrdes e distribuicdo
corpoérea variaveis, com varios fenotipos distintos: formas vulgar, invertida, gutata,
eritrodérmica, palmo-plantar e pustulosa. As escamas psoriasicas sao secas e de
cor branca prateada, e apresentam-se em laminas superpostas, que ao serem
destacadas (curetagem metddica de Brocq), desfazem-se em fragmentos
estratificados comparados ao raspado de uma vela (sinal da vela). Essas escamas,
ao serem removidas, evidenciam pontos sangrantes (sinal do orvalho sangrante ou
sinal de Auspitz) (Takahashi, 2009; Sampaio SAP & Rivitti EA, 2007). A maioria dos
pacientes pode apresentar queixa de prurido ou queimacédo intensos. A face é
relativamente poupada nos adultos, embora possa ser acometida em formas

extensas, simulando dermatite seborréica (Kerkholf, 2003).

A forma vulgar corresponde a 80% ou mais dos casos (Menter e cols., 2008).
E caracterizada por péapulas e placas escamosas e infiltradas distribuidas
simetricamente, afetando preferencialmente couro cabeludo, joelhos, regido lombo-

sacra e cotovelos.

A psoriase pode apresentar comprometimento ungueal em 5 a 20% dos
individuos acometidos (Schon & Henning, 2005; Kormeili e cols., 2004). Podem

ocorrer lesdes da matriz ungueal (depressdes cupuliformes ou pittings ungueais,
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leuconiquia, fragmentagdo da lamina ungueal, pontos avermelhados na linula) ou
da lamina ungueal (onicdlise, descoloragdo em gota de “6leo”, hiperceratose e
hemorragia subungueal) (Reich, 2009). A lingua pode ser afetada como manchas

ou como “lingua geografica” (Takahashi, 2009).

A idade de inicio do quadro é bimodal. A psoriase tipo | ou de inicio precoce
apresenta tendéncia a disseminacdo, maior numero de recorréncias, maior
freqUéncia de historia familiar de psoriase e de associacdo com HLA-Cw6 e HLA-
DR7, quando comparada a psoriase tipo Il ou de inicio tardio (durante ou apos a

quinta década de vida) (Christophers, 2001).

Histopatologicamente a psoriase € caracterizada por acantose,
paraqueratose, hiperqueratose, alongamentos das cristas epidérmicas, perda da
camada granulosa, infiltrado misto dermo-epidérmico, dilatacdo vascular e
angiogénese. O agrupamento subcorneo de neutréfilos forma os microabscessos de
Munro, considerados caracteristica importante no diagndstico histopatoldgico
(Lowes e cols., 2007; Nickoloff & Nestle, 2004). Esse quadro histopatoldgico
classico é observado em apenas uma pequena percentagem das lesdes, que nas
formas iniciais podem revelar apenas infiltrado inflamat6rio confinado a derme

(Gilum & Golitz, 2004).

A patogénese da doenca ainda ndo é totalmente esclarecida. Fatores
geneéticos, ambientais e imunolédgicos sao implicados. Dentre os fatores ambientais,
estdo as infeccOes, drogas, trauma, etilismo e tabagismo (Sommer e cols., 2006;

Kremers e cols., 2007).

As evidéncias da participacdo imune na patogénese da psoriase s&o

fortemente sugeridas pelo desenvolvimento da doenca em receptores de transplante
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de medula 6ssea de doador com psoriase, bem como pela sua melhora em
portadores apOs ablagcédo seguida de transplante de medula éssea de doador sem
psoriase, e pelo sucesso nos tratamentos com inibidores de TNF-q, ciclosporina e

metotrexate (Schon e cols., 2005; Lowes e cols., 2007; Lowes e cols., 2008).

Tais observacfes contrariam 0 pensamento prevalente na década de setenta
de que a doenca teria como causa a hiperproliferacdo e alteracédo na diferenciacao

de queratinécitos (Lowes e cols., 2007).

A resposta imunolégica anormal é responséavel pelo dano tecidual que resulta
em disfuncdo dos queratindcitos. A migracdo de linfocitos T ativados € um dos

eventos iniciais na psoriase (Kormeili e cols., 2004).

A maioria dos linfécitos T na derme é do tipo CD4, enquanto na epiderme do
tipo CD8 citotoxicos. A ativacdo de linfécitos por células apresentadoras de
antigenos leva a producdo de uma cascata de citocinas e expressao de ligantes que
levam a fendmenos co-estimulatérios entre as duas células, como CD40 e CD40

ligante (Kormeili e cols., 2004).

Até a década passada, aceitava-se que a doenca decorria de desequilibrio
entre citocinas Thl e Th2 (Kormeili e cols., 2004). Porém, niveis elevados de IL-17
foram encontrados em portadores de diversas doencas autoimunes, como artrite
reumatoide e psoriase. Células Thl7 também estimulam a migracdo de outras
células Th (como Thl) ao tecido-alvo. Por conta desses aspectos, acredita-se que
células Thl7 séo potentes indutores de autoimunidade, ao promover inflamacao
tecidual e mobilizar outros compartimentos do sistema imune (Bettelli e cols.2008).
As células TH17 séo caracterizadas pela producéo de IL-17 (IL-17A), IL-17F, IL-21 e

IL-22. A IL-17A é a citocina produzida em maior quantidade. E o protétipo da familia
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das seis citocinas IL-17 (IL17- A, B, C, D, E e F). IL-22 e IL-21 s&o citocinas
produzidas preferencialmente, mas ndo exclusivamente, por células Th17 (Blauvelt,

2008).

Nas lesdes psoriaticas, células dendriticas e queratinécitos também
produzem IL-17, e a0 mesmo tempo estimulam a sua producao por células Th1l7. A
IL-22, no entanto, ao invés da IL-17, é a citocina mais especifica secretada por
células Th1l7. Tem potente acdo estimulatoria da proliferacdo queratinocitica, sendo
considerado mediador chave na patogénese da psoriase entre as citocinas Th17

(Blauvelt, 2008). (Figura II)

Adaptive immunity
Innate immunity i Innate immunity
& Antimicrobial peptides
Thi cell Interleukin-18
‘ Keratinocyte Interleukin-12 TNF.o  Interleukin-6
Interleukin-13 Interferon.y  TINF-c
Interleukin-6 $100
TNF-a TNF< oXCLs
s Interferon-y XCL9
. XCL10
killer T cell w e /w 3 oxcuil
7 : €CL20
lnterferon« 4 Ko ratirocHt
ratinocyte
{ dendrmc cell
’ / Interleukin-23 Interleukin-17A
Interleukin-17F
TNF-a & Interleukin-22
Plasmacytoid ‘
dendritic cell , ‘
Macrophage Th17 cell

Figura II: Células chave na psoriase e seus mediadores. Diversas células séo

responsaveis pelas respostas imunes

inata e adaptativa, de padrao

predominantemente Th1/Thl7 e seus mediadores pelo sistema de retro-
alimentacdo, através da producdo de quimiocinas e citocinas. (Adaptado de:

Nestle e cols., N Eng J Med, 2009).
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Atualmente, as interleucinas 20 e 22 s&o propostas como principais
mediadores na diferenciacdo de queratindcitos. A IL-22 é produzida por células Thl
e Thl7, principalmente, e intermedia a inducdo de acantose e de inflamagdo
dérmica induzidas por IL-23. Assim, a IL-22 faria a conexao entre sistema imune e

gueratinécitos (Zheng e cols., 2007). (Figura 1l1).

Fatores g
predisponentes Iniciacdo da doenca Manutencao da doenca

Ambiente
Estresse
Micro-organismos
Trauma

Genotipo
PSORS1
Interleucina-23R
Interleucina-12B

~T L

l Complexos DNA I
e RNA-LL-37
[ a . Ativacio T 1/
Células dendriticas s © = Células dendriticas ccL1o
plasmocitoides  [TN-G / dérmicas L

~ Quimiocinas La

Macréfago

A I T KGF-1/2
o f gin P ( \ i
. &1:,‘ ( “ =_CCR4 EGF

Apresentacao de autoantigenos putativos

Células efetoras - C:Iég?_noe - = S

: ircul i proteoglicanos © . <o
Linfohoge para o tecido da pele <o i
Figura lll: Fatores envolvidos na patogénese da psoriase. Imunidade inata e

adquirida, fatores genéticos e ambientais mostram interdependéncia. Enquanto
guimiocinas produzidas por queratinécitos estimulam a imunidade inata e adquirida,
células imunes induzem inflamacédo e proliferagdo queratinocitica. (Adaptado de:
Nestle e cols., N Eng J Med, 2009,).

Adicionalmente ao papel das citocinas, diversas quimiocinas demonstram

importancia na patogénese da psoriase.
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As quimiocinas sao peptideos de baixo peso molecular (8-14kd) que
colaboram na organizacdo da imunidade inata e adaptativa. ApOs a interacdo de
quimiocinas com seus receptores, leucocitos aderem ao endotélio e iniciam a
migracao transendotelial. J& nos espacos perivasculares, os leucocitos sédo dirigidos
por um gradiente de citocinas a regido sub ou intraepidérmica. De acordo com o
arranjo amino terminal dos residuos de cisteinas, as quimiocinas séo classificadas
em 4 subclasses: CXC (CXCLs - ligantes), CC (CCL), C (XCL) e CX3C (CX3CL).
Os receptores de quimiocinas promovem a sobrevivéncia das células, induzem
expressdo de genes e, principalmente, permitem migracdo celular direcionada.
Diversas evidéncias demonstram papel imunomodulador dos mesmos (Ekman e

cols., 2013).

Mais de 45 quimiocinas sdo conhecidas e quase 20 delas sdo associadas de
alguma forma com o processo inflamatério encontrado na psoriase. Uma das
primeiras quimiocinas identificada em escamas de psoriase foi a IL-8 (CXCL8), um
potente quimiotatico de neutréfilos. O papel patogénico dos neutréfilos na psoriase
ainda € pouco claro, e apesar de alguns estudos mostrarem correlacdo entre seu
quantitativo e o indice de &area e gravidade da psoriase (PASI), o bloqueio desta

guimiocina mostrou respostas discretas (Choe e cols., 2012; Coimbra e cols., 2014).

CCL5 e CCL2 sao mais frequentemente detectadas em queratindcitos de
pacientes com psoriase do que controles com dermatite atopica (Giustizieri e cols.,
2001). Em um estudo realizado em 22 criangcas com psoriase e 22 controles de
mesma idade, niveis séricos de quimiocinas foram comparados entre os dois grupos
antes e apoés tratamento com coaltar e ultravioleta (método de Goeckerman),
mostrando que as concentracdes de CCL2 e CXCL1 foram maiores em pacientes

do que em controles e que as concentracdoes de CCL5 reduziram com o tratamento
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da psoriase (Pohl e cols., 2009).

A expressao de CCL5 (RANTES - regulated on activation, normal T cell
expressed and secreted) € induzida significativamente por IFN-y e TNF-a em
combinacdo. O aumento destas citocinas na psoriase promove maior producao de
CCL5 por queratinécitos, sendo observado apenas nas placas psoriaticas, mas néao
na pele perilesional e pode ser controlado in vitro utilizando-se analogo de vitamina
D (tocacitol), capaz de inibir a producdo de CCL5 em cultura de queratindcitos. Além
da importancia na imunopatogénese, esta quimiocina explica parcialmente a acao
desta classe de medicamento. (Fukuoka, 1998). Outro estudo utilizou a inibicao
seletiva de células CCR5+, ndo demonstrando efeito clinico significante quando
comparado ao placebo, sugerindo ndo ser um receptor central na patogénese da
doenca. (de Groot e cols., 2007). Interessante ressaltar que tal quimiocina é fator
supressor do virus HIV, expresso por células TCD8+. Em pacientes HIV+ a piora ou
desencadeamento da psoriase pode decorrer da deplecdo de LTCD4+ com funcbes
regulatorias e da producdo exacerbada de TNF em fases avancadas da doenca.
Células TCD8+ poderiam também estar envolvidas com a producdo de citocinas
TH17, a despeito de perfil TH2 predominante nas fases avancadas da infeccao.

(Parker, 2014).

Johnston e cols. (2008) compararam 30 pacientes com psoriase com e sem
obesidade, na auséncia de terapia sistémica, com grupo de pacientes sem psoriase,
avaliando niveis de IL-1pB, IL-6, IL-10, IL-12p70, CCL2, CXCL8 e CXCL9. Os niveis
pré-tratamento destas moléculas foram maiores do que no grupo controle. Porém,
pacientes tratados com UVB-NB (Ultravioleta B narrowband) apresentaram reducao

dos niveis de CXCL8 apenas, apoés tratamento (Johnston e cols., 2008).



22

Finalmente, apesar de cada vez mais aceita a concep¢do da psoriase como
doenca autoimune (Davidson & Diamond, 2001; Kim & Krueger, 2015), ha ainda
grande lacuna de conhecimento a respeito de auto-antigenos, ou antigenos
exdgenos responsaveis pela ativacdo e diferenciacdo de células T na pele. Alguns
estudos propdem antigenos estreptocdocicos. Semelhancas estruturais da proteina
M estreptocécica com queratinas tipo | justificam hipoteses de funcionamento destas
como autoantigeno, principalmente a queratina 17 (K17) (Lowes e cols., 2007,
Sabat e cols., 2007). Essa queratina é expressa nas articulacées e na pele, mas nao
€ encontrada em outros 6rgaos ndo afetados pela psoriase, e pouca expressa nas
mucosas, menos freqientemente acometidas pela doenca. Sob condi¢cdes normais
ndo costuma ser expressa, exceto no leito ungueal, nas glandulas sebaceas,
sudoriparas e nos foliculos pilosos. Por conta do acometimento frequentemente
inaugurativo da psoriase no couro cabeludo, especula-se que a expressao de K17
seja causa, e ndo consequéncia, da ativacdo de linfécitos T, uma vez que neste &
fisiologicamente presente (Sabat e cols., 2007). Estudos mostram ter capacidade de
induzir produgéo de citocinas pro-inflamatoérias, como também ser estimulada sua
expressao em queratingcitos por IL-17 e IL-22 (Jin & Wang, 2014). Além da K17
outros antigenos, como Pso p27, proteina homodloga a sequéncia de aminoacidos
do core do antigeno do carcinoma espinocelular (SCCA 1 e 2), estdo sendo também
investigados como possiveis agentes na patogénese da psoriase. (lversen e cols.,

2011).

II.2. Comorbidades associadas a psoriase

Desde 1818, quando Alibert notou a associacdo de psoriase com

comprometimento articular (artrite psoriasica - AP), varias outras comorbidades vem
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sendo descritas. Dentre elas, a doenca inflamatéria intestinal (DIl), obesidade,
diabetes mellitus (DM), doencas cardiovasculares, uveite e depressado (Henseler &
Christophers, 1995; Christophers 2007). Outras comorbidades séo de descricao
mais recente, como doencga celiaca e disfuncéo erétil (DE) (Birkenfeld e cols., 2009;

Gisondi e cols., 2010; Goulding e cols., 2011). (Tabela I)

Tabela I. Comorbidades associadas a psoriase.

Classicas Artrite psoriasica (AP)

Doenca inflamatdria intestinal crénica (DIIC)

Disturbios psicologicos e psiquiatricos (DPP)

Uveite

Emergentes Sindrome metabdlica (SM) e/ou um dos seus
componentes (obesidade, por exemplo)

Doencas cardiovasculares

Doenca gordurosa do figado ndo alcodlica (NAFLD)

Aterosclerose

Relacionadas ao estilo de | Tabagismo

vida Alcoolismo

Ansiedade

Relacionadas ao tratamento | Dislipidemias (Acitretina)

Nefrotoxicidade (Ciclosporina)

Hipertenséo (Ciclosporina)

Hepatoxicidade (Metotrexato, leflunomida e acitretina)

Cancer de pele (PUVA)

Fonte: Oliveira e cols. An Bras Dermatol. 2015

As manifestacBes clinicas das comorbidades geralmente aparecem anos
apos o inicio da psoriase e apresentam uma frequéncia maior nos casos de quadros
graves da dermatose (Naldi e cols., 2010; Kimball e cols., 2008; Chang e caols.,
2009).

Os portadores de psoriase apresentam maior frequéncia de tabagismo e
etilismo, o que também contribui para uma elevacdo do risco de doenca
cardiovascular (Higgins e cols., 2000; Poikolainen e cols., 1990; Poikolainen e cols.,

1999; Naldi e cols., 2005).
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O risco de desencadeamento da psoriase € 70% maior em tabagistas quando
comparados a nao fumantes (Wolk e cols., 2009). Por sua vez, o etilismo é
relacionado a maior risco de esteatose alcodlica (Gisondi e cols., 2009), cirrose
(Mrowietz e cols., 2006) e menor resposta aos tratamentos para psoriase (Gupta e
cols., 1993).

No Brasil, poucos estudos avaliaram aspectos comérbidos em pacientes com
psoridse. Estudo brasileiro, de caso-controle com 689 individuos, sendo 348
portadores de psoriase e 341 no grupo controle, identificou no grupo com psoriase
maior frequéncia de hipertensédo (HAS), dislipidemia, tabagismo atual ou passado,
ingesta etilica, sobrepeso, obesidade, sindrome metabdlica (SM) e depressao.
(Menegon e cols., 2011). Estudo realizado em Salvador (Bahia) mostrou que a
presenca e numero maior de comorbidades sdo associados com maior média de
idade, maiores médias de indice de massa corporal (IMC), indice cintura-quadril
(ICQ) e circunferéncia abdominal (CA) e maior tempo de psoriase (Duarte e cols.,
no prelo). O desenvolvimento de comorbidades em doencas inflamatérias cronicas,
como artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico depende da duracdo da

doenca. (Cristophers, 2006; Gottlieb & Dann, 2009).

