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Resumo

CARDOSO, Pablo Ramon Gualberto. Avaliacdo da Atividade Imunomoduladora de Novos
Derivados Tiazolidinicos Agonistas do PPAR-y em Células do Sangue Periférico de
Pacientes Portadores Psoriase. 2014. 136f. Dissertacdo (Mestrado). Universidade

Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

Introdugdo: A psoriase afeta cerca de 2-3% da populagdo. Esta doenca é uma dermatite
cronica, recorrente e tem envolvimento inflamatério mediado por células T. A
apresentacdo mais comum da psoriase é o envolvimento da pele com placas
eritematosas bem definidas, escamosas, de posicdo e tamanhos variados. Na placa
psoridsica ha uma disfuncdo imunoldgica que envolve varios tipos celulares e
mediadores inflamatdrios, como citocinas, tal qual IL -17A. Estuda-se uma atividade
imunomoduladora dos derivados tiazolidinadionas (TZD). Esta classe de medicamentos
tem uma possivel acdo anti-inflamatdria, e pode ser capaz de reduzir as lesGes de
psoridsicas.

Materiais e Métodos: Portanto, decidiu-se estudar trés novos derivados TZD em células
mononucleadas do sangue periférico (PBMC) de pacientes com psoriase. Depois da
confirmacdo da estrutura quimica, os compostos LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 e LPSF-SF-35
foram adicionados em cultura de PBMC estimuladas ou ndo com PMA/lono. Apés 48h
os sobrenadantes destas culturas foram utilizados para a avaliagao da IL-17A, IL-22 e IL-
6.

Resultados: O LPSF-SF-33 mostrou uma boa atividade imunomoduladora, reduzindo os
niveisdeIL-17A e IL-22 no sobrenadante de cultura em comparacado com a estimulacdo
por PMA/Iono. O LPSF-SF-34 mostrou bons resultados de inibicdo de IL-17A e IL-22 e
ainda em todas as doses foi mais eficaz do que a metilprednisolona, droga padrdo, na
reducdo da IL-22. O composto do LPSF-SF-35 diminuiu a produgdo de IL-17A e IL-22 e
também foi capaz de diminuir a produgdo de IL-6 quando comparado com PMA/lono.
Conclusdo: Estes novos derivados tiazolidinicos LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 and LPSF-SF-3 sao
capazes de inibir a producdo de IL-17A, IL-22 e IL-6 em doses diferentes e o efeito pode
indicar melhoria da inflamacao.

Palavras-chave: Psoriase. Tiazolidinadionas. Citocinas. Inflamacao.



Abstract

CARDOSO, Pablo Ramon Gualberto. Evaluation of Immunomodulatory Activity of New
Derivatives Tiazolidinicos Agonists of PPAR-y in Peripheral Blood Cells of Patients with
Psoriasis. 2014. 136f. Dissertation (Master). Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brazil.

Introduction: Psoriasis affects about 2-3% of the population. This is a chronic dermatitis,
recurrent and inflammatory disease mediated by T cells. The most common presentation of
psoriasis is skin involvement with well-defined and demarcated erythematous plaque, scaly, and
random position in the patient's body. In psoriatic plaque, there is an immune dysfunction
involving many cell types and inflammatory mediators such as cytokines like IL-17A. There is an
immunomodulatory activity of thiazolidinedione derivatives. This class of drugs has a possible

anti-inflammatory action, may be able to mitigate the psoriatic lesions.

Objectives and Methods: Therefore, we decided to study three new TZD derivatives in PBMC of
patients with Pso. After chemical structure confirmation, the thiazolidinedione derivatives LPSF-
33, LPSF-34 and LPSF-35 were prepared in culture of PBMC, stimulated or not with PMA / lono.

After that, the supernatant of these cultures were used for IL-17A, IL-22 and IL-6 evaluation.

Discussion: The three new TZDs tested were able to reduce the expression of IL-17A and IL-22
at different doses compared to PMA/lono, but only LPSF-SF-35 was able to reduce a significant
IL-6 levels. The compounds differ in their molecular structure that is added by the radical and

perhaps the LPSF-SF-35 has been better because in its final structure it features a pyridine.

Conclusion: The new thiazolidinedione derivatives LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 and LPSF-SF-35 are
capable of inhibiting the production of IL-17A, IL-22 and IL-6 at different doses and the effect

may indicate improvement in inflammation.

Key words: Psoriasis, Thiazolidinediones, Cytokines, Inflammation
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1. Introdugao

A Psoriase (Pso) é uma doenga sistémica, poligénica, inflamatdria, progressiva e
recorrente, caracterizada por proliferacdo acelerada dos queratindcitos, associada a ativacao
imune desordenada e a alteragdes sistémicas correlacionadas (Nestle, Kaplan e Barker, 2009). A
apresentacdo classica (85% a 90%) é o acometimento flexural, dobras, da pele por placas
eritematosas e descamativas, bem delimitadas, com dimensdao e disposicdo variadas,
comprometendo profundamente a imagem corporal. Estas lesGes geram constrangimentos
sociais devido a falta de informacdo e comprometimento na qualidade de vida do paciente,
conduzindo frequentemente a ansiedade, depressdo e, ndo raro, suicidio (Vardy et al., 2002;
Griffiths e Barker, 2007). Esse contexto é agravado pelo acometimento de pacientes jovens, em
idade laborativa, acarretando falta ao trabalho, reducdo na produtividade e prejuizos

econdmicos (Bhosle et al., 2006; Aghaei, Moradi e Ardekani, 2009).

Estudos de base populacional apresentam uma variagdo de prevaléncia mundial da
doenca de zero a 3,58%, segundo localizagdo geografica e etnia. No entanto, algumas variagdes
de incidéncia e prevaléncia da Pso sdo atribuidas a falta de uniformidade metodoldgica dos
estudos (Gudjonsson e Elder, 2007; Chua et al., 2009). Epidemiologicamente é uma enfermidade
comum e universal, acometendo aproximadamente 4% da populagdo mundial e acomete

igualmente homens e mulheres, sem distingdo por sexo (Marques, 2009).

A imunopatogénese da Pso é complexa envolvendo queratindécitos, células do sistema
imune inato como macrofagos, mastdcitos, neutrofilos e células endoteliais e o sistema imune
adaptativo principalmente com os linfécitos T (Sanchez, 2010). A atividade inflamatéria das
placas psoridsicas ocorre principalmente devido a acdo de células T. Os linfdcitos Thl estdo
presentes nas lesGes e secretam TNF-a, Interleucinas (IL) 6 e 8 (Duarte e Chehin, 2011), IFN-y e
outros fatores os quais induzem a proliferagao dos queratindcitos e ajudam a manter o quadro
inflamatério nas lesdes (Sanchez, 2010). Recentemente, além do papel do IFN-y e IL-12,
produzidas pelas células Th1, a IL-17 produzida pelas células Th17 tém demonstrado uma fungao
ainda mais relevante no desencadeamento de doencas inflamatdrias ou autoimunes como a Pso
e Artrite Psoridsica (APso), caracterizando-as como uma enfermidade mediada por células

Th1/Th17 (Chan et al., 2006).

