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RESUMO

COSTA, L.C.O. Expresséo da proteina 1 de maturagao induzida por linfocitos B
(BLIMP-1) na pele e sua participacdo na resposta Th1l7 na psoriase. 2023. Tese
(Doutorado Direto em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

A proteina 1 de maturacao induzida por linfocitos do fator B de transcricdo (Blimp-1)
estd implicado na diferenciacdo de células T helper 17 (Th17). O presente estudo
buscou investigar a expressdo da proteina Blimp-1, gene do dominio regulatorio
positivo 1 (PRDM1) e genes de citocinas na psoriase (PsO) relacionados ao programa
inflamatorio Th17. Amostras de pele afetada (PA-PsO) e pele ndo afetada (PNA-PsO)
de pacientes foram usadas para avaliar a expressdo génica e proteica por PCR
quantitativo de transcricdo reversa (RT-gPCR), e microscopia confocal com
imunofluorescéncia, respectivamente; e os dados transcriptomicos foram acessados
para andlises de expressado génica diferencial. Os transcritos de PRDM1 e IL17A
foram elevados (p< 0,001) em PA-PsO comparada a PNA-PsO (n = 34). A microscopia
confocal mostrou expressao da proteina Blimp-1 nos queratinécitos de todas as
camadas da epiderme na PA-PsO, mas ndo na PNA-PsO. A andlise bioinformatica do
conjunto de dados de transcriptoma publico GSE13355 mostrou aumento da
expressao génica de PRDML1, transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3),
IL12B, TNF, IL17A, IL6, IL1B, IL22 e IL10 (p< 0,001) em PA-PsO em comparagcao com
pele normal (PNC) e PNA-PsO. A expressao génica de PRDM1 se correlacionou
positivamente (p < 0,0001) com as expressdes génicas de IL17A (r = 0,7), IL1B (r =
0,67), IL12B (r = 0,6), IL6 (r = 0,59), IL22 (r = 0,53), IL23A (r = 0,47), IL21 (r = 0,47),
IL27 (r = 0,34), IL23R (r = 0,32), S100 proteina de ligacdo ao célcio A9 (r = 0,63) e
lipocalina 2 (r = 0,50), e negativamente com as expressdes de TGFB1 (r = -0,28) e
RORC (r =-0,60). O Blimp-1 parece desempenhar um papel critico na patogénese da
desregulacédo da PsO envolvendo o eixo inflamatorio IL-23/Th17. Tal conhecimento

pode acelerar o desenvolvimento de novos tratamentos.

Palavras-Chaves: Psoriase, BLIMP1, Proteina 1 de Maturacdo induzida por
Linfocitos B, Fator 1 de Ligacdo Dominio | Regulador Positivo, PRDM1, Inflamacé&o,
Citocinas



ABSTRACT

COSTA, L.C.O. Expression of B lymphocyte-induced maturation protein 1
(BLIMP-1) in the skin and its participation in the Th1l7 response in psoriasis.
2023. Tese (Doutorado Direto em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Transcriptional factor B lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1) is
implicated in T helper 17 (Th17) cell differentiation. This study investigated expression
of the Blimp-1 protein, positive regulatory domain 1 (PRDM1), and cytokine genes in
psoriasis (PsO). Affected (AS-PsO) and non-affected skin (nAS-PsO) samples were
used to assess gene and protein expressions by reverse transcription-quantitative
PCR (RT-gPCR), and immunofluorescence confocal microscopy, respectively; the
normalized public transcriptomic data permitted differential gene expression analyses.
On RT-gPCR, PRDM1 and IL17A transcripts showed higher expression in AS-PsO
than in NAS-PsO (n = 34) (p < 0.001; p < 0.0001, respectively). Confocal microscopy
showed Blimp-1 protein expression in epidermal layer keratinocytes in AS-PsO, but
not in NAS-PsO. Bioinformatic analysis of the transcriptomic dataset GSE13355
corroborated the increased PRDM1, signal transducer and activator of transcription 3
(STAT3), IL12B, TNF, IL17A, IL6, IL1B, IL22, and IL10 gene expression in AS-PsO,
when compared to normal skin and nAS-PsO (p < 0.001). PRDM1 expression
correlated positively (p < 0.0001) with that of IL17A (r = 0.7), IL1B (r = 0.67), IL12B (r
= 0.6), IL6 (r = 0.59), IL22 (r = 0.53), IL23A (r = 0.47), IL21 (r = 0.47), IL27 (r = 0.34),
IL23R (r = 0.32), S100 calcium binding protein A9 (r = 0.63), and lipocalin 2 (r = 0.50),
and negatively with that of TGFB1 (r = - 0.28) and RORC (r = - 0.60). Blimp-1 may be
critical in the pathogenesis of PsO dysregulation involving the IL-23/Th17 inflammatory

axis. This knowledge may accelerate the development of new treatments.

Keywords: Psoriasis, BLIMP1, B Lymphocyte-Induced Maturation Protein 1, Positive
Regulatory Domain I-Binding Factor 1, PRDM1, Inflammation, Cytokines
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1.1 Epidemiologia, aspectos clinicos e histopatoldgicos da Psoriase

1.1.1 Epidemiologia

A psoriase é uma doenca cutanea imunomediada, que afeta aproximadamente
2-3% da populacdo adulta, ou mais de 125 milhdes de pessoas em todo o mundo
(NATIONAL PSORIASIS FOUNDATION-STATISTICS). A psoriase pode comecar em
gualquer idade, no entanto, existem dois picos: aos 20-30 anos e aos 50-60 anos
(HENSELER; CHRISTOPHERS, 1985). E reconhecida como uma doenca de pele com
impacto significativo na qualidade de vida e no bem-estar emocional dos pacientes
acometidos (KIMBALL; JACOBSON; WEISS; VREELAND et al., 2005). Prurido € um
sintoma frequente e perturbador na psoriase (LEBWOHL; BACHELEZ;, BARKER;
GIROLOMONI et al., 2014). Incapacidade funcional decorrente da psoriase é comparavel
ou ainda maior com aquela observada em outras doencas graves, incluindo cancer,
depressao e doencas cardiacas (RAPP; FELDMAN; EXUM; FLEISCHER et al., 1999).

Dados recentes da Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) estimam a
prevaléncia da psoriase no Brasil em 1,31%, sendo 1,15% em mulheres e 1,47% em
homens (p=0,22). Identificou-se um aumento da prevaléncia de psoriase (p<0,01) quanto a
faixa etaria, sendo mais prevalente entre maiores de 60 anos, 2,29% (IC 95% 1,71 a 2,84%),
na populacéo brasileira (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DERMATOLOGIA, 2020).

E uma morbidade caracterizada por periodos de exacerbacio e atenuacéo do
quadro clinico, e recorréncias ao longo da vida de um paciente e, sem tratamento, uma
remissao espontanea € improvavel (MENTER; GOTTLIEB; FELDMAN; VAN VOORHEES
et al., 2008). A etiologia da psoriase ainda nao € totalmente elucidada, e é considerada
multifatorial, envolvendo fatores ambientais e genéticos (KAVLI; FORDE; ARNESEN;
STENVOLD, 1985; LIU; KRUEGER; BOWCOCK, 2007). Fatores desencadeantes nao
especificos, como o estresse (provavelmente um dos gatilhos mais comuns), trauma leve
(fenbmeno de Koebner), drogas (litio, interferon-alfa, antimalaricos, e outros), e infec¢des
(estreptococica e virais, como HIV) podem desencadear ou agravar processos
inflamatorios, que levam ao desenvolvimento da doenca (GRIFFITHS; BARKER, 2007,
RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014).

Por fim, a interag@o patogénica entre queratindcitos e células imunes infiltrantes
da pele levam a hiperproliferacdo dos queratindcitos e formacéo das placas psoriasicas
(DAND; MAHIL; CAPON; SMITH et al., 2020; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009).
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1.1.2 Aspectos Clinicos

Ha varias ferramentas propostas para avaliar a gravidade da doenca, a maioria
€ baseada na aplicacéo de escores levando-se em conta a extensao do acometimento e a
intensidade do eritema, da infiltracdo e da descamacgao. Dentre estes sistemas, 0S mais
utilizados séo o indice de gravidade de psoriase por area (PASI, Psoriasis Area Severity
Index) e a avaliagao global do médico (PGA- Physician Global Assessment). Vale ressaltar,
que é também util a aplicacio do questionario de indice de Qualidade de Vida em
Dermatologia (DLQI), compreendido de dez perguntas que avalia como a doenca esta
afetando o bem-estar e a qualidade de vida dos pacientes com psoriase (FINLAY; KHAN,
1994).

Um dermatologista deve ser capaz de diagnosticar a psoriase em placas e outras
variantes clinicas da doenca avaliando as caracteristicas morfolégicas e distribuicdo das
lesdes. Salvo excecles, o exame histopatolégico, nem quaisquer exames de sangue
especificos sdo necessarios para o diagnostico de psoriase. No entanto, as alteracdes
histopatolégicas e imunohistoquimicas da psoriase sdo caracteristicas e, em algumas
situa¢des, como nos quadros mais graves, as correlacdes clinico-patologicas sao Uteis para
o diagndstico da psoriase (RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014).

1.1.2.1 Psoriase Vulgar

A psoriase em placas, ou psoriase vulgar, é a forma mais comum da doenca,
sendo responsavel por 80—90% dos casos (NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009). As lesdes
sdo placas bem delimitadas, eritematosas e escamosas, e frequentemente tém a
distribuicdo em areas extensoras (cotovelos, joelhos, couro cabeludo, regido sacral, e sulco
intergliteo). As placas variam em tamanho e 0s pacientes podem apresentar apenas
algumas lesdes ou doenca amplamente generalizada. As lesbes costumam ser distribuidas
simetricamente. A doenca leve a moderada, classificada como envolvendo menos de 10%
da area de superficie corporal, representa aproximadamente 80% dos casos de psoriase
em placas. O restante dos pacientes tem doenca moderada a grave e pode ter envolvimento
de grande extensdo da superficie corporal (MENTER; GOTTLIEB; FELDMAN; VAN
VOORHEES et al., 2008).
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A psoriase palmoplantar € caracterizada por placas eritematosas descamativas
na distribuicdo acral. A psoriase palmoplantar pode ser uma entidade isolada ou pode
coexistir no contexto da psoriase em placas (RAPOSO; TORRES, 2016).

1.1.2.2 Psoriase Gotada

A psoriase gotada € caracterizada pelo inicio agudo de papulas lenticulares
eritematosas e descamativas, sobre o tronco e extremidades. As caracteristicas
morfoldgicas tipicas sdo: lesdes na forma de goticulas (‘guta’), geralmente menores de 1
cm de tamanho, monomorficas e no mesmo estagio de evolugcdo (KRISHNAMURTHY;
WALKER; GROPPER; HOFFMAN, 2010). Psoriase gotada frequentemente afeta criancas
e adolescentes apds um episodio de infeccdo estreptocédcica ou infeccdo do trato
respiratorio superior, e corresponde a menos de 2% dos casos de psoriase (MENTER;
GOTTLIEB; FELDMAN; VAN VOORHEES et al., 2008). Geralmente, a doenca €
autolimitada, mas uma certa porcentagem de individuos pode progredir para psoriase
crobnica em placas (KRISHNAMURTHY; WALKER; GROPPER; HOFFMAN, 2010).
Pacientes que apresentam recuperacdo completa de um episddio de psoriase gotada,
ainda tém um risco significativamente maior de desenvolver psoriase em placas no futuro
(MARTIN; CHALMERS; TELFER, 1996).

1.1.2.3 Psoriase Pustulosa Generalizada

A psoriase pustulosa generalizada € caracterizada pela formacdo de pustulas
estéreis em base eritematosa, que sdo disseminadas e podem ser generalizadas. A
etiologia permanece obscura; entretanto, a administracdo de certos medicamentos,
incluindo interrupcéo abrupta dos corticosterdides sistémicos € um dos fatores causais
(GRIFFITHS; BARKER, 2007). A psoriase pustulosa generalizada pode seguir um curso
leve e crénico ou aparecer de forma aguda e generalizada (tipo von Zumbusch). As pustulas
podem coalescer e envolver todo o tegumento, incluindo areas da mucosa (VARMAN,;
NAMIAS; SCHULMAN; PIZANO, 2014). Dado o envolvimento generalizado, esses
pacientes podem perder a funcao protetora da pele. A perda da funcao termorreguladora

da pele pode causar febre ou hipotermia. Pacientes com psoriase pustulosa generalizada
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aguda geralmente atendem aos critérios da sindrome da resposta inflamatoria sistémica
(SIRS) na sua apresentacao, e esses casos graves requerem internacdo na unidade de
gueimados ou unidade de terapia intensiva (UTI). O tratamento da psoriase pustulosa
generalizada com agentes de acédo rapida como a ciclosporina pode reduzir a necessidade
de hospitalizacdo (GRIPP; CARVALHO; CURSI; SOUZA, 2012; VARMAN; NAMIAS;
SCHULMAN; PIZANO, 2014).

1.1.2.4 Pustulose palmoplantar

Contrariamente a forma generalizada, a psoriase pustulosa pode ser limitada as
palmas das maos e plantas dos pés, conhecida como pustulose palmoplantar. Essa forma
clinica da doenca €é caracterizada por erupcdes recorrentes de pustulas estéreis nas
superficies palmar e plantar (RAPOSO; TORRES, 2016). Embora essa forma néo
represente risco de vida, como na psoriase pustulosa generalizada, € uma condicao
debilitante, sendo comum que 0s pacientes se queixem de dor intensa ocasionada pelas
fissuras e, particularmente limitacdes para as suas atividades. Pacientes com psoriase
palmoplantar tém pior qualidade de vida do que pacientes com extenso envolvimento do
tronco (PETTEY; BALKRISHNAN; RAPP; FLEISCHER et al., 2003). A pustulose
palmoplantar geralmente se apresenta entre 30 e 40 anos de idade, e as lesbes palmares
geralmente precedem o envolvimento plantar em alguns meses (YAMAMOTO, 2009). A
maioria dos pacientes é do sexo feminino, com uma proporcédo de mulheres para homens
de 9: 1. A pustulose palmoplantar também esta altamente associada ao tabagismo, com
95% dos pacientes com histéria pregressa ou atual de tabagismo (GRIFFITHS; BARKER,
2007). Aproximadamente 25% dos pacientes com psoriase palmoplantar também terdo
diagndstico de psoriase cronica em placas, embora estudos genéticos sugerem que sejam
entidades distintas (ASUMALAHTI; AMEEN; SUOMELA; HAGFORSEN et al., 2003).

1.1.2.5 Psoriase Eritrodérmica

A psoriase eritrodérmica € outra forma de psoriase potencialmente fatal
associada a perda da funcdo da pele. Além de ser uma das formas mais graves de psoriase,
€ também uma das mais raras, afetando apenas 1% dos pacientes com psoriase (FARBER,;

NALL, 1993). Ainda que haja historia prévia de psoriase, € importante considerar outras
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causas possiveis da eritrodermia. Na psoriase eritrodérmica, a pele de toda a superficie
corporal esta inflamada, eritematosa e descamativa. Embora a psoriase eritrodérmica
possa se desenvolver a partir do agravamento crénico e progressivo da psoriase em placas,
essa condicao pode ocorrer repentinamente em pacientes sem histéria prévia de psoriase,
em cerca de 20% dos casos (MENTER; GOTTLIEB; FELDMAN; VAN VOORHEES et al.,
2008; MURPHY; KERR; GRANT-KELS, 2007). E comum a ocorréncia de precipitacio por
descontinuacdo rapida de corticosterdides sistémicos ou topicos, infeccdes, exposicado
excessiva ao sol ou luz ultravioleta e medicamentos antimaléaricos (LISI, 2007). Como na
psoriase pustulosa generalizada, a perda das funcfes termorregulatorias e de barreira da
pele pode causar febre, hipotermia, perda de fluidos, desidratacdo e choque (GRIPP;
CARVALHO; CURSI; SOUZA, 2012; MENTER; GOTTLIEB; FELDMAN; VAN VOORHEES
et al.,, 2008). Os pacientes também apresentam alto risco de sepse e até morte,
especialmente sepse estafilococica (GREEN; PRYSTOWSKY; COHEN; COHEN et al.,
1996; GRIPP; CARVALHO; CURSI; SOUZA, 2012).

1.1.2.6 Psoriase Invertida

A psoriase inversa, também conhecida como psoriase intertriginosa ou flexural,
afeta de 3 a 7% dos pacientes com psoriase (SYED; KHACHEMOUNE, 2011). Envolve as
dobras cutaneas, incluindo as axilas, as regides genitais e as regides inframamarias e
inguinais. O rosto também pode estar envolvido. Essas lesdes sdo menos propensas a
serem escamosas devido a alta umidade nessas areas e se apresentam principalmente
como placas eritematosas brilhantes (MENTER; GOTTLIEB; FELDMAN; VAN VOORHEES
et al., 2008). Podem ocorrer fissuras e infeccbes bacterianas ou fungicas sobrepostas.
Histologicamente, ndo héa diferenga entre psoriase inversa e em placa e, portanto, as duas
sdo diferenciadas apenas na apresentagcdo clinica (SYED; KHACHEMOUNE, 2011).
Notavelmente, os pacientes com psoriase com envolvimento palmar tém aproximadamente
cinco vezes mais probabilidade de ter psoriase invertida (FRANSSON; STORGARDS;
HAMMAR, 1985).

1.1.2.7 Doencga das unhas (onicodistrofia psoriatica)
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A psoriase ungueal pode ocorrer em todos os subtipos de psoriase. As unhas
das méos estdo envolvidas em aproximadamente 50% de todos pacientes com psoriase e
unhas dos pés em 35% dos pacientes. Essas alteragBes incluem "pitting"”, onicdlise,
hiperceratose subungueal, e o sinal da mancha de 6leo. Até 90% dos pacientes com artrite
psoriasica pode ter alteracdes ungueais. De resposta clinica mais lenta, o controle da
psoriase ungueal pode ser um desafio terapéutico significativo (MENTER; GOTTLIEB;
FELDMAN; VAN VOORHEES et al., 2008).

1.1.3 Aspectos histopatoldgicos

Frente a possibilidade do diagnostico clinico da psoriase, o0 exame
histopatologico € dispensavel para a extensa maioria dos casos. No entanto, é
recomendada para os quadros graves e generalizados, como a psoriase pustulosa e
eritrodérmica. Em outras situacfes, caso uma bidpsia seja considerada necessaria,
caracteristicas marcantes podem ser observadas (RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS;
RAYCHAUDHURI, 2014). A condicao se caracteriza por epiderme hiperproliferativa, que
apresenta elevacao do indice mitético dos queratinécitos basais, seguido por maturacéo
prematura dos queratindcitos na camada espinhosa e retencdo dos nucleos na camada
cérnea. Em decorréncia da atividade exacerbada da epiderme na doenca, ha uma reducéo
do tempo de turnover da camada basal a espinhosa, de 50 dias na pele normal para 5 dias
na pele psoriasica (LI; LI; HOU; LIU et al., 2015).

Os achados histopatologicos classicos da psoriase em placas incluem:
hiperceratose (espessamento da camada coOrnea), paraqueratose (presenca de
gueratinécitos nucleados na camada cornea), hipogranulose (diminuicdo ou perda da
camada granulosa), acantose (espessamento da camada espinhosa), vascularizacao
dilatada e tortuosa, e um infiltrado leucocitico (LISI, 2007). A histologia da pele nao
envolvida sera normal (GRIFFITHS; BARKER, 2007).

Hiperproliferacdo e diferenciacdo prejudicada de queratindcitos sdo as duas
caracteristicas principais dentre o0s achados cutadneos das placas psoriasicas.
Histologicamente, o espessamento epidérmico (hiperceratose) apresenta alongamento das
cristas epidérmicas (RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014). A
acantose psoriasiforme é caracterizada por cristas epidérmicas alongadas que se
espessam em direcdo a ponta. Os capilares das papilas dérmicas interdigitantes séo

dilatados e tortuosos. Finos feixes de colageno fibrilar também podem ser vistos nas
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papilas. A placa epidérmica suprapapilar é afinada, particularmente no estrato espinhoso e
estrato granuloso (MURPHY; KERR; GRANT-KELS, 2007).

A diferenciacao terminal da epiderme comec¢a na camada granulosa, porém esta
camada esta ausente nas areas subjacentes a paraqueratose na pele com psoriase. O
estrato corneo, portanto, se desenvolve a partir de queratinécitos que nao se submeteram
a diferenciacdo normal, levando ao achado de paraqueratose (retencdo aberrante de
nacleos no estrato corneo) (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER, 2007). Ortoceratose
(hiperceratose sem paraqueratose) também é frequentemente observada, alternando com
areas de paraqueratose. Outro achado relacionado a hiperproliferacédo inclui aumento de
mitoses na camada basal e suprabasal (MURPHY; KERR; GRANT-KELS, 2007). Um
infiltrado leucocitario mononuclear pode ser visto na epiderme e derme consistindo
predominantemente de linfécitos (RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI,
2014).

Dentre os achados na psoriase, dois principais marcadores histolégicos séo
focos de neutréfilos no estrato corneo paraqueratotico, os "microabscessos de Munro", e
as micropustulas neutrofilicas espongiformes na camada espinhosa da epiderme,
denominadas "pustulas espongiformes de Kogoj ” (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER,
2007). Microabscessos de Munro s&o comumente encontrados, e podem ser vistos em 75%
dos casos. Tais achados, junto com capilares dérmicos dilatados e tortuosos, sdo
diagndsticos para psoriase, especialmente quando combinado com os demais detalhes
histopatolégicos supracitados (MURPHY; KERR; GRANT-KELS, 2007).

E importante notar que o exame histopatoldgico pode variar dependendo do
estagio em que a lesdo é biopsiada, e os achados histolégicos tipicos, como descritos
acima, podem nao ser encontrados em todos os casos de psoriase. Por exemplo, a bidpsia
de uma lesao inicial pode mostrar predominantemente alteracfes dérmicas, incluindo um
infiltrado linfocitico perivascular leve, juntamente com dilatacdo e minima tortuosidade da
vasculatura, em um fundo de um leve edema e espongiose (MURPHY; KERR; GRANT-
KELS, 2007). Uma vez que a lesdo evolui, outras mudangas podem ser vistas, incluindo
hiperplasia epidérmica leve, monticulos de paraqueratose, vasculatura dérmica superficial
ectasica, exocitose neutrofilica e microabscessos de Munro com hipogranulose (MURPHY;
KERR; GRANT-KELS, 2007).

A hiperplasia epidérmica e alongamento das cristas epidérmicas e, em menor
extensdo, pelo edema dérmico e infiltrado inflamatério, irdo causar o espessamento e a
elevacao da placa de psoriase vulgar. A descamacédo pluriestratificada e prateada é um

resultado da paraqueratose confluente. A combinacdo de capilares dérmicos ectasicos
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superficiais e afinamento epidérmico suprapapilar € responsavel pela aparéncia
eritematosa da leséo psoriasica e do sinal de Auspitz (pontos de sangramento na remog¢ao
das escamas) (MURPHY; KERR; GRANT-KELS, 2007).

1.2 Histérico da Doenca

A primeira descricdo reconhecivel de psoriase é atribuida a Celsus (25 AC-45
DC), quase 2.000 anos atras. A doenca foi descrita sob o titulo de impetigo (da palavra
latina impeto, atacar). Galeno (133-200 DC) é creditado como o primeiro a usar o termo
psoriase, derivada da palavra grega 'psora’, coceira, no entanto, provavelmente estivesse
descrevendo o0 eczema seborreico - 'Erupcdo escamosa das palpebras e dos cantos dos
olhos associada a escamacdo com intenso prurido e escoriacfes da regido escrotal'
(GLICKMAN, 1986). Hipocrates atribuiu as erup¢cdes escamosas, incluindo a psoriase, o
termo “lopoi” (de lepo, em escama). Assim, primordialmente, pode-se inferir, que varias
nomenclaturas foram atribuidas a um grupo de dermatoses de diferentes etiologias, em que
se incluia a psoriase (ROMITI; MARAGNO; ARNONE; TAKAHASHI, 2009).