Porém, a despeito de serem conhecidas ha décadas, a maioria das
comorbidades em portadores de psoriase é subdiagnosticada, com prevaléncias
abaixo das descritas em popula¢ges de portadores de psoriase em outros paises e
mesmo inferiores as encontradas em populacdes brasileiras sem psoriase. (Duarte
e cols., no prelo). Nos Estados Unidos, mais de 50% dos clinicos desconhecem a
recomendacdo de pesquisa sistemética de fatores de risco cardiovascular em

pacientes com psoriase. (Parsi e cols., 2011).
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O mecanismo fisiopatogénico comum entre as diversas comorbidades e a
psoriase consiste no estado pro-inflamatorio produzido por ativagdo continua e leve
do sistema imune inato e adquirido e por desbalanco entre adipocinas pro- e anti-
inflamatorias (Lowes e cols., 2007; Davidovici e cols., 2010; Duarte e cols., 2011). O
processo inflamatério responséavel pelo desenvolvimento das lesdes cutaneas na
psoriase € possivelmente também implicado no desenvolvimento da SM ou dos

seus componentes (Shapiro e cols., 2012).

Outros processos inflamatérios, como dermatites (atopica, desidrética e de
contato), foram comparados a psoriase, por Shapiro e cols. (2012), porém, de forma
intrigante, ndo sdo capazes de alterar o status metabdlico de seus portadores.
Dermatite atépica (DA) e psoriase, em comum, apresentam padrdo de citocinas
Thl, porém o padrdo Th2 é predominante nas fases iniciais da DA. Ambas as
dermatoses apresentam ativacdo inicial de células T, através de células
apresentadoras de antigeno, sua migracdo e funcao efetora na pele, com secrecdo
de citocinas e magnificacdo da cascata imune. Uma possivel explicacdo € o
ambiente de citocinas especifico encontrado nestas dermatoses, prevalecendo um
perfil Th2 na DA e um perfil Th1/Th17 na psoriase. Na DA, ha aumento da
expressdo predominantemente do grupo de quimiocinas CC, que séo envolvidas na
atracdo de eosinofilos e células Th2. Na psoriase, em contraste, ha primariamente
expressdo de quimicinas CXC, associadas a células Thl e neutréfilos. Na psoriase
as lesbes apresentam aumento da expressdao de CCL4, CXCL8, CXCL2, CCL2 e
CXCL10, bem como os niveis séricos de CXCL10 sdo maiores em pacientes com

psoriase do que em controles sem psoriase ou com DA (Shapiro e cols., 2012).
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[1.2.1. Obesidade

Segundo a OMS a obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de
gordura corporal no individuo, cujo pardmetro mais comumente utilizado para o
diagnéstico em adultos é o indice de massa corporal (IMC) > 30kg/m?. A obesidade
€ um fator derisco que compde a SM (WHO, 2000).

.Estudo desenvolvido no servico de Dermatologia da Universidade Federal da
Bahia demonstrou prevaléncias elevadas de excesso de peso em pacientes
acompanhados no servi¢o. Além disso, foi avaliada a associacdo entre obesidade e
psoriase. Neste estudo, observou-se correlacéo entre os valores de indice de area e
gravidade da psoriase (PASI) e as medidas de IMC (R=0.0154, p=0.01),
circunferéncia abdominal (R=0.207, p=0.001), e indice cintura quadril (R=0.164,
p=0.007), bem como com as formas graves de psoriase, artrite psoriatica (AP) e
envolvimento facial em paciente com excesso de peso (Duarte e cols., 2013).

O estudo Nurses Health 1l, coorte com dados de 78.626 enfermeirdas
acompanhadas durante 14 anos, aponta como fatores de risco importantes para o
desenvolvimento da psoriase a obesidade e o ganho ponderal. A andlise
multivariada mostrou que o risco relativo seria maior naguelas mulheres com IMC
mais elevados (Setty e cols., 2007).

Alguns estudos indicam que a perda de peso pode melhorar ou levar a remisséo
da psoriase. No entanto, pode nao ser suficiente para controlar a doenca per se
(Ettinger e cols., 2006; Farias e cols., 2012; Giglio e cols., 2012). Farias e cols.
(2012) descreveram a maior série de casos de pacientes com psoriase submetidos
a cirurgia bariatrica (n=10). Nesta série, a média de IMC era de 38,8 + 5,2 kg/m?.

Utilizando o indice de qualidade de vida em dermatologia (DLQI) como ferramenta
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de avaliacdo de gravidade, observou-se que sua média caiu de 14,9 +6,8 pontos

para 5 £ 6,3 pontos no seguimento (p=0,0045).

A obesidade e a producédo de moléculas pro-inflamatérias associam-se com
as formas clinicas e a gravidade da psoriase (Johston e cols., 2008; Cerman e cols.,
2008). Ainda que haja especulacdes sobre o real envolvimento da obesidade na
fisiopatogenia da psoriase, ha demonstracdo de que adipocinas, como a leptina,
resistina, adiponectina, entre outras, estéo ligadas aos mecanismos patogénicos da

psoriase.

I1.2.2. Sindrome Metabdlica e doenca cardiovascular

A SM engloba um grupo de fatores de risco, incluindo obesidade central,
dislipidemia, HAS e resisténcia insulinica. Um estudo de base populacional
realizado no Reino Unido confirmou a associacao entre psoriase e SM, sendo que,
guanto maior a gravidade da psoriase, mais forte se mostra essa associacao.
(Langan e cols., 2012). Além disso, associacdes com obesidade, hipertrigliceridemia
e hiperglicemia aumentam também com a gravidade da psoriase independente dos
outros componentes da SM. A presenca de SM é um preditor forte para o
desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV). Os pacientes com psoriase
grave tem maior risco de mortalidade cardiovascular independente dos fatores de
risco tradicionalmente considerados (Mentha e cols., 2010).

Niveis do inibidor 1 do ativador do plasminogénio (PAI-1), proteina anti-
fibrinolitica produzida no figado e gordura visceral, estdo relacionados com DCV.
(Davidovici e cols., 2010). Assim esses achados sugerem que a obesidade poderia

potencializar as vias inflamatérias mediadas por TNFa e IL-6 vistas na psoriase,
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levando adicionalmente a diminui¢cdo da regulacao glicémica, dislipidemia, disfuncao
endotelial e HAS com consequente aumento do risco cardiovascular pela inflamacéo
psoriasica. Os pacientes com duragdo de psoriase maior que oito anos apresentam
prevaléncia maior de doenca coronariana (Armstrong e cols., 2012).

As patogenias da psoriase, SM e ateromatose carotidea apresentam pontos
comuns, ao compartilhar ativagdo de células Th1l. O TNF inibe a tirosinoquinase do
receptor de insulina e favorece a liberacao de &cidos graxos livres, promovendo
resisténcia a insulina. O aumento de fator de crescimento semelhante a insulina tipo
2 (IGF2) também é responsavel por proliferacdo epidérmica, aterosclerose,
dislipidemia e DM em pacientes com psoriase (Zeyda e cols. 2011). Genes
relacionados a vias inflamatérias (TNFAIP3 - tumour necrosis factor inducible protein
- e sua proteina de interacdo TNFAIP3-interacting protein - TNIP1l) e a
concentracBes de colesterol (APOE4) foram recentemente associados a psoriase,
adicionando novas evidéncias aos mecanismos compartilhados por doencas
cardiovasculares e pela psoriase (Zhang e cols., 201; Chandram, 2013).

Outros estudos mostram que a ativagao persistente do sistema imune inato é
uma caracteristica da resisténcia insulinica e do DM. Estudo realizado em individuos
saudaveis de 18-40 anos com IMC de 18-30 kg/m?, avaliando niveis de adipocinas
apos estimulacdo com endotoxina (LPS), sugere que um aumento coordenado de
resistina e leptina associado a atenuacéo da sinalizacéo por adiponectina durante a
ativacdo do sistema imune inato poderia contribuir de fato para desenvolvimento de
estado pro-aterogénico, com resisténcia insulinica e dislipidemia (Anderson e cols.,

2007).

A psoriase é também fator de risco para DCV em mulheres com doenca de

longa duracdo e com artrite concomitante (Li e cols., 2012). A ligacdo entre a
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psoriase e as suas comorbidades é o estado de inflamacé&o crénica, comum a estas
patologias. Mesmo ap0s 0 ajuste para fatores de risco de doenca cardiaca, tais
como tabagismo, DM, obesidade, HAS e hiperlipidemia, a probabilidade de infarto
agudo do miocardio € maior nos pacientes com psoriase do que na populacao geral,
com o risco relativo sendo especialmente mais elevado em pacientes mais jovens e
com psoriase mais grave (Gelfand e cols., 2007).

Outro aspecto ainda controverso € se todas as formas de psoriase representam
um fator de risco independente para doenca cardiovascular. Alguns estudos
sugerem que apenas formas graves (Coimbra e cols., 2010; Kimball e cols., 2012;
Brauchili e cols., 2008; Rocha-Pereira e cols., 2001) apresentariam tal risco; estudo
em populagéo brasileira utilizarando escore de Framinghan para identificacdo de
outros fatores de risco em pacientes com psoriase, ndo foi capaz de encontrar
diferencas significativas entre formas leves-moderadas e formas graves (PASI < 10
em 71% dos pacientes com risco cardiovascular moderado a alto), possivelmente

devido a alta prevaléncia destes fatores em ambos os grupos (Rosa e cols., 2012).

II.3. Importancia e histérico dos biomarcadores

Biomarcadores sdo variaveis relativas a uma doenca, capazes de prover
informagbes a respeito de seus processos subjacentes e/ou mecanismos
fisiopatolégicos. Podem ser de ordem genética, celular, imagem ou fisioldgica-
laboratorial (Ritchlin e cols., 2010). Marcadores biologicos incluem marcadores de
resposta a medicacgdes, de diagndstico, prognostico, fisiopatologia, inflamacéo, grau

de atividade da doenca e dano da doenca nao relacionado ao uso de medicagcdes
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(de Vlam e cols., 2008). Devido ao seu amplo espectro de utilizacdo na pratica
clinica, o uso de biomarcadores constitui uma importante ferramenta de diagndstico
e manejo terapéutico de pacientes, principalmente em se tratando de doencas de
provavel etiologia autoimune. Novos biomarcadores tém sido descobertos, no

entanto 0 seu uso nao é tao recente.

A utilizacdo de niveis séricos de proteina C-reativa (PCR) e velocidade de
hemossedimentacdo (VHS) como marcadores de atividade, gravidade e progressao
da artrite reumatoide (AR) foram descritos desde 1977 (Amos e cols., 1977). Ambos
marcadores sao ainda os mais bem caracterizados preditores de risco de rapida
progressdo da AR e funcionam ainda como marcadores de atividade das citocinas
e de risco de progressao radiologica da AR (Kersdal e cols., 2011). Posteriormente,
com melhor entendimento dos diferentes tipos celulares envolvidos na patogénese e
na progressao da AR, novos marcadores - de atividade destas células — foram
correlacionados a atividade e a progresséo radioldgica da doenca. A reducdo dos
niveis séricos de sulfato de queratan e o aumento dos niveis de &cido hialurénico
(AH) em pacientes com AR sdo associados a aumento da VHS e de erosfes
articulares (Poole e cols., 1990). Diversos estudos mostraram o papel das citocinas
como IL-1, TNFa, IL-6, IL-17, que estimulando a atividade do condroblasto e a
expressdo de metaloproteinases, contribuem para degradacédo e destruicdo das

cartilagens (Manicourt e cols., 1993; Kersdal e cols., 2011).

Na psoriase, porém, somente em 1989, TNFa e IL-6 foram identificados como
biomarcadores de atividade local da psoriase, correlacionados com a eficacia de
terapia topica (Oxholm e cols., 1989). O quadro | resume informagdes referentes
aos biomarcadores laboratoriais atualmente em investigacdo na area da psoriase e

sera detalhado nos proximos capitulos.
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Quadro I. Vantagens e desvantagens dos atuais biomarcadores de psoriase

Obesidade Preditor de Reducao
resposta apoés
terapéutica  tratamento |
VHS Nao Sim Nao Sim Sim Kanelleas, 2011
Elkayam, 2009
PCR Ndo Sim Sim Sim Sim Ritchlin, 2010
Strober, 2008
hs-PCR Sim  Sim N&o Sim Sim Boencke, 2011
Kanelleas, 2011
Chandran, 2013
Leptina Sim  Nao Sim N&o N&o Chen, 2008
Cerman, 2008
Adiponectina Nao Nao Sim Sim N&ao Boencke, 2011
Resistina Sim  Nao Sim Nao Sim Boencke,2011
Johsnton, 2008
Vaspina Ndo Néo N&o N&o N&o Saalbach, 2012
Osteopontina * N&ao Sim N&o Sim Buback, 2009
Buommino, 2012
Kadry, 2011
Kadry, 2013
Chen, 2008
LDLox Ndo Sim N&o N&o Nao Tekin, 2007
Profumo, 2012
VEGF Sim  Nao Sim N&o Sim Boencke, 2011
Azfar, 2008
Takahashi, 2008
Flisiak 2011
Akman, 2008
CCL2/3/5/8, Nao Nao Nao Nao Sim Pohl, 2009
CXCL1/8 Fitzgerald, 2012
Johnston, 2008
CXCL9 Sim  Nao Sim N&o Sim Stoof, 2001
IL-6 Sim  Sim Sim Sim Sim Elkayam, 2000
Oxholm, 1989
Gerdes, 2011
Fiztgerald, 2012
Takahshi, 2008
IL-18/ TGFB1 Sim  Né&o Nao Nao Sim Flisiak, 2006
Flisiak 2008
IL-12/23 Sim  Sim Nao Nao Sim Szodoray, 2007
Coimbra, 2010
Takahashi, 2008
P-selectina Sim  Né&o Nao Sim Sim Garbaraviciene,
2010
Sim- Associacédo existente ou descrita na literature; Ndo — associacdo néo existente
ou ndo descrita. * Associacdo controversa. VHS — velocidade de

hemossedimentacdo; PCR — proteina C reativa; hs-PCR — proteina C reativa de alta
sensibilidade. Fonte: proprio autor.
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Il.4. Biomarcadores de gravidade da psoriase

O PASI, apesar da avaliacdo clinica mais comum, possui limitacdes
associadas a subjetividade de mensuracdo de parametros de area, infiltracdo,
eritema e descamacdo, além de néo se correlacionar perfeitamente com medidas de
gualidade de vida e ndo se adequar na avaliacdo de formas palmo-plantares,
ungueais e pustulosas. O PASI também requer capacitacdo especifica para a
consideracdo real de é&reas afetadas sem inclusdo de areas de pele sa
entremeadas. Assim, ndo ha consenso absoluto de como se medir a gravidade da
psoriase em um dado paciente. A busca por biomarcadores associados a gravidade
da psoriase pode ser util como parametro complementar ao PASI ou quando este
nao for aplicavel. Além disso, marcadores capazes de identificar pacientes com
suscetibilidade de desenvolver psoriase grave ou artrite psoriatica poderiam auxiliar

no uso precoce de formas terapéuticas mais efetivas.

Um estudo evidenciou aumento sérico de leptina em pacientes do sexo
feminino, associado a SM, HAS, obesidade e psoriase. Em analise independente, o
nivel sérico elevado de leptina também se correlacionou com maior gravidade da
psoriase (Chen e cols., 2008). Foi também demonstrado que niveis séricos de
leptina, expressao de leptina no tecido e expressao do receptor de leptina foram
significativamente mais elevados em pacientes com psoriase grave quando
comparados a pacientes com psoriase leve-moderada e controles (Cerman e cols.,
2008). No entanto, pacientes de peso normal apresentaram niveis de leptina
diretamente relacionados ao IMC, porém sem correlacdo com o PASI (Hercogova e

cols., 2010; Bardazzi e cols., 2010). Outros estudos sdo necessarios para avaliar se
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pacientes com psoriase e excesso de peso possuem de fato niveis de leptina
maiores que os de pacientes com excesso de peso sem psoriase. Ademais, até
mesmo a relacdo entre PASI e IMC é controversa, pois em populacdo chinesa “Han”
nao foi encontrada nenhuma relacao entre tais escores (Xue e cols., 2013), tal como
fora observado em estudo em populagédo caucasiana (Johnston e cols., 2008). Tal
controvérsia soma novos questionamentos quanto a correlagcdo independente entre

leptina e PASI.

A resistina € outra adipocina que se correlaciona com a gravidade da
psoriase. E elevada em formas graves de psoriase e esta relacionada ao aumento
de outras citocinas pro-inflamatoérias (Johnston e cols., 2008). Niveis de leptina e
resistina reduziram-se significativamente apdés 8 semanas em pacientes tratados
com anti-TNFa (Shibata e cols., 2009). Posteriormente Takahashi e cols. (2013)
demonstraram que tal efeito ndo € especifico desta classe terapéutica, ocorrendo
também apds 24 semanas de tratamento com ustekinumab (anti p40) e UVB-NB,
sem diferencas de niveis de reducdo quando comparados ao tratamento com anti-
TNFa. Ambos os autores identificaram também elevacdo de adiponectina apos 8 e
24 semanas de tratamento, respectivamente (Shibata e cols., 2009; Takahashi e

cols., 2013).

A osteopontina (OPN) € uma glicoproteina produzida por células do sistema
imune, ceélulas tumorais, queratindcitos, osteoblastos, entre outras, capaz de
interagir com diferentes receptores, potencializando respostas imunes de padréo
Thl e inibindo respostas Th2 (Zeyda e cols., 2011). Sua sintese € estimulada por
hipoxia, hipoglicemia, hipofosfatemia/hipocalcemia (via producgéo renal tubular
proximal de 1,25-20H-vitamina D - calcitriol), citocinas pro-inflamatorias e

paratorménio (PTH). Por tais estimulos, a osteopontina possui importante funcédo na
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biomineralizacdo e remodelamento 0sseo. Interage com receptores expressos
ubiguamente, incluindo integrinas e CD44. Integrinas e CD44 possuem, em comum,
interagbes com a matriz extracelular, as primeiras como importante ponte ao

colageno e o segundo ao acido hialurénico (Kadry e cols., 2011; Chen e cols.,2008).