Uma variedade de tratamentos esta disponivel para a Pso. Receptores hormonais
nucleares sdo utilizados como alvos terapéuticos no desenvolvimento de farmacos
antipsoridsicos ha muito tempo (Mckay et al., 1994). Embora ligantes para estes receptores,

glicocorticoides, retindides e vitamina D tenham sido comumente usados como agentes
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antipsoridsicos, cada um destes apresentam efeitos adversos caracteristicos de suas a¢des e o
reaparecimento da Pso, consequentemente novas opgles terapéuticas sdo necessarias que

visem principalmente diminuir a recorréncia da doenca (Lajevardi et al., 2014).

A terapéutica para Pso moderada a grave sofreu modificacdes dramaticas nas ultimas
décadas com a introducdo das terapias bioldgicas (Saraceno, Mannheimer e Chimenti, 2008). O
tratamento com anti-TNF-a tem mostrado uma maior eficacia nos varios aspectos clinicos desta
doencga (Clark e Lebwohl, 2008). Entretanto, entre os possiveis eventos adversos esta a maior
susceptibilidade para infec¢Oes graves (reativacdo de tuberculose latente), oportunistas e
neoplasias (Mease, 2009). Outras citocinas envolvidas no desenvolvimento da Pso sdo a IL-12 e
a IL-23, que compartilham a subunidade p40 (Lee et al., 2004; Rosmarin e Strober, 2005) e,
devido a isso, novos tratamentos bioldgicos buscaram bloquea-las também. O anti-IL-12p40 foi
o primeiro monoclonal usado e os resultados com esse novo tratamento se mostraram
promissores (Toichi et al., 2006) passando a ser uma opg¢ao de tratamento em 2009 (Zheng et

al., 2011).

Os receptores proliferadores de peroxissoma (PPARs) pertencem a uma superfamilia de
receptores nucleares ligante-induzivel. Os PPARs possuem a capacidade de controlar a
expressdo de genes envolvidos na adipogénese e na inflamagdo (Ahmadian et al., 2013). Estudos
colocam em evidéncia a implica¢do de ligantes dos PPARs no controle da resposta inflamatoria,
na qual a sua ativacdo resultou na inibicdo da transcricdo de citocinas pré-inflamatodrias (IL-1 e
TNF-a), de genes inflamatérios Ciclooxigenase 2 (Cox-2) e Oxido Nitrico (NOS) e de

metaloproteinases da matriz (MMP-1 e MMP-13) (Na e Surh, 2003; Wang et al., 2009).

Ha evidéncias de um possivel papel de PPARs no tratamento da Pso, uma vez que a
expressao de PPAR-y estd diminuida na pele lesionada e o tratamento com agonistas do PPAR-
y reduz a hiperplasia de queratindcitos psoriasicos in vitro e in vivo (Mdssner et al., 2004). Assim,
é importante destacar que derivados tiazolidinicos ligantes agonistas do PPAR foram implicados
na inibicdo da producdo de IL-17 e de IFN-y pelas células T CD4+, provenientes de linfocitos
retirados das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) isolados de voluntarios, apds
estimulagdo com Acetato Miristato De Forbol (PMA) e lonomicina (lono) (Lee et al., 2007; Straus

e Glass, 2007; Da Rocha Junior et al., 2013).

Neste contexto, as tiazolidinadionas (TZDs) ligantes sintéticos que ativam PPARs e esses
receptores significantemente atenuam a expressao de citocinas pro-inflamatdrias e suprimem a

angiogénese em diferentes modelos de doencas inflamatérias (Jiang, Ting e Seed, 1998; Goetze
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et al., 1999; Murata et al., 2000), além de inibir a proliferacdo e promover a diferenciagdo em

uma variedade de tecidos malignos e ndo malignos (Mueller et al., 1998).

Este estudo visou determinar o perfil sérico de citocinas inflamatdrias presentes no soro
de pacientes portadores de Psoriase, bem como testar cinco novos derivados tiazolidinicos
agonistas do PPAR-y em células mononucleadas de pacientes com psoriase e observar seu

potencial perfil imunomodulador.
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2. Justificativa

A terapéutica atual da Psoriase tem ressalvas tanto para o paciente com alguns efeitos
adversos, custo alto dos medicamentos biolégicos e a taxa de recidiva ainda alta, se faz
necessaria a busca por novos medicamentos que possam atenuar os efeitos inflamatérios e que,
por sua vez, apresentem menor remissao da doenc¢a e nenhuma limitacdo ou contraindicagao.
Podemos entdo observar que os agonistas do PPAR-y constituem uma promissora classe de

agentes anti-inflamatdérios e imunomoduladores, podendo ser utilizados no tratamento da Pso.
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3. Objetivos

3.1.Geral

Investigar a atividade imunomoduladora de novos derivados tiazolidinicos em linfocitos

extraidos das PBMCs de pacientes portadores de Psoriase.

3.2.Especifico

Avaliar o perfil de citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-1, IL-8, IL-9, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27,
IL-29, IL-35 e TGF-B no soro de pacientes portadores de psoriase;

Correlacionar as citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-1B, IL-8, IL-9, IL-17, IL-21, IL-22, IL-27, IL-
29, IL-35 e TGF-B com a gravidade do acometimento cutaneo do grupo psoriase;
Testar a citotoxicidade de cinco novos derivados tiazolidinicos em PBMCs de voluntarios
saudaveis;

Avaliar a atividade imunomoduladora dos novos derivados tiazolidinicos que nao
apresentem citotoxicidade em PBMCs provenientes de pacientes portadores de

psoriase;
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4. Revisdo Bibliografica

4.1.Aspectos Gerais

A Psoriase (Pso) é uma dermatite cronica que afeta cerca de 2-3% da populacdo, foi
notificada ainda no inicio do século 19, pelo fisico inglés Robert Willan, e é caracterizada por
uma hiper-proliferacdo dos queratindcitos. A Psoriase vulgaris é a mais comum, onde sua
recorréncia em relagcdo aos outros tipos é cerca de 90%. Acomete homens e mulheres sem

distingdo por sexo (Schén e Boehncke, 2005).

Hoje a Pso é aceita como uma doenga sistémica, crénica, recorrente, inflamatéria,
mediada por células T, que envolve predisposicdo genética relacionada com os genes PSORS01
ao PSORS10. (Coimbra et al., 2012). Além de caracteristicas hereditdrias para o desenvolvimento
da Pso, fatores ambientais também estdo implicados bem como fatores imunolégicos. A doenga
tem a caracteristica de ser recorrente, com remissdes por determinados periodos e retornar

sem motivos aparentes (Weller, 1996).

E encontrada associacdo da Pso com doengas como diabetes, hipertens3o e doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica, dislipidemia e obesidade devido ao agravamento da
producdo de fatores inflamatdrios, como citocinas pré-inflamatérias (Cohen et al., 2007; Huerta,
Rivero e Rodriguez, 2007; Johnston et al., 2008; Zindanci et al., 2012). Alguns medicamentos
como antidepressivos, ansioliticos, B-bloqueadores e alguns corticosteroides estdo relacionados

com o aparecimento e o desenvolvimento da Pso (Huerta, Rivero e Rodriguez, 2007).