Até o século XVIII, a psoriase estava associada a hanseniase, e em 1809, Willan
foi o primeiro a descrever com maior precisdo a psoriase e suas varias manifestacées, mas
a diferenciacdo entre as duas doencas foi realizada por Hebra em 1841 (FRY, 1988). Ap6s
100 anos do reconhecimento da psoriase como uma entidade clinica definitiva, a sua
histologia foi descrita, e 0s termos acantose e paraqueratose foram introduzidos por Auspitz
(1835-1886), nome atribuido a descrigdo do “orvalho sanguineo” observado na curetagem
metddica de Brocq da placa psoriasica. Na técnica da curetagem da placa, nota-se o
destacamento de véarias camadas de escamas esbranquicadas (sinal da vela), seguida de
resisténcia (sinal da membrana de Duncan) até o surgimento de pontos sangrantes (sinal
de Auspitz). O fendbmeno de Koebner, 'uma das observacdes clinicas mais significativas
feitas na psoriase’ foi descrito em 1872 (FRY, 1988). Ja Bourdillon, em 1888, descreveu

caracteristicas da artropatia psoriasica que reconhecemos hoje (O'NEILL; SILMAN, 1994).

1.3 Comorbidades da psoriase

Estudos recentes tém identificado que a abundancia de produtos inflamatérios
no sangue € proveniente das lesdes cutaneas, o que leva a hipétese que algumas

comorbidades sistémicas, como obesidade, diabetes, trombose e aterosclerose, possam
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resultar diretamente de um circuito imune ligado a inflamacao cutadnea. Reciprocamente, as
moléculas inflamatdérias e os hormonios produzidos em tais condi¢des podem influenciar na
patogénese da psoriase por promover um status pro-inflamatério (LOWES; RUSSELL;
MARTIN; TOWNE et al., 2013; LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014).

A psoriase € igualmente prevalente em ambos 0s sexos, e considerada uma
doenca inflamatoria sistémica imunomediada (KORMAN, 2020) associada a diferentes
comorbidades (TAKESHITA; GREWAL; LANGAN; MEHTA et al.,, 2017). Dentre as
comorbidades classicas, estdo incluidas: artrite psoriasica (APs), doenca inflamatoria
intestinal (DIl), sindrome metabdlica (hipertensdo, obesidade, diabetes, hiperlipidemia),
doencas cardiovasculares (DCV), disturbios psicolégicos e psiquiatricos (especialmente
depressao) e uveite (OLIVEIRA; ROCHA; DUARTE, 2015). Ha ainda aquelas consideradas
como comorbidades emergentes na psoriase: doencas hepaticas cronicas, como hepatite
e doenca hepéatica gordurosa néo alcoodlica (DHGNA), linfomas, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, disfuncéo sexual, apneia obstrutiva do sono (AOS), osteoporose e até doenca de
Parkinson (OLIVEIRA; ROCHA; DUARTE, 2015).

Um estudo brasileiro mostrou que a sindrome metabdlica pode atingir pouco
mais de 40% dos pacientes com psoriase, sem significancia entre géneros (p = 0,14). A
elevacao do PASI aumentou o risco para sindrome metabdlica. Apds avaliagdo global do
risco, 51,1% foram reclassificados com risco cardiovascular alto-intermediario,
prevalecendo as mulheres (52,2%). Proteina C-reativa foi elevada em cerca seis vezes na
amostra geral de pacientes, foi superior naqueles com sindrome metabdlica (p= 0,05), HAS
(p= 0,004) e risco cardiovascular alto-intermediario (p< 0,001); e foi positivamente
correlacionada ao escore de risco de Framingham (p< 0,001; r= 0,60), risco cardiovascular
em 10 anos (p< 0,001; r= 0,58) e idade (p= 0,001; r= 0,35) (PASCHOAL,; SILVA; CARDILI,
SOUZA, 2018). Os autores concluem que a psoriase, sindrome metabdlica, hipertenséo
arterial sistémica e o envelhecimento compartilham da elevacédo da proteina C-reativa, 0
gue implicaria em 6nus adicional para aumento do risco cardiovascular e alerta para
intervencdes efetivas na psoriase (PASCHOAL; SILVA; CARDILI; SOUZA, 2018).

Até um terco (cerca de 30%) dos pacientes com psoriase desenvolve artrite
psoriasica (APs) durante o curso da doenca; hoje, o termo “doencga psoriasica” é usado,
incluindo a psoriase cutanea e a APs (MEASE; ARMSTRONG, 2014). Todavia, as regides
de suscetibilidade genética para psoriase vulgar e artrite psoriasica sao parcialmente
compartilhadas, mas n&o idénticas, o que indica a diferenca entre as enfermidades
(MARTINEZ-BORRA; GONZALEZ; SANTOS-JUANES; SANCHEZ DEL RIO et al., 2003).
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APs é uma poliartropatia inflamatéria soronegativa com idade de inicio entre 30
e 55 anos, afeta igualmente homens e mulheres e envolve as articulagbes periféricas
(artrite), esqueleto axial (espondilite), insercéo de tenddes e ligamentos no 0sso (entesite),
e inflamacao de dedos inteiros (dactilite) (GLADMAN, 2015). Na maioria dos casos, a APs
aparece anos apoOs o inicio da psoriase cutanea — entre 5 a 10 anos para que as
manifestacbes ocorram (GLADMAN, 2015). Os sintomas inespecificos tornam o
diagndstico desafiador e estima-se que a prevaléncia de APs ndo detectada entre pacientes
com psoriase cutanea esteja entre 10% e 15% (VILLANI; ROUZAUD; SEVRAIN;
BARNETCHE et al., 2015).

Nos ultimos anos, varias ferramentas para medir com maior precisao a atividade
da doenca e questionarios de autoavaliagdo do paciente tem sido propostos para o
diagnostico da APs (TUCKER; COATES; HELLIWELL, 2019). Dentre esses, encontram-se
os critérios de CASPAR (Classification for Psoriatic Arthritis), e 0 DAS28 (28-joint Disease
Activity Score) (PREVOO; VAN 'T HOF; KUPER; VAN LEEUWEN et al., 1995; SALAFFI;
CIAPETTI; CAROTTI; GASPARINI et al., 2014) para classificacao de artrite periférica. Ja
para classificar a artrite axial, sdo indicados o BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Activity
Index) e 0 ASDAS (Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score) (TUCKER; COATES;
HELLIWELL, 2019).

Os estudos sdo concordantes nos achados de que o atraso no diagndstico de
APs com mais de 1 ano aumentou o risco de pior funcdo fisica (TILLETT; JADON;
SHADDICK; CAVILL et al., 2013), e os pacientes que obtiveram cuidados de saude
adequados nos primeiros 2 anos do inicio dos sintomas de APs tiveram doenca menos
grave e menor progressao radiografica do que aqueles observados com 2 anos ou mais
apos o inicio dos sintomas (GLADMAN, 2015). Ainda, Mease et al. (2019) observaram um
atraso no diagndéstico em uma amostra de pacientes dos EUA com APs, com um tempo
meédio desde o inicio dos sintomas até o diagnostico estabelecido de 1,2 anos, e
aproximadamente um ter¢co dos pacientes com atraso de mais de 4 anos (MEASE; LIU;
SIEGEL; RICHMOND et al., 2019).

Um estudo transversal, multicéntrico e observacional realizado em paises da
Europa Ocidental e Oriental, Oriente Médio, América Latina e Asia, incluindo 1.483
pacientes com suspeita ou diagnostico estabelecido de APs que visitavam rotineiramente
um dermatologista, reumatologista, ou meédico ndo reumatologista/ndo dermatologista
mostrou que nao houve diferenca significativa no tempo médio desde o inicio dos sintomas
inflamatorios musculoesqueléticos até o diagndstico de APs entre o0s pacientes

acompanhados por reumatologistas e dermatologistas (6,0 versus 3,9 meses)
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(BOEHNCKE; HORVATH; DALKILIC; LIMA et al., 2020). No Brasil, um estudo com
pacientes avaliados por um reumatologista ou dermatologista indicou que
independentemente do cenario, os pacientes tiveram um atraso no diagndstico de APSs,
173,6 versus 146,1 meses (p= 0,556), mas sem diferencas estatisticas para as
especialidades Reumatologia e Dermatologia, respectivamente (DA SILVA SOUZA,
GOLDENSTEIN-SCHAINBERG; ALVARENGA ANTI LODUCA LIMA; SPELLING
GORMEZANO et al., 2022).

1.4 Etiopatogenia da Psoriase

A interacdo entre fatores ambientais desencadeantes em individuos
geneticamente predispostos inicia uma cascata de eventos que congregam tanto
mecanismos da imunidade inata, quanto adaptativa, e culmina com o desenvolvimento e a
ativacdo da doenga (RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014).

Sabe-se hoje que a psoriase ndo é exclusivamente uma doenca dependente de
células T, mas que o0s queratinécitos desempenham um papel fundamental no
desencadeamento dos estagios iniciais da patogénese e na perpetuacao da inflamacao
cronica na psoriase, em uma interagcdo mutua com as células T (BENHADOU; MINTOFF;
DEL MARMOL, 2019; LANGLEY; KRUEGER; GRIFFITHS, 2005; PASQUALI;
SRIVASTAVA; MEISGEN; DAS MAHAPATRA et al., 2019).

1.4.1 Fatores genéticos

A psoriase tem um relevante componente genético, demonstrado por estudos
gue mostraram maior incidéncia de psoriase (vulgar ou APs) em gémeos monozigoticos
comparados aos dizigoticos (BATAILLE; LENS; SPECTOR, 2012; LONNBERG; SKOV;
DUFFY; SKYTTHE et al., 2016) e em parentes de primeiro e segundo grau de pacientes
com psoriase, comparados a populacdo em geral (CHANDRAN; SCHENTAG;
BROCKBANK; PELLETT et al., 2009; NESTLE; KAPLAN; BARKER, 2009). Os estudos de
ligacdo e associacdo genética compreendendo amplos conjuntos de dados de caso-
controle revelaram variantes de suscetibilidade conhecidas como polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) que estéo ligados a psoriase (STRANGE; CAPON; SPENCER,;
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KNIGHT et al., 2010; TSOI; SPAIN; KNIGHT; ELLINGHAUS et al., 2012). O alelo HLA-
Cw*06:02 do antigeno leucocitario humano (HLA) é considerado o principal determinante
genético da psoriase (CAPON, 2017). Esta presente na regido de suscetibilidade a
psoriase-1 (PSORS1), uma regido que inclui genes do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Isso contribui com aproximadamente 40-50% da
hereditariedade da psoriase (FENG; SUN; SOLTANI-ARABSHAHI; BOWCOCK et al.,
2009; OKADA; HAN; TSOI; STUART et al., 2014). Ja os alelos HLA-B estdo associados a
um maior risco de desenvolver APs; em particular HLA-B* 27 (BOWES; ASHCROFT;
DAND; JALALI-NAJAFABADI et al., 2017), enquanto HLA-Cw*06:02 tem menor risco de
associacgao para esta condicdo (BOWES; ASHCROFT; DAND; JALALI-NAJAFABADI et al.,
2017; CARDILI; DEGHAIDE; MENDES-JUNIOR; DONADI et al., 2016).

Aproximadamente 36 loci de suscetibilidade genémica foram associados a
psoriase, alguns deles (PSORS1, PSORS2 e PSORS4) com maior contribuicdo para a
doenca dentre outros (CAPON, 2017). Mutacdes do gene CARD14, localizado na regiao
PSORS2 no cromossomo 17 (17g25.3), sao responsaveis pelo efeito pré-inflamatorio
aumentado de NF-kB e a superexpressdo de genes em queratindcitos que foram
associados a psoriase (JORDAN; CAO; ROBERSON; PIERSON et al., 2012). No entanto,
apesar da predisposicao genética comprovada na psoriase, a ligacdo entre os gatilhos
ambientais, as alteracbes da expressdo génica e a heterogeneidade genética ainda nao
esta totalmente esclarecida (PIVARCSI; STAHLE; SONKOLY, 2014). A maioria dos genes
de suscetibilidade identificados em estudos de associacdo do genoma (GWAS-Genome
Wide Association Studies) estéo relacionados a imunidade adaptativa (citocinas, receptores
de citocinas e vias inflamatérias), enquanto alguns estéo relacionados a imunidade inata,
funcdes dos queratindcitos e barreira cutanea, sugerindo que a predisposicdo envolva a
pele e o sistema imunolégico (DUFFIN; KRUEGER, 2009; TSOI; SPAIN; KNIGHT;
ELLINGHAUS et al.,, 2012). Dentre os genes relacionados a pele, estdo os genes do
envelope cornificado tardio (LCE), parte do complexo de diferenciacéo epidérmica (EDC),
envolvido na diferenciagao terminal da epiderme (HENRY; TOULZA; HSU; PELLERIN et
al., 2012; MARENHOLZ; ZIRRA; FISCHER; BACKENDORF et al., 2001). Uma vez
localizado na camada cornificada da epiderme, os genes LCE codificam proteinas
estruturais, que podem estar envolvidas na funcédo de barreira fisica (CANDI; SCHMIDT;
MELINO, 2005), e potencialmente ter papel como peptideos antimicrobianos (NIEHUES;
TSOI; VAN DER KRIEKEN; JANSEN et al., 2017). Estudos gendmicos em descendentes
europeus revelou uma associacao entre psoriase e a delegdo comum dos genes do LCE3C

e LCE3B. O agrupamento LCE é conhecido por estar na regido cromossémica 1g21.3, onde
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o locus PSORS4 foi identificado (DE CID; RIVEIRA-MUNOZ; ZEEUWEN; ROBARGE et al.,
2009).

1.4.2. Sistema Imune e Psoriase

Tanto o sistema imune inato, quanto o adaptativo desempenham papéis
fundamentais na iniciacdo e manutencéo da psoriase (CAl; FLEMING; YAN, 2012). Um dos
principais agentes da imunidade inata sdo os queratinécitos, que podem responder a
diferentes sinais de alarme e recrutar células T para a pele, as quais sdo essenciais na
manutencdo da atividade da doenca (ALBANESI; MADONNA; GISONDI; GIROLOMONI,
2018; LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014). Os queratincitos produzem
peptideos antimicrobianos (AMPs- antimicrobial peptides), como LL-37 (catelicidina
derivada de humano), defensinas e proteinas S100 e, uma vez lesionados ou submetidos
a um feedback inflamatoério negativo de certas citocinas, podem produzir altas doses das
guimiocinas CCL20 e CXCLS8 / interleucina (IL)-8. O CCL20 tem como objetivo recrutar
células dendriticas mieloides (mMDCs) e células T helper (Th)-17 na pele da psoriase,
enquanto a IL-8 / CXCL8 funciona como quimiotatico para neutréfilos para o local da leséo
(LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014; MARTIN; TOWNE; KRICORIAN;
KLEKOTKA et al., 2013). Fatores de transcricao fundamentais em lesdes de psoriase sao
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP), Janus quinase (JAK), fator nuclear-kB (NF- kB),
proteina ativadora-1 (AP-1), e proteina de ligacdo do potenciador CCAAT beta (C / EBP-b).
Estes aumentam a expressao de citocinas pré-inflamatérias apds a modulacéo da producéo
de TNF-alfa e IL-17, sustentando a alca de inflamacao na epiderme afetada dos pacientes
com psoriase (GREB; GOLDMINZ; ELDER; LEBWOHL et al., 2016). Uma representacdo

simplificada dos mecanismos imunopatogénicos na psoriase € ilustrada na Figura 1.
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Figura 1 - Mecanismos imunopatogénicos na psoriase. Adaptado de Kim e Krueger, 2015.

1.4.2.1 Circuitos imunolégicos celulares e moleculares na psoriase

Os queratindcitos ativados liberam complexos de auto-DNA e auto-RNA no
compartimento extracelular, que ativam as células dendriticas plasmocitoides (pDCs) e
iniciam a producdo de IFN-alfa (NESTLE; CONRAD; TUN-KYI; HOMEY et al., 2005). A
presenca de IFN-alfa leva a ativacdo e maturacédo de DCs que circulam nos linfonodos onde
apresentam um suposto antigeno para as células T virgens; por sua vez, as DC ativadas
produzem IL-23 e IL-12, que estimulam as populacdes de células T auxiliares CD4 + Thl e
Thl7 (LOWES; RUSSELL; MARTIN; TOWNE et al., 2013). A IL-23 provinda das DCs
inflamatorias ativa as células Th1l7 para produzir IL-17A e IL-17F, que conduzem as
respostas dos queratinocitos (LOWES; RUSSELL; MARTIN; TOWNE et al., 2013). Uma vez
ativados, os queratinécitos podem produzir abundantemente mediadores inflamatérios,
incluindo IL-8 / quimiocina CXCL8, MCP-1 / CCL2, CXCL1, CXCL2 e CXCL3 e CCL20
(PERERA; DI MEGLIO; NESTLE, 2012). Essas quimiocinas atraem leucdécitos, como
neutrofilos, DCs e células CCR6+ Th17; ainda, CXCL9, CXCL10 e CXCL11 também sao
produzidos e recrutam células Thl circulantes adicionais, que expressam o receptor 3 da
guimiocina CXC (CXCR3+) e o receptor 4 da quimiocina CC (CCR4+), e as células Th17,
gue expressam CCR4 e CCR6 na derme e epiderme. As citocinas derivadas das células T
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atuam nos queratinocitos epidérmicos como indutores proximais desses circuitos
inflamatorios (PERERA; DI MEGLIO; NESTLE, 2012).

1.4.2.2 Autoantigenos e autoimunidade para psoriase

Os autoantigenos podem compreender as quimiocinas liberadas por células
nativas que iniciam ou mantém um estado patolégico contra o proprio organismo
(BENHADOU; MINTOFF; DEL MARMOL, 2019). E estabelecido que a colonizacdo de
bactérias na pele psoriasica resulta na producdo de superantigenos e ativacdo de
receptores de células T (BOEHNCKE; DRESSEL; ZOLLNER; KAUFMANN, 1996).
Adicionalmente, sequéncias similares entre peptideos do estreptococo M e queratina
humana, como a queratina 17, sugerem que proteinas da queratina possam funcionar como
autoantigenos (GUDMUNDSDOTTIR; SIGMUNDSDOTTIR; SIGURGEIRSSON; GOOD et
al., 1999).

Mais recentemente, tem sido descrito o mecanismo de autoantigenos na
ativacao de vias autoimunes na psoriase. Prinz et al. (2017) demonstraram que o principal
alelo de risco de psoriase HLA-Cw* 06:02 confere suscetibilidade a psoriase pela promocao
da autoimunidade especifica dos melandcitos por meio da apresentacdo de ADAMTSLS5 (A
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs-like 5), autoantigeno gerado
por ERAP1 (Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1). Além do ADAMTSLS5, o peptideo
antimicrobiano LL37 (alternativamente conhecido como CAMP) foi encontrado com
expressdo aumentada em queratindcitos de lesdes de psoriase, bem como em células
imunes associadas a psoriase (por exemplo, macrofagos e células dendriticas) (PRINZ,
2017). Ainda, o LL37 tem a capacidade de converter o proprio DNA inerte em estruturas
condensadas e complexadas aos AMPs, ativando o TLR9 e TLR7, que permitem as células
dendriticas plasmocitoides detectar o DNA viral e microbiano (evento que nao ocorre em
condi¢cBes normais). Isso resulta na producéo de IFN-alfa, que fornece estimulos internos
para células dendriticas e células T, levando ao desenvolvimento final de placas
psoriasicas. Uma vez que representa uma via inflamatéria Unica, que € normalmente usada
em respostas imunes antivirais, o LL37 foi proposto como um autoantigeno da psoriase,
responsavel por desencadear o ciclo de feedback inflamatério (KIM; KRUEGER, 2015;
LANDE; BOTTI; JANDUS; DOJCINOVIC et al., 2014).
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1.4.2.3 Desequilibrio de citocinas e quimiocinas na psoriase

Citocinas como IL-12 e IL-23, ambas liberadas por células dendriticas e
macréfagos, induzem a polarizacao de varias células T CD4 + que, por sua vez, produzem
algumas das citocinas criticas na psoriase: as interleucinas IL-17A, -17F e -22, interferon-
gama (IFN-gama) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa), (LOWES; SUAREZ-FARINAS;
KRUEGER, 2014). A IL-23 é uma citocina pré-inflamatéria composta por duas subunidades,
p19 e p40, sendo a subunidade p40 compartilhada com IL-12. No entanto, a IL-23 e IL-12
possuem receptores e efeitos diferentes. IL-12 induz o desenvolvimento de células Thi,
gue produzem IFN-gama, e a IL-23 est& envolvida na diferenciacdo de células Th17 em um
contexto pré-inflamatério e especialmente na presenca de TGF-B e IL-6. As células Th17
ativadas produzem IL-17A, IL-17F, IL-6, IL-22, TNF-alfa e GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor). Macrofagos inflamatoérios expressam IL-23R e sao
ativados por IL-23 para produzir IL-1, TNF-a e a propria IL-23 (DUVALLET; SEMERANO;
ASSIER; FALGARONE et al., 2011).

IL-23 é expressa principalmente pelos macréfagos e DCs, e o receptor para IL-
23 (IL-23R) é encontrado nas células T de memoria, células NK (natural killer), macréfagos,
DCs e células T naive apés ativacdo por TGF-beta e IL-6 (PARHAM; CHIRICA; TIMANS;
VAISBERG et al., 2002). Estudos estabeleceram que o gene IL-23R esta associado a
suscetibilidade a psoriase, porém algumas variantes desse gene sdo mais expressas em
grupos controle saudaveis, e especula-se protecdo concomitante para doenca intestinal
inflamatéria e psoriase (CAPON; DI MEGLIO; SZAUB; PRESCOTT et al., 2007).

Na psoriase, ha acentuado aumento da expressao de IL-23 em comparacdo com
a pele normal. Em pacientes com psoriase, a IL-23 atua também através do receptor de
guimiocina CCR6, causando inflamacéo e a producéo de IL-22. IL-22 é membro da familia
IL-10 produzida por células Th17 ativadas e desempenha um papel crucial nos disturbios
dos queratinécitos na psoriase (HEDRICK; LONSDORF; SHIRAKAWA; RICHARD LEE et
al., 2009).

IL-17A € produzida por células T CD4+ que séo polarizadas por citocinas IL-
lbeta e IL-6 em células Th1l7, e também pelo subconjunto de células T CD8+ Tcl7
(BLAUVELT; CHIRICOZZI, 2018). Essa citocina atua nos gqueratinécitos, levando a um
aumento da expressdo de CCL20, CXCL1l, CXCL3, CXCL5, CXCL6 e CXCLS8, e
demonstrou desempenhar um papel no recrutamento de células dendriticas mieloides
(mDC), células Th17 e neutrdfilos a leséo psoriasica. Ainda, a IL-17A induz a producéo de
AMPs (como b-defensina-2, proteina S100A7, A8, A9) e citocinas pré-inflamatdrias, além

de produzir fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF). Estes, por sua vez,
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podem ajudar a sustentar as respostas imunologicas na pele, bem como a inflamacéo e o
desenvolvimento de placas na psoriase (KIM; KRUEGER, 2015; LOWES; SUAREZ-
FARINAS; KRUEGER, 2014). A IL-17A também tem papel na protecdo da pele contra
infeccBes por Staphylococcus aureus, infeccfes fungicas, infeccdes gastrointestinais por
Escherichia coli, e tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) (ISAILOVIC; DAIGO;
MANTOVANI; SELMI, 2015; MENGESHA; CONTI, 2017).