OPN é expressa de duas formas: secretada (SOPN) e intracelular (iOPN). A
primeira possui funcdes na adesédo, migracao celular, secrecéo de citocinas Thl e
antiapoptose. A segunda regula a migracdo macrofagica e secrecdo de interferon-
alfa (IFN-a) em células dendriticas plasmocitoides. Ambas participam da regulacéo
de linhagens Thl7, sendo associadas a desordens autoimunes, como IUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatdide e esclerose multipla. Concentracdes
elevadas sao identificadas em portadores de psoriase e também em individuos
obesos sem psoriase (Buback e cols., 2009; Komorowski e cols., 2011). Estudos a
respeito da correlacdo entre gravidade da psoriase e OPN sdo controversos

(Quadro 11).
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Quadro Il. Estudos comparando presenca de OPN no plasma e tecido de pacientes
com psoriase e controles.

Referéncia Casos Controles Métodos Cormelagio Achados principais
PV PASI x OPN

Chen, n=40. n=37 ELISA Sem Mdo associada com

2008 OPN: OPM:50,59. comelacio se¥n, gravidade,

64 35 prezenca de AP,
dizslipidemia, idade de
inicio ou duracdo da
doenca.

Buommino, n=30 n=11 RT-FCR Sem Sem correlacdo com AP,
2009 comelacio Miveis de OPN no
plasma — ndo descritos.
E rturkler, n=63 n=50 + 60 ELISA Sem Sem correlacédo entre
2011 OPN: 18,82 casosde comelacio. OPN e idade ou
* 5,26 doenca de presenca de
Behcat. comaorbidad es.
OPN: 14,93
+ 408
Kadry, n=20 n=10 ELISA - Mo Correlacdo negativa
2011 OPM: 75,03 OQOPN: plasmae realizada entre OPN e selénio em
+ 20 5. 33,02 zobrena- pacientes com PV,
14 .08 dante de
tecido.
Abdou, n=36. n=10 IHQ de Correlagio Localizacdo nuclear da
2012 amaostra de  positiva entre OPN pode ter papel mais
pele. OPH e PASI.  =ignificativo na
patogénese da PV
Buommino, n=12 n=15 ELISA - Mio Adicdo i vitro de THF
2012 OPM: 70,9 OQPN: plasma. realizada. ou anti-THF as PBMC:
+ 31,03 1242189, RT-PCR - up e down-reguistion da
(PBMC)e exprezsdo do gene da
pele. OPM, respedivamente.
Amin, 2012 n=14. n=10 IHQ da Mio Diferencas de expressdo
lesdn, peri- realizada de OPN entre pele
lesional e lezional x peri-lezional,
pele ndo-lesional x contmle e
normal. lesional x controle.
Kadry, n=35 n=35 ELISA - R=0 82 Elevacdo associada a
2013 OPN: OPN: plasma. p= 0,001 dia betes, resisténcia
S04x212 34 T0zx13 insulinica e SM.
E Ei=hi, n=36 n=20 Dosagens R=0 8 pré e Ciclosporina: maior
2013 OPN: 172 OPMN: 2z pré e pos- pos- reducio do PASI.
5.0 1,0 WMTX, PUVA fratamentos  PUWVA: maior reducdo de
g OPM & menor reducdo
ciclosporina do PASI.
Hay Rania, n=50 n=8&0 ELISA - Méo Miveis = 28 8 associados
2014 OPN: OPN: plasma. realizada a OR=123 para SM.
2872 % 10,54
9 36 342
Toosi, 2015 n=40 n=410 ELISA— Sem Auséncia de interacdo
plasma. comelacgio do IMC nos niveis de

OPN (regressdo logistica
multivariada)

PV — psoriase vulgar; PBMC — peripheral blood mononuclear cells (células mononucleares
do sangue periférico); AP — artrite psoriatica; IHQ — imuno-histoquimica. RT-PCR — reacao
da transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase. OR — odds ratio. IMC
— indice de massa corporea. MTX — metotrexato. Niveis expressos em ng/mL. Fonte:
proprio autor.
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Boehncke e cols. (2011) identificaram em 42 pacientes com psoriase vulgar,
avaliados antes e ap0s 12 e 24 semanas de tratamento sistémico, que PCR, VEGF,
resistina, adiponectina, teste de tolerancia a glicose foram significativamente
correlacionadas aos valores de PASI. Porém, a avaliacdo de resposta ao tratamento
identificou que mudancas nos valores de PASI eram correlacionadas apenas com
niveis de adipocinas, quando comparados pacientes que alcancaram PASI 50
versus PASI 75.

As concentracdes de anticorpos contra LDL oxidado foram correlacionadas com
a gravidade da psoriase e foi sugerida que a dislipidemia poderia participar na

ativacao do sistema imune como possivel antigeno na psoriase. (Opie, 2007).

A concentracdo plasmatica de IL-18 € significativamente elevada em pacientes
com psoriase, havendo correlagdo positiva entre IL-18 e PASI. O tratamento das
lesBes de pele também ocasionou a reducdo plasméatica da IL-18. Neste mesmo
estudo, os niveis de fator transformador de crescimento beta 1 plasmatico (TGF-1),
também foram mensurados, evidenciando correlacdo significativa entre PASI e
concentracdo plasmatica de TGF-B1. Estes achados sustentaram associagéo entre
concentracdo plasmatica de IL-18, TGF-B1 e gravidade da psoriase. (Flisiak e cols.,
2006). Posteriormente outros autores mostraram que niveis de IL-22 foram também

correlacionados positivamente com PASI. (Nakajima e cols., 2011).
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[I.5. Biomarcadores associados a psoriase e/ou obesidade

11.5.1. Adipocinas (leptina, adiponectina, visfatina, vaspina, quemerina)

A primeira adipocina descrita foi a lipoproteina lipase, na década de 80, e
a partir da descoberta da leptina, a mais conhecida integrante do grupo de
proteinas secretadas por adipécitos, mais de 50 outras moléculas foram
descobertas (Leite e cols., 2009). Seus mecanismos fisiopatoldégicos podem
fornecer uma ligacdo entre a obesidade, o estado inflamatério concomitante e
suas consequéncias em longo prazo (Gerdes e cols., 2011; Anderson e cols.,
2006). Estes produtos do tecido adiposo incluem mediadores inflamatorios, tais

como TNF-a e IL-6, adiponectina, leptina, visfatina (Gerdes e cols., 2011)

No caso da obesidade, uma desregulacdo de adipocinas contribui para
inflamacdo cronica e o desenvolvimento de SM e doencas cardiovasculares
(Anderson e cols., 2006; Gerdes e cols., 2011). Assim, as adipocinas podem
desempenhar um papel na patogénese da psoriase e de comorbidades

associadas (Gerdes e cols., 2011; Kaur e cols., 2011, Xue e cols., 2012).

Leptina

A leptina € capaz de estimular a proliferacdo queratinocitica, angiogénese e
aumentar expressdo de moléculas de adesdo (Hergogova e cols., 2010;
Bardazzi e cols., 2010; Cerman e cols., 2008). Tais achados tornam ainda mais
complexo o overlap entre imunorregulacdo e regulacdo do metabolismo. Foi
evidenciado o aumento sérico de leptina em pacientes do sexo feminino

associado a SM, HAS, obesidade e psoriase (Chen e cols., 2008). Niveis de
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leptina em pacientes com psoriase e excesso de peso (sobrepeso ou obesidade)
foram maiores do que os observados em pacientes com psoriase sem excesso
de peso, e tais niveis foram correlacionados ao IMC (r=0,5156) (Xue e cols.,
2013). A relacéo entre PASI e IMC foi encontrada especificamente na amostra
do sexo masculino. Cerman e cols. (2008) e Xue (2013) demonstraram maior
expressdo imunohistoquimica de leptina na pele de pacientes do que nao
portadores de psoriase. Cerman e cols. (2008), adicionalmente, identificaram
correlacdo positiva entre expressao de leptina e duracdo da psoriase (r=0,97).
Xue e cols. (2013), utilizando ensaio de contagem de células incubadas com
leptina, demonstraram que leptina aumentava a proliferacdo de queratindcitos de
forma dose-dependente e, além disso, promoveu aumento de citocinas proé-
inflamatérias (TNF, IL-6 e IL-8). Este estudo sugere que leptina pode participar
na homeostase cutanea, especialmente epidérmica, e que de fato niveis
elevados de leptina em pacientes obesos poderiam explicar a associacédo entre

obesidade e gravidade da psoriase.

Adiponectina

A adiponectina, produzida em niveis inversamente proporcionais ao IMC e a
razao cintura-quadril, exerce acdo contraria, promovendo sensibilizacdo a
insulina, redugéo da producéo de TNFa e da atividade fagocitica macrofagica. A
obesidade, principalmente visceral, promove estado de “hipoadiponectinemia”,
gue resultaria em maior risco cardiovascular (Sterry e cols., 2007). Estudos
sugerem uma relacéo inversa entre niveis circulantes de adiponectina e DM tipo
2 e risco de DCV (Anderson e cols., 2006; Gerdes e cols., 2011), sendo
atualmente a uUnica adipocina com efeito antidiabético, antiaterogénico e anti-

inflamatorio (Leite e cols., 2009). A leptina e a adiponectina parecem agir como
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antagonistas em suas fun¢gBes metabdlicas. (Gerdes e cols., 2011; Kaur e cols.,

2011).

Os estudos sobre niveis de adiponectina em psoriase sao conflitantes. Meta-
analise incluindo 12 estudos comparando niveis em pacientes com psoriase e
controles foi realizada em um total de 389 casos e 360 controles para
adiponectina total e 132 casos e 132 controles para adiponectina de alto peso
molecular (Zhu e cols., 2013). Esta é a forma ativa da adiponectina e é
considerada melhor marcador de disturbio metabdlico do que a adiponectina
total. O estudo mostrou que os niveis de adiponectina total e de alto peso
molecular ndo foram estatisticamente diferentes entre casos e controles.
Analises estratificadas por IMC, localizacdo do estudo (pacientes caucasianos
versus orientais), amostra (plasma versus soro), idade, entre outras variaveis,
também nao identificaram diferencas. Foi encontrada apenas uma diferenca
borderline no intervalo de confianga na comparacao entre pacientes <40 anos

versus > 40 anos (Zhu e cols., 2013). (Figura III)
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Figura IV. Resultado de metanalise de 12 estudos comparando niveis de
adiponectina em pacientes com psoriase x controles. Adaptado de: Zhu e cols., J
Dermatol, 2013.
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Em concluséo, os autores sugerem estudos com maior tamanho amostral
para esclarecer a real associacdo entre psoriase e a adiponectina. Apesar de
nao dispor de grupo controle sadio, Eder e cols. (2012) compararam pacientes
com psoriase (n=155) com pacientes com AP (n=203), quanto a prevaléncia de
SM e niveis de leptina e adiponectina. O estudo identificou maiores niveis de
adiponectina e leptina em pacientes do sexo feminino com AP do que em
pacientes com psoriase. Nao foi encontrada diferenca nos niveis de leptina em

homens (Eder e cols., 2012).

Visfatina/ vaspina

Visfatina e a vaspina estdo entre as mais recentemente adipocinas descritas.
Visfatina é uma adipocina pré-inflamatéria que foi identificada por estar
aumentada em doencgas inflamatérias crbnicas, tais como artrite reumatéide e
doenca inflamatéria intestinal (Gerdes e cols., 2011). Na psoriase, os dados in
vivo mostraram um aumento do perfil génico de expressao de visfatina (Gerdes e
cols., 2011). Em 2011, um estudo investigou os efeitos in vitro da visfatina em
queratindcitos humanos. A visfatina sozinha nédo foi capaz de produzir efeitos, no

entanto quando associada ao TNFa, aumentou expressdo de ligantes de

guimiocinas nos queratinécitos (Kanda e cols., 2011).

Dois estudos identificaram niveis séricos de visfatina mais elevados em
pacientes com psoriase do que em pacientes-controle (Ismail e cols., 2012,

Gerdes e cols., 2012).

A vaspina é uma adipocina produzida pelo tecido adiposo visceral. Foi

demonstrada associacdo entre o seus niveis séricos com obesidade e com
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resisténcia a insulina, bem como correlacdo positiva dos niveis séricos com IMC
em individuos saudaveis. Em contraste, no soro de pacientes com psoriase, as
concentracdes de vaspina foram totalmente independentes do IMC (Saalbach e
cols., 2012). Embora a psoriase esteja freqlientemente associada a obesidade e
a relacdo entre vaspina e obesidade ser confirmada por outros estudos, néo
foram detectados niveis elevados de vaspina na psoriase (Saalbach e cols.,
2012).

Quemerina

A quemerina é uma adipoquina recentemente descrita, com atividade pro-
inflamatéria sobre células dendriticas plasmocitéides, macrofagos e efeitos
quimiotéticos. Dependendo de como sofre protedlise, pode ter efeito anti-
inflamatdrio (Sell e cols., 2007; Broch e cols., 2010).

Recentemente, estudo mostrou que niveis séricos de IL-6, IL-21, IL-22,
leptina, quemerina e resistina foram significativamente maiores em portadores
(n=30) do que em néo portadores de psoriase (n=30). Foi identificada correlacdo
positiva entre resistina e TNFa e correlagdo negativa entre retinol binding protein
4 (RBP-4) e IL-6 em portadores de psoriase. Através de analise de regresséo
logistica multivariada foram identificadas correlacfes positivas entre IL-22 e
adiponectina e entre quemerina e resistina. A despeito dos interessantes
achados, ressalva-se que tal estudo incluiu pacientes em tratamentos sistémicos
e fototerapia (89,9% da amostra) e apresentou reduzido tamanho amostral
(Nakajima e cols., 2013).

A associacdo entre RBP-4 e obesidade tem sido conflitante em alguns
estudos, porém poderia fornecer link entre a captacéo de glicose por adipocitos e

resisténcia a insulina, além de possuir efeitos pro-inflamatorios. Estudos
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mostram down-regulation desta proteina por TNFa (Sell e cols., 2007; Broch e
cols., 2010).

Assim, as adipocinas explicam parte das conexdes entre doencas
cardiovasculares e psoriase e sdo potenciais marcadores de gravidade da
psoriase, risco de comorbidades e de sucesso terapéutico. (Ritchlin e cols.,
2010; Zeyda e cols., 2011, Bertola e cols., 2009).

Do ponto de vista pratico, em paciente obesos, considerando-se que a
inflamacao participa de circulo vicioso de causa e consequéncia do excesso de
tecido adiposo branco, o controle da inflamacéo pode ser benéfico na reducéo
da resisténcia insulinica (Leite e cols., 2009).

Experimentalmente, foi demonstrada melhora da sinaliza¢é@o insulinica e do
metabolismo glicidico através do uso de salicilatos (Yuan e cols., 2001; Hirosumi
e cols., 2002). Além disso, as tiazolidinedionas possuem efeitos pleiotrépicos na
sensibilizacdo insulinica, incluindo dentre eles a reducdo de mediadores

inflamatorios, como o TNFa (Leite e cols., 2009).

[1.5.2. Outras citocinas/quimiocinas associadas a psoriase/obesidade

Citocinas como IL-1, IL-6 e TNFa sao importantes na perda ponderal. O
TNFa, conhecido como caquexina, promove reducao do apetite e reducido de
peso, ao promover aumento do catabolismo protéico e reducdo da sintese de
insulin growth fator 4 (IGF-4), que possui efeito anabolizante. A elevagcao de
TNFa, observada na obesidade, € provavelmente decorrente de aumento da
produgéo por células adiposas. Ela contribui para o aumento da resisténcia a

insulina, desenvolvimento de DM e aterosclerose (Jullien, 2008; Hamminga e
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cols., 2006). Ao contrario, a perda de peso leva a diminuicdo de TNFa e IL-6,
com diminuicdo do estresse oxidativo, além de promover aumento da
sensibilidade a insulina (Hamminga e cols., 2006; Hergogova e cols., 2010;
Bardazzi e cols., 2010).

Citocinas Th17, além de papel central na patogénese da psoriase, poderiam
ser responsaveis por induzir processo inflamatério em outros 6rgdos. Pacientes
com doenca coronariana instavel, por exemplo, apresentam elevacédo dos niveis
séricos de IL17 (Hasmi & Zeng, 2006; Azfar & Gelfand, 2008).

A resposta inflamatoria crénica com producdo de citocinas Thl e Thl7 na
psoriase promove inflamacdo sistémica. O intricamento entre resposta
inflamatéria e metabdlica provavelmente se origina do fato de que fome e
infeccdes foram as duas principais forcas de evolugdo das espécies. O tecido
adiposo, o figado e o sistema hematopoiético que controlam as func¢des imunes
e metabdlicas dos organismos superiores possivelmente possuem estruturas
ancestrais comuns. Uma prova direta deste intricamento € a demonstracdo de
ativacdo de receptores Toll like 4 por acidos graxos alimentares, na superficie
celular tanto de adip6citos quanto macrofagos, favorecendo estado de
resisténcia a insulina (Jullien, 2008).

Como descrito no Quadro I, outras caracteristicas desejaveis em um marcador
séo a capacidade de predicao de resposta terapéutica ou de sofrer reducao apos

instituido o tratamento.
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[I.L6. Biomarcadores de predicao de resposta terapéutica

[1.6.1. Fototerapia

Johnston e cols. (2008) avaliaram 30 pacientes em tratamento com
fototerapia UVB-NB, comparando antes e ap0s o0 tratamento os niveis de
guimiocionas (CCL2, CXCL8 e CXCL9), adipoquinas (leptina, resistina) e
interleucinas (IL-1, IL-6). Niveis de resistina foram correlacionados a gravidade
medida pelo PASI (r=0.372, P=0.043). Apoés tratamento com UVB-NB houve
reducdo dos niveis de CXCL8 e IL-22, com reducdo ndo estatisticamente
significante de resistina. A resistina é reconhecidamente capaz de induzir
producdo de CXCL8 por mondcitos, e sabendo-se que queratindcitos tanto
produzem quanto respondem a CXCL8, é possivel que a resistina seja o
mediador mais importante identificado neste estudo. Outro estudo identificou
que as producdes de CCL2, CXCL1 e de CCL5 cairam apds o tratamento da

psoriase (Pohl e cols., 2009).