Associacdo genética vem sendo relatada ha bastante tempo. Estudos mostram que
gémeos monozigbticos apresentam maiores chances de desenvolver Pso em ambos e que
individuos com pais e mae psoridsicos apresentam cerca de quatro vezes mais possibilidades de
desenvolverem a Pso (Farber e Nall, 1974). Foi demonstrado por (Wang, Zhang e Yang, 2001),
que individuos com histdrico familiar de Pso desenvolviam a doen¢a mais previamente em
comparagdo a individuos que ndo tinham registro da enfermidade na familia, indicando um
envolvimento genético. Foi observado também o desenvolvimento de Pso em pacientes que
receberam transplante de medula éssea de pacientes portadores de Pso (Wahie et al., 2006).
Ha associa¢do da Pso com certos tipos do Antigeno Leucocitario Humano — HLA, sendo eles HLA-
Cw6, HLA-B13, HLA-B57, HLA-B17, HLA-DRA e os individuos com o HLA-Cw6 apresentam 10
vezes mais disponibilidade de desenvolver Pso. Adicionalmente o HLA-Cw 0602 é o principal
determinante da expressao fenotipica e vem sendo associado a um quadro clinico de Pso mais

grave e agressivo (Gudjonsson et al., 2006; Elder et al., 2010). Estudos apontam que individuos
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com o HLA-Cw 0602 desenvolvem a Pso até 12 anos mais cedo em relagdo a pacientes sem o

HLA-Cw 0602 (Lu et al., 2013).

O maior I6cus de susceptibilidade para Pso, o gene PSORS1 esta dentro do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) no cromossoma 6p21.3, sendo responsavel por grande
percentual do risco genético para a doenga, aproximadamente 50% (Allen et al., 2005). Além do
PSORS1 existem outros nove genes numerados em sequéncia até PSORS10 envolvidos na

patologia da doenca (Duffin e Krueger, 2009).

Até entdo ndo ha uma conclusdo sobre o que leva ao desenvolvimento da Pso. Sabe-se
gue uma juncdo de fatores genéticos com fatores ambientais, fisicos e socioculturais levam ao
seu aparecimento. Logo, fatores intrinsecos e extrinsecos, bem como estresse emocional,
alcoolismo, tabagismo e obesidade podem estar diretamente ligados com o desenvolvimento
da Pso (Raychaudhuri e Gross, 2000). Discute-se o envolvimento da Pso com o estresse, tanto
gue ja foi relatado que cerca de 70% de pacientes com Pso afirmaram um aumento na gravidade
da doenca apds periodos de estresse e destes, 35% dos pacientes afirmaram o estresse como

causa inicial da Pso (Zachariae et al., 2004).

A ingesta de alcool vem sendo associada direta e indiretamente com a Pso. O aumento
do consumo de bebidas alcodlicas leva a uma susceptibilidade a infec¢des e também ao maior
risco de trauma mecanico devido a lesdes, fatores estes que podem desencadear um quadro
psoriasico (Poikolainen et al., 1990). Embora tenha sido dificil fazer a correlagdo de ingesta de
alcool e o acometimento da Pso em épocas passadas, estudos recentes indicam que ha uma
linha ténue entre o habito e a doenga, podendo elevar em até 8 vezes a predisposi¢dao ao
desenvolvimento da Pso (Behnam, Behnam e Koo, 2005). Ndo sé o alcool esta associado com o
desenvolvimento da Pso como é diferenciado pelo tipo de bebida alcodlica que é consumida. A
cerveja escura mostra uma maior relagdo com o desenvolvimento da doenga em mulheres

(Qureshi et al., 2010).

Ha também uma associa¢do entre o tabagismo e o aparecimento da Pso, ndo s6 em
relagdio a quem mantinha o hdbito antes do acometimento da doenga, como também um
aumento dose-resposta em relacdo ao consumo de mais de 20 cigarros por dia por pacientes
portadores de Pso (Mills et al., 1992). Foi demonstrado também um grande aumento no
desenvolvimento da doenga quando o tabagismo estad associado com o consumo de bebidas

alcodlicas (Higgins, Duvivier e Peters, 1994; Hayes e Koo, 2010).
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4.2. Caracteristicas Clinicas e Epidemiologicas

A apresentacdo mais comum da Pso é pelo acometimento da pele com lesdes
eritematosas, com descamacao, bem delimitadas e de tamanho e disposi¢ao ao longo do corpo
variados (Griffiths e Barker, 2007). A principal forma da Pso é de placas crénicas e estende-se
por cerca de 90% dos casos, acometendo a derme do paciente com o aparecimento das placas
vermelhas e descamativas e, a nivel microscopico observa-se uma hiper-proliferacdo e

diferenciacao desordenadas dos queratindcitos (Johnston et al., 2008).

Observa-se, entdo, na Pso uma acantose acentuada (aumento na espessura da
epiderme) e uma paraqueratose (aumento de queratina na epiderme) acompanhados de um
infiltrado de células de defesa, causando o quadro de inflamacgdo (Harper et al., 2009) (Figura

1).

Figura 1 — LesOes Psoriasicas: A) Tipica lesdo psoriasica de couro cabeludo. B) LesGes psoriasicas
crénicas em placas. (Naldi e Gambini, 2007).

Além do tipo “em placas” a Pso também pode se apresentar em outras formas clinicas,
algumas delas raras, diferenciando entre formas de lesdes e sintomas bem como as localidades.
Mucosas e genitais geralmente apresentam sintomas de irritacdo e queimac¢do. A forma
pustulosa é uma das mais graves e mais dificeis de tratar (Prystowsky e Cohen, 1995; Ayala,
2007), geralmente é observada nas palmas das mdos e planta dos pés e, a Acrodermatite
Continua afeta principalmente os dedos e dareas ungueais. As unhas também podem ser
acometidas (Cribier, 2012) e, muitas vezes associadas com artrite, é observada uma coloracdo

amarelada (Grasland e Vinceneux, 1999; Naldi e Gambini, 2007).

De acordo com a Classificacdo Internacional de Doencas (International Classification of

Diseases — CID10) a Pso é classificada em (Organization, 1994):
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e Vulgar: lesdes de tamanhos variados, delimitadas e avermelhadas, com escamas secas,
aderentes, prateadas ou acinzentadas que surgem no couro cabeludo, joelhos e
cotovelos;

e Pustulosa ou Generalizada: aparecem lesGes com pus nos pés e nas maos (forma
localizada) ou espalhadas pelo corpo;

e Pustulosa palmar e plantar: as lesdes aparecem como fissuras nas palmas das maos e
solas dos pés;

e Gutata: pequenas lesdes localizadas, em forma de gotas, associadas a processos
infecciosos. Geralmente, aparecem no tronco, bracos e coxas (bem prdximas aos
ombros e quadril) e ocorrem com maior frequéncia em criancgas e adultos jovens;

e Atropatia psoridsica: em cerca de 8% dos casos, pode estar associada a
comprometimento articular. Surge ao acaso com dor nas interfalanges distais palmar e
plantar e/ou nas grandes articulagdes como a do joelho;

e Invertida — lesbes mais Umidas, localizadas em areas de dobras como axilas, joelhos e
cotovelos;

e Eritrodérmica — lesGes generalizadas em 75% ou mais do corpo;

e Ungueal —surgem depressdes puntiformes ou manchas amareladas principalmente nas
unhas da maos;

e Qutras formas;

As variacGes étnicas e geograficas estdo intimamente relacionadas com a prevaléncia da
Pso. Na Europa a prevaléncia varia entre 0,6 a 6,5%, ja nos Estados Unidos é estimada em torno
de 3,15%. A Africa Ocidental e paises ocidentais como China e Jap3o apresentam menos casos
gue os demais paises da América e Europa. O Brasil apresenta uma grande incidéncia de casos
de Pso, mas estudos apontam a miscigena¢do da populagdo como facilitador (Chandran e
Raychaudhuri, 2010; Porto Ferreira et al., 2010). Logo, é uma doenca globalizada, e a sua

prevaléncia é estimada de zero a 3,58%, segundo localizagdo geografica e etnia (Gudjonsson e

Elder, 2007; Chua et al., 2009). Além disso, é observado que pacientes com Pso sdo mais
propensos a desenvolver artrite, o que caracteriza a APso. Até 42% dos individuos com Pso

podem desenvolver a APso (Carneiro, Paula e Martins, 2012).