IL-17F (também conhecida como CANDF6 ou ML1), compartilha o mesmo locus
e receptores que IL-17A, com a qual é co-regulada e muitas vezes co-expressa
(AKIMZHANOV; YANG; DONG, 2007). Niveis elevados de citocina IL-17F foram
encontrados na pele com lesdes com psoriase em comparacao com pele ndo afetada e
saudavel bem como no soro dos pacientes com psoriase (SODERSTROM; BERSTEIN;
ZHANG; VALDEZ et al., 2017). Outros membros da familia IL-17 incluem IL-17C que,
juntamente com IL-17A e IL-17F, tem a maior expressao na pele afetada de pacientes com
psoriase (JOHNSTON; FRITZ; DAWES; DIACONU et al., 2013), provavelmente fornecendo
uma pequena contribuicao para a inflamacao que ocorre na psoriase.

IL-22, membro da familia IL-20 e produzida por células Th22, e em parte por
células Thl7, inibe a diferenciacdo epidérmica, levando a um disturbio da barreira cutanea,
e induz a expressao génica pré-inflamatdria e a ativacédo de queratinécitos humanos. Ligada
a seus receptores IL-22R1 / IL-10R2 ativa a via JAK / STAT3, contribui para a estimulacao
de respostas inflamatorias (BONIFACE; BERNARD; GARCIA; GURNEY et al.,, 2005;
LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014). Ainda, a ativacdo desta via por IL-22 leva
a uma reducao nos niveis de expressdo de marcadores de diferenciacdo de queratindcitos,
tais como filagrina, loricrina, involucrina e membros de citoqueratina classe | / Il, tais como
gueratina 1 (KRT1) e queratina 10 (KRT10) (BONIFACE; BERNARD; GARCIA; GURNEY
et al., 2005).

O IFN-gama ativa uma via de sinalizacdo que foi considerada a principal peca
na patogénese da psoriase vulgar e atualmente, o IFN-gama foi redefinido como mais
relevante para a fase de iniciacdo da doenca (KRYCZEK; BRUCE; GUDJONSSON;
JOHNSTON et al., 2008). Ele pertence a familia do interferon tipo Il e pode ser produzido
pelas células Thl, mas também pelas células Thl7 e NK (HASSAN-ZAHRAEE; WU,
GORDON, 1998). Além disso, uma populacéo de células T co-produtoras de IL-17A e IFN-
gama foi identificada na pele afetada da psoriase (LOWES,; KIKUCHI; FUENTES-
DUCULAN; CARDINALE et al., 2008).

O TNF-alfa, membro da superfamilia do TNF, e armazenado principalmente por

mastdcitos e macrofagos ativados na pele, também pode ser produzido por células T CD4+,
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células NK, neutrofilos e queratinécitos (BASHIR; SHARMA; WERTH, 2009). O gene que
codifica o TNF-alfa esté localizado no cromossomo 6, préximo ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) (VASSALLI, 1992). Ainda, evidéncias de um potencial
sinergismo entre IFN-gama e TNF-alfa na aterogénese inflamatéria foram comprovadas
(MEHTA; TEAGUE; SWINDELL; BAUMER et al., 2017), fornecendo uma justificativa para
0 antagonismo duplo de citocinas, uma vez que a psoriase e a aterosclerose compartilham
muitos mecanismos inflamatérios subjacentes semelhantes.

Outro membro da familia IL-12, a IL-27, é composta pela subunidade Ebi3, que
também € encontrado na IL-35 e interage com IL-6gp130, IL-27p28 e IL-27R-alfa. IL-27 é
produzida pelas DCs, macréfagos, e células B. Ativa células Thl e inibe as células Th2
(DUVALLET; SEMERANO; ASSIER; FALGARONE et al., 2011).

Coletivamente, as citocinas IL-17, IFN-gama, IL-22 e TNF-alfa podem causar
proliferacdo de queratinécitos, bem como producédo de quimiocinas, citocinas e peptideos
antimicrobianos, agindo de forma independente ou exercendo um efeito sinérgico. Isso se
torna uma algca autoamplificadora, onde esses produtos atuam de volta nas DCs, células T
e neutrdfilos para perpetuar o processo inflamatério cutaneo (HARPER; GUO; RIZZO;
LILLIS et al., 2009).

1.5 Bases terapéuticas da psoriase

A compreenséo desses inumeros avancos deve preceder um sumario das bases
terapéuticas da psoriase, que progressivamente acompanharam a evolucdo dos
conhecimentos envolvendo a doenca. No passado, as terapéuticas estavam centradas no
controle da proliferacédo dos queratindcitos. Ainda que o metotrexato tenha sido proposto e
aprovado como terapéutica pelos seus efeitos antiproliferativos entre as décadas de 60 e
70, respectivamente, foi apenas na década de 90 que a sua acdo anti-inflamatoria e
imunossupressora foi considerada como central no controle da psoriase. Sem duvida, o0 uso
da ciclosporina na imunomodulagéo dos linfocitos T para o controle da doencga corroborou
essa mudanca de paradigma até a revolucionaria chegada da terapéutica imunobioldgica.
contra as citocinas envolvidas no eixo da inflamacé&o da doenca psoridsica, que abrange o
sistema tegumentar e o osteoarticular e as repercussdes sistémicas.

A psoriase pode ser classificada por diversos critérios, tais como gravidade,
morfologia, extensdo do envolvimento cutaneo, distribuicdo ou sitio anatdémico das lesoes,

ou ainda, idade do inicio e padrdo de estabilidade (Quadro 01). Em geral, a decisédo
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terapéutica se baseia em critérios de gravidade, extensdo do envolvimento cutaneo e no
impacto da qualidade de vida, em conjunto ou isoladamente. Ainda na pratica, ou nos
estudos clinicos, os parametros de mensuracdo de gravidade séo Uteis para avaliagdo da
resposta clinica aos tratamentos adotados (FREDRIKSSON; PETTERSSON, 1978;
RAYCHAUDHURI; MAVERAKIS; RAYCHAUDHURI, 2014; SALGADO-BOQUETE;
CARRASCOSA; LLAMAS-VELASCO; RUIZ-VILLAVERDE et al., 2021).

Quadro 1 - Critérios utilizados para a classificacdo da psoriase

Critério de Classificacdo Fendtipo clinico

1. Idade do inicio Psoriase tipo | — idade de inicio antes dos
40 anos
Psoriase tipo Il — idade de inicio apds os
40 anos

2. Nivel de gravidade de acordo com BSA ou PASI Psoriase leve 5% BSA; PASI <10
Psoriase moderada 5%-10% BSA, PASI >
10

Psoriase grave 10% BSA, PASI >10

Psoriase localizada e psoriase disseminada

3. Padréo de distribuic@o das lesdes Invertida, flexural, seborreica

4. Morfologia Em placas, gotada, eritrodérmica,

pustulosa, rupidide

5. Sitio anatémico Em couro cabeludo, palmoplantar, genital,

ungueal, genital

6. Estagio de desenvolvimento Psoriase estavel

Psoriase eruptiva instavel

Adaptado de Raychaudhuri 2014; BSA, body surface area; PASI, Psoriasis Area Severity Index

As terapias tépicas (corticosteroides, analogos da vitamina D e inibidores da
calcineurina) sdo usadas isoladamente para o tratamento da psoriase leve sem APs, ou em
associacao as terapéuticas sistémicas indicadas para os pacientes com psoriase moderada
a grave, que sao geralmente tratados com fototerapia, metotrexato, retinoides ou
medicamentos biolégicos (MROWIETZ; KRAGBALLE; REICH; SPULS et al., 2011,
TORSEKAR; GAUTAM, 2017). A fototerapia artificial envolve o uso de ultravioleta (UV) B
ou psoraleno mais UVA (PUVA), e a sua eficacia leva 50% a 70% dos pacientes a atingir
pelo menos 75% de melhora do PASI apos 4-6 semanas. Os mecanismos de a¢do da

fototerapia sdo multiplos: promocéo de apoptose de células inflamatorias, estimulacdo da
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producdo de citocina IL-10 anti-inflamatéria, com supressédo de células Thl7 e Th2 e
ativacao de células T reguladoras (TARTAR; BHUTANI; HUYNH; BERGER et al., 2014).

As terapéuticas sistémicas convencionais para a psoriase incluem os retindides,
utilizados desde os anos 80. Sdo analogos da vitamina A com a capacidade de inibir a
proliferacéo e a diferenciacdo das células epidérmicas. Desse grupo, a acitretina € utilizada
isoladamente ou em combinac&o com a radiagdo UVA (SBIDIAN; MAZA; MONTAUDIE;
GALLINI et al., 2011), em homens e mulheres em idade ndo reprodutiva, pelos seus efeitos
teratogénicos.

Dentre outras terapéuticas sistémicas convencionais, estdo o metotrexato,
analogo sintético do &cido félico que regula negativamente as principais citocinas e
quimiocinas envolvidas na inflamag&o da psoriase, tais como IL-17, IL-22, IL-23 e CCL20
(CARRETERO; PUIG; DEHESA; CARRASCOSA et al., 2010); e a ciclosporina, que atua
inibindo a atividade das células T por meio da inibicdo da calcineurina, uma fosfatase que
promove a expressao da citocina pré-inflamatoria IL-2 (AMOR; RYAN; MENTER, 2010).
Outras terapéuticas sistémicas utilizadas em alguns paises sdo os fumaratos e o
apremilaste (MROWIETZ; KRAGBALLE; REICH; SPULS et al., 2011).

O avanco dos conhecimentos sobre a imunopatogénese da psoriase possibilitou
o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e o uso agentes biologicos (ou bioldgicos).
A introducdo dos inibidores de TNF-alfa modificou radicalmente as perspectivas de
tratamento da psoriase, e foi possivel atingir melhora de 75% do PASI por volta da semana
16 de tratamento, enquanto na era pré-bioldgica média era PASI 50.

Produtos biolégicos sdo drogas que possuem como alvo seletivo moléculas
especificas e sdo produzidas em sistemas vivos, como células (RIZVI; CHAUDHARI;
SYED, 2015). A indicacao do uso dos bloqueadores de TNF-alfa para o tratamento da artrite
reumatoide (AR) foi rapidamente expandida para a artrite psoriasica e psoriase, devido a
sua capacidade de atuar no eixo IL-23 / IL-17A e reduzir os efeitos inflamatorios pela
regulacdo negativa de IL-17A e / ou sua via de sinalizacido (ZABA; SUAREZ-FARINAS;
FUENTES-DUCULAN; NOGRALES et al., 2009).

Em 2004, um antagonista de TNF-alfa, o etanercepte (uma proteina de fusdo
humana recombinante) foi o primeiro agente biolégico aprovado pela agencia regulatoria
americana (FDA) para tratar a psoriase (MEASE; GOFFE; METZ; VANDERSTOEP et al.,
2000), e em seguida, o infliximabe (2006), um anticorpo quimérico monoclonal, previamente
aprovado para doenca inflamatdria intestinal (1998) e artrite reumatdide (1999).

Progressivamente, outros bloqueadores do TNF-alfa foram incorporados ao tratamento da
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psoriase e APs, como adalimumabe e, mais recentemente o certolizumabe pegol (LI;
PEREZ-CHADA; MEROLA, 2019).

Logo, vieram os antagonistas biolégicos da IL-23: ustequinumabe (anticorpo
monoclonal contra a subunidade-f (p40) compartilhada pelas citocinas IL-12 e IL-23, que
inibe as vias de sinalizacdo a jusante (incluindo IL-17) (O'NEILL; KALB, 2009); assim como
outras citocinas do eixo IL-23/Th17: os antagonistas biologicos da IL-17 ou seu receptor,
secuquinumabe, ixequizumabe (anticorpos monoclonais anti-IL-17A) e brodalumabe
(anticorpo monoclonal anti-IL-17RA) (GREB; GOLDMINZ; ELDER; LEBWOHL et al., 2016).

Os mais novos produtos biolégicos para o tratamento da psoriase por meio do
direcionamento das subunidades p19 especificas para a citocina IL-23 sdo risanquizumabe
(HAUGH; PRESTON; KIVELEVITCH; MENTER, 2018), guselcumabe (aprovado pela FDA
em 2016) (MACHADO; TORRES, 2018), tildraquizumabe que, assim como o
ustequinumabe, requer doses de inje¢cdo de acompanhamento a cada 12 semanas
(GALLUZZO; D'ADAMIO; BIANCHI; TALAMONTI, 2017), e miriquizumabe (REICH; RICH,;
MAARI; BISSONNETTE et al., 2019).

Uma meta-andlise em rede mostrou que, em termos de atingir o PASI 90, o
infliximabe, e todos os biolégicos anti-IL17 (ixequizumabe, secuquinumabe,
bimequizumabe e brodalumabe); e os biolégicos anti-IL23 (risanquizumabe e guselcumabe,
mas nao tildraquizumabe) foram significativamente mais eficazes em alcangar PASI 90
comparados ao ustequinumabe e os agentes anti-TNF alfa: adalimumabe, certolizumabe e
etanercepte (SBIDIAN; CHAIMANI; AFACH; DONEY et al., 2020). Ainda, as razfes de risco
(RR), por classe de droga, foram menores para os anti-I1L-23, 0,95 (IC 95% 0,59-1,52), anti-
IL-12/23, 1,18 (IC 95% 0,72-1,94) e anti-IL-17, 1.28 (IC 95% 0.88-1.85) e maiores para 0s
anti-TNF-alfa, 1,68 (IC 95% 1,11-2,54) (AFACH; CHAIMANI; EVRENOGLOU; PENSO et
al., 2021).

Os atuais tratamentos biolégicos tornaram possivel o clareamento total ou quase
total da pele em curto periodo e com bom nivel de seguranca, no entanto, a despeito do
seu controle adequado com uso dessas terapias alvo, a elucidagédo de outras vias
envolvidas, ou ainda, a origem dos disturbios imunolégicos causais da doenca psoriasica,

pode trazer luz para propostas de novos tratamentos.

1.6 Blimp-1 e o gene codificador PRDM1



48

1.6.1 Aspectos gerais da proteina Blimp-1

A proteina 1 de maturagdo induzida por linfocitos B (Blimp-1) foi descrita como
um fator de represséo transcricional pertencente a familia zinc finger motif (dominio dedos
de zinco) codificado pelo gene do dominio regulatério positivo 1 (PRDM1), e inicialmente
caracterizado como regulador negativo da expressao do gene [B-interferon (IFN-beta)
(KELLER; MANIATIS, 1991). Posteriormente, outras fungdes principais do Blimp-1 foram
identificadas, a de regulacdo do desenvolvimento de plasmdcitos e a de diferenciacdo de
linfécitos B secretores de imunoglobulina (SHAPIRO-SHELEF; LIN; MCHEYZER-
WILLIAMS; LIAO et al., 2003; TURNER; MACK; DAVIS, 1994), como também a do controle
da diferenciacéo da linhagem mieloide (CHANG; ANGELIN-DUCLOS; CALAME, 2000), e
de células T auxiliares (Th) CD4+ (CIMMINO; MARTINS; LIAO; MAGNUSDOTTIR et al.,
2008).

A expressdo do Blimp-1 é dindmica nas células germinativas primordiais, e €
critica para o desenvolvimento embrionario do camundongo (CHANG; CATTORETTI;
CALAME, 2002; OHINATA; PAYER; O'CARROLL; ANCELIN et al., 2005; ROBERTSON;
CHARATSI; JOYNER; KOONCE et al., 2007). A geracao de mutantes com perda de fungao
Prdm1 por delecdo do gene € letal no desenvolvimento embrionario em camundongos
(VINCENT; DUNN; SCIAMMAS; SHAPIRO-SHALEF et al., 2005), corroborando que o
Blimp-1 regula diversos destinos celulares no embrido e desempenha papéis criticos em

varias linhagens hematopoiéticas.

1.6.2 Funcgdes essenciais do Blimp-1 na regulacdo e producao de citocinas

Martins e colaboradores (2006) demonstraram as fungcdes essenciais do Blimp-
1 em células T, tais como: i) timdcitos deficientes em Blimp-1 apresentaram sobrevivéncia
diminuida e camundongos deficientes em Blimp-1 tiveram mais células T efetoras
periféricas; ii) camundongos sem Blimp-1 desenvolveram colite grave tdo cedo quanto 6
semanas de idade, e células T reguladoras deficientes em Blimp-1 foram defeituosas em
bloquear o desenvolvimento da colite; e iii) a expressdo de mRNA do Blimp-1 aumentou
substancialmente em resposta a estimulacdo do receptor de células T (TCR). Em

comparacao com as células T CD4+ do tipo selvagem, as células T CD4+ deficientes em
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Blimp-1 proliferaram mais e produziram excesso de IL-2 e interferon-gama, mas reduziram
a producédo de IL-10 apos estimulacdo do TCR. Coletivamente, tais achados enfatizaram
uma funcdo critica do Blimp-1 no controle da homeostase e ativacdo das células T
(MARTINS; CIMMINO; SHAPIRO-SHELEF; SZABOLCS et al., 2006).

Em conjunto, Blimp-1 regula a transcricdo de fatores que controlam ou
promovem a expressao de citocinas responsaveis pela manutencdo da homeostase das
células T, tais como a IL-10, IL-2, IFN-gama e IL-21 (CRETNEY:; XIN; SHI; MINNICH et al.,
2011; NEUMANN; HEINRICH; NEUMANN; JUNGHANS et al., 2014).

Blimp-1 regula a expresséao de IL-2 e IFN-gama em células T

Os trabalhos de Wang e colaboradores (2008) demonstraram uma ligacéo
potencial entre a producdo de IL-4, Blimp-1 e IL-2, sugerindo que Blimp-1 pode
desempenhar um papel importante no controle da producao de IL-2 em células T ativadas
e naimunidade de células T adaptativas (WANG; VAN PANHUYS; HU-LI; KIM et al., 2008).
A delecdo de Blimp-1 nas células T resultou em menor expressado de IL-10, além do
aumento de IL-2 e de interferon-gama (IFN-y) (KALLIES; HAWKINS; BELZ; METCALF et
al., 2006; MARTINS; CIMMINO; SHAPIRO-SHELEF; SZABOLCS et al., 2006). Ainda, uma
relacéo de feedback negativo entre IL-2 e Blimp-1 foi observada, a sinaliza¢éo de IL-2 induz
a transcricdo de Prdm1 (gene codificador do Blimp-1), e por sua vez, o Blimp-1 reprime a
transcricdo do gene 112 em células T (GONG; MALEK, 2007).

Os autores ainda demonstraram que IL-4 inibe a producao de IL-2 em células T
CD4 naive ativadas tanto in vitro como in vivo, e Blimp-1 foi dramaticamente induzido
guando as células T foram estimuladas na presenca de IL-4. A supresséo de IL-2 mediada
por IL-4 foi anulada em células T CD4 deficientes em Blimp-1, sugerindo que Blimp-1 € um
mediador subjacente da supressao de IL-2 quando células T CD4 virgens séo ativadas na
presenca de IL-4 (WANG; VAN PANHUYS; HU-LI; KIM et al., 2008).

Blimp-1 promove a expresséao de IL-10 em subpopulagdes de células
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Diversos outros estudos mostram que o Blimp-1 promove a producéo de IL-10,
uma citocina anti-inflamatoria, por células T CD4+ (células T efetoras e reguladoras),
células Treg, células T CD8+, DCs, macroéfagos e células B (MOORE; DE WAAL MALEFYT;
COFFMAN; O'GARRA, 2001). Ha ainda uma populacédo de células T efetoras produtoras
de IL-10 (IL-10+ IFN-y+ produtores duplos) definida como células T reguladoras 1 (Trl),
responsaveis pela plasticidade ou reprogramacéo das células T (KEMP; LEVIN; STEIN,
2010). Células T CD4+ deficientes em Blimp-1 produzem menos IL-10 (KALLIES;
HAWKINS; BELZ; METCALF et al., 2006; MARTINS; CIMMINO; SHAPIRO-SHELEF;
SZABOLCS et al., 2006), e o uso de um inibidor do receptor 1 do fator de necrose tumoral
(TNFR1) em camundongos knockout condicional (CKO) para Blimp-1 resultou em aumento
na frequéncia de células Thl e Th17 produtoras de IL-10 e dos niveis de IL-10 (FU; LIN;
YEH; WANG et al., 2015).

IL-12 e IL-27 parecem usar vias diferentes para induzir Blimp-1, IL-12 por
sinalizacao através de STAT4, e IL-27 por sinalizacdo através de STAT1/3. A co-expressao
dessas citocinas torna provavel que ambas as citocinas sinergizem na promocdo da
expressao de IL-10 dependente de Blimp-1 em células Thl in vivo (NEUMANN; HEINRICH;
NEUMANN; JUNGHANS et al., 2014; NEUMANN; SCHEFFOLD; RUTZ, 2019).

No modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE) no camundongo, a
autoimunidade do sistema nervoso central (SNC) é regulada pelo equilibrio entre citocinas
pré-inflamatérias e IL-10 induzida por Blimpl. Células Th17 pré-comprometidas respondem
a IL-27 e IL-12 regulando positivamente o Blimpl, e adotando um fenétipo semelhante das
células Tr-1, caracterizado pela producao de IL-10 e IFN-y. Consequentemente, as células
T efetoras deficientes em Blimp-1 n&do produzem IL-10, e a deficiéncia na funcéo das células
Tr-1 leva a EAE provocada por células Thl7 no camundongo. A IL-23 neutraliza os efeitos
mediados por IL-27 e IL-12 no desenvolvimento de Tr-1, reforcando o fenotipo pro-
inflamatorio das células Th17. Assim, o equilibrio dos sinais de IL-23 versus IL-12/IL-27 em
células T efetoras CD4(+) determina se a inflamacé&o do tecido € perpetuada ou resolvida
(HEINEMANN; HEINK; PETERMANN; VASANTHAKUMAR et al., 2014).

No modelo experimental de infeccdo por Toxoplasma gondii, Blimp-1, induzido
por IL-12 de forma dependente de STAT4, tem um papel critico no controle da expressao
de IL-10 em células Thl. A deficiéncia de Blimp-1 levou a inflamagé&o excessiva durante a
infeccéo por T. gondii e aumento da mortalidade. A producéo de IL-10 a partir de células
Th1 foi estritamente dependente de Blimp-1, mas foi ainda aumentada pela funcéo sinérgica

do fator de transcricAo c-Maf (musculoaponeurotic fibrosarcoma), um regulador
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transcricional de IL-10 induzido por multiplos fatores. A expressdo de Blimp-1 foi
amplamente induzida por IL-27 em células T efetoras, mas antagonizada pelo fator de
crescimento transformador (TGF)-beta. O blogueio efetivo da producéo de IL-10 por células
Thl ocorre quando o TGF-beta desloca a regulacédo de IL-10 de uma via dependente de
Blimp-1 para uma via independente de Blimp-1, que envolve células Trl induzidas por IL-
27. Portanto, a regulacdo de IL-10 em células Th depende de varios programas de
transcricdo que integram diversos sinais do ambiente para ajustar a expressao desta
citocina imunossupressora critica (NEUMANN; HEINRICH; NEUMANN; JUNGHANS et al.,
2014).