I1.6.2. Tratamentos Bioldgicos

A proteina C reativa de alta sensibilidade (hs-CRP) e a velocidade de
hemossedimentacdo (VHS) foram dosadas antes e 12 semanas ap6s em 41
pacientes em uso de etanercept 50 mg/2x por semana. O estudo identificou
correlacdo positiva entre PASI e hs-CRP e que quanto maior a diferenca
alcancada na reducédo de VHS e hs-CRP, maior a chance de alcance de PASI

75. (Kanelleas e cols., 2011). Resultados similares foram identificados em
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estudos com infliximab (Gratacos e cols., 2007), adalimumab (Van den Bosch,

2010) e ustekinumab (Lebwohl, 2011).

[1.6.3. Tratamentos sistémicos em geral

Expressdo plaquetaria de P-selectina. Plaguetas ativadas expressando P-
selectina (CD62P) sdo capazes de induzir o extravasamento de leucécitos.
Dentre diversas dermatoses inflamatorias e infecciosas avaliadas, 41 pacientes
com psoriase foram avaliados, sendo identificada através de citometria de
fluxo a expressdo de CD62P na admisséo e na véspera da alta hospitalar, bem
como dosada em soro através de ELISA. Foi identificada elevada correlacdo
com PASI (r=0.51; P<0.01), assim como a mudanca no PASI e expressao de
P-selectina (r = 0.4; P = 0.006). Houve boa correlacédo (r=0.63; P<0.01) com
valores de P-selectina soluvel identificados através de ELISA, mais acessivel

no uso rotineiro (Garbaraviciene e cols., 2010).

Pacientes com psoriase vulgar (n=42) em tratamentos sistémicos foram
avaliados antes e ap6s 12 e 24 semanas de tratamento, clinicamente (PASI) e
laboratorialmente (hs-CRP, VEGF, resistina, adiponectina, teste de tolerancia a
glicose e PCR). Tais moléculas foram significativamente correlacionadas aos
valores de PASI. Porém, a avaliagdo de resposta ao tratamento identificou que
mudancas nos valores de PASI eram correlacionadas apenas com niveis de
adipocinas, quando comparados pacientes que alcancaram PASI 50 versus

PASI 75 (Boehncke e cols., 2011).
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[I.7. Biomarcadores associados a outras comorbidades na psoriase

Estudo recente desenvolvido no servico de dermatologia do C-HUPES
(UFBA) demonstrou que IMC, ICQ e CA apresentam correlacdo com numero de
comorbidades (Duarte e cols., no prelo — anexo 6). Porém a elevada prevaléncia de
valores anormais destas medidas antropométricas em pacientes com psoriase torna
tais medidas pouco especificas como marcadores de comorbidades futuras ou
concomitantes (Duarte e cols., 2013). Tal lacuna torna imperativa a procura por
biomarcadores para comorbidades na psoriase. Ademais, de acordo com
Maksymowych (2009), para ser considerado um biomarcador valido, o efeito de
comorbidades nos niveis de um biomarcador soluvel é uma importante fonte de

variabilidade que precisa ser examinada (Maksymowych, 2009).

Previamente, além das adipocinas referidas nos capitulos anteriores, o LDL
oxidado foi também avaliado quanto ao seu potencial de biomarcador de
comorbidades na psoriase. Os niveis lipidicos (colesterol total, triglicérides e LDL
colesterol) em pacientes com psoriase apresentam-se significativamente elevados
(Oliveira e cols., 2015). A pele psoriatica apresenta marcacdo positiva para
lipoproteina de baixa densidade oxidada (LDLox), sugerindo que LDLox apresente
um papel importante na inflamacéo. (Tekin e cols., 2007). Foi confirmado que LDLox
e 0 Oxido nitrico podem ser utilizados como marcadores de aterosclerose subclinica
acelerada em pacientes com AR e AP, funcionando como marcadores de

progndstico (Profumo e cols., 2012).

A osteopontina esta entre 0os mais promissores biomarcadores na psoriase.

Concentragbes elevadas de osteopontina s&o identificadas em portadores de
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psoriase (Buback e cols., 2009) e também em individuos obesos sem psoriase
(Komorowski e cols., 2011). A sintese da OPN ¢é feita em parte por macréfagos do
tecido adiposo, sendo esta uma das explicacées da inflamacéo tissular induzida

pela obesidade.

Chen e cols. (2009) identificaram concentracbes séricas mais elevadas de
OPN em pacientes com psoriase, DM e HAS. Elevacdes em pacientes com
psoriase também foram consideradas fatores de mau progndstico para doenca
cardiovascular (Chen e cols., 2009). A osteopontina foi previamente identificada em
alta expressao no tecido adiposo murino e humano, tendo sido posteriormente
reconhecida como envolvida na patogénese da inflamacéo associada a obesidade e

também na resisténcia insulinica em ratos. (Zeyda e cols., 2011).

N&o sdo bem conhecidos os alvos celulares da OPN no tecido adiposo
obeso. Foi demonstrado que adipdcitos possuem receptores de OPN e que esta
prejudica a diferenciacdo e a sensibilidade insulinica de adipdcitos, por meio da
determinacao da expressdo dos genes do receptor peroxissomal proliferador gama
e da adiponectina, e também pela captacdo de glicose estimulada por insulina

(Zeyda e cols., 2011).

Baseado nos estudos descritos € possivel que niveis séricos de OPN e
guimiocinas em pacientes com psoriase sejam influenciados pela presenca de
obesidade e que tais niveis sejam positivamente correlacionados ao grau de
excesso de peso ou a gravidade da psoriase. Para avaliar tais hipoteses, foi
desenvolvido protocolo de estudo objetivando avaliar as concentragdes dos mesmos
em pacientes com psoriase na presenca e auséncia de obesidade e em controles

obesos e ndo-obesos, e se tais concentragdes se associam a gravidade da mesma.
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.  OBJETIVOS

.1

1.2

Objetivo Principal

Identificar marcadores clinicos e/ou biolégicos associados com a
psoriase e com a gravidade da psoriase vulgar.

Objetivos Especificos

[11.2.1. Correlacionar marcadores clinicos com escore gravidade da
psoriase (PASI) ou artrite psoriatica.

[11.2.2. Avaliar se a producdo de moléculas pré-inflamatérias (TNF,
CXCLY9, CCL2, CCL5) e OPN esta associada a psoriase e a gravidade da
psoriase.

[11.2.3. Avaliar se a producdo de moléculas pré-inflamatérias (TNF,
CXCL9, CCL2, CCL5) e OPN esta associada com obesidade e com
obesidade associada a psoriase.

[11.2.4. Correlacionar niveis de OPN com moléculas proé-inflamatorias

envolvidas na patogénese da psoriase (CXCL9, TNF).
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IV. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

Populagéo

De Agosto/2010 a Junho/2013, foram recrutados 117 pacientes adultos que
apresentavam psoriase vulgar, em atividade, e 29 individuos voluntarios, formando
grupo controle. Todos concordaram em patrticipar do estudo de corte transversal,
através de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado
pelo comité de ética da Maternidade Climério de Oliveira. O grupo de psoriase é
acompanhado no Ambulatério de Psoriase do Servico de Dermatologia do
Complexo-Hospitalar Universitario Professor Edgar Santos (C-HUPES) da
Universidade Federal da Bahia. O grupo controle foi formado por pacientes sem
psoriase e sem doenca autoimune, também selecionados no ambulatério do Servico
de Dermtologia, portadores de alopecia androgenética, nevo(s) melanocitico(s), ou
melasma. Os pacientes n&o tinham feito uso de medicagdo sistémica, nem foram

submetidos a fototerapia nas 4 semanas precedentes.

ApoOs selecdo da populacao descrita, foi utilizada técnica de pareamento por
exclusdo sem reposicdo, utilizando-se como estratégia para identificar a condicao
de sobreposicéo dos grupos as observacdes de IMC no grupo controle maiores que
a maxima observacdo do grupo psoriase. Assim, foram apontados e excluidos dois
individuos-controle com IMC acima de tal valor. ApOs exclusdo, as variaveis
epidemioldgicas idade, género, IMC, ICA, ICQ e CA foram comparadas entre os
dois grupos de forma a avaliar balanceamento das distribuicdes das varidveis

relevantes entre 0os grupos.

Calculo amostral
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O calculo amostral do estudo foi estimado levando-se em conta observacdes
prévias nas quais a producdo de CXCL9 em pacientes com psoriase foi 3,4 vezes
maior que em controles sem psoriase. Tendo por base esta estimativa e com 0
poder de 80% é que se definiu um N=111, para pacientes e controles (SPSS

SamplePower).

Critérios de inclusao e exclusao:

Foram incluidos individuos com idade > 18 anos, com psoriase vulgar em
atividade, com ou sem artrite psoriatica, na auséncia de tratamento para psoriase
com medicacfes sistémicas ou fototerapia por periodo minimo de um més ou
virgens de tratamento, apds concordancia na assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Foram excluidos individuos com outros
fendtipos de psoriase (gutatta, pustulosa generalizada ou palmo-plantar,

eritrodérmica, ungueal pura, palmo-plantar).

Avaliacao clinica

A avaliacéo clinica foi feita por 3 investigadores. Questionario estruturado foi

utilizado para coleta de dados. (Anexo II).

Os parametros clinicos recolhidos incluiram idade, sexo, peso, altura,
gravidade da psoriase (PASI, BSA), circunferéncia da cintura, quadril, envolvimento
facial/lungueal, tempo de doenca, idade de inicio, histéria familiar, tabagismo,
terapias atuais e prévias, a presenca de comorbidades como HAS, DM, dislipidemia,
depressao, AP, entre outros.

O acomentimento facial foi considerado presente se lesdes na face, exceto

orla do couro cabeludo. A obesidade central se valores alterados de ICA, RCQ ou
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CA para o sexo. O diagnoéstico de dislipidemia se duas mensuracdes de TG > 150
ou HDL < 40 em homens e < 50 em mulheres ou LDL > 130 (Lloyd-Jones e cols.,
2010).

A avaliacdo do etilismo foi feita conforme freqiéncia média de consumo de
bebidas alcodlicas: “nenhum” — menos de um consumo por semana, “leve” — 1 a 3
consumos, “moderado” — 4 consumos por semana a um por dia e “intenso” — mais

de um consumo por dia. Nao foi estudado etilismo pregresso.

O tabagismo foi avaliado através do indice anos-maco, calculado pelo
produto da duracdo em anos do tabagismo com a carga deste, em macos (20
unidades) consumidos por dia, para pacientes com e sem tabagismo atual. Para
pacientes com tabagismo atual foi feita também estratificacao da carga diaria média

consumida: <10 cigarros/dia, 10 a 20 cigarros/dia ou >20 cigarros/dia.

O PASI é baseado em mensuracfes de espessura, eritema e descamacao
das lesdes (cada um recebendo escore de 0-4), ponderados pela area corporal de

envolvimento. (Anexo IV)

Foram calculados PASI e BSA (body surface area) em todos os pacientes,
usados para avaliar a gravidade da psoriase, juntamente com envolvimento facial.

Os parametros utilizados para calculo da area corporal sdo mostrados no anexo V.

Foram utilizados como pontos de corte PASI 10 e BSA 10, conforme Finlay

para classificacdo da psoriase como grave (Finlay, 2005).

Foram comparados individuos com PASI < 10 x PASI > 10. Além disso,
como forma de excluir a interferéncia de valores intermediarios, foi feita uma

segunda analise comparando com pontos de corte de PASI < 10 versus PASI > 15.
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Obesidade foi diagnosticada se IMC > 30. Foram considerados como critérios
de obesidade central: relagéo cintura-quadril (RCQ) > 0,9 em homens ou > 0,85 em
mulheres ou circunferéncia abdominal (CA) > 102 e 88 centimetros,

respectivamente, ou se o indice cintura -altura (ICA) > 0,5 em ambos 0s sexos.

Determinacao das concentracdes plasmatica de OPN, TNFa e quimiocinas
(CXCL9, CCL2 e CCL5)

Para cada participante foram coletados 10 ml de sangue venoso. Apos 15
min de centrifugacdo a 400g o plasma foi pipetado rapidamente e mantido
congelado a -20 ° C até analise. Kits OPN Quantikine® - ELISA foram adquiridos a
partir de R&D Systems Europe (DOSTO00, Abingdon, Reino Unido). O limite de
sensibilidade deste ensaio foi de 0,011 ng/ml. Quantidades de OPN nas amostras
foram calculadas em comparacdo com um padrao de séries, e os resultados foram
expressos como ng/mL. CXCL9 foi analisada por ELISA Quantikine® CXCL9
Human/MIG imunoensaio (R&D, cddigo DCX900). CXCL9 detectavel variou 31,3-
2.000 pg/mL. CCL2 e CCL5 foram analisados pela Human CCL2/MCP-1
Quantikine® ELISA Kit (R&D, cédigo DCP00) e Human CCL5 / RANTES
Quantikine® ELISA Kit (R&D, cédigo DRNOOB), ambos ensaios com faixa de 31,2-
2000 pg/mL. TNFa foi analisado pela Human TNF ELISA Kit BAOptEIA™ (BD
Biosciences Pharmigen). TNFa detectavel variou 7,8-500 pg/ml. Os imunoensaios
foram realizados de acordo com as instru¢cdes do fabricante e SoftMax® ProV5

espectrometro foi utilizado nestes ensaios .

Analise estatistica

Um total de 117 amostras de plasma de pacientes com psoriase e 27

amostras de plasma de individuos controle foram incluidas e pareadas pelo IMC,



53

com razao pacientes/controle aproximadamente de 1:4. Dois individuos do grupo
controle foram excluidos no momento do pareamento dos grupos por IMC. A
osteopontina foi analisada no plasma de todos os pacientes e controles. Os niveis
de TNF-a foram analisados em 74 pacientes com psoriase. Para analise de CCL2 e
CCL5, um subgrupo de 31 pacientes e nove controles foi selecionado.

Variaveis continuas foram descritas através de médias (+ desvio padréo) ou

medianas e amplitude, e as variaveis categoricas como propor¢oes.

Varidveis quantitativas foram testadas pelo teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov-Lilliefors. Comparacdes entre variaveis quantitativas
paramétricas e ndo-paramétricas foram feitas pelos testes T-student/Anova e Mann—
Whitney/Kruskal-Wallis, respectivamente, a depender do numero de variaveis
estudadas. Correlacdes foram realizadas pelos testes de Pearson ou Spearman, a
depender da distribuicdo. Teste do X? foi utilizado para avaliar associacdo entre
duas variaveis categoricas. Analise de curvas ROC (Analyses of receiver operating
characteristics) foi realizada para célculo dos melhores valores dos marcadores
estudados associados com a ocorréncia de psoriase, de acordo com o valor de
maior acuracia obtido. Por fim, modelo de regressdo logistica multivariada foi
realizado para cada marcador, de forma a avaliar a associacdo entre os niveis do
marcador e psoriase e sua gravidade e também entre psoriase e outras
caracteristicas clinico-epidemioldgicas investigadas. O modelo utilizou a seguinte

construgao:

G(x)= Bo + B1 (Possui artrite)+ B, (Acometimento da face)+ B; (Obesidade)+ 3, (Obesidade
centripeta)+ s (idade)+ Bs (tempo de doenca).

Além disso, para identificar se a variavel idade tem efeito sobre a OPN quando

associada a outros fatores foi construido um modelo com interacéo abaixo:
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G(x)= Bo + PB:1 (Possui psoriase)+ B,(possui artrite)+ B3(Obesidade)+ B, (Obesidade
centripeta)+ Bs (idade)+ B¢ (Possui psoriase)x(idade)+ B, (possui artrite)x(idade)+ Pg
(Obesidade)x(idade)+ By (Obesidade centripeta)x(idade).

Resultados foram considerados estatisticamente significativos se p<0,05.
Andlises estatisticas foram realizadas nos softwares: SPSS e GraphPad Prism
versao 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA) para
analises gerais, incluindo curvas ROC. Para estudo de regressao logistica foi

utilizado o software SAS 9.0® (SAS Institute Inc., Cary, NC, U.S.A)).

Aspectos éticos

Todos os integrantes do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo I). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Maternidade Climério de Oliveira, segundo parecer aditivo N.°© 002/2009 de

23/01/2009 (Anexo Il).
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V. RESULTADOS GERAIS

V.1. Dados clinico-epidemiolégicos das populacfes estudadas

Foram recrutados 117 pacientes com psoriase e 29 individuos voluntarios,
gque compuseram o grupo controle, sendo dois individuos do grupo controle
excluidos para pareamento pelo IMC. As caracteristicas gerais da populacdo de
pacientes com psoriase incluida no estudo sdo mostradas na Tabela 1.

Comparando-se as duas populacdes estudadas, portadores de psoriase e
grupo controle, por meio de dados epidemiolégicos e antropométricos, observou-se
diferenca na média de idade, maior no grupo de portadores de psoriase. Os dois
grupos foram comparaveis nas avaliacbes antropométricas de obesidade e

obesidade central.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demograficas da populacdo de pacientes com
psoriase (n=117) e controles (n=27).

Variaveis Psoriase Controle Valor de P
Género (Fem) 49,5% 64,0% P > 0,05 (X)
Idade (anos) 50+ 14 39+14 P<0,05 (teste T)
IMC (kg/m2) 28,32 +55 30,3+6,0 P>0,05 (teste T)
CA (cm) 95+13 93 £ 27 P>0,05 (teste T)
ICQ 0,9 +0,08 0,7+0,3 P>0,05 (teste T)
ICA 0,58 + 0,08 0,57+0,2 P>0,05 (teste T)
Tempo de doenca 50,11 + 14,52 NSA NSA

(meses) 49 (21-88)

Idade ao diagnéstico 37,34 + 16,48 NSA NSA

(anos) 38 (6-83)

PASI 9,0+8,0 NSA NSA

BSA 16,97 £ 18,83 NSA NSA

IMC — indice de massa corporal; CA — circunferéncia abdominal; RCQ - razdo
cintura quadril; ICA — indice cintura altura; NSA — ndo se aplica; PASI — indice de
area e gravidade da psoriase; BSA — area de superficie corpérea. Variaveis
guantitativas foram apresentadas como média *+ desvio-padrao e/ou como mediana
e amplitude na linha imediatamente abaixo.