A Pso pode acometer o individuo a partir da puberdade e raramente é vista acima dos

90 anos, principalmente devido a imunossenescéncia ou mesmo pela idade avancada, seu
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aparecimento pode ocorrer ao longo de toda a vida adulta, porém hda dois picos mais

relacionados entre os 20 e apds os 30 anos (Gudjonsson e Elder, 2007; Tollefson et al., 2010).

O diagndstico da Pso deve ser feito por médicos dermatologistas em sua especialidade,
qguando este observa as lesdes aparentes. O método de avaliagdo da gravidade da doenca pode
ser feito pelo Indice da Area e Gravidade da Psoriase (PASI), do inglés Psoriasis Area and Severity

Index (Fredriksson e Pettersson, 1978).

O PASI é um dos métodos mais utilizados para mensurar a gravidade da Pso, podendo
subdividir a gravidade da doenga em: Remissdo ou Minima; Leve; Moderada; Grave (Apéndice
3). Embora o PASI ndo avalie a saide emocional, psicoldgica ou outras consequéncias sociais ele
é um indicador de porcentagem de area corporal acometida pelas placas psoridsicas (Naldi e

Gambini, 2007; Silva et al., 2013).

Na década de 70 foi observado um crescente nimero de casos de Pso no Japao, Coréia,
Cazaquistdo e Africa Oriental, provavelmente pelo aumento do consumo de produtos
industrializados e a associa¢do deste tipo de alimentac¢do esta envolvida com alguns genes no
desenvolvimento psoridsico (Eckes, Ananthakrishnan e Walter, 1975). A Pso estaria também
relacionada com a mudanga do estilo de vida. Na Groeldndia foi observado um aumento no
numero de individuos com Pso e outras doengas apds mudancgas de habitos alimentares
(Kromann e Green, 1980). Na América Latina também foi observada essa tendéncia em paises

como o Brasil e a Guiana Francesa (Guillet, Strobel e Pradinaud, 1984).

Embora haja bastante avangos no esclarecimento da etiopatogenia da doenca, ainda
nao ha uma soma de fatores laboratoriais que possam caracterizar o quadro psoridsico tdo bem
como a avaliagdo das lesdes psoridsicas que o paciente apresente. De antemado, é importante
avaliar a velocidade de sedimentagdo das hemacias (VSH), pois o aumento no nivel do VSH esta
relacionado com as doengas autoimunes como Artrite Reumatdide (Reitzenstein, Yamamoto e
Mavoori, 2010; Hariharan e Kabrhel, 2011) e também com a Apso, doenga a qual une o
acometimento cutdneo pela Pso e o acometimento articular, presente em aproximadamente

10% dos pacientes psoriasicos (Helliwell et al., 1991).
4.3.Fisiopatogenia

Na Pso ha uma disfungdo imunoldgica da pele, com mediadores inflamatadrios, ativacdo
de diversos tipos celulares como queratindcitos, linfécitos, macréfagos, células dendriticas,
neutréfilos e outros. Esses mediadores desencadeiam a proliferacdo desordenada dos

queratindcitos, ponto crucial no quadro inflamatdrio psoriasico (Figura 2) (Gudjonsson e Elder,
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2007). As células de Langerhans sao os primeiros subconjuntos de células dendriticas da derme,
junto com as células T CD4+, células Thl e Th17. Na epiderme estdo principalmente as células T
CD8+ e os neutrodfilos (Chu, Di Meglio e Nestle, 2011). A partir do momento que ocorre algum
disturbio, enddgeno, exdgeno ou a soma desses fatores, nos queratindcitos e ocorre a
proliferacdo exagerada, células dendriticas comegam a trabalhar para tentar reverter o quadro
recrutando as células T, que por sua vez, ao lancarem no meio citocinas inflamatérias cria um
ciclo vicioso que nao para facilmente, tanto a proliferacdo das células da derme quanto o

disturbio imunoldgico (Grayson, 2012)
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Figura 2 — Quadro inflamatdrio da Psoriase. Ha o inicio da desordem epitelial por uma soma de
fatores. Os queratindcitos “estressados” passam a produzir TNF-a em excesso bem como outras
citocinas. Todas essas informagdes chegam ao Sistema Imune que entdo ativado tenta reverter
a inflamagao, tornando-se um ciclo. Adaptado de (Grayson, 2012).

Recentes estudos indicam que o sistema HLA, presente no brago curto do cromossomo
6, em todas as células do organismo, estd intimamente relacionado com a ativacdo de células T.
Uma varia¢do na fragcdo desse cromossoma, HLA-Cw®6, relaciona-se com a predisposi¢do para
Pso em 66% dos portadores dessa variagdo (Swanbeck et al., 1995; Bunce et al., 1996; Schon e

Boehncke, 2005). O alelo HLA-Cw6 esta presente em 90% dos pacientes com Pso de inicio
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precoce e 50% de inicio tardio e apenas em cerca de 7% da populagdo sauddvel (Mak,

Hundhausen e Nestle, 2009).

Ha um infiltrado de células T e células dendriticas no quadro psoriasico (Mak,
Hundhausen e Nestle, 2009) bem como fibroblastos (Albanesi, De Pita e Girolomoni, 2007)
macroéfagos, células Natural Killer (NK), neutrdfilos e poucos linfécitos B (Tobin et al., 2011). As
células de Langherans imaturas estdo presentes em grande quantidade na epiderme, assim
como as células dendriticas mieldides que sdo derivadas de mondcitos, responsaveis pela
estimulacao linfocitdria devido a liberacdo de IL-12 e IL-23. As células dendriticas plasmocitdides
estdo presentes sintetizando e liberando grandes quantidades de IFN-y, assim como as células

NK, estimulando linfocitos T na lesdo. (Chu, Di Meglio e Nestle, 2011; Lima e Lima, 2011).

Ainda ndo se sabe ao certo se a lesdo psoriasica comeca com a proliferacdo
descontrolada dos queratindcitos ou se é devido a um disturbio imunolégico. Em pacientes
psoridsicos sem lesGes aparentes, observou-se um aumento de células T residentes com
capacidade consideravel de proliferacao, fortalecendo assim a ideia do sistema imune comecar
agir primeiramente perante aos queratindcitos (Nickoloff, Qin e Nestle, 2007). Embora infiltrado
celular conte com linfécitos TCD4+ e TCD8+, hd uma predominancia dos linfdcitos da via Thl nos
processos patologicos da doenga. As células Thl estdo responsdveis por sintetizar
principalmente IFN-y, IL-2 e IL-12, as quais podem ativar células T residentes em efetoras (Traub

e Marshall, 2007).