Blimp-1 e o fator regulador de interferon 4 (IRF4) mostraram-se indispensaveis
na cooperacao para regular a expresséao de IL-10 e do receptor de quimiocina C-C 6 (CCR6)
em células T regulatérias efetoras (Treg) (CRETNEY; XIN; SHI; MINNICH et al., 2011).
Adicionalmente, Kwon e colaboradores (2009) evidenciaram a relacdo da resposta de IL-
21 a jusante de Prdml que se liga aos fatores de transcricdo STAT3 e IRF4, que séo
necessarios para a expressao ideal de Prdm1. A IL-21 € uma citocina pleiotrépica que induz
a expressado do fator de transcricdo Blimp-1, que por sua vez regula a diferenciagédo das
células plasméticas e a homeostase das células T (KWON; THIERRY-MIEG; THIERRY-
MIEG; KIM et al., 2009).

No entanto, contrariamente, Liu e colaboradores sugeriram uma relagéo negativa
entre Blimp-1 e IL-21 com base de que a superexpressao de Blimp-1 em células T suprime
o diabetes autoimune, enquanto as células T deficientes em Blimp-1 contribuem para a
colite em camundongos NOD, e uma correlacao inversa entre PRDM1 e IL21 na doencga de
Crohn. Além disso, a intervencdo dessa alca de retroalimentacdo pelo blogueio de IL-21,
com administracao de IL-21R.Fc ou delecao do receptor de IL-21, atenuou a colite mediada
por deficiéncia de Blimp-1 e reforcou o circuito entre Blimp-1 e IL-21 na regulagédo de
autoimunidade (LIU; FU; CHIEN; HSU et al., 2022).

Notadamente, o Blimp-1 regula a producé&o de citocinas pelas células T por meio
de uma via complexa e coordenada por diversos programas de transcrigcdo, dependendo

dos vérios estimulos no ambiente circundante.

1.6.3 Blimp-1 na homeostase das células T
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As células T CD4+ virgens podem se diferenciar em diferentes linhagens
efetoras, incluindo células Thl, Th2, Thl7 e Treg, as quais expressam fatores de
transcricdo especificos de linhagem (como T-bet, GATAS3, receptor 6rfdo relacionado ao
acido retindico (ROR) yt ou Foxp3- forkhead box P3), respectivamente, a depender do

ambiente de estimulacdo e o meio especifico de citocinas (O'SHEA; PAUL, 2010).

Blimp-1 desempenha papéis criticos no desenvolvimento embrionario, na
diferenciacdo de células plasméticas, e na imunidade, particularmente, na regulacdo da
diferenciacdo de células Th. A falta de Blimp-1 em células T CD4+ e CD8+ leva a defeitos
funcionais intrinsecos. Camundongos com delecdo especifica de Blimp-1 em células T
(camundongos Blimp-1-CKO) desenvolvem uma resposta inflamatoria fatal no célon como

demonstrado pelos estudos de Salehi e colaboradores (2012), como detalhado a seguir.

Salehi e colaboradores (2012) evidenciaram que Blimp-1 € necessario para
restringir a producgdo da citocina inflamatoria IL17 por células Th in vivo. Camundongos
Blimp-1-CKO apresentaram maior numero de células TCRB+CD4+ produtoras de IL17 em
orgaos linfoides e na mucosa intestinal. A analise da expressao de Blimp-1 no nivel de
célula unica durante a diferenciacdo de Th revelou que a expressao de Blimp-1 € induzida
em Th1 e Th2, mas reprimida por TGF3 em células Th17. Coletivamente, os resultados
descritos pelos autores estabeleceram um novo papel para Blimp-1 na regulacdo da
producgéo de IL17 in vivo. Os autores ainda demonstraram que a expressdo de mRNA de
Blimp-1 em células cultivadas foi mais proeminente e precoce em condicbes Thl
comparada a Th2, e em ambas as condicbes comparadas com as células cultivadas em
condic¢des neutras (SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN et al., 2012). Em contraste,
as ceélulas cultivadas sob condi¢cdes Thl7 ndo expressaram o Blimp-1, ou apenas 5%
dessas células expressaram Blimp-1 em 7,5 dias apds a estimulagdo. A expressdo de
MRNA de Blimp-1 durante a diferenciacao das subpopula¢ées Th revelou que o Blimp-1 foi
induzido em células Thl e Th2, mas suprimido em células Th17 pelo fator de crescimento
transformador (TGF)-B (SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN et al., 2012).

A proteina e o mRNA Blimp-1 séo mais altamente expressos em Th2 células em
comparacao com células Thl, e Blimp-1 atenua a producao de IFN em células CD4 ativadas
sob condi¢des ndo polarizantes. Cimmino e colaboradores (2008) sugeriram que Blimp-1
atua em células Th2 para reforcar a sua diferenciagéo reprimindo genes Th1l criticos. Em
células T CD4+, o Blimp-1 inibe a diferenciacdo Thl e se opde a formacéo de células T
helper foliculares (Thf) (CIMMINO; MARTINS; LIAO; MAGNUSDOTTIR et al., 2008).
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A imunidade eficaz mediada por células B e as respostas de anticorpos
geralmente requerem a ajuda de células T CD4+. Células Thf, subconjunto distinto de
células T efetoras CD4+, fornece esse auxilio. A expressao do fator de transcrigdo Bcl6 em
células T CD4+ é necessaria e suficiente para a diferenciacéo in vivo de Thf e as células T
auxiliam as células B em camundongos. Em contraste, o fator de transcricdo Blimp-1, um
antagonista de Bcl6, inibe a diferenciacdo de Thf, prevenindo assim o centro germinativo
de células B e as respostas com produc¢do de anticorpos. Esses achados demonstram que
as células Thf sdo necessarias para respostas adequadas de células B in vivo e que Bcl6
e Blimp-1 desempenham papéis centrais, mas opostos na diferenciacdo das células Thf
(JOHNSTON; POHOLEK; DITORO; YUSUF et al., 2009). A delecdo de Blimp-1 em células
T CD4+ aumenta a diferenciacdo de células Thf (FU; YEH; CHU; YEN et al., 2017). As
células Thf e as células T auxiliares periféricas produzem IL-21 e acredita-se que
contribuam para a ativacao de células B foliculares e extrafoliculares, respectivamente, em

doencas autoimunes.

Adicionalmente, Blimp-1 (mRNA) também foi detectado em células Treg
(KALLIES; HAWKINS; BELZ; METCALF et al., 2006; MARTINS; CIMMINO; SHAPIRO-
SHELEF; SZABOLCS et al., 2006). No modelo animal, Blimp-1 foi expresso no subconjunto
de células Foxp3+ Treg com um fenétipo efetor na producédo de IL-10. No entanto, Blimp-1
parece ser dispensavel para a formacéo de células Tregs efetoras, mas essencial para a
sua capacidade de produzir IL-10 (CRETNEY; XIN; SHI; MINNICH et al., 2011).

Coletivamente, varios estudos corroboraram que o Blimp-1 é critico no controle
coordenado da expresséo génica durante o desenvolvimento, diferenciacéo e fungéo das
células T. A expressao de Blimp-1 é principalmente confinada a células T ativadas e é
essencial para a produgcdo de interleucina (IL)-10 por um subconjunto de células T
reguladoras forkhead box (Fox)p3+ com um fenétipo efetor. O Blimp-1 também é
necessario para induzir a eliminacéo de células no timo e modula criticamente a ativacao e
proliferacdo de células T periféricas. Além disso, o Blimp-1 promove o comprometimento
da linhagem Th2 e limita a diferenciacdo de células Thl, Th17 e Thf (FU; YEH; CHU; YEN
et al., 2017).

De interesse especial, varios estudos demonstraram o papel de Blimp-1 na
regulacdo das células Th17 secretoras de IL-17, como o0 modelo de Salehi e colaboradores
(2012) que evidenciaram que o Blimp-1 regula e mantém a homeostase da mucosa
intestinal, limitando o nimero de células Th17 (SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN

et al.,, 2012); o modelo de diabetes autoimune nos camundongos NOD (Non-obese
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diabetic), e que desenvolvem diabetes tipo | por insulinite, (LIN; CHOU; YEH; FU et al.,
2013; SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN et al., 2012); e o modelo de camundongos
deficientes em Blimp-1 que desenvolveram respostas Thl e Th17 exacerbadas e a elevada
suscetibilidade a EAE (LIN; YEH; CHEN; CHIOU et al., 2014), como detalhado a seguir.

Nos experimentos em modelos de camundongos NOD transgénicos (TQ)
nocaute condicional (CKO), nos quais Blimpl é superexpresso ou deletado em células T,
foi possivel analisar lado a lado nesses camundongos Tg ou CKO, 0s mecanismos
potenciais da modulagdo mediada por Blimp-1 no diabetes autoimune. A superproducao de
Blimp-1 em células T atenuou a insulinite e a incidéncia de diabetes nos camundongos
NOD. Consistente com esses resultados, o efeito diabetogénico de esplendcitos foi
notavelmente prejudicado em camundongos Blimpl-Tg. Além disso, a superproducao de
Blimp-1 reprimiu a proliferacdo e a ativagéo de linfocitos, e melhorou a fungéo das células
Tregs em camundongos NOD. Em contraste, camundongos sem Blimp-1 em células T
aumentaram acentuadamente as células Thl e Th17 e desenvolveram linfocitos altamente
proliferativos e ativados. Surpreendentemente, a superexpansao de células Thl e Thl7 em
camundongos CKO foi reduzida pela introducdo de um transgene Blimpl, reforcando o
papel emergente de Blimp-1 na autoimunidade. Os autores concluiram que Blimp-1
orquestra uma modulacéo especifica de células T de autoimunidade afetando a proliferacao
e ativacao de linfocitos, Thl e a diferenciacao de células Th1l7 e funcéo das células Treg.
Os autores ainda demonstraram que Blimp-1 regulou negativamente a diferenciacéo de
Th17 via modulagéo Rora e Rorc. A regulacao de Prdm1 foi considerada dependente de IL-
21, e controlada pela cooperacao entre STAT3 e o fator regulador de interferon 4 (IRF4)
(LIN; CHOU; YEH; FU et al., 2013).

Nos camundongos NOD e nocaute condicional (CKO) especifico para Blimp-1
em células T também foram empregados no modelo da EAE. A gravidade da EAE foi
dramaticamente exacerbada em camundongos CKO, e os numeros de células T Thl, Th17,
IFN-y+IL-17A+ e IL-21+IL-17A+CD4+ infiltrantes foram aumentados no cérebro e na
medula espinhal. Além disso, a proporcao de Tregs/efetoras e a producédo de IL-10 de Tregs
foram reguladas negativamente no sistema nervoso central de camundongos CKO.
Conclui-se que Blimp-1 suprime a EAE através da regulacdo negativa das células Thl e
Th17 e do enfraguecimento das células Treg (LIN; CHOU; YEH; FU et al., 2013; LIN; YEH;
CHEN; CHIOU et al., 2014).

Nos camundongos NOD, os niveis de expressdo de Rora e Rorc foram

proeminentemente aumentados em células T CKO CD4+ em estado estacionario ou sob
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um estado ativado em comparacdo com os controles, indicando um papel critico de Blimp-
1 na regulacdo negativa de fatores de transcricdo especificos das células Thl7. Em
contraste, seus transcritos foram regulados negativamente em células T CD4+ transgénicas
nas mesmas condi¢cdes comparado aos controles. Além disso, as expressoes de I117a, II17f,
1122 e 1123r foram promovidas em niveis muito mais altos em células T CKO CD4+ e foram
inibidas em niveis significativamente mais baixos em células T CD4+ transgénicas em
comparacdo com células de controle, seja em estado estacionario ou em um estado
estimulado (LIN; CHOU; YEH; FU et al., 2013; LIN; YEH; CHEN; CHIOU et al., 2014).

Blimp-1 é capaz de se ligar ao menos a um local no gene ll17a em células Th2,
mas isso nao € suficiente para diminuir a transcricdo de 1l117a em células estimuladas sob
condicBes Thl7. Entre as possibilidades, uma vez que a expresséo de ll17a e 1123r séo
ambas reguladas positivamente por Rorc (codificando RORyt), Blimp-1 também pode
regular 1123r e 1l17a indiretamente, agindo como um repressor de Rorc (SALEHI; BANKOTI;
BENEVIDES; WILLEN et al., 2012).

Considerando o papel de Blimp-1 na funcao inflamatéria das células Th17 ainda
a ser explorado, foram fundamentais os trabalhos do grupo de Cua e colegas. Por meio da
delecéo especifica do Prdm1 em células T periféricas, os autores demonstraram que Blimp-
1 é um fator essencialmente regulado por IL-23, e que atua em conjunto com o fator de
transcricdo mestre RORyt para estabilizar e aumentar a funcéo das células Th17.

Notavelmente, Jain e colaboradores buscaram avaliar o mecanismo de como o
Blimp-1 regula a imunopatologia mediada por Th17 em um sistema que ndo € complicado
por defeitos de desenvolvimento de células T timicas, usando um sistema distal-Lck-Cre
(Dickcre) que promove a delec@o de genes durante o estagio tardio do desenvolvimento
timico positivo Unico (ZHANG; WANG; WEI; BAIMUKANOVA et al., 2005; ZHANG; BEVAN,
2012). Em contraste com os camundongos Prdm1%f Cd4cre, os camundongos Blimp-1-CKO
(Prdm1"1RosaYFP! Dickere) apresentaram nimero normal de timocitos e ndo exibiram
nenhum sinal de autoimunidade espontanea. Coletivamente, os resultados indicaram que
esses camundongos Blimp-1-CKO sdo camundongos com desenvolvimento normal e que
estdo completamente livres de inflamacao autoimune espontanea. Usando este sistema de
geracdo de camundongos e abordagens de superexpressao mediada por retrovirus, Jain e
colaboradores demonstraram que Blimp-1 era um gene alvo direto de IL-23, que
desempenha um papel critico na geracdo de células Th1l7 patogénicas, aumentando a
expresséo de IL-23R, GM-CSF e interferon-gama (IFN-g), enquanto reprime IL-2 (JAIN;
CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016).
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Adicionalmente, estudo de associacdo genOmica ampla e de ocupagao
(revelaram que o Blimp-1 se co-localizou com fatores de transcricdo RORgt, STAT-3 e p300
nos loci de 1123r, 1117a/f e Csf2 (Colony stimulating factor 2 - fator estimulador de colbnia 2)
para aumentar a expressdo desses genes codificadores. Blimp-1 também se ligou
diretamente e reprimiu os loci dos genes codificadores 112 e Bcl6. Em conjunto, os
resultados demonstraram que Blimp-1 € um fator de transcrigdo essencial a jusante de IL-
23 que atua em conjunto com RORgt para ativar o programa inflamatério Th17 (JAIN;
CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016).

Coletivamente, Blimp-1 é um gene alvo de IL-23 que desempenha um papel
critico na geracdo de células Thl7 patogénicas. Como um fator de transcricdo chave
induzido por IL-23 para conduzir a funcéo inflamatoria de células Th17, Blimp-1 aumentou
a expressao do receptor de IL-23 (IL-23R), fator estimulador de colénia de granulécitos-
macrofagos (GM-CSF) e IFN-y nas células T periféricas, enquanto reprime IL-2 em células
Th17. (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016).

A expressao de Blimp-1 é principalmente confinada a células T ativadas e é
essencial para a producdo de interleucina (IL)-10 por um subconjunto de células T
reguladoras forkhead box (Fox)p3+ com um fenétipo efetor. Blimp-1 também é necessério
para induzir a eliminagdo de células no timo e modula criticamente a ativacdo e a
proliferacdo de células T periféricas. Além de promover o comprometimento da linhagem
Th2 e limitar a diferenciacdo de células Thl, Th1l7 e Thf, Blimp-1 coordena com outros
fatores de transcricdo a regulacdo da expressao de IL-2, IL-21 e IL-10 em linfécitos T
efetores (FU; YEH; CHU; YEN et al., 2017).

Conclui-se que os achados nos diferentes estudos dependem do modelo
experimental utilizado para analisar o mecanismo pelo qual Blimp-1 regula a imunopatologia
mediada por Th1l7, se um modelo que causa defeitos de desenvolvimento de células T
timicas ou aquele de delecdo de genes durante o estégio final de desenvolvimento de

timocitos Unicos positivos que se mantém nas células T periféricas

1.6.4 Blimp-1 na homeostase dos queratinocitos

Blimp-1 € abundante em varios tecidos epiteliais de camundongos, € mais

recentemente foi identificado o seu papel na diferenciacdo de sebdcitos (CHANG;
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CATTORETTI; CALAME, 2002; HORSLEY; O'CARROLL; TOOZE; OHINATA et al., 2006).
Blimp-1 é especialmente expresso em queratindcitos da camada granulosa, 0os precursores
de cornedcitos mais diferenciados (CANDI; SCHMIDT; MELINO, 2005). A delecdo
epidérmica condicional de Prdml, gene codificador do Blimp-1, causa ndo apenas
diferenciacdo defeituosa de sebdcitos, mas também defeitos graves na diferenciacéo
terminal de queratindcitos epidérmicos, que levam a um atraso na formacgéo da barreira de
permeabilidade epidérmica, hiperqueratinizagcao e descamacao anormal
(MAGNUSDOTTIR; KALACHIKOV; MIZUKOSHI; SAVITSKY et al., 2007).

A camada granulosa da epiderme neonatal € expandida e contém granulos de
guerato-hialina anormalmente aumentados. Apo6s delecdo de gene condicional em
camundongos, Magnusdottir et al. (2007) descreveram o repressor transcricional Blimp-1
como um importante regulador da transicdo de queratindcitos da camada granulosa para a
camada cérnea. Dentre os genes desregulados na epiderme do camundongo CKO, incluem
aqueles que codificam fatores de transcricdo, componentes de transducdo de sinal,
proteinases e enzimas envolvidas no metabolismo de lipideos (MAGNUSDOTTIR;
KALACHIKOV; MIZUKOSHI; SAVITSKY et al., 2007). Mais de 250 genes regulados pelo
Blimp-1 na epiderme foram identificados, incluindo quatro alvos diretos da repressao do
Blimp-1: Nfat5, Fos, Duspl16 e Prdm-1. Por exemplo, o NFATS5 (fator nuclear das células T
ativadas 5) € expresso de forma ubigua e normalmente ativado durante o estresse osmotico
para restaurar o conteudo normal de dgua (NEUHOFER, 2010). Identificar Nfat5 como um
alvo de repressédo do Blimp-1 indica que a cornificacdo envolve a supressdo da regulacao
osmoética normal em células granulosas. Essas observacdes sugerem o controle
transcricional do conteddo de &agua celular como pré-requisito para a maturacdo de
gueratinécitos granulares em cornedcitos. Tais dados também fornecem uma base para
futuros estudos moleculares sobre os mecanismos e os disturbios da cornificacdo da pele
(MAGNUSDOTTIR; KALACHIKOV; MIZUKOSHI; SAVITSKY et al., 2007).

O comprometimento da linhagem epidérmica ocorre quando as células-tronco
multipotentes sdo definidas em uma das trés linhagens: a epiderme, o foliculo piloso e a
glandula sebacea (GS). Como e quando uma linhagem se torna especificada permanece
desconhecido. Horsley e colaboradores demonstraram a existéncia de uma populacdo de
células progenitoras unipotentes que residem no GS e expressam o repressor transcricional
Blimpl. Usando estudos de cultura de células e rastreamento de linhagem genética, os
autores demonstraram que as células que expressam Blimpl estdo a montante de outras
células da linhagem GS. Blimp1l parece governar a entrada celular na glandula, uma vez

gue sua perda leva a expressdo elevada de c-myc, proliferacdo celular aumentada e
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hiperplasia GS. Os defeitos da GS associados a perda de Blimpl levaram ao aumento da
atividade das células-tronco da protuberancia, sugerindo que quando a homeostase normal
do GS é perturbada, as células-tronco multipotentes da protuberancia podem ser
mobilizadas para corrigir esse desequilibrio (HORSLEY; O'CARROLL; TOOZE; OHINATA
et al., 2006).

Por fim, Sellheyer e colaboradores (2010) concluiram que é dificil de conciliar o
padrdo de expressdo com a funcdo do Blimp-1 como um marcador para ceélulas
progenitoras sebociticas, mas indica o seu papel fundamental na diferenciacéo terminal dos
sebdcitos. Dentro da epiderme interfolicular, sua localizacdo exclusiva na camada
granulosa sugere uma funcao central na homeostase da barreira cutanea em humanos
(SELLHEYER; KRAHL, 2010).
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Capitulo-2: Objetivoy
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2.1- Objetivos gerais:

O estudo proposto busca identificar a expresséo da proteina Blimp-1 e do gene
codificador PRDM1 na psoriase, e estabelecer relagcdes com a sinalizacéo de citocinas na

modulacédo da resposta Th17.

2.2- Objetivos especificos:

* Analisar a expressao dos transcritos PRDML1 e IL17 por meio da reacdo em cadeia
da polimerase quantitativa em tempo real na pele afetada comparada a pele néo
afetada dos pacientes com psoriase;

» Identificar a proteina Blimp-1 por microscopia de fluorescéncia confocal na pele
afetada e ndo afetada nos pacientes com psoriase;

* Realizar andlises de bioinformética de banco de dados de transcriptomas publicos
da expressdo génica de selecdo de citocinas indutoras e efetoras, fatores de
transcricdo e proteinas imunes envolvidas no programa inflamatério Th17;

* Analisar a presenca de correlacdes entre a expressao génica do PRDM1 e dos
genes codificadores de citocinas, fatores de transcricdo e proteinas imunes

envolvidos no eixo IL-23/Th17.
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Capitulo-3: Material e Métodos
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

Os participantes do estudo foram convidados e selecionados durante o
expediente ordinario do Ambulatério de Psoriase do Servico de Dermatologia do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP) — Universidade de
Séao Paulo (USP).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HCFMRP-
USP com processo n°® 5666/2016 (ANEXO A). A inclusdo dos individuos no estudo foi
realizada em acordo com as normas estabelecidas pelo CEP do HCFMRP-USP. O trabalho
de pesquisa foi conduzido de forma a contemplar as disposi¢cdes contidas nas resolucgoes
CNS n° 466/2012 sobre a pesquisa envolvendo seres humanos.

A elaboracdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do
sujeito da pesquisa foi baseada nas resolucdes vigentes, e seguiu as seguintes orientacdes:
linguagem acessivel e esclarecimentos do propdsito do estudo. Foi assegurada aos
participantes a liberdade de opcédo da ndo participacao no estudo, sem prejuizo, atraso ou
interferéncia no seu seguimento clinico, escolha ou realizacdo do tratamento da sua
doenca. Os patrticipantes foram esclarecidos verbalmente e por escrito em texto impresso
do TCLE acerca da proposta geral do estudo, dos procedimentos para obtencdo das
amostras, seus riscos e beneficios. Foram asseguradas a confidencialidade dos dados e a
desisténcia da participacdo a qualquer momento, sem prejuizo para o seguimento meédico.
Seguida a assinatura, os participantes receberam uma cépia do TCLE.

Os critérios de inclusdo foram: i) Pacientes com o diagnostico clinico e/ou

histopatolégico da doenca,; ii) lesdes em atividade; iii) a concordancia na participacdo no
estudo; iv) idade maior ou igual de 18 anos; v) auséncia de tratamentos sistémicos.

Os critérios de exclusdo foram aqueles contrarios aos de exclusao, estar

gestante; ter outras condi¢des de saude que pudessem interferir na analise dos resultados,
a critério do investigador, incapacidade, dificuldade ou ndo concordancia em participar do
estudo.

Seguida a concordancia de participagdo no estudo, os pacientes foram
avaliados em acordo com o indice da area e severidade da psoriase (PASI) e o indice de

gualidade de vida dermatologico (DLQI). Esses instrumentos permitiram estratificar a
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gravidade da psoriase em leve (PASI inferior a 10) e moderada a grave (PASI igual ou

superior a 10) e o impacto na qualidade de vida provocado pela doenca (FINLAY, 2005).