Trinta e sete pacientes (31,2%) apresentavam psoriase moderada a grave
(PASI >10). Envolvimento facial e ungueal foram vistos em 49 (41%) e 56 (47%)
pacientes, respectivamente. As frequéncias de comorbidades e histérico patologico

familiar na populacdo de pacientes com psoriase sdo mostradas na Tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncias de comorbidades e historia familiar de psoriase ou obesidade
entre pacientes com psoriase incluidos no estudo.

Comorbidade/antecedente Frequéncia Percentual
Psoriase grave (PASI >10) 37 (117) 31,2%
Artrite psoriética 16 (117) 13,6%
Obesidade 39 (117) 33,3%
Diabetes mellitus 12 (117) 10%
Hipertensao 30 (117) 25,6%
Dislipidemia 25 (117) 21,3%
Etilismo 63 (117) 53,8%
Tabagismo 50 (117) 42%
Doenca gordurosa hepatica 10 (117) 8,5%
Historia familiar psoriase 48 (117) 41%
Historia familiar de obesidade 53 (117) 45,2%

PASI — indice de area e gravidade da psoriase.

Dentre pacientes etilistas, 29,1% referiam consumo igual ou inferior a uma
vez por semana; 22,7% de 1 a 3 vezes por semana; 1,8% de 4 a 6 vezes por
semana e 3,6% referiam consumo de 1 ou mais vezes ao dia. O tipo de consumo
referido foi de fermentados na maioria dos usuarios (88%). Dentre pacientes com
PASI > 10, 38,9% referiam algum consumo de bebidas alcodlicas e 61% negavam
ingesta de bebidas alcodlicas. Dentre pacientes com PASI < 10 o consumo de alcool

foi referido em 63% dos individuos e negado em 37%.

Idade e duracéo da doenca ndo apresentaram correlacdo (r=0,008- P=0.354;
Spearman). Possiveis medicamentos que podem interferir na gravidade da psoriase
foram registrados: inibidor de conversor da angiotensina (trés pacientes), B-

bloqueadores (dois pacientes) e anti-inflamatérios nédo-esteroidais (dois pacientes).

N&o foram encontradas incongruéncias entre valores de PASI e BSA quando
feita a correlacao destes parametros em pacientes com psoriase. Como mostrado

na Figura 1, as medidas de gravidade foram altamente correlatas (r=0,72, p<0,01).
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PAs1

Figura 1. Correlacdo entre BSA e PASI. (r=0,72; p<0,01, Correlacdo de

Pearson).

Como observamos na Figura 2, pacientes com acometimento facial (n=49)
apresentaram maiores médias de PASI (11,9 £+ 1,31) do que pacientes sem

acometimento (n=68) (6,7 + 0,77, p=0,01, teste T student).

25,00

1 p=0,01
20,00

15,00

PASI
|
l

10,00

5,00

0o T T
sim ndo

Acometimento facial

Figura 2. Comparacdo das médias de PASI em pacientes com (n=49) e sem
acometimento facial (n=68).
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Nos pacientes com acometimento facial (n=49) a frequéncia de portadores de
formas graves pelo PASI (PASI > 10) foi superior & de formas leves (p=0,008, X?),

como mostrado na Figura 3.

m PASI>10 mPASI<10

59%

Figura 3. Frequéncia de acometimento facial em pacientes com PASI > 10 (n=37)
versus PASI < 10 (n=80) (p=0,008, X?).

No grupo de pacientes com psoriase ndo foram encontradas diferengas entre
0 género, relativas a obesidade (IMC), obesidade centripeta (ICA, CA, ICQ), e a
cronicidade (idade inaugural da psoriase, tempo de doenca e idade no momento da
avaliacdo), excetuando-se que pacientes do sexo masculino apresentaram formas

mais graves de psoriase, através de ambos os critérios, PASI e BSA. (Tabela 3).



60

Tabela 3. Estudo das caracteristicas clinicas dos pacientes com psoriase
comparados quanto ao género.

Género

variavel Masculino Feminino P (teste)

PASI 113 6,3 <0,01, T

BSA 23,0 11,0 <0,01, T

Idade (anos) 52 48 >0,05, T
Idade ao diagnoéstico (anos) 40 33 >0,05, T
Tempo de doencga (meses) 133 165 >0,05, M-W
IMC (kg/m?) 27,0 29,0 >0,05, T

ICA 0,58 0,58 >0,05, T

PASI — indice de &rea e gravidade da psoriase; BSA - area de superficie corporal;
IMC — indice de massa corporal; ICA — indice cintura altura; T - teste T student; M-W
— teste de Mann-Whitney. Valores mostrados como médias.

A prevaléncia de AP foi avaliada entre as diferentes classes de pacientes
com psoriase (obesos x ndo-obesos, envolvimento facial ausente x presente, PASI
< 10 x PASI > 10, envolvimento ungueal presente x ausente). Houve diferenca de
frequéncia apenas na comparagao entre presenca (20% dos pacientes) versus

auséncia (8,2% dos pacientes) de envolvimento ungueal (X2, p<0,05). (Figura 4).
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p<0,05
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Presente [n=5G) Ausente (n=61)

Figura 4. Frequéncia de artrite psoriatica em pacientes com psoriase com
(n=56) e sem (n=61) acometimento ungueal ao exame fisico. (p<0,05, X?)

Analogamente, a presenca de acometimento ungeal foi expressiva em

pacientes portadores de AP (Figura 5).

B Acometimento ungueal + B Acometimento ungueal -

Figura 5. Frequéncia de acometimento ungueal em pacientes com critérios de
artrite psoriatica (n=16; presente: 11; ausente: 5).

A Figura 6 mostra que pacientes com medida do indice cintura-altura (ICA)

acima do valor de referéncia utilizado (n=101) apresentaram maiores médias de
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PASI do que pacientes com valores normais de ICA (n=16) (p=0,03). Por outro lado,
valores de PASI e BSA néo foram diferentes entre pacientes com e sem obesidade

medida pelo IMC (tabela 4).

20,00
p=0.03

15,00

PASI

10,00

5,00

oo

sim

ICA>05

Figura 6. Médias de PASI em pacientes com (n=101) e sem obesidade
central (n=16) pelo método de ICA (p=0,03, teste T student).

Tabela 4. Médias de PASI e BSA em pacientes com e sem obesidade pelo IMC.

PASI P>0,05,T.

BSA 16 14 P>0,05,T.

PASI — indice de &rea e gravidade da psoriase; BSA — area de superficie corporal;
T-Teste T student.

A anélise das médias de IMC em pacientes com PASI < 10 (28,1 kg/m?) x
PASI > 10 (28,6 kg/m?) também n&o mostrou auséncia de diferencas significativas

(p > 0,05, teste T student). A correlagéo entre IMC e PASI nao foi estatisticamente
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significativa (P=0,5, Correlacdo de Pearson), tal como entre IMC e BSA (P=0,7,

Correlacdo de Pearson).

V.2. Analise de biomarcadores no plasma

Para fins de andlise de marcadores no plasma foi optado por se adotar como
parametro de gravidade o PASI, além do envolvimento facial (sim/ndo), uma vez
que além de apresentarem correlacdo significativa, BSA e PASI ndo mostraram

diferencas nas analises previamente mostradas.

Concentracdes plasmaticas de OPN no grupo controle e no grupo de
pacientes com psoriase

Concentracdes de OPN em pacientes com psoriase (mediana de 44,6 ng/mL,
amplitude 3-500) foram significativamente maiores do que os do grupo de controle

(mediana de 12,5 ng / mL, amplitude 2,5-47,5; P <0,05) (Figura 7).
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Figura 7. Niveis plasméaticos de osteopontina (OPN) em pacientes com psoriase
(n=117) e controles (n=27). **P<0,0001, Teste de Mann Whitney.

Concentracdes de OPN foram comparadas por estratificacdo entre pacientes
obesos (n=39) e ndo-obesos (n=78), com seus respectivos controles (9 em cada

grupo) (Figura 8).

IMC

500 - P.N.O — Psoriase ndo-obesos
P.O — Psoriase obesos
C.N.O — Controles ndo-obesos

C.O — Controles obesos

OPN (ng/mL)

Figura 8. Niveis plasmaticos de osteopontina (OPN) em pacientes com psoriase e

controles, obesos e ndo-obesos. (*p<0.05, Kruskal-Wallis).
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Ndo houve diferencas nos niveis de OPN entre 0os pacientes com psoriase
(obesos e ndo-obesos), mas ambos 0s grupos apresentaram niveis
significativamente mais elevados de OPN em comparagdo com seus respectivos
controles. Em pacientes com psoriase ndo houve correlacdo estatistica entre o IMC
e OPN (p=0,6, Correlagao de Spearman). Nado foram encontradas diferencas nos
niveis de OPN entre pacientes com PASI <10 (mediana 83 ng/ml) x PASI> 10
(mediana 77, p=0,7; Teste T de student) nem entre pacientes com PASI < 10
(mediana 83 ng/ml) x PASI > 15 (mediana 88, p=0,57, Teste T de student) ou entre
pacientes com BSA < 10 (mediana 108 ng/ml) x BSA > 10 (mediana 123, p=0,57,

Teste T de student).

N&o houve correlacdo entre o escore PASI e niveis de OPN (P=0,4)

(Spearman). (Figura 9)
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Figura 9. Correlacédo entre OPN e PASI (n=117; R=-0.075; 95% IC=-0.257 — 0.111,

p=0,4, Correlagdo de Spearman)

A obesidade central, determinada pela ICA, CA e RCQ, ndo promoveu

diferencas significativas nos niveis do OPN. Comparando o0s pacientes com
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psoriase recentemente diagnosticada (< 5 anos, n=28) versus psoriase
diagnosticada a longo prazo (> 15 anos, n=39), ndo mostrou diferencas nos niveis
de OPN (67 e 96 ng/mL,respectivamente). Nenhuma outra varidvel epidemioldgica

influenciou os niveis de OPN.

A construcéo de curvas ROC foi realizada para calcular o valor de corte mais
preciso de OPN plasmatica. A area sob a curva foi de 0,795 (95% de intervalo de
confianga [IC] 0,712-0,878). O melhor valor de corte de OPN plasmética para a
ocorréncia de psoriase foi de 17,65 ng/mL, com sensibilidade de 76% e 77% de

especificidade.

Para verificar quais possiveis fatores associados com altos niveis de OPN em
pacientes com psoriase foi construido um modelo de regressao logitica multivariada,
gque demonstrou que os niveis de OPN acima desse ponto de corte foram
positivamente associados com a psoriase (valor 1 2,9575; p <0,001). Niveis
plasmaticos elevados de OPN foram associados com um odds ratio de 19,25 para a
ocorréncia de psoriase em relagdo a individuos-controle (IC 95% 6,82-54,3).
Psoriase moderada a grave nao foi um preditor de niveis elevados de OPN (valor (31
0,2166, P = 0,7). Apesar das diferencas de idade entre pacientes e controles, nao
houve associagdo entre os niveis elevados de OPN e idade ou entre OPN e tempo
de doenca. Para identificar se a variavel idade tem efeito sobre a OPN quando

associada a outros fatores foi construido um modelo com interacéo, abaixo:

G(x)= Bo + B1(Possui psoriase)+ B, (possui artrite)+ B3 (Obesidade)+ B4 (Obesidade
centripeta)+ Bs (idade)+ Bs(Possui psoriase)x(idade)+ (B (possui artrite)x(idade)+ Bs
(Obesidade)x(idade)+ By (Obesidade centripeta)x(idade).
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A medida deviance foi utilizada para avaliar a existéncia de interacdo e a
evidencia é de que ndo houve interacdo entre as variaveis ao nivel de significancia
de 5%. Nao foram encontrados efeitos significativos de observagbes supostamente

influentes por meio da analise de residuos.

Para as analises multivariadas, escolnemos como possiveis fatores de risco

para niveis elevados de OPN aqueles listados na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise de regressao logistica multivariada de fatores associados com
altos niveis de OPN em pacientes com psoriase.

Mediador inflamatério ~ Variavel epidemiol6gica B Valor de P
Psoriase vulgar 2,9575 P<0,001
Psoriase moderada-grave 0,2166 0,70

OPN >17,65 ng/mL Artrite psoriatica 0,4809 0,56
Envolvimento facial -0,0152 0,97
Obesidade 0,2470 0,67
ICA>0,5 -0,060 0,94
Idade -0,006 0,73
Tempo de doencga -0,002 0,13

ICA — indice cintura altura.

Ao nivel de significancia de 5% as variaveis, exceto diagndstico de psoriase,
nao sao significativas para predizer a osteopontina (elevada ou ndo) em pacientes
com psoriase. Foi realizada andlise de possiveis pontos influentes por meio da
medida DFBETA, entretanto a remocao dos pontos supostamente influentes nao
teve efeito sobre a deciséo contra a significancia das variaveis para explicar OPN

elevada em pacientes com psoriase.
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Niveis de quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL9) em pacientes com

psoriase versus controles

As concentracdes das quimiocinas (CCL2, CCL5 e CXCL9) foram
determinadas no soro de pacientes com psoriase e no grupo controle. Os niveis de
CCL5 e CXCL9 foram significativamente mais elevados em pacientes com psoriase
gue nos controles. (Figura 10). Nao foram observadas diferencas nas concentracdes

de CCL2 entre 0s grupos.
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Figura 10. Niveis plasmaticos de CXCL9 (a, n=117 x 27), CCL5 (b, n=31 x 9) e

CCL2 (c, N=31 x 9) no soro de pacientes com psoriase versus (x) controles.

Para avaliar se os niveis de guimiocinas séo influenciados pela gravidade da
psoriase ou pela obesidade, eles foram comparados entre pacientes com PASI <10
versus PASI> 10, pacientes com PASI <10 e PASI> 15, e pacientes obesos e néo-
obesos. Ndo houve correlagdo entre o escore PASI e niveis de CXCL9 (P=0,1,

Correlagdo de Spearman). (Figura 11)
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Figura 11. Correlagcédo entre CXCL9 e PASI (n=117; R=-0.124; 95% IC=-0.3045 —

0.063; p=0,1, Correlacédo de Spearman).

N&ao foram observadas diferencas entre os pacientes com psoriase obesos e
nao-obesos, exceto para os niveis de CCL2, cujas medianas foram 690 pg/mL (260-
4230) e 425pg/mL (129-3080), respectivamente (P <0,001). Niveis medianos de
CXCL9, CCL2 ou CCL5 foram estatiscamente semelhantes entre pacientes com
PASI < 10 versus pacientes com PASI > 10 (teste de Mann-Whitney). A presenca de
obesidade central, determinada pela ICA, RCQ e CA n&o promoveu diferencas

significativas nos niveis de quimiocinas em pacientes com psoriase ou em controles.

Niveis de TNF em pacientes com psoriase e correlacdo com outros

biomarcadores

Para avaliar se as concentracdes de OPN foram correlacionadas as de TNF
ou de CXCL9, os valores de OPN e de TNF e OPN e CXCL9 foram apresentados

graficamente na Figura 12 (a e b, respectivamente). Niveis de OPN nao foram
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correlacionados com as de TNF (P=0,68; Correlacdo de Spearman) ou com CXCL9

(P=0,88; Correlacdo de Spearman).
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Figura 12. Correlacao entre niveis plasmaticos de OPN e TNF-a (a; R=-0,048;
P=0,68; 95% IC=-0.28-0.18) e OPN e CXCL9 (b; R=0,013; P=0,88; 95% IC=-0.17-

0.19, Correlagéo de Spearman)
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Psoriasis is an autoimmune disease associated with the production of pro-inflammatory cytokines. The
identification of these molecules in the pathogenesis of psoriasis facilitated the use of monoclonal anti-
bodies to block their actions as a treatment for severe psoriasis. An increased inflammatory response has
been documented in patients with obesity, a condition that is associated with the occurrence and severity
of psoriasis. Osteopontin (OPN), TNF and CXCL9 levels are enhanced in patients with psoriasis, although
OPN has been documented in the adipose tissue of obese patients without psoriasis. The prevalence of

gg;‘:{ﬁ" obesity is much higher in psoriasis patients compared with the general population. Thus, we aimed to
CleklgES evaluate the relationship between cytokine levels and psoriasis in the context of obesity. We compared
Biomarkers OPN and CXCL9 plasma levels among 117 psoriasis patients and 27 healthy body mass index-matched

Comorbidities subjects using ELISA. We also analyzed the TNF, CCL2 and CCL5 levels in a smaller subgroup of patients
Obesity and matched controls. Median OPN, CCL5 and CXCL9 levels were significantly higher in psoriasis patients
compared with the controls, independent of obesity. There was no difference between the median CCL2
levels in the psoriasis patients and the controls (P < 0.05), although the CCL2 levels were elevated in obese
patients compared with non-obese psoriasis patients (P < 0.001). Facial involvement and the psoriasis
area severity index (PASI) score were not associated (P < 0.05) with OPN levels or elevated levels of che-
mokines. There was no significant correlation between the OPN and CXCL9 levels or the OPN and TNF
levels in psoriasis patients. This work confirms that OPN, CCL5 and CXCL9 plasma levels are higher in pso-
riasis patients and provides evidence that their higher levels are not a consequence of obesity.
Furthermore, the results demonstrate that OPN production is independent of TNF-z and CXCL9.
© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Osteopontin (OPN) is a glycoprotein produced by immune sys-
tem cells, adipose tissue macrophages, keratinocytes, hepatocytes,
smooth muscle, endothelial cells, and osteoblasts, among others
[1]. OPN can interact with different ubiquitously expressed recep-
tors, including integrins and CD44 variants, and acts in physiolog-
ical and pathological processes, including inflammation and
immune responses, enhancing Th1 and inhibiting Th2 responses.
OPN also participates in the regulation of Th17 cell lineage and is
associated with autoimmune disorders, such as rheumatoid arthri-
tis and Crohn's disease [1]. OPN has two variants: secreted and
intracellular. Secreted OPN functions in adhesion, cellular