A via dos linfécitos Th17 foi descoberta nas doengas autoimunes e logo apds na Pso.
Sabe-se que esta via esta relacionada com o inicio e o agravamento da doenga, sendo mediada
principalmente pelas citocinas IL-17 e IL-23. Nas inflamag¢des psoridsicas sdo observadas
principalmente a IL-12 e a IL-23 induzindo uma resposta Th1 e Th17, respectivamente, resposta
essa que faz decair a via Th2, quase ndo expressa na doenga. O IFN-y e a IL-12 ativam a via Thl
e a IL-17 e 1L-23 sdo capazes de ativar as células Th17. Estas vias influenciam diretamente os
linfécitos T regulatdrios, mediando seu decaimento. O principal bloqueador da via Thl é a IL-4
produzida pela via Th2, mas como esta via esta subdesenvolvida na Pso, devido aos fatores das
vias Th1 e Th17 em conjunto citados, a doenca prolifera. O aumento na diferencia¢do das células
em Th17 é potencializado também devido as citocinas IL-6 e TNF-a produzidas por outras células

(Nickoloff, Qin e Nestle, 2007).

A IL-23 é uma citocina heterodimero da juncdo da IL-23p19 e a IL-12p40 e esta envolvida
na ativacdo das células Th17 na placa psoriasica. A IL-23 é capaz de induzir outras células T e

queratindcitos a produzirem IL-17A, IL-29 e IL-24 (Chan et al., 2006; Mak, Hundhausen e Nestle,
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2009). Estudos com camundongos indicam a importancia da IL-23 no desenvolvimento da Pso,
uma vez que foi administrada IL-23 nesses camundongos e observada a propensdo em
desenvolver lesdes semelhantes a Pso. Quando esses camundongos foram tratados com anti-IL-
23 as lesdes diminuiam consideravelmente. Os efeitos do anti-IL-23 puderam ser comparados
aos efeitos dos bloqueadores de TNF-a, mas sem aparente reducdo de IL-17 e IFN-y (Tonel et
al., 2010). A importancia da IL-23 no desenvolvimento das lesGes (Figura 3) deve-se ao fato de
gue tanto queratindcitos quanto as células do sistema imune possuem seu receptor IL-23R
(Tonel et al., 2010). Em ensaios com camundongos, foram injetadas IL-17, IL-22 e IL-23 no dorso
do animal e apenas aqueles que tinham IL-23 injetada desenvolveram lesGes psoridsicas
caracteristicas, com esses dados ressalta-se o papel dominante da IL-23 ativa no
desenvolvimento da doenca (Rizzo et al., 2011). Bloqueadores de IL-23 tem se mostrado como
uma nova busca terapéutica no tratamento da Pso, com melhoras significativas de até 75% dos

pacientes (Di Meglio e Nestle, 2010).
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Figura 3 — O papel da IL-23 na Psoriase. A IL-23 atua no desenvolvimento da Psoriase, sendo
produzida pelas Células Dendriticas e Macréfagos, estimulando a via Th17 que, por sua vez,
produz diversas citocinas inflamatdrias que agem diretamente nos queratindcitos. Outras
células do infiltrado celular produzem mais IL-23 tornando o quadro um ciclo de producdo de
agentes inflamatérios. Adaptado de (Di Meglio e Nestle, 2010).

O TNF-a é uma citocina prdé-inflamatéria pleiotropica que atua em diversos tipos
celulares, e em um quadro inflamatdrio psoridasico promove o aumento da proliferacdo dos
queratindcitos (i) e de células endoteliais (ii) formando novos vasos capilares (Lima e Lima,
2011). O TNF-a é visto como ponto crucial no inicio de doengas inflamatdrias, incluindo a Pso na
qual observa-se células Th1l e NK como iniciais no processo inflamatdrio e subsequente ativacdo
da via Th17 (Nestle, Kaplan e Barker, 2009). Esta citocina estd aumentada nas lesdes psoridsicas
intensificando a produgdo de outras citocinas pré-inflamatdrias, moléculas de adesdo e outros,

como a IL-1, IL-6, IL-8, Fator de Transcri¢do Nuclear kappa B (NF-kB) e Molécula 1 de Adesao
Intercelular (ICAM) (Victor e Gottlieb, 2002).

Mondécitos e queratindcitos psoridsicos sdo capazes de produzir IL-6 para regular e

aumentar o quadro inflamatdrio (Neuner et al., 1991) e outras citocinas, como IL-1 e TNF-a, em
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maior escala, se comparado a células sadias (Mizutani et al., 1997). Nos queratindcitos a sintese
e liberacdo de IL-6 é promovida principalmente por IL-17A, IL-17F e TNF-a (Fujishima et al., 2010)
enquanto os mondcitos sdo os principais secretores de IL-12, importante citocina ativadora da

via Th1 (Tada et al., 2006).

A IL-2 e IL-12 produzida pelas células dendriticas e mondcitos contribuem para a
ativacdo mitdtica e proliferacdo dos linfocitos Thl. Apds a ativacdo das células dendriticas ocorre
a cascata da inflamagdo com diferenciacdo de linfocitos em Th1 e linfécitos T citotdxicos tipo 1
(Tc1) e, assim, o inicio do desenvolvimento da placa Psoridsica. As APCs desencadeiam a
especializacdo de linfécitos T CD4+ e T CD8+. Esta estimulacdo promove a diferenciacdo de
TCD4+ em Th1 e TCD8+ em Tcl, capazes de sintetizar e liberar outras citocinas como IL-2, TNF-
o e IFN-y. O IFN-y inibe a apoptose dos queratindcitos e consequentemente aumenta sua
proliferacdo e, junto com a IL-17, promovem a secrec¢do de citocinas pré-inflamatdrias pelos
proprios queratinécitos como IL-6 e IL-8. A IL-6 aumenta a proliferacdo dos queratindcitos
enquanto a IL-8, além da proliferacdo, aumenta também a quimiotaxia dos neutrofilos. (Lima e

Lima, 2011).

A células T naive sdo estimuladas pelo TGF-f3, IL-6 e IL-21 com a ajuda da IL-23 ativando
a via Th17. As células da via Th17 induzem a produgdo de IL-17A, IL-17F, IL-22 e IL-26, estas
citocinas funcionam como proliferadoras dos queratindcitos e aumentando a populagdo dessas
células da pele ha um maior infiltrado celular e maior inflamacdo. As células T regulatérias (Treg)
nas doencas autoimunes controlam a proliferacdo e ativacdo das células T CD4+ e CD8+, na Pso
as células Treg tem defeitos na sua funcdo e proliferacdo, diminuindo sua quantidade, assim ha
uma maior proliferagcdo de células CD 4 e CD8 positivas, o que aumenta a inflamacgdo. Esse
quadro de deplecdo de células Treg pode ter como tratamento a fototerapia. (Mak, Hundhausen

e Nestle, 2009).

Estudos sugerem que a IL-22 regula a Pso inibindo a diferenciagdo e proliferagcdo dos
queratindcitos inibindo diferentes proteinas de proliferacio (Wolk et al., 2006).
Complementando, outros experimentos sugerem ainda que a IL-22 e a IL-17, em cultura, sdo
capazes de retardar e aumentar, respectivamente, a via de inflamacdo lkka/NFkappaB em
quantidades consideraveis, logo a IL-17 agrava o processo inflamatério e a IL-22 aparenta ter

um efeito benéfico na Pso (Cho et al., 2012).