3.2 Procedimento de coleta das amostras de pele

Seguida a selecdo de individuos com o diagnéstico clinico e /ou
histopatoldgico de psoriase vulgar, aceitagdo na participacéo do estudo e esclarecimentos,
sobre os procedimentos, procedeu-se com a bidpsia cutanea. Foram empregadas técnicas
padronizadas de assepsia da pele com solucéo hidroalcdolica de digluconato de clorexidine
a 2% e de anestesia intumescente com lidocaina a 2% com vasoconstrictor. Em seguida,
foram retirados fragmentos com puncionador de 4 mm: uma de local da pele com leséo
caracteristica clinica mais evidentes da psoriase, e um outro de pele clinicamente normal
do paciente, ambas na mesma regido corporea. Os fragmentos de pele afetada (PA-PsO)
e pele ndo-afetada (PNA-PsO) com psoriase dos pacientes foram conservados em frascos
estéreis com TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific, Gaithersburg, MD, EUA) para a realizacéo
dos ensaios da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR), ou
conservados em meio RPMI para analise por microscopia de fluorescéncia confocal.

Foram coletados fragmentos de PA-PsO e PNA-PsO de 34 pacientes com
psoriase vulgar para os ensaios RT-qPCR (n=29) ou imunofluorescéncia (n=5).

3.3. Reacédo de imunofluorescéncia para microscopia confocal

Secdes de tecido embebidas em parafina (5 pm de espessura) das amostras
de PA-PsO e PNA-PsO foram coradas usando anticorpos primarios contra anti-
PRDM1/Blimp-1 produzidos em camundongos (Abcam, Cambridge, MA, EUA, Cat#
ab81961, diluicdo 1: 200) ou anti-citoqueratina 17 produzidos em coelho (K17) (Abcam,
Cat# ab53707, diluicdo 1:1000). Em seguida, as amostras foram incubadas com o0s
anticorpos secundarios durante 30 minutos, anticorpo anti-camundongo produzido em
ratos, IgG Alexa Fluor 488 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, EUA, Cat# 615-
545-214, 1:1000) e anticorpo anti-coelho IgG Alexa Fluor 594 (Jackson ImmunoResearch,
Cat# 611-585-215, 1:1000). Os nucleos foram corados com dicloridrato de 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI, Invitrogen, Renfrewshire, Escocia, Reino Unido, Cat# D1306, 1:1.000).
As imagens foram adquiridas usando um Axio Observer com um microscopio LSM 780 (Carl
Zeiss Microscopy, Jena, Alemanha) e analisadas usando o pacote de processamento de

imagem Fiji no Image J (plataforma de cédigo aberto).
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3.4 Procedimentos para a extragcdo do RNA dos fragmentos da pele

Cada fragmento de PA-PsO ou PNA-PsO foi colocado em 1 mL do kit de
purificacdo TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific, Gaithersburg, MD, EUA) e homogeneizado
com o uso do triturador de tecidos (IKA™ T10 Basic, Ultra-Turrax, Staufen, Germany), com
auxilio da haste de trituragédo autoclavada descartavel (IKA ™ S10D 7G-KS-110, Staufen,
Germany), previamente tratada com dimetilpirocarbonato (DEPC), para eliminacdo de
RNAse. Seguida a essa etapa inicial, as amostras obtidas foram conservadas a -70° C até
0 momento da extracdo de RNA total. Posteriormente, o conteldo armazenado foi
transferido cuidadosamente para tubo Phasemaker™ (Thermo Fisher Scientific,
Gaithersburg, MD, EUA), previamente centrifugado em centrifuga Eppendorf 5804R
(Hamburg, Germany), a 12000xg. As amostras que apresentaram maior conteddo de
gordura foram centrifugadas por 5 minutos a 12000xg a 4° C e o sobrenadante transferido
para um tubo limpo. O material foi incubado por 5 minutos, para completa dissocia¢do dos
complexos nucleoprotéicos, e entdo adicionado 0,2 mL de cloroférmio ao tubo, que foi
agitado manualmente por 15 segundos, e a seguir incubado por 2 minutos. Na sequéncia,
as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12000xg a 4° C, que resultou na
formacdo de uma fase abaixo, de coloracdo avermelhada, composta por fenol-cloroférmio,
e um sobrenadante, incolor. O gel do tubo Phasemaker™ (Thermo Fisher Scientific,
Gaithersburg, MD, EUA), formou uma barreira entre a camada superior e a inferior, entao
foi realizada a transferéncia do sobrenadante para um tubo Eppendorf de 1,5 mL estéril. A
sequir, foi realizada a técnica de purificacdo do RNA, utilizando-se o kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, Madison, WI, EUA), que consistiu nas etapas subsequentes
descritas a seguir:

i. Adicdo de 0,2 mL de etanol a 95% ao lisado sobrenadante e homogeneizado em
pipeta;

ii. Transferéncia do homogeneizado para o Spin Basket Assembly e centrifugacdo a
12.000xg por 1 minuto, e descarte do eluente.

iii. Adicéo de 0,6 mL de RNA wash solution (RWA) em etanol, posterior centrifugacéo
a 12.000xg por 1 minuto, e descarte do eluente.

iv. Colocacédo de 0,05 mL de mix de incubacédo de DNAse | (composto por 0,04 mL de
Yellow Core Buffer; 0,005 mL de MnCl 2e 0,005 mL de DNAse |) sobre a membrana,

por 15 minutos, em temperatura ambiente.
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v. Adicdo de 0,2mL de DNAse stop solution em etanol e centrifugacéao a 12.000xg por
1 minuto, e posterior descarte do eluente.
vi. Adicéo de 0,6 mL de RWA; centrifugacdo por 1 minuto e esvaziamento
vii. Adicdo de 0,25 mL de RWA; centrifugacdo por 2 minutos, e transferéncia de Spin
Basket para tubo de eluicéo;
viii. Eluicdo do RNA em 0,045 mL de agua nucleasse-free;
ix. Quantificacdo da concentracdo de RNA em cada amostra em espectofotbmetro, a
leitura foi realizada em NanoDrop™ 1000 Spectophotometer V 3.7.1 (Thermo Fisher
Scientific), @ 260 nm de absorbéncia (Aze0) € armazenado a temperatura de -70°C

até sintese do DNA complementar (cDNA).

3.5 Procedimentos para a sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total, com auxilio do High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Primers
aleatérios garantem que a sintese de cDNA ocorra de maneira eficaz com todas as
moléculas de RNA presentes, inclusive RNAmM e RNAr. Em suma, 500 ng de RNA foram
diluidos para um volume final de 10 pL e a essa quantidade foram adicionados 10 pL de
mix de reagentes, previamente homogeneizados conforme as instrucdes do fabricante: 2
puL de RT Buffer (10x); 0,8 uL de dNTP a 100mM; 1 pL de oligo dT a 50 uM; 1 uL da enzima
transcriptase reversa; 1 pL de inibidor de RNAse; 4,2 uL de agua livre de endonucleases.
Posteriormente, o homogeneizado foi submetido a ciclagem de 25°C por 10 minutos; 37°C
por 120 minutos; 85°C por 5 minutos; e resfriado a 4°C e a reagéo de transcrigéo realizada

em um termociclador Mastercycler™nexus Cyclers Eppendorf (Hamburg, Germany).

3.6 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

ApoOs a sintese de cDNA, a expressao relativa dos genes do sistema de
temporizagao circadiana, dos genes do sistema regulador do balanco energético e controles
enddgenos foi avaliada por RT-gPCR. O ensaio RT-qPCR foi realizado no sistema StepOne
Plus Real-Time PCR (Applied Biosystems™) com Ensaio PrimerTime Std™ gPCR e
PrimeTime™Gene Expression Master Mix, um ensaio baseado em sonda. Os iniciadores e
a sonda foram providenciados pela IDT (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, IA,
USA) em acordo com os seguintes identificadores: PRDM1 (positive regulatory domain zinc
finger protein 1- proteina de dedo de zinco do dominio regulatério positivo 1) humano
(Hs.PT.56a.39313533.9); GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) humano;
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(Hs.PT.39a.22214836); B2M (Beta 2-microglobulina) humano (Hs.PT.58v.18759587)
(Tabela 1). As reacdes de RT-gPCR foram feitas em duplicatas, utilizando placas de 96
pocos com 1,0 uL do ensaio Ensaio PrimerTime Std™ gPCR (Integrated DNA
Technologies) contendo oligonucleotideos e sondas especificas para cada gene-alvo, 5 uL
de tamp&o Master Mix, 1,0 uL de cDNA diluido (100ng/uL) e 3 uL de agua DEPC.

O ciclo de PCR consistiu em 2 minutos a 50° C, um ciclo de desnaturacédo de
10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Os
dados foram analisados pelo Software v2.3 StepOnePlus™ com linha de base definida
automaticamente e limiar de fluorescéncia ajustado manualmente usado para determinacao
dos valores de Cqg. As amostras foram normalizadas para gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e B2-microglobulina (B2M).

Tabela 1- Primers e sondas RT-gPCR pré-validadas e empregadas no estudo

Id do ensaio A .
Gene IDT? Sequéncias Humanas de primers e sondas

5"-CAGAGTTCATTTTTCTCAGTGCTC-3'
Hs.PT.56a.39313533.9 5'-GAAAGGCTTCACTACCCTTATCC-3'
P:/5°-/56-FAM/TGATGAATC/ZEN/TCACACAAACACAGAGCAGT/3IABKFQ/-3’

5" TCATCCATCCCCAGTTGATTG -3’
Hs.PT.58.2545178 5'"“TGATTCCTGCCTTCACTATGG -3'
P:/5°-/56-FAM/ACCTCATTG/ZEN/GTGTCACTGCTACTGC/3IABKFQ/-3

PRDM1
Humano

1L17
Humano

GAPDH 5-TGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-3'
Hs.PT.392.22214836 5" ACATCGCTCAGACACCATG-3'
P:/5°/56-FAM/AAGGTCGGA/ZEN/GTCAACGGATTTGGTC/3IABKFQ/-3

5'-ACCTCCATGATGCTGCTTAC-3'
Hs.PT.58v.18759587 5'-GGACTGGTCTTTCTATCTCTTGT-3'
P:/5-156-FAM/CCTGCCGTG/ZEN/TGAACCATGTGACT/3IABKFQ/-3’
Abreviaturas: PRDM1, dominio regulatério positivo 1; GAPDH, Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; B2M,
Beta 2-microglobulina; IL17, Interleucina-17; P, Probe; 2. IDT Coralville, 1A, EUA

Humano

B2M
Humano

As analises dos dados de RT-gPCR em tempo real foram realizadas pelo
método Cq comparativo usando a féormula 222¢t (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A
comparacao estatistica entre as amostras foi realizada por meio do teste de Mann-Whitney.
Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.7 Avaliacao da expressado génica e andlise de bioinformatica
No repositério Gene Expression Omnibus (GEO) de acesso publico, e que

cataloga perfis de expressao génica de todo o genoma, foi identificado o banco de dados
GSE13355 de bidpsias de pele de 58 pacientes com psoriase e 64 controles saudaveis,
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adquiridos por meio de tecnologia de microarray. Dados normalizados e analises de
expresséo diferencial foram obtidos com a plataforma OMICC (https://omicc.niaid.nih.gov/)
(SHAH; GUO; WENDELSDOREF; LU et al., 2016). Em seguida, as expressdes dos seguintes
genes pré-selecionados foram avaliadas: PRDM1, TNF, IL23A, IL23R, IL17A, IL17RA,
TGFB1, IL6, IL21, IL22, IL10, IL27, STAT3, RORC, S100A9 e LCN2. A expressao de cada
gene foi posteriormente avaliada por meio da analise de variancia (ANOVA) e teste de
comparagdes multiplas de Tukey. As correlacdes foram realizadas com o método de
Spearman. As analises estatisticas e graficos foram gerados usando GraphPad Prism v.
5.03 (San Diego, CA, EUA).


https://omicc.niaid.nih.gov/
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Capitulo- 3: Resultadoy
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3.1 Amostra do estudo

Inicialmente, o estudo analisou amostras de 34 pacientes adultos com lesGes
ativas de PsO vulgar, idade média de 51,12 * 14,29 anos. Os pacientes eram
predominantemente do sexo masculino (n = 25; 73,5%) (Tabela 2), com a duracéo de 11,31
+ 10,82 anos de doencga, com PsO moderada a grave analisada pelo PASI, escore médio
de 13,0 £ 6,69.

Tabela 2 - Dados demograficos e clinicos do grupo estudado

Variavel Grupo de estudo
(N =34)
Idade (idade, média + DP) 51.12 £ 14.29
Sexo
Masculino, n (%) 25 (73.5)
Feminino, n (%) 9 (26.5)
Duracao da doenca (anos, média + DP) 11.31 £ 10.82
PASI (média + DP) 13.0 £ 6.69
DLQI (média + DP) 12.75 £ 6.34

Abreviaturas: DP, Desvio-Padrao; PASI, indice de Area e Gravidade da Psoriase;
DLAQI, Indice de qualidade de vida em dermatologia

3.2 RT-gPCR

O ensaio RT-gPCR mostrou aumento na expressdo de mRNA de PRDM1 (p<
0,001) e mRNA de IL17 (p<0,001) nas amostras de PA-PsO em comparacédo com a PNA-
PsO dos pacientes (Figura 2a-b). Adicionalmente, foi observada uma correlagéo positiva
entre a expresséo de IL17 e PRDM1 (r= 0,44; p<0,0005) (Figura 2c).
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Figura 2 - Analise de PCR quantitativa em tempo real de genes selecionados na pele afetada
e pele ndo afetada de pacientes com psoriase. (a-b) Os transcritos de mRNA de IL17
e PRDML1 estéo elevados nas amostras de pele afetada (PA-PsO) em relacao a pele nao
afetada (PNA-PsO) de pacientes com psoriase (n= 34 para cada). (c) H& correlagao
positiva entre a expressdo génica de PRDM1 e IL17 nas amostras. Os transcritos de
MRNA foram determinados por RT-qPCR, e os valores médios sdo representados
graficamente apos a normalizagéo da expressao usando os genes de referéncia GAPDH

e B2M. Dados analisados pelo método estatistico Mann-Whitney e teste de correlagéo de
Spearman.

3.4 Microscopia de fluorescéncia confocal

Histologicamente, acantose, hiperceratose, paraqueratose e hipogranulose
da epiderme, cristas epidérmicas alongadas, e vasos sanguineos dilatados e contorcidos
alcancando as pontas das papilas dérmicas foram observadas nas amostras da PA-PsO.

A andlise de imunofluorescéncia por microscopia confocal de cortes de
biépsia de pele confirmou um aumento na expressao da proteina BLIMP-1 nas amostras
de PA-PsO em comparagcdo com PNA-PsO dos pacientes. A hiperproliferagcao (acantose)
da epiderme foi notavel na PA-PsO, que possui expressdes pronunciadas das proteinas
citoqueratina 17 (K17) e BLIMP-1. A expressao da proteina BLIMP-1 foi observada ao longo
de todas as camadas epidérmicas do queratindcito nas amostras da PA-PsO, mas nao nas
amostras da PNA-PsO (Figura 3).
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a) Pele nao afetada b) Pele afetada

Figura 3 - Andlise de imunofluorescéncia confocal da psoriase. A epiderme da pele
afetada pela psoriase apresenta maior expressado de BLIMP-1. (a) A andlise de
imunofluorescéncia de sec¢des de fragmentos da pele ndo afetada de pacientes
com psoriase (PNA-PsO) mostrou uma menor expressao da proteina BLIMP-1
(vermelho) e DAPI (azul) ao longo de todas as camadas epidérmicas. (b) A
hiperproliferacéo (acantose) da epiderme € notavel e a expresséo da citoqueratina
17 (K17) e pronunciada na pele afetada do paciente com psoriase (PA-PsO). A

barra de escala indica 100 pm.
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3.2 Andlise bioinformatica de banco de transcriptoma publico

Em seguida, foram realizadas andlises por meio de bionformética do banco
de transcriptoma publico GSE 13355 (Nair et al., 2009), um repositorio de expressao génica
de bidpsias da pele de 122 individuos, compreendidas em amostras de pele afetada (PA-
PsO) e nao-afetada (PNA-PsO) de individuos com psoriase e de pele normal individuos
controles (PNC).

Na andlise bioinformatica, foram selecionados alguns genes de interesse do
banco de dados GSE 13355. Primeiramente, buscamos avaliar a expressdao de genes
codificadores de fatores de transcricdo. As amostras de PA-PsO mostraram aumento da
expresséo génica de PRDM1 e STAT3 em comparacdo com amostras de PNA-PsO e PNC
(p < 0,001); mas foi notada uma reducdo da expressao do gene RORC na PA-PsO em
comparacao com PNA-PsO e PNC (p < 0,001) (Figura 4a; Tabela 3). Na avaliacdo das
correlacdes entre as expressdoes génicas de PRDM1 e os fatores de transcricdo, a
expressdo de PRDM1 mostrou uma correlagéo positiva (p <0,0001) com a expressao do
gene STAT3 (r= 0,65), mas uma correlacdo negativa com RORC (r= - 0,60) pelo coeficiente
de correlacao de Spearman (Figura 4c; Tabela 4).

Em seguida, a andlise da expressdo de genes codificadores das proteinas
imunes S100A9 e LCN2 (Figura 4b; Tabela 3) mostrou aumento da expressdo de ambas
na PA-PsO (vs PNC; vs PNA-PsO, p <0,001). A expressdo de S100A9 também foi elevada
na comparacado PNA-PsO vs PNC (p <0,01). Na analise de correlacfes, a expressao génica
de PRDM1 mostrou correlacdes positivas (p < 0,0001) com S100A9 (r= 0,63) e LCN2 (r=

0,50), pelo coeficiente de correlagédo de Spearman (Figura 4d; Tabela 4).
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Figura 4 - Expresséo génicade dominio regulatério positivo 1 (PRDM1), codificadores
de fatores de transcricdo e de proteinas imunes na psoriase (PsO). A andlise
da expressdo de genes (intensidade log2) selecionados em amostras de pele
afetada (PA-PsO) e néo afetada (PNA-PsO) de pacientes com PsO (n = 58), e
amostras de pele normal de controles (PNC; n = 64) do transcriptoma do banco
GSE13355 mostrou expressdo aumentada de (a-b) PRDM1, genes codificadores
do transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), da proteina de ligacao
ao calcio S100A9 (S100A9) e da lipocalina 2 (LCN2) (p < 0,001) em PA-PsO, mas
expressao génica reduzida do receptor 6rfdao C (RORC) relacionado ao receptor
de &cido retindico (p < 0,001) em comparacdo com PNA-PsO e PNC, por ANOVA.
(c-d) PRDM1 mostrou uma correlagéao positiva (p <0,0001) com a expressao de
STAT3 (r = 0,65), S100A9 (r = 0,63) e LCN2 (r = 0,50), mas uma correlagao
negativa com RORC (r = 0,60) pelo coeficiente de correlacdo de Spearman.

Na sequéncia, buscamos avaliar genes codificadores de citocinas indutoras
envolvidas no programa inflamatério Thl7. Nessa andlise, em relagdo aos genes
codificadores das citocinas indutoras da diferenciacdo e mantenedoras das células Th17
patogénicas, foi observado aumento da expressao génica de: TNF, IL12B, IL1B e IL6 na
PA-PsO (vs PNC; vs PNA-PsO, p< 0,001); TGFB1 (fator de crescimento transformador
beta-1) na PA-PsO em comparacédo com a PNA-PsO (p< 0,01); IL23A na PA-PsO e PNA-
PsO comparada a PNC (p< 0,001; p< 0,05), mas nenhuma diferenca entre PA-PsO vs PNA-
PsO; e TGFB1 (PA-PsO vs PNC) (Figura 5; Tabela 3).

A avaliacdo de correlacbes da expressao génica de PRDM1 mostrou uma
correlacao positiva (p< 0,0001) com (d) TNF (r = 0,58), IL12B (r = 0,6); (e) IL23A (r= 0,47),
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IL1B (r=0,67), (f) IL6 (r=0,59), e negativa (p<0,001) com TGFBL1 (r=- 0,28), pelo coeficiente

de correlacao de Spearman, como observado na Figura 5 e Tabela 4.

(o]

g 75 p<0.001 § 5.5 p<0‘0(:)1001 . E—
o p<0.001 p<0. d R*= 032 :
< 7.0- 1 iso R 119 p<00001 " R?=031
e .04 B = p<0.0001
= AGH DL ‘t“‘ = 10 g 1
= B br] Ak ) g
o 654 o ™ W = = Ada g £
b D 45
2 6ol <5 "é; o - $° I
o 6. 3 x 2 b
<] Feor?d red S 8
2 » S 4.0 g % 8
@ 5.54 . B 2 ®
7 | e 55 2 g7 s 7
Q X
- [} w i}
£ 5.0 £ 35 6+ r r 6L—
5 6 7 4 5
@ 1 1S @ & »
o o
& & &L & &F F Expressio de TNF Expressao de IL12B
® OQ \00 ® 0% \Q'D
& O O
G ® @ <Q
<° <°
- r de Spearman = 0.47
g 80 p<0.001 Cha p=0.001 e R?=0.20 r de Spearman = 0.67
9 0.0 9 p<0.001 E p <0.0001 - R%=0.38
= : 2 | —d 3 p <0.0001
g 55 1 Q8 24 2 3
~ . A < A0 a @
=] =y w A ) a
@ 50 s7 Lot ° g
E ¥ 3 - g g
T * S o8, = @ b
g 451 " 2 o N g
2 g ' g g
] € » w w
€ 40 £ s
@ ‘g < @ 3 3 5 6 7 8 9
'”‘0\ & 3 G‘?b (“‘O\ & 4 Ql@b Expresséo de IL1B
& &S & &S Expresséo de /L23A P
o Q&° & Qq}°
o ¥
Q Q
i p<0.001 g -
'g L4 p<0.001 §, p<0.01 f chzie_ip;arman 02 r ge Spearman =-0.28
o A = 7.5 A - P R%*=0.08
= : = . Wt s p <0.0001 T o)
9 6 & 7.0 aad e g
P s ~ - a a
° AL @ 6.54 % &3 @ ®
% ° 2 ﬁ 524 :':n w 3 9
] A (=] o
§ 51 : goojkd B M 8 8
e ab 3 . ] ® o
c B " o e
F 2 5.5 g g
£ s 5
- 4 € 5.0- l.ﬁ w
@ S S @ 3 >
& &L L & FF 4 5 6 7 & & 7 8
& & @' 6’ 2 2
o 2 2 s & & Expressédo de TGFB1
7S o °© o Expressao de IL6
@ <Q A 4
¢ &

Figura 5 - Expresséao génica de codificadores de citocinas indutoras envolvidas no

programa inflamatério das células Th1l7. A analise da expressdo de genes
(intensidade log2) selecionados em amostras de pele afetada (PA-PsO) e néo
afetada (PNA-PsO) de pacientes com PsO (n = 58), e amostras de pele normal
de controles (PNC; n = 64) do transcriptoma do banco GSE13355 evidenciou
aumento de (a,b,c) IL12B, fator de necrose tumoral (TNF), IL1B e IL6 (p< 0,001)
na PA-PsO comparadas a PNA-PsO e PNC; IL23A (PA-PsO vs PNC, p< 0,001;
PNA-PsO vs PNC; p< 0,05); e TGFB1 (PA-PsO vs PNA-PsO, p< 0,01)
analisadas por ANOVA. A expressdo génica de PRDM1 mostrou correlagbes
positivas (p< 0.0001) com (d) TNF (r= 0,58), IL12B (r= 0,6), (e) IL23A (r= 0,47),
IL1B (r= 0,67), (f) IL6 (r= 0,59), e negativa (p<0,001) com TGFB1 (r = - 0.28),
analisado com o coeficiente de correlacdo de Spearman.
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Finalmente, foi realizada analise da expressdo génica de codificadores das
citocinas efetoras e receptores de interesse e associados ao eixo IL-23/Th17 na psoriase.
Foi observado na PA-PsO um aumento da expresséao de (a) IL17A e 1L22 (p< 0,001) (vs.
PNC; vs. PNA-PsO), e dos receptores IL23R (vs. PNC, p< 0,001; vs. PNA-PsO, p<0,01), e
IL17RA (vs PNA-PsO, p<0,01). A expressao génica de PRDM1 mostrou correlacdo positiva
(p< 0.0001) com (b) IL17A (r= 0,70), IL22 (r= 0,53), IL23R (r= 0,32), mas sem correlagao
significante com IL17RA, utilizando coeficiente de correlacdo de Spearman (Figura 6,
Tabela 3, Tabela 4).
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Figura 6 - Expressdo génica de codificadores citocinas efetoras e receptores
associados ao eixo IL-23/Th17 na psoriase. Analise da expressédo de genes
(intensidade log2) selecionados em amostras de pele afetada (PA-PsO) e néo
afetada (PNA-PsO) de pacientes com PsO (n = 58), e amostras de pele normal de
controles (PNC; n = 64) do transcriptoma do banco GSE13355 analisados por
ANOVA evidenciou (a) aumento de IL17A e IL22 (p < 0.001) na PA-PsO
comparada a PNC e PNA-PsO; IL23R (PA-PsO vs PNC, p< 0.001; vs PNA-PsO,
p< 0.01); IL17RA (PA-PsO vs PNA-PsO, p< 0.01). A expressao génica de PRDM1
mostrou correlagdes positivas (p< 0.0001) com (b) IL17A (r=0.7), IL22 (r= 0.53),
IL23R (r= 0.32), mas sem correlacdo significante com IL17RA, utilizando
coeficiente de correlagdo de Spearman.
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A anadlise da expresséo génica de codificadores de citocinas potencialmente
envolvidas na expressao do BLIMP-1 mostrou aumento de IL4, IL21 e IL27 na PA-PsO (a-
b) comprada a PNC (p<0,05); de IL10 (p< 0,001) (vs PNA-PsO; vs PNC), e nao significante
de IL2. Houve correlacbes positivas (p< 0,0001) entre a expressao génica de PRDM1 e
IL21 (r = 0,47), IL10 (r=0,30) e IL27 (r =0,34) (Figura 7; Tabela 4).
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Figura 7 - Expresséao génica de codificadores de citocinas potencialmente envolvidas
na expressado do BLIMP-1. A analise da expressdo de genes (intensidade
log2) selecionados em amostras de pele afetada (PA-PsO) e ndo afetada (PNA-
PsO) de pacientes com PsO (n= 58), e amostras de pele normal de controles
(PNC; n= 64) do transcriptoma do banco GSE13355 pelo método ANOVA
mostrou elevacdo na PA-PsO de: (a-b) IL4, IL21 e IL27 comparada a PNC
(p<0,05); de IL10 (p< 0,001) (vs PNA-PsO; vs PNC), e sem significancia de IL2.
Houve correlac¢des positivas (p< 0,0001) entre a expressao génica de PRDM1
e lL21 (r=0,47), IL10 (r=0,30) e IL27 (r =0,34).