* Corresponding author at: Avenida Tancredo Neves, 620 Sala 417, Caminho das
Arvores, Salvador, Bahia, Brazil. Tel./fax: +55 713565 0691.
E-mail address: gleisonvduarte@yahoo.com.br (G.V. Duarte).

hitp://dx.doi.org/10.1016/j.cyto.2015.04.015
1043-4666/© 2015 Elsevier Lrd. All rights reserved.

migration, secretion of Th1 cytokines, and prevents apoptosis.
Intracellular OPN regulates macrophage migration and secretion
of TNF-a from dendritic and plasma cells. Both OPN variants par-
ticipate in the regulation of the Th17 cell lineage and are associated
with autoimmune disorders [1,2]. Elevated serum concentrations
of OPN were identified in psoriasis patients [2,3] and in the adipose
tissue of obese subjects [3] as a result of macrophage accumulation
[4]; elevated OPN levels may contribute to obesity-induced inflam-
mation [1]. This could explain why OPN concentrations are not
reduced after bariatric surgery weight loss [3-6], why OPN levels
in obese individuals do not correlate with body fat percentage,
and the high expression of OPN in adipose tissues [7].
Chemokines are often found at higher levels in peripheral blood
than cytokines, making them a more convenient and reliable target
for quantification [8]. Chemokines are possible therapeutic targets
for  psoriasis; chemokine  inhibition  could decrease
pro-inflammatory cytokines at an early stage of the disease and
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may be an interesting alternative to specific cytokine blockade, as
chemokine receptors have more than one ligand and different
chemokines can bind to different receptors. This may favor
chemokines and OPN as the most promising biomarker candidates
in psoriasis [2,9]. The chemokine network of different chronic
inflammatory skin diseases, such as psoriasis and atopic dermati-
tis, reflects the predominant Th polarization. CC chemokines may
be associated with eosinophil and Th2 cell chemoattraction in ato-
pic dermatitis, while CXC chemokines associate with neutrophils
and Th1l in psoriasis [10]. Psoriasis epidermis lesions express
CCL4, CXCL8, CXCL2, CCL2, CXCL9, and CXCL10 [11,12]. CXCL9 is
among the most studied chemokines in psoriasis; in keratinocytes,
dose-dependent inhibition of CXCL9 transcription occurs after
dimethyl fumarate therapy [13] and its levels are consistently
higher in psoriasis patients when compared to controls [14,15].
High serum levels of CXCL8, CXCL9, and CXCR3 were also described
in psoriasis patients [12,13]. The levels of CCL2 and CCL5 decrease
after Goeckerman therapy and consequent improvement of skin
lesions [16]; nevertheless, this field remains controversial.
Recently, a positive correlation between OPN and BMI in obese
individuals was observed [17]. Plasma OPN levels are raised in
patients with coronary artery disease, hypertension, and diabetes
mellitus [18]; chemokines, cytokines, and adipokines are fre-
quently enhanced in obese individuals as well [19]. Chemokines,
including CCL2, CCL5, CCL7, CCL8, CXCL5, CXCL8, and CXCL10, are
overexpressed in adipose tissue and their serum levels are dramat-
ically increased in obese versus lean individuals [20]. According to
Maksymowych et al., the effect of comarbidities on levels of a sol-
uble biomarker is an important source of variability that should be
examined [21].

The role of cytokines and chemokines in psoriasis is
well-studied, but the relationship between osteopontin, obesity,
and psoriasis is not completely understood.

As obesity prevalence is much higher in psoriasis patients
[22,23], this prompted us to investigate whether OPN, CXCLS,
CCL2, and CCL5 elevation in psoriasis is associated with the pres-
ence of obesity. Moreover, we analyzed if these molecules could
also be biomarkers of psoriasis severity.

2. Methods
2.1. Patients

From August 2010 to June 2013, 117 adult (=18 year-old)
patients who presented plaque psoriasis and 29 body mass index
(BMI)-matched controls were admitted to the outpatient
Dermatology Clinic of the Federal University of Bahia (Brazil) and
invited to participate in the study. The patients had not used any
systemic psoriasis drug or been submitted to phototherapy in the
preceding 4 weeks. Patients and healthy volunteers signed an
informed written consent to participate in this study, which was
approved by the Maternidade Climério de Oliveira ethics committee.
Clinical parameters were collected, including age, gender, body
weight, height, psoriasis severity, waist circumference, facial/nail
involvement, duration of disease, age of onset, family history,
smoking status, previous and current therapies, and the presence
of comorbidities (including hypertension, diabetes, dyslipidemia,
depression, psoriatic arthritis (PsA), among others). The psoriasis
area severity index (PASI) was used to assess the severity of psori-
asis and a score =10 was considered as moderate-to-severe psori-
asis. Facial involvement was also analyzed as a predictor of severity
[24,25]. Obesity was diagnosed if BMI = 30. Central obesity was
considered if waist-to-hip ratio (WHR) = 0.9 in men or = 0.85 in
women or waist-circumference (WC) = 102 or 88 cm, respectively,
or if waist-to-height ratio (RWH) 2 0.5 in both genders.

2.2. Measurement of plasma OPN, TNF-x and chemokines
concentrations

For each participant, 10 mL of venous blood samples were col-
lected. After 15 min of centrifugation at 400g, the plasma was
rapidly pipetted off and kept frozen at —20 °C until analysis. OPN
levels were evaluated by Quantikine® enzyme-linked immunosor-
bent assay kits purchased from R&D Systems Europe (product code
DOST00, Abingdon, UK). The sensitivity limit of this assay was
0.011 ng/mL. Quantities of OPN in the samples were calculated in
comparison to a serial standard, and the results were expressed
as ng/mL. CXCL9 was analyzed by a Quantikine® ELISA Human
CXCLY9/MIG Immunoassay (R&D, product code DCX900). The
detectable CXCL9 ranged from 31.3 to 2000 pg/mL. CCL2 and
CCL5 were analyzed by a Human CCL2/MCP-1 Quantikine® ELISA
Kit (R&D, product code DCP00) and a Human CCL5/RANTES
Quantikine® ELISA Kit (R&D, product code DRNOOB), respectively,
whose assays’ ranges were both 31.2-2000 pg/mL. TNF was ana-
lyzed by a Human TNF ELISA Kit Bd OptEIA™ (BD Biosciences
Pharmingen 555212). The detectable TNF-o ranged from 7.8 to
500 pg/mL. The immunoassays were performed according to man-
ufacturer's instructions and a SoftMax® ProV5 spectrometer was
used in these assays.

2.3. Statistical analysis

A total of 117 plasma samples from psoriasis patients and 27
plasma samples from BMI-matched control subjects were enrolled.
Two control subjects were excluded to match the groups by BML
Osteopontin was determined in all plasma from patients and con-
trols and TNF-z was analyzed in 74 psoriasis patients. For CCL2 and
CCL5 levels, we analyzed a subgroup of 31 patients and 9 controls
(approximately, 1/3 of patients and 1/3 of controls, selecting the
first 31 patients and 9 controls readily available for analysis). In
order to reduce the interference of intermediate PASI values in
the analyses, besides comparing PASI< 10 versus PASI> 10,
patients were also compared for having PASI values < 10 ver-
sus > 15. Statistical analyses were performed in GraphPad Prism
5 version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, USA) and SAS 9.0% (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
Quantitative variables were analyzed using a Kolmogorov-Smirn
ov-Lilliefors normality test. Comparisons between quantitative
variables were performed using the Mann-Whitney and Kruskal-
Wallis tests. The chi-square test was used to determine the associ-
ation between two categorical variables. Correlations between
non-parametric distribution variables were ascertained using the
Spearman test. Analyses of receiver operating characteristics
(ROC) curves were performed to calculate the cut-off values of
plasma OPN associated with the occurrence of psoriasis, according
to the most accurate values obtained. A logistic regression model
was conducted to evaluate the association between plasma OPN
levels, psoriasis, and psoriasis severity, and between psoriasis
and the epidemiological features of the psoriasis patients. Results
were considered statistically significant at P-values < 0.05.

3. Results

3.1. Epidemiological features and obesity evaluation in patients with
psoriasis and control subjects

The age, gender, and different measurements of obesity are
shown in Table 1. There was a significant difference in age between
the two groups. The two groups were comparable regarding obe-
sity evaluation. Thirty-seven patients (31.2%) presented
moderate-to-severe psoriasis (PASI = 10). The mean+SD PASI
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Table 1
Epidemiologic features and overweight measurement in psoriasis patients and
controls.

Variable Psoriasis Contrals P-value
Gender (femn) 49.5% 64.0% P>0.05
Age (years) 50x14 39:14 P<0.05
BMI (kg/m?) 283155 30.0£6.0 P>0.05
WC (cm) 9513 9327 P>0.05
WHR 0.9x0.08 07203 P>0.05
RWH 0.58 + 0.08 0.57+0.2 P>0.05

Legend: BMI - body mass index; WC - waist circumference; WHR - waist-to-hip
ratio; RWH — waist-to-height ratio.

score was 9.0 + 8.0 (range: 0.5-40.9). PsA was diagnosed in 16
(13.6%) patients. Other comorbidities were diagnosed, including
diabetes mellitus (12; 10%), hypertension (30; 25.6%), dyslipidemia
(25; 21.3%), alcohol use (63; 53.8%), smoking (50; 42%), and
non-alcoholic fatty liver disease (10; 8.5%). A family history of pso-
riasis was present in 48 (41%) patients. Facial and nail involvement
were seen in 49 (41%) and 56 (47%) patients, respectively. PASI
scores of patients with facial involvement (12.1 £ 9.0) were higher
than in patients without (6.8 £ 6.4, P <0.001).

Age and duration of the disease did not present a linear correla-
tion (P=0.354; Spearman). Possible medications that could inter-
fere in psoriasis severity were registered as follows: angiotensin
convertor inhibitor (three patients), p-blockers (two patients),
and non-steroidal anti-inflammatories (two patients).

3.2. Levels of OPN in psoriasis and control group

OPN levels in psoriasis patients (median 44.6 ng/mL (range 3-
500)) were significantly higher than those in the healthy control
group (median 12.5 ng/mL (range 2.5-47.5; P<0.05)) (Fig. 1).
OPN levels were compared, with controls, between obese and
non-obese patients. (Fig. 2); there were no differences between
obese and non-obese psoriasis patients, but both groups had statis-
tically higher levels of OPN compared to their related controls.
Additionally, in patients with psoriasis, no statistical correlation
between BMI and OPN was observed. No differences in OPN levels
were found between patients with PASI< 10 x PASI =z 10 nor
between patients with PASI < 10 x PASI = 15. OPN levels were
not associated with the presence of facial involvement or PsA.
Central obesity, determined by RHT, WC, and WHR, did not show
significant differences in OPN levels. Comparing patients with
recently diagnosed psoriasis (<5 years) versus long-term psoriasis
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Fig. 1. Comparison of osteopontin (OPN) plasma levels between patients and
controls **P <0.0001.
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Fig. 2. Comparison of osteopontin (OPN) plasma levels in obese and non-obese
patients and controls. *p < 0.05.

(=15 years), there were no differences in OPN levels. No other epi-
demiological variable influenced OPN levels.

Analyses of non-parametric ROC were performed to calculate
the most accurate cut-off value of plasma OPN. The area under
the curve was 0.795 (95% confidence interval [CI] 0.712-0.878).
The best cut-off value of plasma OPN for the occurrence of psoriasis
was 17.65 ng/mL, with 76% sensitivity and 77% specificity. A logis-
tic regression model demonstrated that OPN levels above this
cut-off were positively associated with psoriasis (1 wvalue
2.9575; p <0.001). The occurrence of high OPN plasma levels was
associated with an OR=19.25 for the occurrence of psoriasis in
relation to healthy individuals (95% CI 6.82-54.3). Moderate to sev-
ere psoriasis was not a predictor of high OPN levels (1 value
0.2166, P =0.7). Despite age differences among patients and con-
trols, no association between high OPN levels and age or disease
duration was found. For multivariate analyses, we chose possible
risk factors for high OPN levels (Table 2).

3.3. Levels of chemokines (CCL2, CCL5 and CXCL9) in psoriasis and
control groups

CCL5, and CXCL9 were significantly higher in psoriasis patients
than in controls (Fig. 3). To evaluate if chemokine levels are influ-
enced by psoriasis severity or by obesity, they were compared
between patients with PASI< 10 and PASI> 10, patients with

Table 2
Multivariate logistic regression analysis of factors associated with high plasma OPN in
psoriasis patients.

Inflammatory Clinical/epidemiological [ P-value

mediator variable

OPN = 17.65 ng/mL Psoriasis vulgaris 0.0017 P<0.01
Severe psoriasis 02166 0.70
PsA diagnosis 0.4808 0.56
Facial involvement -0.0152 097
Obesity 0.2470 067
WITR = 0.5 —0.060 054
Age -0.006 073
Disease's duration —0.002 0.13

73
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PASI < 10 and PASI = 15, and obese and non-obese patients. No
correlation was found between PASI score and OPN (P=04) or
CXCL9 levels (P=0.1). There were no differences observed between
obese and non-obese psoriasis patients, except for CCL2 levels,
which were, on average, 690 pg/mL (260-4230) and 425 pg/mL
(129-3080), respectively (P < 0.001). Psoriasis severity did not alter
CXCLY, CCL2, or CCL5 levels. Central obesity, determined by RHT,
WHR, and WTR, did not show significant differences in chemokine
levels in psoriasis patients or in controls. To evaluate if OPN levels
were associated with TNF and CXCL9, two known chemokines that
are enhanced in psoriasis patients, the values of OPN and TNF and
OPN and CXCL9 were plotted in Fig. 4a and b, respectively. OPN
levels were not correlated with TNF (P =0.68; Spearman) or with
CXCLY (P=0.88; Spearman).

4. Discussion

Pro-inflammatory cytokines are produced in elevated concen-
trations in psoriasis and obesity. Recently, accumulating evidence
shows an increase in OPN levels in both psoriasis and obesity
patients. There are strong associations between obesity and psori-
asis, the severity of psoriasis increasing with increase in weight.
[22,23]. In the present study, we confirmed that osteopontin,
CXCL9, and CCL5 were higher in patients with psoriasis than in
BMI-matched controls. Patients and controls were not
age-matched in this work, which may be a drawback. In the pre-
sent study, we showed, by multivariate logistic regression analysis,
that neither age nor disease duration were associated with OPN
levels >»17.65.

We confirmed previous observations that OPN plasma levels
were enhanced in patients with psoriasis. However, the absence
of differences between OPN levels in obese and non-obese psoria-
sis patients and between obese and non-obese controls suggests
that OPN is a factor in psoriasis pathogenesis. We also showed that
increases in CXCL9 and CCL5 levels in psoriasis were not affected
by obesity or central obesity. Moreover, the absence of a correla-
tion between OPN and TNF or CXCL9 levels suggests that the
source of OPN in psoriasis patients may be different than that of
TNF and CXCL9.

High serum concentrations of OPN were identified in psoriasis
patients and also in obese patients without psoriasis [2,3].
Studies have shown increased plasma levels of OPN in obese versus
lean subjects, but no differences were found between obese and
overweight patients [17,26]. Nevertheless, the result of weight loss
on OPN levels is not clear, as different studies have shown conflict-
ing findings [4-7]. Additionally, OPN levels in psoriasis patients

may be influenced by the presence of comorbidities; an association
between high OPN levels and hypertension or diabetes was
observed [27]. Therefore, it is possible that OPN participates in
the pathogenesis of inflammatory and metabolic conditions associ-
ated with obesity, including non-alcoholic fatty liver disease and
atherosclerosis, more than reflecting high BMI per se.

In the present study, using a considerable number of psoriasis
patients and obese and non-obese controls, it was observed that
OPN was higher in psoriasis patients than in controls, though we
did not find an association between obesity and increasing levels
of OPN. The absence of a relationship between obesity and OPN
may be because its activity is primarily in the adipose tissues
and not in the circulation [28].

PsA is an important and severe complication of psoriasis.
According to some studies, facial involvement has received little
attention and might be a sign of severe psoriasis [24,25,29]. We
observed in our cohort 41% of patients with facial involvement
and 13% with PsA. The identification of biomarkers associated with
psoriasis severity is important to predict the natural history of the
disease, identification of patients with susceptibility to develop sev-
ere disease, and to determine the early use of more effective thera-
pies. Attempts to associate cytokine levels, and more specifically
chemokines such as CCL2, CCL3, CXCL1, CXCL9, IL-6, and IL-12 or
IL-13, with psoriasis severity have shown contradictory results
[14-16]. One study showed that, despite higher levels of CXCL9,
CXCL10, CCL17, CCL20, and CCL22 in psoriasis patients than con-
trols, only CCL20 correlated with disease severity and none of these
cytokines were affected by clinical improvement after UVB therapy
[14]. Another study did not find differences in CXCL9, CXCL10, or
CXCL16 between patients and controls, nor correlation with dis-
ease severity [30]. IL-1, IL-6, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL5, CXCL1,
CXCL8, and CXCL9 were evaluated by two different studies, which
did not find correlations with disease severity [15,16]. Finally, a
meta-analysis evaluated 22 studies on IL-6, and concluded that
PASI has no effect on the standardized mean differences in [L-6 [31].

Regarding OPN, one study found a high correlation between
OPN and PASI [32], although several studies in psoriasis patients
have not found any correlations between plasma OPN and PASI
[27,33,34]. Two studies evaluated correlations between immuno-
histochemistry expression of OPN and severity [35,36], but only
in one case was a correlation between PASI and OPN documented.
However, both studies were performed with small samples. Factors
that may contribute to the contradictory findings include age, obe-
sity, and disease duration. In the present study, these confounding
factors were considered and no association between PASI and OPN
was documented.
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Fig. 3. Comparison of CXCL-9 (a), CCL-2 (b), and CCL-5 (c) plasma levels between psoriasis patients and controls.
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Fig. 4. Correlation between levels of OPN and TNF-u (d4a; P> 0.05; 95% CI=—0.28 to 0.18) and CXCLS (4b; P> 0.05; 95% CI=—0.17 to 0.19).