A IL-9 pertence a familia da IL-2 e acredita-se que sua maior fun¢do é como fator de

crescimento e proliferacdo de células T. Ainda que suponha-se que exista a via Th9, esta citocina
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pode ser produzida por células Treg e Th17 (Noelle e Nowak, 2010). Recentemente a IL-25 foi

mostrada como citocina chave na inducdo da producdo de IL-9 (Angkasekwinai et al., 2010).

Diversos trabalhos mostram a atuacdo da IL-9, que parece estar envolvida no
desenvolvimento de doencas autoimunes, respiratérias e até em pacientes com diabetes devido
a sua intima relacdo com fatores de transcri¢do inflamatdrios como STAT 1, STAT 3 e STAT 5 e

inducdo da proliferacao de células Th17 (Noelle e Nowak, 2010).

Na dermatite atdpica a IL-9 parece estar envolvida ao induzir os queratindcitos a
secretarem o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), um importante carreador da
angiogénese (Ma et al., 2014). Um resumo da atuacdo das diferentes células e citocinas

envolvidas no quadro psoridsico pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 — Principais células e agentes inflamatdrios envolvidos na Psoriase. As células Natural
Killer (NK), Células T residentes (T resid.), Queratindcitos (Q) recebem estimulos no inicio do
distlrbio psoriasico e produzem citocinas inflamatérias que induzem Macréfagos (Ma) a
produzirem IL-23 e Células Dendriticas (CD) a produzirem IL-12. As células Th1 (Th1) sdo ativadas
e produzem mais IL-12 e IFN-y, o qual juntamente com o TNF-a induz novamente as células
iniciais da inflamagdo com o TNF-a. O TNF-a e a IL-8 induzem a prolifera¢cdo de Q. Produzem
ainda IL-23 intensificando a ativacdo da via Th17 e IP-10 responsével por quimiotaxia e Oxido
Nitrico (NO) um vasodilatador. A IL-23 induz a diferenciagdo de células T em Th17 que sintetizam
principalmente IL-6, IL-17A, IL-17F, IL-22 e TNF-q, citocinas que intensificam a proliferacao de Q.
Os Q em proliferacdo produzem IL-1 e TNF-a que intensificam as células NK, T resid. e Q.
Produzem também IL-8 e quimiocinas quimiotaticas. Elaborado pelo autor.
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4.4.Tratamento

O tratamento da Pso é bastante diversificado. Antagonistas do acido félico sdo utilizados
no tratamento da Pso, pois a metilagdo do 4cido nucléico causa uma diminui¢cdo na hiper-
proliferacdo de queratindcitos. Por outro lado, a ndo continuidade do tratamento pode causar

a recorréncia da Pso (Farber e Peterson, 1961).

O tratamento da Pso inclui retindides, metotrexato, ciclosporina, hidroxiuréia (Camisa,
1995), imunossupressores, imunoterapia e vitamina D (Disepio e Chandraratna, 2000). O
tratamento com antimaldrico quando tinham seu uso interrompido apresentou em alguns
pacientes a remissdo rapida e mais grave em relagcdo ao quadro anterior (Farber e Peterson,
1961). O metotrexato, ciclosporina e acitretina proporcionam um controle da doenca. O
metotrexato e a acitretina sdo usados como terapia de manutencdo e a ciclosporina como
medicamento intermitente. Ainda assim essas drogas possuem alguns efeitos adversos (Kurili¢

et al., 2010).

O metotrexato é um antimetabdlico analogo ao acido félico e sua acdo mais intensa é
em populagdes celulares em crescimento exponencial. Ele diminui a quimiotaxia dos
polimorfonucleares, inibindo a inflamacdo cutanea, diminuindo a produgdo da IL-1, causando
um efeito imunomodulador. Como efeito colateral existe uma mielotoxicidade, ou seja,
dificuldade da medula em repor as células sanguineas, e o comprometimento hepdatico com

fibrose e cirrose (Gladys, Aires e Martins, 2004).

A acitretina é capaz de melhorar o quadro psoridsico, porém sdo observadas reagoes
adversas (Torok, Kadar e Geiger, 1989) como queilite e queda de cabelo e mais raramente
hepatotoxicidade, alteragdes lipidicas e pancreatite (Katz, Waalen e Leach, 1999). Ndo estd
muito esclarecido como é o mecanismo de agdo da acitretina na Pso, mas sabe-se que tanto ela
guanto o metotrexato, por ndo serem imunossupressores, podem ser usados em pacientes com

imunodeficiéncias (Lee e Li, 2009).

Medicamentos bioldgicos passaram a ser usados no tratamento da Pso, principalmente
os inibidores de TNF-a para aqueles pacientes que nao respondiam bem ao tratamento padrao
(Kemény et al., 2006). Sabe-se que o TNF-a tem concentragGes elevadas tanto na pele quanto
na sindvia dos pacientes com APso. Logo, medicamentos como Infliximabe, Adalimumabe e
Etanercepte, que sdo bloqueadores seletivos do TNF-a, revelam-se eficazes no tratamento

destes pacientes (Tobin e Kirby, 2005).
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O Infliximabe, um anticorpo monoclonal de regido constante humana e regido variavel
de producdo em murinos, é utilizado no tratamento da Pso, pois este tem afinidade pelos
receptores de TNF-a. Pelo fato da Pso ser uma doenca mediada por células T e o TNF-a é uma
citocina chefe no desencadear da inflamacgao, se concretiza como uma opgao de tratamento em
pacientes mais graves(Clark e Lebwohl, 2008). Com esse bloqueio a célula deixa de ter o estimulo
pro-inflamatédrio e assim nao ha proliferacdo. Embora apresente bons resultados, o Infliximabe
tem reacOes indesejdveis como exacerbacdo da Pso quando em recidivas, pode ativar a
tuberculose latente, inducdo de ptiriase liguendide cronica e tumores (Duarte e Chehin, 2011)
e comprometimento hepatico (Melgaco et al., 2013). Outro medicamento biolégico bloqueador
de TFN alfa é o Etanercepte, que quando ligado a IgG1 humana é capaz de reduzir a inflamacao,
porém é também um medicamento de alto custo e com reac¢Oes adversas similares ao

Infliximabe (Strober, 2005; Woolacott et al., 2006).

O Adalimumabe é o anticorpo monoclonal totalmente humano produzido para o
tratamento da Artrite Reumatdide e outras doencas autoimunes e depois como nova
terapéutica para Pso (Scheinfeld, 2003). O Adalimumabe se mostra como um medicamento
seguro e com boa resposta também na Apso reduzindo os sintomas cutdneos e articulares
(Mease, 2005). Foi observado também o potencial do Adalimumabe em atenuar um quadro de
Pso Invertida, um dos tipos de Pso mais complexos de tratar, reduzindo ndo sé o acometimento
cutdneo como articular (JeSe et al., 2014). O Adalimumabe é, entdo, uma boa alternativa de
tratamento embora o uso prolongado deste medicamento apresente um decaimento no seu
efeito terapéutico (Saraceno et al., 2013). Ainda assim, mesmo com uma eficacia garantida, o
uso de bloqueadores de TNF-a apresentam efeitos adversos, pois estudos mostram o
ressurgimento das lesdes psoridsicas nos pacientes e, muitas vezes, mais fortes (Seneschal,
Lepreux, Bouyssou-Gauthier, et al., 2007; Seneschal, Lepreux, Milpied, et al., 2007; Ubriani e
Van Voorhees, 2007) bem como ja foi demonstrado a trombocitopenia e neutropenia e mais
raramente a eosinofilia (Malisiewicz et al., 2011). O uso de medicamentos imunobiolégicos

podem acarretar em desordens eletroliticas em pacientes com Pso (Melgaco et al., 2013).