O conjunto dos resultados apresentados previamente, foram sumariados nas
Tabela 3 e Tabela 4, como segue.
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Tabela 3 - Comparacdo entre a expressao génica na pele afetada e ndo afetada de

pacientes com psoriase e pele normal de controles

Abreviaturas: PA-PsO, pele afetada; PNA-PsO, pele nado-afetada de pacientes com psoriase;
PNC, pele normal dos controles; (a) Diminuicdo das expressdes do gene RORC em PA-PsO vs
PNA-PsO e PA-PsO vs PNA (p <0,001); NS, nao significante. O valor de p inferior a 0,05 foi
reconhecido como estatisticamente significativo

PA-PsO x PNC PA-PsO x PNA-PsO PNA-PsO x PNC
Valor de p Valor de p Valor de p
PRDM1 <0.001 <0.001 Ns
STAT3 <0.001 <0.001 Ns
RORC? <0.001 <0.001 Ns
IL12B <0.001 <0.001 Ns
TNF <0.001 <0.001 Ns
IL23A <0.001 Ns <0.05
IL23R <0.001 <0.01 Ns
IL17A <0.001 <0.001 Ns
ILL17RA Ns <0.01 Ns
TGFB1 Ns <0.01 Ns
IL6 <0.001 <0.001 Ns
CCR5 <0.001 <0.001 Ns
IL1B <0.001 <0.001 Ns
IL10 <0.001 <0.001 Ns
IL21 <0.05 Ns Ns
IL22 <0.001 <0.001 Ns
IL27 <0.05 Ns Ns
IL4 <0.05 Ns Ns
S100A9 <0.001 <0.001 <0.01
LCN2 <0.001 <0.001 Ns
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Tabela 4 - Correlacdo entre a expressdo génicas do PRDM1, fatores de transcricao,

citocinas e proteinas imunes na psoriase

x Coeficiente
Expressao de
~ r de de
correlacéo do gene L Valor de p
Spearman  determinacéo
PRDM1 )
R

IL17A 0.70 0.34 <0.0001
IL1B 0.67 0.38 <0.0001
IL12B 0.60 0.31 <0.0001
IL6 0.59 0.27 <0.0001
IL22 0.53 0.25 <0.0001
IL21 0.47 0.18 <0.0001
IL23A 0.47 0.20 <0.0001
IL23R 0.32 0.08 < 0.0001
IL27 0.34 0.10 <0.0001
TGFB1 -0.28 0.08 <0.0001
S100A9 0.63 0.44 <0.0001
LCN2 0.50 0.37 <0.0001

Abreviaturas: IL, interleucina; IL23R, receptor de interleucina 23; TGFB1, fator de crescimento
transformador-beta 1; S100A9, proteina A9 de ligacdo ao célcio S100; LCN2, genes de
codificagdo da lipocalina 2. A dire¢cdo e a forca da correlacdo linear entre as variaveis
estudadas foram avaliadas com o coeficiente de correlacdo de Spearman (r) e o coeficiente
de determinacdo (R2). O valor de p inferior a 0,05 foi reconhecido como estatisticamente
significativo.
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4.1 A participacao do Blimp-1 na psoriase

O presente estudo indicou consistentes evidéncias da participagéo de Blimp-
1 na psoriase. Inicialmente, mostrou o aumento da expressdo dos transcritos e uma
correlacao positiva entre PRDM1 e IL17 nas amostras de PA-PsO comparadas as de PNA-
PsO. Em seguida, a analise da imunofluorescéncia por microscopia confocal evidenciou a
expressdo do Blimp-1, codificada pelo gene PRDM1, ao longo de todas as camadas da
epiderme nas amostras de PA-PsO dos pacientes, mas nao nas amostras de PNA-PsO.

Por fim, a analise bioinformatica do transcriptoma publico-GSE13355 (NAIR;
DUFFIN; HELMS; DING et al., 2009) corroborou o aumento da expresséo do gene PRDM1
na PA-PsO em comparagcdo com amostras de PNA-PsO e PNC. Ainda nessa analise, a
expresséo génica do PRDM1 mostrou correlacdes positivas com a expressao de genes
codificadores de citocinas pro-inflamatérias do eixo IL-23/Th17, do fator de transcricao
(STAT3) e das proteinas imunes envolvidas na psoriase (S100A9 e LCN2).

O conjunto dos nossos resultados sustenta a hipétese do envolvimento do
fator de transcricdo Blimp-1 na patogénese da PsO, em particular com componentes do
eixo I1L-23/Th17. Na sequéncia, sera conduzida uma discussdo mais detalhada dos nossos

resultados com argumentos baseados na revisao da literatura.

4.2 A expresséo de Blimp-1 em queratinécitos

Ha estudos que evidenciam uma correlacao entre a expressao de Blimp-1 e a
diferenciacdo terminal de queratinécitos de camundongos e humanos. O Blimp-1 é
considerado um regulador critico da transi¢cao dos queratinécitos da camada granulosa para
a cornea, o que foi verificado apos delecdo epidérmica condicional de Prdml em
camundongos. Essa condi¢ao resulta em defeitos na diferenciacéo terminal de sebdcitos e
queratindcitos epidérmicos, com retardo na formacdo da barreira de permeabilidade
epidérmica, hiperqueratinizacdo e descamacdo anormais (MAGNUSDOTTIR;
KALACHIKOV; MIZUKOSHI; SAVITSKY et al., 2007). Blimp-1 é principalmente expresso
na camada granulosa de queratinécitos, os precursores de cornedcitos mais diferenciados
(CANDI; SCHMIDT; MELINO, 2005). Mais de 250 genes podem estar desregulados na
epiderme de camundongos CKO, os quais incluem alvos diretos de repressédo Blimp-1,
genes dependentes de Blimp-1 para sua expressao apropriada na epiderme e aqueles que
codificam fatores de transcricdo, componentes de transducdo de sinal, proteinases e
enzimas envolvidas no metabolismo lipidico (MAGNUSDOTTIR; KALACHIKOV;
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MIZUKOSHI; SAVITSKY et al., 2007). Estudos futuros sobre os mecanismos de alteracdes
da cornificagdo da pele podem esclarecer os distirbios dependentes do Blimp-1 e,
particularmente, seu envolvimento nas dermatoses com disfun¢des epidérmicas, como a
PsO.

Entretanto, a imunomarcacéao para Blimp-1 foi reduzida em amostras de pele
humana de eczema em comparacao com a pele normal, que mostrou intensa marcacao
especifica de Blimp-1, nas células da camada granulosa. Apesar dos niveis reduzidos de
expressao da proteina Blimp-1, os niveis de expressdo de PRDM1-mRNA foram elevados
em queratinécitos primarios humanos e de camundongo, sob estimulacédo de LPS ou TNF-
a (CHIANG; YANG; LIN; HONG et al., 2013). Proteinas, como o Blimp-1, envolvidas na
organizacdo da cromatina e na regulacdo da transcricdo tendem a ser produzidas e
degradadas muito rapidamente por reagir a um estimulo (DE SOUSA ABREU; PENALVA;
MARCOTTE; VOGEL, 2009; SCHWANHAUSSER; BUSSE; LI; DITTMAR et al., 2011).

Além das alteracdes histoldégicas observadas nos cortes da PA-PsO
(acantose, hiperceratose, paraqueratose e hipogranulose da epiderme, cristas epidérmicas
alongadas, e vasos sanguineos dilatados), nossos resultados de imunofluorescéncia por
microscopia confocal confirmaram um aumento na expressdo da proteina Blimp-1 nas
amostras de PA-PsO em comparacdo a PNA-PsO. A hiperproliferacdo (acantose) da
epiderme da PA-PsO, evidenciou expressdes pronunciadas das proteinas citoqueratina 17
(K17) e Blimp-1. Em particular, a expressao da proteina Blimp-1 foi observada nos
gueratinécitos ao longo de todas as camadas epidérmicas nas amostras da PA-PsO, mas
nao nas amostras da PNA-PsO.

Seguida as evidéncias do envolvimento do Blimp-1 na pele afetada pela PsO,
para especular o papel do Blimp-1 na inflamacéo da pele com PsO, buscamos identificar
as expressoes dos genes codificadores das citocinas pro-inflamatérias, proteinas imunes e
outros fatores de transcricdo envolvidos na geracao de células Th17 patogénicas, e explorar
as suas possiveis relagdes com o PRDM1, gene codificador do Blimp-1 na psoriase.

4.3 O predominio do eixo IL-23/Th17 na psoriase

Estudos preliminares evidenciaram que as lesdes psoriasicas exibiam niveis
aumentados de citocinas Thl, como y-interferon (IFN-y), fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) e IL-12, sem o aumento da expressao de citocinas Th2, IL- 4, IL-5 e IL-10 (AUSTIN;
OZAWA; KIKUCHI; WALTERS et al., 1999; KRUEGER; CALLIS, 2004).
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TNF-a € uma citocina fundamental que ativa a via de sinal do fator nuclear
(NF)-kB, afeta a sobrevivéncia celular e a proliferacédo, e gera efeitos anti-apoptéticos nos
linfécitos e queratindcitos (WILSMANN-THEIS; KOCH; MINDNICH; BONNESS et al.,
2013).

Ainda, o TNF-a estimula os queratindcitos a produzir IL-8, que resulta na
formagdo de microabscessos, por meio do recrutamento de neutréfilos, e induz células
Th17 a produzir citocinas pro-inflamatorias atraveés da via NF-kB nas lesbes psoriaticas.
(KAGAMI; RIZZO; LEE; KOGUCHI et al., 2010). O bloqueio da via NF-kB interrompe a
producdo de IL-17A a partir de células T CD4+ (ETTEHADI; GREAVES; WALLACH;
ADERKA et al., 1994).

Adicionalmente, a IL-23 € uma citocina heterodimérica composta pelas
cadeias IL-23p19 e IL-12p40 (IL-12/23p40), que desempenha papel fundamental na
patogénese da psoriase, suas fontes conhecidas sao DC, mondcitos ativados,
macrofagos, células T e células B (OPPMANN; LESLEY; BLOM; TIMANS et al., 2000).

IL-23 se liga ao seu receptor heterodimérico composto pelas subunidades IL-
12RB1 e IL-23R expressas em células T de memoria, células T natural killer, mondcitos e
DC. IL-23 regula o desenvolvimento e a manutencédo da populagdo e a expansao das
células Th17 (PARHAM; CHIRICA; TIMANS; VAISBERG et al., 2002). Tais fungdes de IL-
23 foram demonstradas através de modelos de camundongos de inflamagao relacionada
as células CD4+ produtoras de IL-17, a encefalomielite autoimune e a artrite induzida por
colageno, que foram substancialmente aliviadas pela falta de receptores de IL-23 (CUA;
SHERLOCK; CHEN; MURPHY et al, 2003; MURPHY; LANGRISH; CHEN;
BLUMENSCHEIN et al., 2003). Seguido ao reconhecimento das células Th17, e a sua
implicagao em sistemas modelo de autoimunidade, o desenvolvimento e a expansao e
manutengdo foram associadas a IL-23, uma citocina iniciadora e chave no
desenvolvimento da autoimunidade. Os achados preliminares de niveis elevados de
citocinas relacionadas a IL-23 e Th17 em lesbes cutaneas e no soro de pacientes com
psoriase, a associacado de variantes do gene IL23R com psoriase e a evidéncia de um
papel funcional das células Th17 na autoimunidade forneceram subsidios e foram
seguidos de robustas evidéncias que suportaram o eixo IL 23/Th17 como central na
imunopatogénese da psoriase (BLAUVELT, 2008; CHIRICOZZI; ROMANELLI; VOLPE;
BORSELLINO et al., 2018; DI CESARE; DI MEGLIO; NESTLE, 2009).

Em concordancia com estes estudos prévios (DI CESARE; DI MEGLIO;
NESTLE, 2009), nossos resultados evidenciaram aumento dos transcritos IL17 e PRDM1,
por RT-qPCR, e das expressdes génicas de TNF, IL12B, IL23A e IL17A, por analise
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bioinformatica do transcriptoma (GSE 13355), o que configurou o perfil do eixo IL23/Th17
na PsO. Em adig&o, as correlagdes positivas das expressdes génicas entre PRDM1 e TNF
(r=0,58), IL12B (r= 0,60), IL23A (r= 0,47) e IL17A (RTqPCR, r= 0,44; GSE 13355, r=0,70)
indicam o estreito envolvimento do PRDM1/ Blimp-1 com as citocinas pro-inflamatérias

criticamente envolvidas na psoriase.

4.4 1L-23 e IL-23R na geracdo de células patogénicas Th17 na psoriase

A geracao de respostas efetoras por Th1l7 exige sinalizacdo dependente de
IL-23R, e IL-23 promove a diferenciacdo completa de células T ativadas em células Th17
efetoras (MCGEACHY; CHEN; TATO; LAURENCE et al., 2009).

As células Thl7 ativadas aumentam a resposta inflamatéria dos
gueratinécitos, criando um ciclo com feedback positivo em torno do eixo IL-23/ Thl7, a
principal via na PsO. A sinalizacdo adicional por meio do receptor de IL-23 (IL-23R) em
células Thl7 e a secrecao de produtos pro-inflamatoérios e proliferativos por diferentes
células sdo essenciais para 0os mecanismos patologicos da PsO (HIROTA; DUARTE;
VELDHOEN; HORNSBY et al., 2011). E bem conhecido que células dendriticas mieloides
inflamatorias liberam IL-23 e IL-12, 0 que promove a manutencdo e a sobrevivéncia do
fendtipo de células Th17, e consequentemente, a producao de IL-17A e IL-17F pelas células
Th1l7 (JOHNSON-HUANG; LOWES; KRUEGER, 2012; LYNDE; POULIN; VENDER;
BOURCIER et al., 2014).

IL-23 opera através de multiplas vias para gerar células Th1l7 patogénicas
maduras, incluindo a manutencéo de genes da assinatura Th17 [II17 e Rorc - receptor 6rféo
relacionado com RAR (receptor de &cido retindico)], a inducéo de genes efetores [1122, fator
estimulador de colbnia 2 (Csf2) e Ifng], e um aumento significativo, por sua propria forca de
sinal, da regulac&o positiva da expresséo de 1123r (CODARRI; GYULVESZI; TOSEVSKI;
HESSKE et al., 2011; EL-BEHI; CIRIC; DAI; YAN et al., 2011; GHORESCHI; LAURENCE;
YANG; TATO et al., 2010). Por fim, a IL-23 ainda promove a diferenciacdo das células Treg
em células Th17 (BOVENSCHEN; VAN DE KERKHOF; VAN ERP; WOESTENENK et al.,
2011).

Corroborando os estudos anteriores (GROSSMAN; KRUEGER; YOURISH;
GRANELLI-PIPERNO et al., 1989; NOCKOWSKI; SZEPIETOWSKI; ZIARKIEWICZ;
BARAN, 2004; SHI; CHEN; ZHAO; YU et al.,, 2019), na analise do transcriptoma
(GSE13355), foi observado aumento da expressao génica do IL17A na PA-PsO comparada
a PNA-PsO e PNC, e notadamente, a expressao de IL23, que nao se diferenciou entre a
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PA-PsO e PNA-PsO dos pacientes, mas estava aumentada em ambas comparadas a PNC.
J& a expresséo de IL23R estava aumentada na PA-PsO comparada a PNA-PsO e PNC, e
a de IL17R aumentada na PA-PsO comparada a PNA-PsO, mas ndo comparada a PNC. A
expressao génica do PRDM1 mostrou correlacéo positiva com a expressao de IL23R (r=
0,32), mas sem correlacao significante com a expressao de IL17R.

Coletivamente, a correlagéo positiva entre a expressao génica de PRDM1,
IL23A (r= 0,47) e IL23R (r= 0,32) sao indicativas de uma relagcao estreita do Blimp-1 na
manutencao das células Th17 patogénicas. No entanto, a falta de correlagcdo com o IL-17R

requer futuras investigacoes.

4.5 Combinacéo de IL-23, IL-6, IL-21 e outras citocinas na diferenciacdo de células
Th17

Nos queratinécitos, a IL-17 aumentou as expressodes de IL-6 e IL-8, citocinas
pré-inflamatérias que exacerbam a PsO (FRITZ; KLENOTIC; SWINDELL; YIN et al., 2017).
Além disso, IL-1beta juntamente com IL-6 (WILSON; BONIFACE; CHAN; MCKENZIE et al.,
2007) ou IL-23 podem induzir a secrecdo de IL-17A (ACOSTA-RODRIGUEZ; NAPOLITANI;
LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2007).

A expresséo de Blimp-1 é induzida por IL-21, e ocorre um feedback negativo
em que IL-21 inibe sua prépria producéo através da inducdo de Blimp-1 (FU; YEH; CHU;
YEN et al.,, 2017). A IL-21 pode induzir a diferenciacdo de células Thl7 inibindo a
diferenciacéo de células Treg através da regulacao positiva da expressdo de ROR-yt e da
regulacdo negativa da expressdo de Foxp3. Ainda, IL-21 pode promover hiperplasia e
inflamacédo epidérmica induzindo um desequilibrio nas populacdes de células Thl7 e Treg
(SHI; CHEN; ZHAO; YU et al., 2019).

IL-21 e IL-21R sdo altamente expressos na pele afetada e no sangue
periférico de pacientes com PsO (CARUSO; BOTTI; SARRA; ESPOSITO et al., 2009). IL-
21 causa estimulo proliferativo nos queratindcitos humanos e uma consequente piora da
inflamacgéo (CARUSO; BOTTI; SARRA; ESPOSITO et al., 2009). O TGF-beta associado a
IL-21 € necessario para a diferenciacédo das células Th1l7, a partir das células T naive
(YANG; ANDERSON; BAECHER-ALLAN; HASTINGS et al., 2008). A combinacédo de TGF-
beta e IL-6 / IL-21, associada a inducéo e sinalizacdo por IL-23R, proporciona a maturacao
das células Th17 inflamatérias (MADDUR; MIOSSEC; KAVERI; BAYRY, 2012).

A interleucina-22 (IL-22) € um membro da familia de citocinas relacionadas a

IL-10, e o receptor de IL-22 é altamente expresso em tecidos, como células epiteliais da
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pele e do trato gastrointestinal. IL-22 tem uma natureza dupla, protetora versus inflamatoria,
na modulacdo da resposta imune nos tecidos. A sua sinalizagdo leva a ativagdo de
programas proliferativos e/ou apoptéticos (SANJABI; ZENEWICZ; KAMANAKA; FLAVELL,
2009). A IL-22 também induz a expressao de proteinas inflamatorias agudas, mucinas e
peptideos antimicrobianos, que sdo essenciais para manter a integridade do tecido durante
a inflamagédo. IL-22, produzida principalmente por células Thl7, em conjun¢cdo com o
receptor de IL-22, expresso principalmente em queratindcitos, induzem a hiperlasia da
epiderme (OGAWA; SATO; MINAGAWA; OKUYAMA, 2018). Niveis elevados de IL-22 na
pele psoriatica estao fortemente associados com a regulacéo positiva do S100A9 e outras
proteinas imunes na pele (FRITZ; KLENOTIC; SWINDELL; YIN et al., 2017).

Ainda, em concordancia com estudos anteriores (GROSSMAN; KRUEGER,;
YOURISH; GRANELLI-PIPERNO et al.,, 1989; NOCKOWSKI; SZEPIETOWSKI;
ZIARKIEWICZ; BARAN, 2004; SHI; CHEN; ZHAO; YU et al, 2019), por analise
bioinformatica do transcriptoma (GSE13355), foi observado aumento nas expressdes
génicas na PA-PsO de IL1B, IL6 e IL22 (versus PNC e PNA-PsO), e de IL21 (versus PNC)
e correlacdes positivas de IL1B (r= 0,67), IL6 (r= 0,59), IL22 (r= 0,53) e IL21 (r= 0,47) com
a expressado génica do PRDM1. O conjunto desses achados corrobora o0 microambiente de
diferenciacdo e manutencdo das células Th1l7 inflamatérias/patogénicas, estimulo
proliferativo para os queratinécitos, e particularmente, a estreita relacdo do PRDM1 com

essas citocinas do perfil Th17 na psoriase.

4.6 Fatores de transcri¢cdo na diferenciacao de células Th17

A diferenciacdo de células Th17, tanto in vivo quanto in vitro, parece exigir a
regulacdo positiva, induzida por TGF-1, e do fator de transcricdo especifico de linhagem
Unica, ROR (receptor orfao relacionado a retindides) gamat (IVANOV; MCKENZIE; ZHOU;
TADOKORO et al., 2006; ZHOU; IVANOV; SPOLSKI; MIN et al., 2007).