Tissue OPN, detected by ELISA, was compared among patients
in treatment with methotrexate, cyclosporine, and PUVA and
healthy volunteers. Baseline lesional skin OPN levels correlated
to PASL. The three therapeutic modalities were associated with sig-
nificant decreases in the mean levels of PASI and tissue OPN. PUVA
achieved the greatest reduction in OPN levels, although it caused
the least reduction in PASI; cyclosporine promoted the greatest
reduction in PASI, but did not cause the greatest reduction in
OPN levels [37]. An indirect correlation with psoriasis severity is
the finding that the intensity and quality (nuclear or cytoplasmatic
pattern) of OPN expression were modified after PUVA therapy [34].

We found that CCL5 and CXCL9 levels in psoriasis patients were
higher than those observed in the control group and not affected
by psoriasis severity or obesity. CCL5 is a T lymphocyte chemotac-
tic factor and its increase is in agreement with the pathogenesis of
psoriasis [15,16]. Studies have shown that CCL2 levels in psoriasis
patients are higher than in normal subjects [15,16], promoting
angiogenesis and inflammation [16], and reduced after biological
therapy [38]. CCL2 is the most extensively studied CC chemokine
and has a role in the pathogenesis of obesity and macrovascular
complications of diabetes [39,40]. Several studies associated high
CCL2 levels with atherosclerosis, but it has not yet been proven
whether this finding is independent of traditional cardiovascular
risk factors, including hypertension [18,41,42]. Atherosclerosis
and psoriasis share several pathogenic pathways and, up to now,
CCL2 enhancement appears to correlate more strongly in obese
individuals than in those of normal body weight [39]. We did not
observe differences in CCL2 levels between psoriasis patients and
the control group. Our findings may be related to one or both of
the following factors: High CCL2 levels detected in obese versus
non-obese patients, although these were not confirmed by other
anthropometric measures; andfor a small subgroup sample.
Further studies addressing CCL2 levels in larger cohorts of
BMI-matched psoriasis patients and controls are needed, and the
effects of a number of comorbidities must be evaluated to consider
CCL2 as an independent psoriasis biomarker. We also highlight
that one limitation of CCL5 and CCL2 subgroup analysis is the
fewer number of controls.

As psoriasis treatment knowledge has progressed, novel
approaches, such as phosphodiesterase 4 inhibitors (PDE4), which
inhibit several pro-inflammatory cytokines and chemokines’ pro-
duction simultaneously, have demonstrated the clinical relevance
of chemokines [43]. Furthermore, this reinforces the need to
understand the chemokine network on psoriasis pathogenesis. As
OPN receptors were found in keratinocytes and monocytes [1], it
is possible that OPN could enhance cytokine and chemokine pro-
duction by activating these cells, which could, in turn, enhance
Th1 or Th17 polarization. Local expression of OPN in lesional ker-
atinocytes, inflammatory cells, and endothelial cells and its corre-
lation with severity favors the hypothesis that OPN is involved in
the pathophysiology of psoriasis [35]. The absence of correlation

between plasma OPN and CXCL9 or between plasma OPN and
TNF may be related to an independent inflammatory pathway or
source of OPN in psoriatic disease and needs to be confirmed by
other studies. In contrast to plasma OPN, it is possible that the high
correlation of skin OPN with psoriasis severity reflects a local role
and a more pronounced action in the epidermal and dermal com-
partments of psoriatic skin than in circulating T cells. Analogous to
macrophages of adipose tissue in obesity and synovial T cells in
rheumatoid synovitis, the overexpression of OPN in psoriasis
seems to be correlated to disease severity only in the skin, as sug-
gested by previous studies. The confined reduction of local OPN
after systemic therapies or phototherapy may reflect an indirect
rather than direct effect of the therapy on OPN levels, once OPN
is not proportionally reduced with the decrease of PASI score
[28,37,44]. Since OPN plasma levels were also reduced after ther-
apy with adalimumab or etanercept [45], further studies address-
ing OPN levels in non-responder patients treated with anti-TNF-o
are necessary to investigate its importance as an alternative
inflammatory pathway in psoriasis.

In conclusion, this work emphasizes that OPN, CCL2, CXCL9, and
CCL5 plasma levels might not be biomarkers of psoriasis severity,
but that OPN, CCL5, and CXCL9 elevation in psoriasis patients is
not a consequence of excess weight. Moreover, the absence of a
relationship between OPN and the production of inflammatory
cytokines and chemokines emphasizes the importance of this
molecule in psoriasis pathogenesis and as a psoriasis biomarker.
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VI. DISCUSSAO

Os dados da populacdo de pacientes com psoriase acompanhados no
Ambulatério de Dermatologia do HUPES refletem o cenario da psoriase no mundo,
com frequéncias altas de comorbidades, a exemplo de DM (10%), HAS (25,6%),
dislipidemia (21,3%), uso de alcool (53.8%), tabagismo (42%) e doenca hepatica
gordurosa ndo-alcodlica (8,5%) (Pearce e cols., 2005; Puig-Sanz, 2007), porém com
frequéncia significativamente alta de pacientes com formas graves (31,2%), quando
a literatura estima em torno de 20% (Menter e cols. 2008), possivelmente por se

tratar de ambulatério de referéncia.

Refletindo também a literatura, pacientes com acometimento facial
apresentaram maiores médias de PASI do que pacientes sem acometimento
(Canpolat e cols., 2008.), chamando atencao para um sinal de alerta na pratica
diaria, onde o célculo sistematico do PASI nem sempre é exequivel. A maior média
de PASI e de BSA em pacientes do sexo masculino confirma achados prévios por
nossa equipe de estudo e por outros grupos (Huang e cols., 2010; Duarte e cols.,
2013). Analogamente, a presenca de acometimento ungueal reforca a necessidade
de busca por sinais e sintomas de artrite psoriatica, como mostrado pela frequéncia
2,5 vezes maior de AP em pacientes com alteragcbes ungueais versus pacientes
sem alteragdes ungueais (20 e 8,2%, respectivamente). O envolvimento ungueal em

portadores de AP pode chegar a 90% (Menter e cols., 2008).

Foi observada nessa amostra tendéncia de menor consumo de alcool nos
individuos com PASI > 10 quando comparados aos de PASI < 10, o que pode refletir

0 uso prévio de medicag¢fes sistémicas interferindo neste consumo, no subgrupo de
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pacientes com tratamentos suspensos ha pelo menos um més. Chama atencédo a
elevada prevaléncia de etilismo, sobretudo por se tratar de ambulatério de

referéncia em psoriase.

N&o foram identificadas nessa populacdo médias significativamente maiores
de PASI ou BSA em pacientes obesos versus nao-obesos, contrastando com
achados prévios (Duarte e cols., 2013). Esta analise é possivelmente limitada pelo
menor tamanho amostral e por desvantagens no uso do IMC, detalhadas neste
capitulo. Previamente fora descrita correlagédo linear mais importante do PASI com
adiposidade visceral medida por analise de impedancia bioelétrica do que com o
IMC (Takahashi e cols., 2009). Utilizando-se o ICA, observou-se, porém, que
meédias de PASI foram maiores nos pacientes classificados com obesidade central

versus pacientes sem obesidade central.

O PASI foi utilizado como parametro principal de gravidade uma vez que é a
medida mais utilizada por agéncias regulatorias, e por ter apresentado maior
correlacdo (r=0,7) com as mensuracdes de superficie corporea afetada (BSA) do
gue previamente descrito na literatura (PASI x BSA, r=0,24; p=0,02) (Murray e cols.,

2009).

Marcadores clinicos ou epidemioldgicos que atendam as variaveis buscadas
para um biomarcador ideal s&o atualmente indisponiveis. O estudo dos
biomarcadores no campo da psoriase € relativamente recente. Dentre as diversas
moléculas estudadas, diversos candidatos ndo apresentam especificidade para
psoriase ou alta sensibilidade na previsdo de suas comorbidades ou de resposta

terapéutica.
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A respeito de marcadores clinicos ou epidemiolégicos, foi previamente
demonstrado em populacdo brasileira que a gravidade da psoriase medida pelo
PASI apresenta correlacdo significativa com medidas antropométricas, tais como

IMC, ICQ e CA (Duarte e cols., 2012).

As medidas de CA e ICQ sao ainda os indicadores mais utilizados na afericdo
da distribuicédo centralizada do tecido adiposo em avaliacdes individuais e coletivas,
contudo as diferencas na composicdo corporal dos diversos grupos etarios e
raciais dificultam o desenvolvimento de pontos de corte universais. Em estudo de
coorte realizado na Tailandia, o ICA foi o melhor dos indices antropométricos
analisados para prever doenca coronariana em homens desta populacdo
(Aekplakorn e cols., 2007). Outros estudos recentes demonstram que o ICA possui
correlacdo mais forte com doencas cardiovasculares do que a CA (Wakabayshi e

cols., 2013; Xu e cols., 2013).

Paller e cols. (2013) demonstraram que criangas com psoriase possuem
maiores médias de ICA do que criancas ndo afetadas (Paller e cols., 2013). O IMC
ndo parece ser o melhor método para o acompanhamento de pacientes com
psoriase, apesar de ainda ser o mais recomendado em todos os guidelines, por ndo
se adequar a diferentes etnias/idades, niveis de massa muscular, estrutura 6éssea e
nao aferir adiposidade central (Sterry e cols., 2007; Kimball e cols., 2012, Duarte e

cols., 2010).

Recentemente, Duarte & Porto-Silva (2014) demonstraram que a média de
PASI nos pacientes com ICA > 0,5 foi significativamente maior do que nos pacientes
com ICA < 0,5 e que havia correlagéo positiva entre ICA e IMC. E possivel que o

ICA em pacientes com psoriase seja mais fidedigno que o IMC na identificacdo de
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obesidade, porém ainda ndo ha consenso sobre qual o melhor método. O ICA
poderia estar sendo utilizado com parametros rigidos para a populacéo brasileira ou
o IMC poderia estar subestimando a real prevaléncia de obesidade. Na auséncia de
método antropométrico padrdo ouro, tivemos o cuidado de utilizar diferentes
medidas, de forma que a avaliacdo de obesidade n&do fosse comprometida (Duarte

& Porto-Silva, 2014).

Assim como em outras patologias inflamatdrias e autoimunes, a pesquisa de
biomarcadores na psoriase tem se direcionado as citocinas e quimiocinas proé-
inflamatorias. No entando, citocinas pré-inflamatérias sdo produzidas em
concentracfes elevadas também na obesidade e existem fortes associacfes entre a
obesidade e a psoriase, a gravidade da psoriase e sua prevaléncia aumentando

com o aumento de peso (Duarte e cols., 2013; Takahashi e cols., 2009).

Nao surpreendente, assim como observado com outras citocinas pro-
inflamatérias (TNF, IL-6) detectadas em elevados niveis em pacientes obesos,
evidéncias mostram um aumento nos niveis de OPN em ambos os pacientes, com

psoriase (Buback e cols. 2009) ou com obesidade (Komorowski e cols., 2011).

No presente estudo, constatou-se que os niveis de OPN, CXCL9 e CCL5
foram mais elevados nos pacientes com psoriase do que nos controles pareados
por IMC. A despeito de diferenga estatisticamente significativa de idade entre
pacientes e controles, observamos, por andlise de regressédo logistica multivariada,
gue nem a idade, nem a duragcédo da doenca foram associadas com niveis de OPN

>17,65 ng/mL.

Estudos prévios mostraram que o0s niveis plasmaticos do OPN estdo

elevados em pacientes com psoriase (Chen e cols., 2008; Kadry e cols., 2011). No
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entanto, a auséncia de diferengas entre os niveis de OPN em pacientes com
psoriase obesos e ndo-obesos e entre os controles obesos e ndo-obesos, descrita
neste estudo, sugere que a OPN nao parece ser relacionada a obesidade e é
possivelmente associada apenas a psoriase. Enquanto as evidéncias de que a
elevacdo da OPN em pacientes obesos sem psoriase s80 mais consistentes
(Buback e cols., 2009; Komorowsky e cols., 2001), estudos falham em identificar
diferencas entre os pacientes obesos e com sobrepeso (Ahmad e cols., 2013;
GoOmez-Ambrosi e cols., 2007) e, além do mais, o resultado da perda de peso nos
niveis de OPN ndo é claro, j& que diferentes estudos tém mostrado resultados
conflitantes (Bertola e cols. 2009; Ried| e cols., 2008; Schaller e cols., 2009; You e

cols., 2013).

Adicionalmente, os niveis de OPN em pacientes com psoriase podem ser
influenciados pela presenca de comorbidades, a exemplo da associacdo entre
niveis elevados de OPN e HAS ou DM (Chen e cols., 2009). Portanto, é possivel
gue a OPN participe na patogénese de doencas inflamatdrias e metabdlicas
associadas com obesidade, incluindo a doenca gordurosa do figado néo-alcodlica e
aterosclerose, mais do que reflita o IMC elevado per se. Nao se pode olvidar que a
auséncia de uma relacédo direta entre a obesidade e a OPN plasméatica pode se
dever a uma atividade predominantemente nos tecidos adiposos e nao na circulagéo

periférica (Kiefer e cols., 2008).

Observamos também que os niveis aumentados de CXCL9 e CCL5 na
psoriase ndo foram afetados pela presenca de obesidade ou obesidade central.
Niveis de CCL2 e CCL5 néo foram avaliados quanto a presenca de artrite psoriatica.

Além disso, a auséncia de correlacéo entre a OPN e de TNF ou entre OPN e
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CXCL9 sugere que a fonte de OPN em pacientes com psoriase pode ser diferente

daquela do TNF e CXCL®9.

As tentativas de associar 0s niveis de citocinas e quimiocinas, mais
especificamente, CCL2, CCL3, CXCL1, CXCL9, IL-6, IL-12 ou IL-13, com a
gravidade da psoriase tém mostrado resultados contraditorios (Ekman e cols., 2013;
Johnston e cols., 2008; Pohl e cols., 2009). Um estudo mostrou que, apesar de
niveis mais elevados de CXCL9, CXCL10, CCL17, CCL20 e CCL22 em pacientes
com psoriase do que os controles, apenas CCL20 foi correlacionada com a
gravidade da doenca e nenhuma dessas citocinas foi afetada pela melhora clinica
ap6s a terapia com UVB (Ekman e cols., 2013). Outro estudo ndo encontrou
diferencas nas concentracdes de CXCL9, CXCL10 ou CXCL16 entre pacientes e
controles, nem correlacdo com a gravidade da doenca (Lima e cols., 2015). IL-1, IL-
6, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL5, CXCL1, CXCL8 e CXCL9 foram avaliados por dois
estudos diferentes, que ndo encontraram correlacdo com a gravidade da doenca
(Johnston e cols., 2008; Pohl e cols., 2009). Por fim, uma meta-analise de 22
estudos avaliando niveis plasmaticos de IL-6 concluiu que valores de PASI ndo tém
efeito sobre as diferencas médias padronizadas de IL-6 (Dowlatshabhi e cols., 2013).

Quanto a OPN, dois estudos constataram correlacdo entre OPN e PASI
(Kadry e cols., 2013; El-Eishi e cols., 2013), apesar de varios estudos em pacientes
com psoriase, como mostrado no Quadro 2, ndo encontrarem quaisquer correlagdes
entre OPN plasmatica e PASI (Chen e cols., 2009; Buommino e cols., 2009;

Erturkler e cols., 2011).

Dois estudos com pequeno namero amostral avaliaram as correlacdes entre
OPN tecidual e gravidade da psoriase (Abdou e cols., 2012; Amin, 2012), ambos

documentando correlacéo entre PASI e OPN. Fatores que podem contribuir para os
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resultados contraditérios incluem a idade, obesidade e duracdo da doenca.
Utilizamos o modelo de regressdo logistica para avaliar tais associa¢cdes que
configurariam fatores de confusdo, e nenhuma associagao entre o PASI e OPN foi

observada.

Através de dosagem de OPN tecidual detectada por ELISA, pacientes com
psoriase em tratamento com metotrexato, ciclosporina ou PUVA foram comparados
com voluntarios saudaveis. Os niveis basais de OPN da pele lesional foram
correlacionados significativamente com o PASI. As trés modalidades terapéuticas
foram associados com diminuicdo significativa nos niveis médios de PASI e OPN
tecidual. Dessas modalidades, a fototerapia com PUVA alcancou a maior reducéo
nos niveis de OPN, embora tenha causado a menor reducéo no PASI; ciclosporina
promoveu a maior reducdo no PASI, mas ndo causou a maior reducao nos niveis de
OPN (El-Eishi e cols., 2013). Uma correlacéo indireta com a gravidade da psoriase
€ a constatacdo de que a intensidade e qualidade (padrdo nuclear ou padrdo
citoplasmatico) de expressdo OPN foram modificadas ap6s a terapia com PUVA

(Ertukler e cols., 2011).

No presente estudo, foi observado que niveis de CCL5 e CXCL9 em
pacientes com psoriase foram maiores do que os observados no grupo controle e
gue estes niveis ndo foram alterados pela gravidade da psoriase ou pela obesidade.
CCL5 é um fator quimiotatico de linfocitos T e seu aumento esta de acordo com a

patogénese da psoriase.

Estudos tém demonstrado que os niveis de CCL2 em pacientes com psoriase

sdo mais elevados do que em individuos normais (Johnston e cols., 2008; Pohl e
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cols., 2009), promovendo angiogénese e a inflamacéo (Pohl e cols., 2009), e sé&o

reduzidos apos o tratamento biolégico (Lembo e cols., 2014).

CCL2 é a quimiocina CC mais extensivamente estudada e tem um papel
importante na patogénese da obesidade e em complicagbes macrovasculares do
DM (Panee e cols., 2012; Sozer e cols., 2014). Varios estudos associaram altos
niveis de CCL2 com aterosclerose, mas ainda nao foi comprovado se esta
constatacdo € independente de fatores de risco cardiovasculares tradicionais,
incluindo HAS (Coll e cols., 2007; Martynowicz e cols., 2014; Ohmori e cols., 2003). .
Aterosclerose e psoriase compartilham varias vias patogénicas e, até o momento, o
incremento nos niveis de CCL2 na aterosclerose observa-se mais fortemente em

individuos obesos do que naqueles de peso normal (Panee e cols., 2012).