Duas citocinas muito importantes no desenvolvimento da Pso sdo a IL-12 e a IL-23
envolvidas nas etapas iniciais da inflamagdo (Nickoloff, Qin e Nestle, 2007), com isso, a
terapéutica bioldgica comegou a focar no bloqueio da subunidade p40 compartilhada por essas
duas Interleucinas (Ghoreschi, Weigert e Rocken, 2007; Okamoto e Momohara, 2007). O
medicamento ficou conhecido como Ustekimumabe e seu uso na Pso foi aprovado (Leman e
Burden, 2012) como também em algumas outras doencgas autoimunes como Artrite e doencas

inflamatérias intestinais (Quatresooz et al., 2012). Embora o uso do Ustekimumabe ainda seja
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recente, muitas pesquisas de tratamentos bioldgicos ja se voltam a outras citocinas. Sabe-se que
na Pso além da IL-23 e IL-12, a IL-17A e a IL-22 das vias Th17 e Th22, respectivamente, também
estdo diretamente envolvidas e exacerbadas nesse tipo de inflamacdo, a IL-17A medeia,
principalmente, efeitos inflamatdrios sobre os queratindcitos (Lowes, Suarez-Farifias e Krueger,
2014) e com isso a IL-17A pode sustentar a inflamagdo cronica da Pso fazendo uma ponte do
sistema imune inato com o adaptativo (Lynde et al., 2014). Quando a indugdo da Pso pela IL-23
ndo ocorreu em camundongos Knock-out para IL-17A e IL-22, ficou evidente que esses citocinas
possuem um papel importante no desenvolvimento da Pso (Mitra, Fallen e Lima, 2013) assim,
bloqueadores de IL-17A ja estdo em testes iniciais e apresentam boas respostas na reducao da

inflamacdo (Brown et al., 2014).

Além de medicamentos, foi avaliado que a fototerapia pode ser um coadjuvante no
tratamento da Pso, pois os pacientes mostram boas respostas principalmente diminuicdo das
placas psoridsicas. O tratamento da fototerapia pode ser ainda intensificado se associado com
a administracdo de vitamina D jd que a sintese desta estd intimamente relacionada com a
epiderme, local das placas psoriasicas (Boer, Schothorst e Suurmond, 1980; Guilhou et al., 1990;
Zanolli, 2004; Osmancevic et al., 2010). E importante comentar que a fototerapia possui
diferentes meios de intervir na Pso. Pode levar a apoptose celular ou intervir na supressao das
vias Th1/Th17, reduzindo a inflamagdo. Ndo estd completamente elucidado por qual meio a
fototerapia age, e com isso observa-se a complexidade do quadro inflamatdrio psoriadsico
(Wong, Hsu e Liao, 2013). Embora o tratamento fototerapico apresente melhoras,
principalmente em associagdo com tratamentos bioldgicos, ambos possuem ressalvas a longo
prazo, pois ha relatos de desenvolvimento de outras doengas, tal qual o cancer de pele (Richard

e Honigsmann, 2014)
4.5.0 PPAR-y e os Derivados Tiazolidinicos

Os Receptores Ativados por Proliferadores de Peroxissoma Gama, do inglés Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPAR-y) sdo receptores nucleares intimamente
relacionados com os Receptores Retindides (RXR) e agem a nivel de transcricdo nuclear
(Braissant et al., 1996), ou seja, quando ha a transcricdo do cddigo genético, fatores anti-
inflamatdrios sdo produzidos. Existem trés tipos de PPAR, a, B e y (Chawla et al., 1994) sdo da
familia de receptores nucleares de fatores de transcri¢do (Jiang, Ting e Seed, 1998) e sdo co-
expressos em diversos tipos celulares, variando a concentragdo pelo grupo celular. O PPAR-a é

mais encontrado em hepatdcitos, cardiomidcitos e enterdcitos. O PPAR-B por sua vez é expresso
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em varios tipos celulares. O PPAR-y é expresso principalmente no tecido adiposo e nas células

do sistema imune (Figura 5) (Braissant et al., 1996).
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Figura 5 — Atuagao do PPAR-y. Diferentes tipos celulares em que o PPAR pode ser ativado. Uma
vez no sistema imune diversos tipos celulares o apresentam, como os macréfagos e sua ativagao
diminui a inflamag¢do; Células T onde observa-se também diminuicdo da inflamagdo; e em
Células Dendriticas com diversas funcdes. Setas verdes indicam ac6es desejdveis e as vermelhas,
acGes ndo desejaveis em diversos tecidos do organismo.

Adaptado de (Ahmadian et al., 2013).

Anti-inflamatdrios ndo esteroidais, como derivados tiazolidinicos, sdo potentes
agonistas do PPAR-y e sdo capazes de diminuir a expressado de citocinas inflamatdrias produzidas
por macréfagos (Jiang, Ting e Seed, 1998; Spiegelman, 1998) e outras células do sistema imune,
podendo ser um potencial agente terapéutico em doencgas inflamatdrias (Murphy e Holder,
2000). Os agonistas do PPAR-y agem inibindo diversas vias de inflamagao, dentre elas a proteina

quinase ativada por mitégenos (MAPK) e o NF-kB (Padilla, Leung e Phipps, 2002; Alarcén De La
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Lastra et al., 2004; Ban et al., 2011). O NF-kB controla a transcricdo de genes de inflamagao,
qguando no citoplasma ele é ativado desligando do seu inibidor, entra no nucleo celular e

interage diretamente com o DNA em regides promotoras (Schmid, Adler e Liptay, 1998).

Observou-se a modulagdo em células T, apds presenca de agonistas do PPAR-y, a
diminuicdo de IL-2 em esplendcitos (Clark et al., 2000) e diminuicdo da produgdo de IL-4 por
células T CD4+ (Chung, Kang e Kim, 2003), e o potencial imunomodulador dos agonistas do PPAR-
Y na sindvia de pacientes portadores de Artrite Reumatoide podendo diminuir a expressdo de

diversas citocinas proé-inflamatérias (Ji et al., 2001).

Os derivados tiazolidinicos, ligantes sintéticos do PPAR-y, suprimem a resposta
proliferativa de células T in vitro e atenuam a producdo de citocinas pré-inflamatdrias pelas
células do sistema imune, podendo melhorar uma variedade de condi¢Ges inflamatdrias como
aterosclerose, artrite reumatoide e outras doencas com caracteristicas de atuacdo autoimune

(Yuan et al., 2004).

O PPAR-y é expresso nos linfécitos T humanos e agonistas do PPAR-y melhoram o quadro
clinico e histopatoldgico de doengas inflamatérias como a esclerose multipla, pois em modelos
de camundongo e em cultura de PBMCs de pacientes com esclerose multipla, alguns derivados
tiazolidinicos testados mostraram potencial na inibigdo de citocinas inflamatdrias como IFN-y e

TNF-a, como também suprimiu a proliferacdo de células T (Schmidt et al., 2004).