O fator de transcricio ROR-gama é expresso em células Tcl7 e Thl7
(EBERL; LITTMAN, 2003; EBERL; MARMON; SUNSHINE; RENNERT et al., 2004), e
induzido em células T CD4+ ativadas sob condi¢cdes de diferenciacdo Thl7, como a
presenca de IL-1beta, IL-6, IL-23 e TGF-beta (IVANOV; MCKENZIE; ZHOU; TADOKORO
et al., 2006; IVANOV; ZHOU; LITTMAN, 2007; MANEL; UNUTMAZ; LITTMAN, 2008). A
diferenciacdo de células Th17 é regulada por fatores de transcricdo, como ROR-gammat,

o regulador mestre especificamente expresso por células Thl7, assim como os fatores
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STAT-3, IRF4 (interferon regulatory factor 4) e BATF (basic leucine zipper transcription
factor, ATF-like) (CIOFANI; MADAR; GALAN; SELLARS et al., 2012). A inibicdo de ROR-
gama tem sido considerada um tratamento potencial para doencas dependentes de Th17,
particularmente PsO e artrite psoriatica, por meio da inducédo de tolerancia imunoldgica
(DZHAGALOV; ZHANG; HE, 2004; IMURA; UEYAMA; SASAKI; SHIMIZU et al., 2019).

No nosso estudo, por meio da andlise bioinformatica, foi observado aumento
da expressao do TGFB1 na PA-PsO apenas em comparagdo com a PNA-PsO, mas sem
diferenca com a PNC; e a reducéo da expressdo do RORC na PA-PsO comparada a PNA-
PsO e PNC. A aposicao das correlacbes negativas entre a expressdo de PRDM1 e as
expressdes de ambas TGFB1 (r=-0,28) e RORC (r=-0,60), potencialmente relacionadas,
necessita ser explorada.

4.7 Blimp-1, STAT3 e citocinas na geracao de células Th17 patogénicas

IL-23 parece regular positivamente Blimp-1, de maneira dependente de
STAT3, para desempenhar um papel critico na diminuicdo da regulacdo de IL-2 e
manutencao da estabilidade das células Th17 patogénicas (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-
SHAIKH et al., 2016). O envolvimento potencializador do Blimp-1 associado a p300, STAT3
e ROR-gammat nas proximidades dos loci I123r, 1117f e Csf2 prediz que Blimp-1 € um dos
reguladores de transcrigédo recrutados sequencialmente pelos genes envolvidos na geracao
das células Th1l7. O Blimp-1 em conjunto com outros fatores de transcricdo controla a
funcao patogénica das células Th17 por meio da ativacdo direta de genes-alvo ou via efeitos
indiretos a jusante (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016; RUTISHAUSER;
MARTINS; KALACHIKOV; CHANDELE et al., 2009).

Em alinhamento com os demais resultados, foram observados o aumento da
expressdo génica do STAT3 na PA-PsO (versus PNA-PsO e PNC) e a sua correlacéo

positiva com a expressao do PRDML1 (r= 0,65).

4.8 Expressao de S100A9 e LCN2 na psoriase

As proteinas da familia S100 sdo mediadoras-chave na iniciacdo e
manutencdo da inflamacédo, e possuem uma variedade de funcdes intracelulares e
extracelulares. Tais proteinas interagem com multiplos receptores e transdutores de sinal
para regular as vias que governam a inflamacao, diferenciacdo celular, proliferagéo,

metabolismo energético, apoptose, homeostase do calcio, citoesqueleto celular e



87

resisténcia microbiana. Paradoxalmente, varias proteinas da familia S100 também podem
atuar para resolver a inflamagdo e promover o reparo tecidual sob certas condigbes
(SREEJIT; FLYNN; PATIL; KRISHNAMURTHY et al., 2020).

Quatorze genes da proteina S100 estdo localizados dentro do complexo de
diferenciacdo epidérmica no cromossomo humano 1921, e 13 proteinas S100 (S100A2,
S100A3, S100A4, S100A6, S100A7, S100A8, S100A9, S100A10, S100A11, S100A12,
S100A15, S100B e S100P) sao expressas na epiderme normal e/ou alterada (ECKERT;
BROOME; RUSE; ROBINSON et al., 2004).

S100A8 e S100A9 formam homodimeros e heterodimeros, e séo
frequentemente co-expressas (TEIGELKAMP; BHARDWAJ; ROTH; MEINARDUS-HAGER
etal., 1991). S100A8 e S100A9 estdo especificamente ligadas a funcédo imune inata através
de sua expressdo em células imunes de linhagem mieloide. S100A8 e S100A9 séao
principalmente derivadas de células mieloides, como mondcitos, neutréfilos e macrofagos,
sendo que a expressdo constitutiva parece estar limitada a neutrofilos e mondcitos. A
expressao de S100A8/A9 também é observada em células epiteliais e endoteliais ativadas,
bem como em queratinécitos (MELLOR; GAGO-LOPEZ; BAKIRI; SCHMIDT et al., 2022;
SREEJIT; FLYNN; PATIL; KRISHNAMURTHY et al., 2020).

Em pacientes com psoriase, S100A8 & derivada principalmente de
gueratinécitos e células mononucleares infiltradas, e S100A9 é derivada de neutrdfilos. A
elevada expressao de S100A8/A9 na epiderme psoriatica induz a ativacdo do complemento
C3/CFB, que leva a ativacao descontrolada de imundcitos, angiogénese e hiperproliferacao
de queratindcitos causando progressdo da PsO (SREEJIT; FLYNN; PATIL;
KRISHNAMURTHY et al., 2020).

Na epiderme normal, S100A8 e S100A9 sdo expressas em valores muito
baixos niveis, embora a expressado ocasional é observada na camada granulosa. Ambas
as proteinas sdo superexpressas na PsO e estdo presentes nas camadas basal, granulosa
e espinhosa (BROOME; RYAN; ECKERT, 2003). S100A8 e S100A9 podem ter um papel
na promocdo e/ou resposta ao estado hiperproliferativo na epiderme. A liberacdo de
S100A8 e S100A9 dos queratindcitos pode iniciar a invasao de células imunes que é ainda
propagada pela liberacdo de S100A8 e S100A9 dos neutréfilos atraidos ao sitio de
inflamacédo (ECKERT; BROOME; RUSE; ROBINSON et al., 2004).

LCN2 é uma proteina armazenada nos granulos especificos de neutroéfilos
humanos (KJELDSEN; BAINTON; SENGEL@V; BORREGAARD, 1994). E considerada
uma proteina antimicrobiana contra infeccdo bacteriana pelo sequestro de ferro (FLO;
SMITH; SATO; RODRIGUEZ et al., 2004). Outras fun¢des biologicas bem estabelecidas de
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LCN2 incluem regulacdo de diversos processos celulares, como o crescimento celular e
migragao/invasdo (DING; FANG; TONG; QU et al., 2015; NELSON; ZHAO; GILLILAND;
ZAENGLEIN et al., 2008; WANG; MA; MENG; WEI et al., 2015). Ainda, pode atuar como
mediador pré-inflamatério para aumentar a producéo de citocinas criticas, como IL-6, IL-8
e CXCL10, resultando no agravamento das doencas (LIN; LIAO; LEE; HU et al., 2011).
Estudos recentes sugeriram que LCN-2 esta associada ao acumulo de células imunes nos
locais de inflamacdo aguda ou cronica (AIGNER; MAIER; SCHWELBERGER,;
WALLNOFER et al., 2007; SHASHIDHARAMURTHY; MACHIAH; AITKEN; PUTTY et al.,
2013).

No estudo, a andlise bioinformatica corroborou aumento da expressao génica
de S100A9 e LCN2 nas amostras PA-PsO em comparagdo com PNA-PsO e PNC.
Adicionalmente, foram observadas correlacdes positivas com a expressdao do PRDM1 (r=
0,63; r= 0,50, respectivamente). Estes resultados indicam a estreita relacdo entre a
expressdo do PRDM1 e genes codificadores das proteinas envolvidas na regulacdo de
processos inflamatérios e resposta imune (S100A9), apoptose e processos de imunidade
inata (LCN2) (WANG; LIU; LIU; CHEN, 2020) e PRDM1, e consistentemente corroboram a
participacédo do Blimp-1 na PsO.

Em concordancia, estudos prévios demonstraram que as expressdes de
S100A8 e S100A9 foram elevadas na pele afetada comparadas as da pele ndo afetada de
pacientes com PsO (MADSEN et al., 1992; KERKHOFF et al., 2012). Consistentemente, 0s
niveis séricos de S100A8/A9 estdo elevados na PsO e parecem acompanhar a atividade
da doenca, sugerindo que essas proteinas S100 sdo potenciais mediadores na PsO
(KERKHOFF; VOSS; SCHOLZEN; AVERILL et al., 2012).

Shao e cols (2016) demonstraram que tanto o0s queratindcitos quanto os
neutréfilos foram as fontes de LCN2 na pele lesional de pacientes com PsO. Os resultados
desse estudo sugeriram que LCN2 esta envolvida na patogénese da PsO, modulando a
funcao dos neutréfilos (SHAO; CAO; JIN; LI et al., 2016).

4.9 Blimp-1 exerce fun¢des regulatorias ou conduz o programa inflamatorio Th17 na
psoriase?

Face as controvérsias se 0 Blimp-1 é necessario apenas para a fungéo
regulatoria das células Th17, Jain e colegas, deletando Prdm1 especificamente das células

T periféricas, demonstraram que Blimp-1 € um fator critico e regulado por IL-23, que atua
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em conjunto com o fator de transcricdo ROR-gammat para estabilizar e aumentar a funcao
das células Th17 (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016).

Estudos anteriores em modelos de camundongos transgénicos em genes de
interesse convergiram para as funcbes regulatorias do Blimp-1 nas células Thl7 e na
inflamacao.

Camundongos deficientes em Blimp-1 (Prdm1fl/flCd4cre) tiveram reducdo no
namero de timdcitos e defeitos nas células das popula¢des Thl, Th2 e Treg (LIN; CHOU,;
YEH; FU et al.,, 2013; LIN; YEH; CHEN; CHIOU et al., 2014; SALEHI; BANKOTI;
BENEVIDES; WILLEN et al., 2012). Os camundongos Blimp-1-CKO tiveram um aumento
de células TCRB+CD4+ produtoras de IL-17 em érgaos linfoides e na mucosa intestinal que
mostrou o papel intrinseco do Blimp-1 na restricdo da producéo de IL-17 (FU; YEH; CHU,;
YEN et al., 2017).

A expressédo de Blimp-1 foi induzida em Thl e Th2, mas reprimida por TGF-
beta em células Th1l7. A expressdo de genes de assinatura Thl7, 1117a, Rorc, 1123r, foi
regulada positivamente em células T CD4 + ativadas deficientes em Blimp-1, sugerindo que
Blimp-1 é necesséario para controlar a diferenciacdo e / ou acumulo de células Thl7
(SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN et al., 2012).

A geragdo de camundongos Blimp-1-CKO através do cruzamento de
camundongos floxed Prdm1 (Prdm1fl/fly) com camundongos Ick-Cre distal (Dlckcre) evita
guaisquer defeitos de desenvolvimento de células T timicas devido a deficiéncia de Prdm1
(JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016; MARTINS; CIMMINO; SHAPIRO-
SHELEF; SZABOLCS et al, 2006). Além disso, a geracdo dos camundongos
Prdm1%1RosaYFPDIckee permite o rastreio de células Blimp-1-deletadas. Notavelmente,
camundongos deficientes em Prdml nesse sistema ndo foram capazes de co-expressar
fatores GM-CSF e IFN-gama, criticos para a funcdo inflamatoria das células Thl7
(CODARRI; GYULVESZI; TOSEVSKI; HESSKE et al., 2011; EL-BEHI; CIRIC; DAI; YAN et
al., 2011; GHORESCHI; LAURENCE; YANG; TATO et al., 2010). Ainda, na auséncia de
Blimp-1, as células Th17 sdo incapazes de atingir a maturagéo funcional completa, pois
Blimp-1 regulou a expressao de receptores de quimiocinas em células Th1l7 e o seu trafego
para locais de inflamacdo. O Blimp-1 parece desempenhar um papel critico na
diferenciacao efetora completa das células Th17, o que permite que as células Th17 migrem
para o local da inflamacdo e medeiem suas funcdes patogénicas (JAIN; CHEN; KANNO;
JOYCE-SHAIKH et al., 2016).

Outro fator ligado a maturacéo das células Th17 é a regulacdo negativa da IL-2
(MCGEACHY; CHEN; TATO; LAURENCE et al., 2009). Blimp-1 pode desempenhar um
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papel essencial na diferenciacdo completa de células Thl7 efetoras por controlar a
producéo de IL-2 em células T ativadas (WANG; VAN PANHUYS; HU-LI; KIM et al., 2008).
No modelo animal, h4 ainda uma relacéo de feedback negativo entre IL-2 e Blimp-1, sendo
gue a sinalizacao de IL-2 induz a transcricdo de Prdm1 (gene codificador do Blimp-1), e o

Blimp-1 reprime a transcricdo do gene 112 em células T (GONG; MALEK, 2007).

Além do fator repressor da transcricdo, o Blimp-1 também funciona como um
fator de transcric&o essencial a jusante da IL-23, que se sinergiza com 0 ROR-gammat para
conduzir o programa inflamatorio Th1l7. As evidéncias coletadas indicam que o Blimp-1
regula a funcédo efetora Th1l7 mediada por IL-23 principalmente pela amplificacdo da
sinalizacao de IL-23 por meio da inducéo da expresséao de 1123r e simultaneamente aumenta
a transcricao de 1117 e Csf2 (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-SHAIKH et al., 2016).

Especulamos que as intera¢des do Blimp-1 com outros cofatores podem ser
criticas para a inducao e a manutencdo da expressdo do gene IL23R na PsO, mas essas
possibilidades necessitam ser exploradas.

4.10 As vias de acdo do TGF-beta na inducdo de ROR-gammat

Vérios estudos convergem para a relevancia das vias dependentes de TGF-
beta na inducdo da expressdao de ROR-gama e diferenciacdo Thl7 (ZHANG, 2018).
Alternativamente, a diferenciacdo Th17 pode ocorrer através de vias independentes de
TGF-beta em humanos (ACOSTA-RODRIGUEZ; NAPOLITANI; LANZAVECCHIA;
SALLUSTO, 2007).

Em estagios sequenciais, a diferenciacdo das células Th1l7 é inicialmente
desencadeada pelo efeito combinado de TGF-beta e IL-6/ IL-21; em seguida, a amplificacao
das células Thl7 é impulsionada pela IL-21 produzida pelas proprias células Thl7,
provavelmente associada ao TGF-beta, e em um terceiro estagio ocorre a estabilizacéo das
células Th17 pela IL-23 (KORN; BETTELLI; OUKKA; KUCHROO, 2009). As células Th17
também podem expressar grandes quantidades de TGF-beta, que pode atuar de maneira
autécrina para manter as células Thl7 (GUTCHER; DONKOR; MA; RUDENSKY et al.,
2011). Adicionalmente, TNF-alfa e IL-1beta aumentam a diferenciacdo das células Th17
mediada por TGF-beta e IL-6 (ZHENG; SUN; JIANG; ZHANG et al., 2014). A combinagéo
sinérgica de TGF-beta mais IL-6/ IL-21 induzem ROR-gammat, que orquestra as
expressoes IL-17A / IL-17F em células T virgens (KORN; BETTELLI; GAO; AWASTHI et
al., 2007; NURIEVA; YANG; MARTINEZ; ZHANG et al., 2007). Embora as células Th17
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induzidas por TGF-beta e IL-6 sejam ndo-patogénicas, a combinacdo de TGF-beta e IL-6/
IL-21 induz IL-23R na superficie em células Th17 em diferenciagdo (MADDUR; MIOSSEC,;
KAVERI; BAYRY, 2012), e subsequentemente a sinalizagcdo por meio de IL-23R € essencial
para a maturacao adicional de células Th17 inflamatérias (JAIN; CHEN; KANNO; JOYCE-
SHAIKH et al., 2016).

TGF-beta é considerado critico para a geracao de células Th17 e Treg a partir
de células T virgens (BETTELLI; CARRIER; GAO; KORN et al., 2006; FANTINI; BECKER;
MONTELEONE; PALLONE et al., 2004), enquanto a presenca de IL-6 inibe a conversao de
células T em Foxp3 + Treg e favorece a imunidade Th17 (HAN; LI; SINGH; WOLF et al.,
2012; KORN; MITSDOERFFER; CROXFORD; AWASTHI et al., 2008; VOLPE; SERVANT,
ZOLLINGER; BOGIATZI et al., 2008).

Th1l7 e células Treg induzidas perifericamente (pTreg) compartiiham um
programa de desenvolvimento desencadeado por TGF-beta, onde na fase intermediaria da
diferenciacdo Th17 / pTreg ambos Foxp3 e ROR-gama sdo co-expressos na mesma célula.
Dado o antagonismo entre Foxp3 e ROR-gama, a inibicdo da atividade de ROR-gama por
peqguenas moléculas pode desviar a diferenciacdo de algumas células CD4+ autorreativas
recentemente ativadas de um destino de célula Th1l7 para um destino pTreg (IMURA,
UEYAMA; SASAKI; SHIMIZU et al., 2019).

4.11 Participacao de Blimp-1 e TGF-beta nos disturbios inflamatérios e proliferativos

A despeito do papel principal como uma citocina anti-inflamatéria, a
superexpressao de TGFB1 nos queratinécitos induz a inflamacgéo da pele, indicando que os
mecanismos envolvendo essa citocina parecem ser complexos (HAN; WILLIAMS; SALTER,;
GARL et al., 2010).

Niveis elevados de TGFB1 no soro foram correlacionados com a gravidade da
PsO humana (FLISIAK; CHODYNICKA; POREBSKI; FLISIAK, 2002). Os camundongos
transgénicos K5.TGFB1 desenvolveram inflamagdo da pele com semelhancas
impressionantes entre a PsO humana. A pele inflamada induzida por TGFB1 revelou
predominantemente citocinas relacionadas com Thl e Thl7. A ativagdo de células Thl/
Th17 e células Treg pelo TGFB1 regulado reversamente por IL-6 destaca o papel duplo do
TGFB1 na regulagdo da inflamacédo, um processo dinamico, contextual e especifico para
cada 6rgao (HAN; WILLIAMS; SALTER; GARL et al., 2010).
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TGF-beta e citocinas, como IL-27 e IL-12, induzem a producéo de IL-10 a
partir de células T efetoras (CHANG; LIU; JIN; ZHANG et al., 2017; STUMHOFER; SILVER;
LAURENCE; PORRETT et al., 2007). No entanto, Blimp-1 foi critico para a expressao de
IL-10 a jusante a IL-12 e IL-27, e TGF-beta antagonizou esta via, induzindo a mudanca para
uma via Blimp-1 independente, e presumivelmente via c-Maf/ AhR, para a expresséao de IL-
10 por células Th17 e Trl (NEUMANN; HEINRICH; NEUMANN; JUNGHANS et al., 2014).

Existem poucos estudos e os achados sé@o contraditorios sobre a deficiéncia
relativa de IL-10 e seu papel na imunopatogénese da PsO. (DOWLATSHAHI; VAN DER
VOORT; ARENDS; NIJSTEN, 2013; ISAC; JIQUAN, 2019). Enquanto isso, a regulacéo
positiva do Blimp-1, o aumento das células IL-27, IL-6, TGF-beta e IL-10+Th17 foram
observadas no fluido peritoneal da endometriose. Nessa condi¢do, o sistema imunoldgico
falha em remover as células endoteliais e seus detritos, que de forma anormal alcancam
locais fora da cavidade uterina. Sob regulacdo ambiental externa (2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina) e local (estrogénio, IL-6 e TGF-beta), IL-27 produzida por
macréfagos e células do estroma endometrial induz a producéo de IL-10 em células Th17,
provavelmente mediada pela interacio RORgammat e c-Maf, sob a regulacéo positiva do
Blimp-1 a jusante a IL-27. A IL-27 parece ser um regulador fundamental na tolerancia
imunolégica ao desencadear as células Th17 a produzir IL-10, facilitando a implantacéo,
estimulando a proliferacdo e a neoangiogénese para a progressao da endometriose
(CHANG,; LIU; JIN; ZHANG et al., 2017).

O aumento da expressdo desse conjunto de genes, PRDML1, IL27, IL10, IL6,
IL21, e TGFB1 na PA-PsO produz evidéncias do envolvimento de outras vias ainda pouco
elucidadas na inflamacéao e proliferagéo do programa Th17.

Uma vez que a sinalizacdo de TGF-beta medeia a producéo de IL-10 durante
a diferenciacdo Th1l7, mas antagoniza a expresséo de Blimp-1 (NEUMANN; HEINRICH,;
NEUMANN; JUNGHANS et al., 2014; SALEHI; BANKOTI; BENEVIDES; WILLEN et al.,
2012), os nossos achados de aumento concomitante da expressao dos genes PRDM1 e
TGFB1 podem ser compensatorios. Ainda, uma correlacdo negativa significativa entre
ambos reforga um mecanismo regulatorio, que necessita de mais investigacdes na PsO.

As limitacfes deste trabalho sdo aquelas de uma anélise observacional, mas
estudos futuros, bem como avaliagdes funcionais especificas, podem ajudar a esclarecer e
corroborar nossos achados.

Frente aos nossos resultados, especulamos que o Blimp-1, como fator de
transcricdo, mantém estreita relagdo com STAT3, citocinas pro-inflamatorias criticas do eixo

IL-23/Th17 e proteinas imunes envolvidas na PsO. No entanto, os mecanismos detalhados
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da interacdo entre Blimp-1, e os varios componentes desse eixo, citocinas e seus
receptores, fatores de transcricéo e regulacdo, em particular, IL-10, IL-27, TGFbeta e o fator
de transcricio RORgamat no programa Thl7, promovendo uma desregulada e
proeminente inflamacéo e proliferacdo na PsO, ainda precisam ser elucidados em estudos

futuros.



94

Capitwlo-5: Conclusdo
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Em conclusdo, o presente estudo mostrou evidéncias do envolvimento do
Blimp-1 na PsO, indicadas diretamente pelo aumento de expressao do gene PRDM1 e a
expressao da proteina Blimp-1 nos queratindcitos epidérmicos na pele afetada pela PsO,
e, portanto, potencialmente relacionada a inflamacéao e proliferagéo na PsO.

As correlagbes positivas obtidas por andlise bioinformética (banco
GSE13355), entre as expressbes génicas do PRDML1, citocinas pro-inflamatérias e
proteinas imunes corroboram o seu envolvimento no programa inflamatorio Th17 da PsO.

As interacdes entre o PRDM1/Blimp-1, o fator de transcricio RORgamat do
programa Th17 e o envolvimento de outras citocinas e vias necessitam ser exploradas na
PsO.