Neste estudo ndo foram observadas diferencas nos niveis de CCL2 entre
pacientes com psoriase e do grupo controle. Estes resultados podem estar

relacionados a um ou ambos 0s seguintes fatores:

I. altos niveis de CCL2 foram detectados em obesos versus pacientes
ndo-obesos, embora tal diferenca observada pelo método do IMC néo
tenha sido confirmada por outras medidas antropométricas e / ou

[I.  menor subgrupo amostral.

Como o conhecimento do tratamento de psoriase tem progredido, novas
abordagens, como o uso de antagonistas da fosfodiesterase 4 (PDE4), como
apremilast, que inibe a producéo de varias citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas

simultaneamente, demonstraram a relevancia clinica de quimiocinas (Schafer e



85

cols., 2013). Além disso, reforcam a necessidade de compreender a rede de

guimiocinas envolvidas na patogénese da psoriase.

Como receptores de OPN foram encontrados em queratinécitos e monadcitos
(Zeyda e cols., 2011), é possivel que a OPN aumente a producédo de citocinas e
guimiocinas através da ativacdo destas células, o que poderia, por sua vez,
promover a polarizacdo Thl ou Thl1l7. A expressao local de OPN em queratindcitos
lesionais, células inflamatorias e células endoteliais e a sua correlacdo com a
gravidade favorecem a hipotese de que a OPN esta envolvida na fisiopatologia da

psoriase (Abdou e cols., 2012).

A auséncia de correlacdo entre OPN plasmatica e CXCL9 ou entre OPN
plasmatica e TNF pode estar relacionada a uma via inflamatéria e fonte
independente na psoriase e deve ser confirmada por outros estudos. Contrastando
com este achado, estudo de Buommino e cols. (2012) mostrou correlagédo positiva
entre expressdo génica de OPN e exposicdo a TNF e correlacdo negativa apés
exposicdo a drogas anti-TNF (etanercept, adalimumab). Estudos avaliando niveis de
OPN e CXCL9 em pacientes com psoriase ndo foram identificados na literatura até
presente data. Em estudo de Nakajima e cols. (2012), outros candidatos a
marcadores apresentaram correlagdes positivas (adiponectina e resistina, resistina e
TNF), enquanto IL-6 e leptina ndo apresentaram correlacdo significativa (Nakajima e
cols., 2012), mostrando interacfes distintas entre adipocinas e citocinas envolvidas

na psoriase.

Contrastando com a OPN plasmatica, é possivel que a correlacdo de OPN
tecidual com a gravidade da psoriase reflta um papel local e uma acdo mais

pronunciada nos compartimentos epidérmico e dérmico da pele psoriatica do que
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nas células T circulantes. De forma anéloga aos macréfagos do tecido adiposo na
obesidade e as células T sinoviais na artrite, a expressdo de OPN na psoriase
parece estar correlacionada com a gravidade da doenca apenas na pele, tal como
sugerido por estudos anteriores (Amin e cols., 2012). A reducao confinada de OPN
tecidual apds terapias sistémicas ou fototerapia pode refletir um efeito indireto da
terapia sobre os niveis de OPN, em vez de direto, uma vez que OPN néo é
proporcionalmente reduzida com a diminuigéo da pontuacdo do PASI (Kiefer e cols.,

2008, El-Eishi e cols., 2013; Xu e cols., 2005).

Outros estudos mostram que outras citocinas associadas a psoriase, como
IFN-y, IL-17A, IL-23p19, sofrem reducdo de seus niveis cutaneos, mas nao
periféricos, apos tratamento com ciclosporina ou agentes anti-TNF-a (Zaba e cols.,

2007; Lowes e cols., 2008; Haider e cols., 2008).

Uma vez que os niveis de OPN in vitro foram reduzidos apés o tratamento
com adalimumab ou o etanercept (Buommino e cols., 2012), outros estudos
avaliando os niveis de OPN em pacientes ndo respondedores, tratados com anti-
TNF-a, sdo necessarios para investigar sua importancia como via inflamatoria

alternativa no tratamento da psoriase.

Reconhecemos, além disto, a necessidade de outros estudos diante de
limitacdes inerentes ao desenho desta pesquisa. Estudos abordando concentracdes
de CCL2 e CCL5 em maior numero de pacientes com psoriase e controles pareados
por IMC séo necessarios, uma vez que a auséncia de diferencas de niveis de CCL2
observadas entre pacientes e controles pode se dever a limitacdo metodologica.
Além disso, os efeitos de um numero de comorbidades devem ser avaliados para

avaliar se OPN é associada de forma independente a psoriase.
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Sumarizando os resultados obtidos, observamos neste estudo que:

a. pacientes com acometimento ungueal apresentaram maior frequéncia de
artrite psoritica;

b. pacientes com acometimento facial ou com ICA > 0,5 apresentaram
maiores médias de escore PASI e/ou frequéncia de psoriase grave;

c. concentracdes plasmaticas de OPN, CCL2, CXCL9 e de CCL5 nao foram
associados a gravidade da psoriase pelo PASI ou envolvimento facial;

d. maiores concentracbes de OPN, CCL5, e CXCL9 foram identificados em
pacientes com psoriase versus controles, independentemente da
obesidade;

e. concentracdes plasmaticas de OPN foram altamente (OR=19.25)
associadas com a ocorréncia de psoriase;

f. concentracdes de CCL2 foram mais altas em pacientes com psoriase
obesos versus ndo-obesos;

g. nao foi identificada correlacédo entre OPN e CXCL9 ou entre OPN e TNF.

Este estudo, ao avaliar a relacdo entre psoriase, OPN, moléculas
inflamatérias e obesidade, tema escassamente estudado, demonstrou elevacédo de
OPN em pacientes com psoriase, mas ndo em obesos sem psoriase, e auséncia de
correlagdo dos niveis de OPN com citocinas pro-inflamatérias (TNF,CXCL9). E
possivel que a OPN participe da patogénese de condicbes metabdlicas e
inflamatorias associadas a obesidade, porém néo ser necessariamente um reflexo

do aumento do IMC per se.
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VIll. PROPOSTAS DE ESTUDO

. Avaliar niveis de OPN em pacientes adultos, brasileiros, com psoriase, com
ou sem artrite psoriatica, em pacientes candidatos a tratamento com anti-
TNF, pré e pos-tratamento e andlise do perfil de modulagdo da mesma em
pacientes com e sem resposta aos mesmos.

Identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no gene da OPN
associados a suscetibilidade a boa ou ndo-resposta ao tratamento em
pacientes em uso de imunobioldgicos anti-TNF.

. Correlacionar niveis séricos de OPN com genotipos de OPN.

. Avaliar niveis teciduais de OPN nas lesdes de pele de pacientes com

psoriase, sua correlacdo com gravidade da psoriase e com niveis séricos de

OPN.
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IX. CONCLUSOES

e Concentracdoes elevadas de OPN, CXCL9 e CCL5se associam com a
psoriase, mas nao com obesidade, obesidade central e gravidade da doenca.
e Auséncia de correlacdo entre as concentracbes de OPN e TNF ou CXCL9
sugere que a fonte e/ou via de participacdo da OPN na psoriase seja

diferente destas outras citocinas.
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X.  SUMMARY

Background: Identification of biomarkers associated with psoriasis has the
potential to predict arthritis susceptibility, provide insights into natural history,
therapeutic response and reveal disease pathways that promote associated
comorbidities. An increased inflammatory response has been documented in
patients with obesity, a condition that is associated with the occurrence and severity
of psoriasis. Osteopontin (OPN), TNF and CXCL9 levels are enhanced in patients
with psoriasis, although OPN has been documented in the adipose tissue of obese
patients without psoriasis. The prevalence of obesity is much higher in psoriasis
patients compared with the general population. Objective: to evaluate chemokines,
cytokines (CXCL9, CCL2, CCL5, TNF) and OPN levels in psoriasis and obesity.
Design: transversal study including 117 psoriasis patients and 27 body mass index-
matched controls. Methods: clinical markers and OPN/chemokines levels were
evaluated regarding association with psoriasis’ severity or with obesity. Plasmatic
levels of pro-inflammatory molecules were assessed by ELISA. Results: median
OPN, CCL5 and CXCL9 levels were significantly higher in psoriasis patients
compared with controls, independent of obesity. There was no difference between
the median CCL2 levels in psoriasis patients and controls (P>0.05), although CCL2
levels were greater in obese compared with non-obese psoriasis patients (P<0.001).
Facial involvement and psoriasis area severity index (PASI) score were not
associated (P>0.05) with OPN levels or elevated levels of chemokines. There was
no significant correlation between OPN and CXCL9 levels or OPN and TNF levels in
psoriasis patients. Conclusions: this work confirms that OPN, CCL5 and CXCL9
plasma levels are higher in psoriasis patients, providing evidence that their higher
levels are not a consequence of obesity and that OPN production is independent of
TNF and CXCLO9.

Key-words: psoriasis, severity, cytokines, biomarkers, comorbidities, obesity.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAQ NO PROJETQ SOBRE
ASSOCIACAQ ENTRE PSORIASE E OBESIDADE NA CIDADE DE SALVADOR.

Nome do paciente:

Enderego:
Data:

Declaro que permito a minha participacdo como paciente em um estudo de transversal
sobre “Avaliagdo da relagdo entre Psoriase e Obesidade em pacientes de servigo de
dermatologia de wm hospital universitirio em Salvador - BAHIA”, disponibilizando
meus dados registrados hoje e durante o meu acompanhamento no ambulatdrio de
Dermatologia do Hospital Prof. Edgard Santos. Eu fui esclarecido {a) que esta doenca &
de longa duraciio que pode ser agravada pelo excesso de peso, segundo as informacies
de pesquisas recentes. O estudo visa comparar a gravidade da psoriase em individuos
com excesso de peso com aquela em individuos de peso normal.

Fui informado que:

1} poderel recusar a qualquer momento sem que 1sso implique em qualquer prejuizo no
meu tratamento;

2) sera necessaria medigio de peso, altura, cintura, quadril e presséo arterial;

3) sera necessaria celeta de 20 a 30 ml de sangue

4) as informacdes geradas ao fim do estudo estarfio acessiveis a todos os participantes e
publicadas em revista médica;

4) que ndo havera custos ou riscos na participagio na pesquisa.

Permito que sejam retirados de 20 a 30 ml de sangue para para dosagem de substincias
assocladas 4 gravidade da psoriase, entendendo que estes exames nio me causario mal.
Os riscos durante a realizagiio dos exames sdo riscos pequencs e sera prestada toda
assisténcia médica necessaria durante a realizacio dos mesmos.

NO CASQO DE VOCE TER DIFICULDADE PARA LER ((JSim ou Naoll), O
ESCRITO ACIMA, DEVE ATESTAR TAMBEM QUE O DR{A)
PAUSADA DESSE DOCUMENTO, ESCLARECEU TODAS 5UAS I;}I:"\«"IDAS E
PARA CONCOREDAR EM PARTICIPAR DO ESTUDO, VOCE DEVERA
COLOCAR ABAIXO A IMPRESSAQ DO SEU DEDO POLEGAR.

Assinatura do participante

Data

Assinatura do Investigador

Data
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Data_ Telefones

1. Nome

2. Registro

3. Datadenascimento / /

4. Género 1( )M 2 ( )F

5. Procedéncia 1( }capital 2( )interior estado

6. Tempo de diagnodstico emmeses ()

7. ldadeao diagnostico {_ }anos

8. Tratamentos Prévios Atual
topicos 1( ) 1( )
MTX 2( ) 2( )
Acitretina 3 ) 3( )
Ciclosporina 4 ) 41 )
FOTO S5( ) 5( )
Biologico 6 ) 6( )

9. Forma da psoriase

1( )vulgar 2( )invertida 3( }palmo-plantar 4( }ungueal5( )eritrodérmica 6( )gutata

7 ) pustulosa

10. Artropatia psoridtica diagnosticada? 1( )sim 2( }ndo

11. S5e ndo: presenca de dor articular? 1( }sim 2( )ndo

12. Acometimento da face (exceto orla do couro cabeludo) 1( )sim 2( }ndo

13. Histdria familiar de psorfase 1( })sim 2{ }ndo

14. Historia familiar de obesidade 1{ }sim 2( )ndo

Altura Peso Cintura Quadril




1. Fuma/fumou 1()sim 2( )n3do
ANOS DE CONSUMO () MACOS/DIA ( )
Fuma ainda...

1( )<10cigarros/dia 2( ) 10a20cigarros/dia 3 ( ) >20cigarros/dia:

2.Faz uso de bebida alcodlica 1( )sim 2 ( ) ndo. Tipo: ( )1 fermentado
3. Quantidade de ingesta alcodlica () 2destilado

4. Especificar quantidade consumida :

Frequencia 1( ) menos de 1 consumo por semana

2( )Leve—1a3consumos por semana

3( ) Moderado —4 consumos por semana a um por dia

4( ) Intenso — mais de 1 consumo por dia

Comorbidades 1( )DM 2( )HAS 3( )dislipidemia

4( ) Outras (citar )

PASI pontos BSA:

Insulina de jejum HOMA- IR:

Colesterol total 1 HDL 1 LDL1 TG 1 Glicose 1
Colesterol total 2 HDL 2 LDL 2 TG 2 Glicose 2
Pressdo Arterial 1 X Pressdo arterial 2 X

Uso de medicagdes:

( ) anti-malaricos (hidroxicloroquina, cloroquina)
( )IECA

( ) beta-bloqueadores

() litio

( ) AINE’s tipo: dose: quando:
( ) corticoides tipo: dose: quando:
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/MCO/UFBA
MATERNIDADE CLIMERIO DE OLIVEIRA
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
IORG0003460. Assurance FWA00002471, October 26, 2010
IRB00004123, October 5, 2007 - October 4, 2010

Rua Augusto Viana, s/n°, Canela — Hospital Universitério Professor Edgard Santos, 1.° andar
Cep: 40.110-160 - Salvador-Bahia  telefax.- (71) 3203-2740  e-mail: cepmeo@ufbabr  homepage: www.cepmeo.ufba br

PARECER/RESOLUCAO ADITIVA N.° 002/2009

Para anélise e deliberagdo deste Institucional a Professora, Mestra, Maria de Fitima
Santos Paim de Oliveira, Pesquisadora Responsavel pelo Projeto de Pesquisa
“Freqiiéncia da obesidade em portadores de psoriase admitidos em um hospital
universitario de Salvador-Bahia”, posto sob pendéncias através do Parecer/Resolugio
N° 015/2008 de 30.01.2008, que foram atendidas e aceitas através do Parecer/Resolucio
Aditiva N° 037/2008 de 03 de Margo de 2008, ambos deste Colegiado, apresentou, em
20 de Janeiro de 2009, a “Emenda” ao Projeto destacando-se nesta a ampliagdo da
Equipe com a inclusgo de 02 (dois) Estudantes de Medicina, Tadeu S. Silva e Carolina
M. Alves Cavalheiro, ¢ 01 (hum) Doutor em Medicina, Professor Edgar Marcelino de
Carvalho (“Curricula” anexos), além do novo “Termo de Consentimento Livre e
Pré-Esclarecido”. Também foi anexado o “Relatério Parcial” sobre o andamento do
mesmo.

Inexistindo na proposicdo analisada conflito administrativo, processual e ético que

contra-indique a execugdo local do Estudo e a procedente qualificagio dos novos
Membros do “Staff”, fica a mesma emenda aprovada por esta Instancia.

A’// /Zﬂ / 4 2{7 ’ Salvador, 23 de Janeiro de 2009

/

T, Doutor nio dos %ntos Barata
Coorderigdor — CEP/MCO/UFBA

Observa¢des importantes. Toda a documentagdo anexa ao Protocolo proposto e
rubricada pelo (a) Pesquisador (a), arquivada neste CEP, e também a outra devolvida
com a rubrica da Secretéria deste (@) a0 (a) mesmo (a), faz parte intrinseca deste
Parecer/Resolugio e nas “Recomendagdes Adicionais” apensas, bem como a
impostergavel entrega de relatérios parciais e final como consta nesta liberacio,
(Modelo de Redagio para Relatério de Pesquisa, anexo).
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ANEXO IV

Calculo do PASI

Escore Sistema de pontuagao do PASI

0 1 2 3 4 5 6
Escala de Nenhuma Leve Moderada Grave Muito - -
infiltracdo/eritema/ grave

Descamacao (sinais)
Percentual da area Nenhum 1-9 10-29 30-49 50-69 70-89  90-100

Resultados do PASI para cada drea corporal: soma dos escores para sinais da psoriase e multiplicar
pelo escore relativo a extensdo do seu acometimento. Apds, multiplicar pela média ponderada

abaixo:
Cabeca Tronco Membros Membros
inferiores  superiores
x Média ponderada 0.1 0.3 0.4 0.2

Escore Total do PASI = soma dos PASIs das regiGes corporais

Eritema, descamacdo e infiltracdo (espessura) recebem escore zero, cada, se
ausentes, e escore de 1-4 conforme gravidade crescente.

Cada segmento corpéreo avaliado recebe pontuacdo especifica, que deve
ser multiplicada pelo somatério das mensuracbes de espessura, eritema e
descamacdao das lesfes para cada area abaixo:

0.1 - cabeca
0.2 - bracgos (inclusive axila)
0.3 - tronco (inclusive virilha)

0.4 - pernas (inclusive nadegas)

Por fim, multiplica-se esse produto pelo escore correspondente a area acometida,

segundo o percentual abaixo:

0 = 0% (sem lesdes); 1 =10%; 2 = 10-30%; 3 = 30-50%; 4 = 50-70%; 5 = 70-90%
e 6 = 90-100%.
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ANEXO V

Calculo do Body Surface Area (BSA)
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