Uma melhor compreenséo dessas for¢cas antagbnicas e desregulacdo dentro
do microambiente imunolégico pode acelerar a compreensdo da enfermidade e o

desenvolvimento de novas abordagens imunoterapéuticas para PsO.
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Abstract

Transcriptional factor B lymphocyte-induced maturation protein 1 (Blimp-1) is pivotally implicated in T helper 17 (Th17)
cell differentiation. This study investigated expression of the Blimp-1 protein, positive regulatory domain 1 (PRDMT), and
cytokine genes in psoriasis (PsO). Affected (AS-PsO) and non-affected skin (nAS-Ps0O) samples were used to assess gene
and protein expressions by reverse transcription-quantitative PCR (RT-gPCR). and immunostaining and confocal micros-
copy, respectively; the normalised public transcriptomic data permitted differential gene expression analyses. On RT-qPCR,
PRDMT1 and ILI7A transcripts showed higher expression in AS-PsO than in nAS-PsO (n = 34) (p < 0.001; p < 0.0001,
respectively). Confocal microscopy showed Blimp-1 protein expression in epidermal layer keratinocytes in AS-PsO, but
not in nAS-Ps0O. Bioinformatic analysis of the transcriptomic dataset GSE13355 corroborated the increased PRDM] , signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), ILI2B, TNF, ILI7A,IL6, IL1B. 1122, and IL10 gene expression in AS-
PsO, when compared to normal skin and nAS-PsO (p < 0.001). PRDM1 expression correlated positively (p < 0.0001) with
that of ILI7A (r=0.7), IL1B (r =0.67), IL12B (r=0.6), IL6 (r = 0.59), 1122 (r =0.533),1L23A (r=04T), IL2] (r=047),
IL.27 (r=1034), IL23R (r = 0.32), S100 calcium binding protein A9 (r = 0.63), and lipocalin 2 (r = 0.50), and ne gatively
with that of TGFB] (r= — 0.28) and RORC (r = — 0.60). Blimp-1 may be critical in the pathogenesis of PsO dysregulation
involving the Th17 inflammatory pathway. This knowledge may accelerate the development of new treatments.

Keywords Psoriasis - B lvymphocyie-induced maturation protein 1 - Interleukin-17 - Transforming growth factor beta -
Th17 cells - Cytokines

Introduction inducers secreted by dendritic cells (DC), T cells, and keratino-
cytes (KCs). IL-23 and IL-12 from activated DCs stimulate
Psoriasis (PsO) is an immune-mediated disease with the  the Th17, Th22, and Thl subpopulations to produce effector
interleukin (IL)-23/T helper type 17 (Th17) axis as the main  cytokines [ 1-3]. Among these, tumour necrosis factor (TNF)a,

pathway involving multiple proinflammatory and proliferative  [L-1p, IL-17A, TL-17F, IL-21, and IL-22 drive KC responses

[+ Cacilda da Silva Souza *  Department of Pharmacology. Ribeirio Preto Medical

cssouza@ fmrp.usp.br

Dermatology Division, Department of Internal Medicine,
Ribeirdo Preto Medical School, Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina de Ribeirio Preto, University
of 530 Paulo, Av. Bandeirantes, 3900, Monte Alegre,
Ribeirio Preto, Sdo Paulo 14048-900, Brazil

Department of Biosciences and Technology, Institute
of Tropical Pathology and Public Health, Federal University
of Goias, Goidnia, Goids, Brazil

Published online: 30 August 2022

School, University of S50 Paulo, Ribeirdo Preto, Sio Paulo,
Brazil
De partment of Biochemistry and Immunology. Ribeirio

Preto Medical School, University of Sio Paulo,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brazil

De partment of Pathology, Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sio Paulo, Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brazil

Fiocruz-Bi-Institutional Translational Medicine Plataform,
Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil

@ Springer




123

Archives of Dermatological Research

[6-10]. Moreover, KCs may act as initiators of cutaneous
inflammation and produce cytokines, adhesion molecules, and
chemotactic factors in response to diverse stimuli [1, 10-12].
Activation of nuclear factor-kB (NF-kB), by TNF-o and IL-1p
signalling, affects the differentiation, proliferation, and sur-
vival (apoptosis) of KCs and lymphocytes, as well as cytokine
and chemokine production, which recruits inflammatory cells
into the skin [6, 13-15].

IL-23 overexpression drives the differentiation and expan-
sion of effector Th17 cells. Meanwhile, IL-23 receptor (IL-
23R) expression is a key determinant of Th17 cell pathogenic-
ity [12, 16-18]. Th17 cells are the primary source of [L-17A:
however, other IL-17A-producing cells have also been identi-
fied, including CD8* cells, y3-T cells, and natural killer T cells
[5, 19]. Multiple factors are involved in the development of
pathogenic Th17 cells and cytokine production, such as the
differentiation factors, transforming growth factor beta (TGF-
B) combined with IL-6 or IL-21; growth and stabilization fac-
tor (IL-23); transcription factors: NF-kB, signal transducer
and activator of transcription-3 (STAT3), and retinoic-related
orphan receptors gamma t and alpha (RORyt, and RORa); and
intracellular signal transducers Janus kinase (JAK), JAK-1,
JAK-2 and tyrosine kinase 2 [18-23].

However, there are gaps in our understanding of how tran-
scriptional factors and pleiotropic cytokines, in different path-
ways, control pathogenic and non-pathogenic Th17 functions.

B lymphocyte-induced maturation protein-1 (Blimp-1),
encoded by the positive regulatory domain 1 gene (PRDM1),
is a transcription factor expressed by the B cell lineage |24,
25], as well as by T cells, granulocytes, macrophages, and
epithelial cells [26]. IL-12, IL-4, IL-2, and IL-6 can induce
Blimp-1 expression in T cells [27-29].

In this study, we sought to investigate the expression of the
Blimp-1 protein, PRDM1 gene, as well as its relationship with
cytokine gene expression of the Th17 program in PsO.

Materials and methods
Study subjects

In this observational study, 34 adult patients older than
18 years with plaque PsO, who did not undergo any sys-
temic anti-psoriatic treatments or topical treatment (corti-
costeroids, calcipotriol, calcineurin inhibitors) for 2 weeks
prior to biopsy, were recruited from the Dermatology Out-
patient Clinic of the Clinics Hospital of Ribeirfio Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, from June 2017
to August 2018. Other subtypes of psoriasis, pregnancy,
and disagreement in study participation were additional
exclusion criteria. Sex, age, and disease duration were
recorded, and disease severity was assessed using the Pso-
riasis Area and Severity Index (PASI) and Dermatology
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Life Quality Index (DLQI). Full-thickness, 4-mm-
punch biopsies were collected from AS-PsO and non-
affected skin (nAS—PsQO) samples of each patient. Sam-
ples were immediately placed in RPMI medium (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) for immunofluorescence
or TRIzol™ (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA. USA) for gene expression analysis. The study was
approved (protocol 5666/2016) by the Institutional Review
Board (IRB) and was performed in accordance with the
ethical principles of the Declaration of Helsinki. Informed
consent was obtained from all participants included in the
study.

Immunostaining and confocal microscopy

Paraffin-embedded tissue sections (5-pum thick) of AS-PsO
and nAS-PsO samples were stained using primary anti-
bodies against mouse anti-PRDMI1/Blimp-1 (Abcam,
Cambridge, MA, USA, Cat# ab81961, dilution 1:200) or
rabbit anti-cytokeratin 17 (K17) (Abcam, Cat# ab33707,
1:1000 dilution). Next, the samples were incubated with
alpaca anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (Jackson Immu-
noResearch, West Grove, PA, USA, Cat# 615-545-214,
1:1000) and alpaca anti-rabbit IgG Alexa Fluor 594 (Jack-
son ImmunoResearch, Cat# 611-585-215, 1:1000) second-
ary antibodies for 30 min. The nuclei were stained with
4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI,
Invitrogen. Renfrewshire, Scotland, UK, Cat# D1306,
1:1.000). Images were acquired using an Axio Observer
with an LSM 780 microscope (Carl Zeiss Microscopy,
Jena, Germany) and analysed using the Fiji image process-
ing package in Image J (open-source platform).

RNA purification and gene expression analysis

Biopsies were homogenised using the T 10 basic Ultra-
Turrax™ (Ika™, Staufen, Germany) S10N-5G disper-
sion tool. RNA was extracted using the SV Total RNA
Isolation System (Promega Corporation, Madison, W1,
USA), according to the manufacturer's instructions. RNA
concentration was measured at 260 nm and purity was
assessed at 260:280 nm using a NanoDrop® 1000 Spec-
trophotometer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
DE, USA). cDNA was prepared with 500 ng of total RNA
using a High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNase Inhibitor (Applied Biosystems™, Foster City,
CA, USA), according to the manufacturer's instructions.
Reverse transcription—quantitative polymerase chain
reaction (RT—qPCR) was performed on a StepOne Plus
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™) using
the PrimerTime Std™ qPCR Assay and PrimeTime™
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Gene Expression Master Mix, which is a probe-based
assay. Primers and probes were ordered from Integrated
DNA Technologies. Inc. (Coralville, IA, USA) according
to the following assay identifiers: Human PRDM]I (Hs.
PT.56a.39313533.g), human glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (Hs.PT.39a.22214836), and
human p2-microglobulin (B2M) (Hs.PT.58v.18759587)
(Table S1: see Supporting Information). The PCR pro-
cess consisted of a cycle of 2 min at 50 °C, denaturation
for 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 15 s at 95 °C
and 1 min at 60 °C. Data were analysed using StepOne-
Plus™ Software v2.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA USA) with automatically set baseline and manually
adjusted fluorescence thresholds for the determination of
quantification cycle (Cq) values. The samples were nor-
malised to the GAPDH and B2M levels. RT—qPCR data
were analysed by the comparative C, method using the
2744C4 formula. Statistical comparisons between samples
were performed using the Mann—Whitney test and the sta-
tistical significance was set at p <0.05.

Public transcriptomic data analysis

From the publicly available data set GSE13355 in the Gene
Expression Omnibus (GEO) repository catalogues, genome-
wide gene expression biopsy profiles of 58 psoriatic patients
and 64 healthy controls were acquired via microarray tech-
nology. Normalised data and differential expression analyses
were performed using the OMiCC platform (https://omicc.
niaid.nih.gov/) [30]. Next, expression of pre-selected genes
was evaluated: PRDM1, STAT3, RORC (retinoic-related
orphan receptor C), S700A9 (5100 calcium-binding protein
A9), LCN2 (lipocalin 2), TNF, IL23A, IL23R (interleukin
23 receptor), ILI7A, ILI7RA (interleukin 17 receptor A),
TGFBI (transforming growth factor beta-1), IL6, IL21, IL22,
IL10, and IL27. Expression of each gene was analysed using
analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s multiple com-
parison test. Correlations were determined using Spearman’s
method. Statistical analyses and plots were generated using
GraphPad Prism v. 5.03 (San Diego, CA, USA).

Results
Study population

This study included 34 adult patients with plaque PsO, with
amean age of 51.12 +14.29 years and predominantly male
gendered (n=25; 73.5%). The patients had an average of
11.31 +10.82 years of disease and moderate-to-severe PsO,
based on the average baseline PASI scores of 13.0+6.69
(Table 1).

Expression of Blimp-1 positively correlates
with the expression of IL-17 in the skin of psoriatic
patients

RT—qPCR assays showed upregulation of PRDM1 mRNA
(m=2.19-fold) and IL17 (m=11.95-fold) in AS—PsO com-
pared to nAS-PsO in patients with PsO and a positive
correlation (p<0.0005; r=0.44; R?=0.22) between them
(Fig. 1).

Bioinformatic analysis of the public transcriptomics
data set GSE13355 [4] showed increased expression of
PRDM1, STAT3, SI00A9, and LCN2 genes (Fig. 2a, b) in
AS-PsO compared to that in nAS—PsO and normal skin of
healthy controls (NSC) (p <0.001). However, the RORC
expression in AS—PsO was lower than that in nAS-PsO
and NSC (p<0.001) (Fig. 2a). These findings corroborated
the increased expression of TNF, ILI2B, ILI7A, ILIB, IL6,
I1.22, IL10 (vs. nAS—Ps0O, p<0.001; vs. NSC, p<0.001),
and IL23R (vs. NSC, p<0.001; vs. nAS-PsO, p<0.01). In
addition, increased gene expression of /L23A (p<0.001),
1121, 1127 and 114 (p<0.05) in AS-PsO vs. NSC, but no
difference compared to nAS—PsO samples, was observed;
likewise, increased gene expression of TGFBI and ILI7RA
in AS—PsO vs. nAS-PsO (p <0.01) was detected, but the
expression of both genes did not differ compared to NSC
(Table 2; Figures S4-S5, see Supporting Information).

Accordingly, PRDM expression showed a positive
correlation (p<0.0001) with STAT3 (r=10.65), SI00A9
(r=0.63), LCN2 (r=0.50) (Fig. 2c, d); ILI7A (r=0.70),
ILIB (r=0.67), ILI2B (r=0.60), IL6 (r=0.59), TNF
(r=0.58),1L22 (r=0.53), IL23A (r=0.47),IL21 (r=0.4T7),
IL27 (r=0.34), IL23R (r=0.32), and IL10 (r=0.30), but a
negative correlation (p<0.0001) with TGFBI (r=— 0.28)
(Figs. S4-85) and RORC (r=- 0.60) gene expression
(Fig. 2c; Table 3).

Table 1 Demographic and clinical data of the studied cases

Variable Study group (n=34)
Age (years, mean +SD) 51.12+14.29

Sex

Male, n (%) 25(73.5)

Female, n (%) 9(26.5)

Duration of the discase (years, mean + SD) 11.31£10.82

PASI (mean + SD) 13.0 £6.69

DLQI (mean +SD) 12.75+6.34

5D, Standard deviation; PASI, Psoriasis Area and Severity Index:
DLQI, Dermatology Life Quality Index
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Table 2 Gene expression in affected and non-affected skin samples
from patients with psoriasis, and normal skin samples from controls,
using the GSE13355 data set

Table3 Correlation between PRDMI gene expression and cytokine,
transcription factor, and immune protein gene expression in patients
with psoriasis using the GSE13355 data set

Gene expression AS-PsO x NSC  AS— nAS-PsO x NSC

p value PsO x nAS— p value
(n=1358) PsO (n=064)
p value
(n=58)
PRDM1I <0.001 <0.001 ns
STAT3 <0.001 <0.001 ns
RORC* <0.001 <0.001 ns
S100A9 <0.001 <0.001 <0.01
LCN2 <0.001 <0.001 ns
TNF <0.001 <0.001 ns
ILIZ2B <0.001 <0.001 ns
ILIB <0.001 <0.001 ns
L6 <0.001 <0.001 ns
ILI7A <0.001 <0.001 ns
22 <0.001 <0.001 ns
LI0 <0.001 <0.001 ns
IL23R <0.001 <001 ns
1L23A <0.001 ns <0.01
1L.21 <0.05 ns ns
27 <0.05 ns ns
14 <0.05 ns ns
ILI7RA ns <001 ns
TGFBI ns <001 ns
IL2 ns Ns ns

IL, interleukin; PRDMI, positive regulatory domain 1; STAT3, sig-
nal transducer and activator of transcription 3; RORC, retinoic acid
receptor-related orphan receptor C; S/00A9, S100 calcium binding
protein A9; LCN2, lipocalin 2; TNF, tumour necrosis factor; /L23R,
interleukin 23 receptor; J/LI7RA, interleukin 17 receptor A: TGFBI,
transforming growth factor-beta 1; AS—PsO. affected skin: nAS—PsO,
non-affected skin from psoriasis patients; NSC, normal skin from
controls; ns, non-significant

“Decrease in RORC gene expression in AS-PsO vs. nAS—PsO and
AS-PsO vs. NSC (p<0.001). Data from GSE 3355, comprising
genome-wide gene expression in skin biopsies from 58 psoriasis
patients and 64 healthy controls were analysed using bioinformatics
and ANOVA. p<0.05 was considered statistically significant

Hyperproliferation (acanthosis) of the epidermis was mark-
edly high in AS-PsO, which had pronounced cytokeratin 17
(K17) and Blimp-1 protein expression. Blimp-1 protein was
expressed in KCs from all epidermal layers of AS—PsO, but
not in nAS-PsO (Fig. 3).

PRDM1I gene expres- Spearman’s r Determination p value
sion correlations cocfficient R

ILI7A 0.70 0.34 <0.0001
ILIB 0.67 0.38 <0.0001
STAT3 0.65 0.54 <0.0001
S100A9 0.63 0.44 <0.0001
ILI2B 0.60 0.31 <0.0001
IL6 0.59 0.27 <0.0001
TNF 0.58 0.32 <0.0001
122 0.53 0.25 <0.0001
LCN2 0.50 0.37 <0.0001
121 0.47 0.18 <0.0001
IL23A 0.47 0.20 <0.0001
127 0.34 0.10 <0.0001
IL23R 0.32 0.08 <0.0001
RORC —0.60 0.38 <0.0001
TGFBI - 028 0.08 <0.0001

PRDM1, positive regulatory domain 1: IL, interleukin: STAT3, signal
transducer and activator of transcription 3; S10049, S100 calcium-
binding protein A9; TNF, tumour necrosis factor; LCN2, Lipocalin
2; IL23R, interleukin 23 receptor; /L23R, interleukin 23 receptor;
RORC, retinoic acid receptor-related orphan receptor C; TGFBI,
transforming growth factor-beta 1 genes. The direction and strength
of the linear correlation between the studied variables were assessed
using the Spearman correlation coefficient (r) and determination coef-
ficient (R?). Statistical significance was sct at p<0.05. Data from
GSE 13355, comprising genome-wide gene expression in skin biop-
sies from 58 patients with psoriasis and 64 healthy controls

Discussion

This study showed increased expression of PRDMT and IL17
transcripts and marked Blimp-1 protein (encoded by PRDM 1
gene) expression in all epidermal layers of AS-PsO. Bioin-
formatic analysis (GSE13355 data set) showed a positive
correlation between the expression of PRDM 1 and cytokine
genes of the Th17 inflammatory program in AS-PsO, sug-
gesting that the transcriptional factor Blimp-1 might be
involved in PsO pathogenesis, particularly via the IL-23/
Th17 axis.

Blimp-1 plays a role in multiple developmental check-
points in non-lymphoid lineages, including KC maturation.
There was a strong correlation between Blimp-1 expression
and terminal differentiation of mouse and human KCs [31].
Blimp-1 is expressed by granular layer KCs and regulates
the transition of KCs from the granular layer to the cornified
layer of the epidermis. Conditional knockout (CKO) mice
with Prdml deletion exhibited defects in the terminal dif-
ferentiation of sebocytes and KCs along with delayed forma-
tion of the epidermal permeability barrier, hyperkeratinisa-
tion, and abnormal desquamation [32]. Misregulated genes

@ Springer




126

Archives of Dermatological Research

and nAS-PsO was corroborated by bioinformatic analy-
sis (GSE13355 data set). Furthermore, positive correla-
tions between the gene expression of PRDMI and STAT3,
SI00A9, LCN2, and genes encoding cytokines of the Th17
program, including ILIB, IL6, IL21, IL22, and IL27, in addi-
tion to TNF, IL12B, 11.23A and IL17A were evidenced. These
findings are indicative of the involvement of Blimp-1 in PsO.

However, the bioinformatic analysis showed interesting
findings, such as no difference in /L23A, IL21], and IL27 gene
expression in AS—PsO vs. nAS-PsO, and in TFGBI expres-
sion in AS-PsO vs. NSC; a decrease in RORC expression
in AS-PsO, and a negative correlation between PRDM1,
TGFBI, and RORC gene expression, respectively. Accord-
ingly, the role of other cytokines and pathways in the Th17
program and their relationships with transcriptional factors,
such as Blimp-1, require further exploration.

Multiple combinations of cytokines have been described
in Th17 differentiation in humans, including IL-6, IL-1p,
IL-21, and the role of TGF-p, potentially in a dose-depend-
ent manner, is an ongoing debate [21, 22, 42-45].

In PsO, IL-23 and IL-23R expression are critical for
the stabilization and maintenance of the Th17 pathogenic
functions, respectively [12, 16, 17]. Thus, mutual signals of
RORyt and JAK/STATS3 pathways, induced by IL-6 or IL-21
together with low amounts of TGF-f}, might promote IL-
23R expression and confer IL-23 responsiveness, but high
concentrations of TGF-p seem to inhibit the expression of
IL-23R |21, 22, 43-45].

Moreover, IL-23 strongly increased Treg differentia-
tion into IL-17A-producing cells, promoting high ROR-yt
expression levels and enhanced Foxp3 loss [46]. IL-6 also
plays a pivotal role in driving whether the immune response
is predominated by Th17 cells or Tregs [22]. TGEF-p signal-
ling can play a role in Th17 cell generation and function
in the balance between the reciprocal conversion of Th17
and Treg cells. A combination of TGF-p and IL-6 or IL-21
induces surface ROR-yt expression and Th17 differentiation
[47, 48] and IL-23R expression [33, 49].

Blimp-1 expression is induced by IL-21, and a negative
feedback loop occurs, wherein [L-21 inhibits its own pro-
duction through the induction of Blimp-1 [37]. Meanwhile,
IL-21 and IL-21R are highly expressed in the AS—PsO and
peripheral blood [9]. IL-21 can induce Th17 cell differentia-
tion by inhibiting Treg cell differentiation via upregulating
ROR-yt expression and downregulating Foxp3 expression.
IL-21 may promote epidermal hyperplasia and inflammation
by inducing an imbalance in Th17 and Treg cell populations
[50]

Similarly, Th17 cells highly express IL-22 and KCs
express IL-22R in the skin. IL-22 has a dual role in the
immune response, and its signalling leads to the activa-
tion of proliferative and/or apoptotic programs [51]. 1L-22
also induces the expression of acute inflammatory proteins,

mucins, and antimicrobial peptides, which are essential for
maintaining tissue integrity during inflammation [51]. High
IL-22 levels in psoriatic skin are strongly associated with
upregulated cutaneous S100A9 and other immune proteins
[52].

Blimp-1 and TGF-p may play a direct role in activat-
ing IL-10 transcription in human Th17 cells and potentially
antagonising Th17 immunity via different pathways [53-55].
Blimp-1 is the key driver of IL-10 production in proinflam-
matory effector T cells downstream of IL-12 and IL-27.
Conversely, TGF-p can antagonise this pathway and induce
the switch to Blimp-1 independent of transcription factor
c-Maf/Aryl hydrocarbon receptor-dependent IL-10 expres-
sion in Th17 [36, 56]. Furthermore, Blimp-1 expression is
essential for Foxp3 + Treg cells to produce IL-10 [29, 57].

In this context, the positive correlations between the gene
expression of PRDMI and genes encoding /L27 and IL10,
and the negative correlations with TGFBI gene, respectively,
suggest the involvement of other complex pathways and plei-
otropic cytokines in PsO inflammation, but these issues must
be investigated in further studies.

Although primarily an anti-inflammatory cytokine, the
overexpression of TGFp1 in KCs induces skin inflammation.
TGFp1 overexpression in KCs induces skin inflammation
in K5.TGFp1™ transgenic mice with striking similarities to
human PsO. Therefore, the mechanism of action of TGFp1
appears to be complex [58]. High serum levels of TGFp1
have been correlated with the severity of PsO in humans
[59]. However, results from studies investigating tissue lev-
els of TGF-B1 in human PsO are still inconclusive [39, 60].

TGF-p and IL-6 may antagonise Thl7 immunity via
IL-10 production through c-Maf induction [55]. In addition,
low levels of IL-10 and/or polymorphisms of the IL-10 gene
may play a key role in the immunopathology and PsO sever-
ity [61, 62].

This study had some limitations inherent to an observa-
tional analysis. Translational studies, mainly based on CKO
animals, inflammatory disease models, immunoassays and
mechanistic studies may help clarify and corroborate our
findings.

We speculate that Blimp- 1, in addition to being involved
in keratinisation, can serve as an activating factor of Th17
cells in PsO. Blimp-1 may be an essential transcription fac-
tor downstream of 1L-23, IL-12, IL-6, IL-21, and IL-27,
which cooperate with STAT-3 to drive the Th17 inflamma-
tory program in PsO. However, the detailed mechanisms
underlying the interactions among Blimp-1, ROR-yt, TGF-p,
IL-10, IL-27, and other pathways in the Th17 inflammatory
program require exploration.

In conclusion, our findings revealed that Blimp-1
expression in AS—PsO is associated with PsO patho-
genesis. The correlation between gene expression of the
PRDM]1 and genes encoding immune response proteins
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