Em doencas inflamatdrias mediadas por células Th17 foi constatado o potencial dos
agonistas dos PPAR-y em inibir a diferenciacdo dessas células, ou seja, ndo deixando células T
CD4+ tonarem Th17 e com isso a inflamagdo mediada seria reduzida em doengas autoimunes
ou inflamatédrias (Klotz et al.,, 2009). Em ensaios com PBMCs de pacientes com Artrite
Reumatdide, um derivado tiazolidinico, o TM17, foi capaz de diminuir a producgdo de citocinas
inflamatdrias como IL-17A, IFN-y e IL-22, e em esplendcitos além destas, foi observada também

a redugdo da IL-6 (Da Rocha Junior et al., 2013).

Os principais agonistas do PPAR-y conhecidos e no mercado s3o a Pioglitazona,
Rosiglitazona, Troglitazona, Ciglitazona e GW7845. Os estudos confirmam sua atividade anti-
inflamatdria uma vez que puderam reduzir a produgdo de citocinas inflamatérias como TNF-a e
IL-1, genes inflamatdrios como NOS e COX-2, bem como metaloproteinases de matriz MMP-1 e
MMP-13 (Lima et al., 2013). A Troglitazona é a droga pioneira das tiazolidinadionas, mas seu uso
foi proibido em alguns paises, como Estados Unidos, devido a uma potente hepatotoxicidade. A
Rosiglitazona e a Pioglitazona sdo outros derivados em circulagdo no mercado e sdao aprovadas

pelo Food and Drug Administration (FDA), utilizadas no tratamento da diabetes tipo 2, em
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associacdo ou em monoterapia, a depender do quadro do paciente (Sood, Colleran e Burge,
2000). Em estudos clinicos com pacientes Psoriasicos, a troglitazona se mostrou atuante e foi
capaz de reduzir placas psoriasicas de pacientes em quadro avancado (Ellis et al., 2000) e em
pacientes com Artrite Psoridsica a Pioglitazona mostrou uma boa resposta em 10 pacientes,
reduzindo o PASI em 38% e a dor e inchagos da Artrite Psoridsica também foram diminuidos

(Bongartz et al., 2005).
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5. Metodologia
5.1.Delineamento do Estudo

eRecrutamento dos Pacientes;

eAvaliacdo do perfil Th1/Th17 no soro dos Pacientes Psoridsicos e correlagdo
com a gravidade da doenca;

eAvaliacdo da Citotoxicidade dos novos derivados Tiazolidinicos em PBMCs de
voluntarios sadios;

eCultura de PBMCs de pacientes portadores de Psoriase com a presenca dos
novos derivados Tiazolidinicos

eAvaliacdo do perfil Th1/Th17 no sobrenadante de cultura apds efeito dos
derivados Tiazolidinicos

-
N

LL

5.2.Tipo de Estudo

Para as avaliagGes séricas o tipo de estudo foi observacional, do tipo analitico
transversal. O estudo realizado foi do tipo experimental randémico para as analises dos

compostos derivados tiazolidinicos.

5.3.Métodos

5.3.1. Pacientes

Foram selecionados 44 pacientes sem distincdo de género, com idades acima de 18 anos
que foram atendidos no Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco, com diagndstico de Pso. Apds esclarecimentos sobre o Projeto de
Pesquisa, aqueles que concordaram quanto as propostas foram convidados a participar do
estudo, com inclusdo dos mesmos apenas apds a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Uma via do TCLE ficou sob posse do paciente e a segunda via com a equipe
de pesquisadores. Para participar da pesquisa os voluntarios deveriam ter a doenga ativa e nao
poderia estar em uso de nenhum medicamento imunossupressor e tampouco ter acometimento
articular, o que poderia ser indicio de APso. O grupo controle consistiu de 24 individuos do sexo
feminino, escolhidas ao acaso, sem uso de medicamentos imunossupressores ou doengas

reumatoldgicas.
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5.3.2. Coleta de sangue

Para este estudo foi necessario coletar amostras do sangue periférico dos pacientes. Foi
coletado cerca de 10-15ml de sangue em tubo contendo o anticoagulante heparina e/ou tubo
seco com ativador de codgulo. As coletas foram feitas pelo mestrando, capacitado, treinado para
reduzir os riscos ao paciente. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorizacdo prévia dos
voluntdrios. Para isso, membros da equipe apresentaram aos pacientes o objetivo do estudo e

o interesse da sua participagdo.
5.3.3. Cultura de células

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir do
sangue de doadores sadios por centrifugacdo com Ficoll Paque Plus™ (GE Healthcare Bio-
Sciences), exclusivo para separacao de linfocitos. As PBMCs isoladas foram cultivadas (10e6
células/1000uL) em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com L-Glutamina, 10% de Soro
Bovino Fetal (Lonza), 10mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid)
(Gibco) e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Estas células foram cultivadas em
estufa de CO2 5% a 37°C por 48 horas. As células foram estimuladas, ou ndo, com PMA (Sigma)

+ lonomicina (Sigma).
5.3.4. Determinagao de citocinas

As citocinas presentes no sobrenadante de cultura e no soro dos pacientes e dos
controles foram quantificadas por teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) do tipo sanduiche, seguindo as informacGes recomendadas pelos fornecedores. As
citocinas avaliadas foram: IFN-y, TNF-a e IL-6 (BD Biosciences); IL-1B, IL-8, IL-9, IL-17, IL-21, IL-
22,1L-27, IL-29, IL-35 e TGF-B (EBiosciences).

5.3.5. Teste de citotoxicidade dos Novos derivados Tiazolidinicos em PBMCs

Os testes foram realizados com cinco novos derivados tiazolidinicos, sendo eles o 5-(3,5-
dimetoxi-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil-tiazolidina-2,4-diona) (LPSF-SF-33); 3-(4-nitro-benzil)-5-
(4-piperidin-1-il-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF-SF-34); 3-(4-nitro-benzil)-5-(4-Piridin-
2-il-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF-SF-35); 3-(4-nitro-benzil)-5-(4-Pirrolidin-1-il-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF-SF-37); 3-(4-nitro-benzil)-5-(4-pirrolidin-4-il-
benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (LPSF-SF-38). A Figura 6 mostra a estrutura quimica dos

compostos testados.
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Figura 6 — Estrutura quimica dos compostos LPSF-SF-33 (a), LPSF-SF-34 (b), LPSF-SF-35 (c), LSPS-
SF-37 (d) e LPSF-SF-38 (e). Todos apresentam o anel tiazolidina-2,4-diona.

O teste de citotoxicidade, para avaliagdo da atividade anti-inflamatdria dos derivados
tiazolidinicos, foi realizado em PBMCs, quantificada pelo método MTT — brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio. Para tal estudo, as amostras foram feitas em triplicata.
Com o auxilio da cdmera de Neubaeur foi realizado o ajuste celular para 1x10e6 células/mL e,
foram adicionados os derivados tiazolidinicos nas diferentes concentracées de 1, 10, 50 e
100uM. Apds 48 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C, foram adicionados 20pL da solugdo de
MTT 0,5mg/mL, e incubado por 3 horas na estufa. Em seguida, foi adicionada a solucdo de SDS
20% para dissolugdo do precipitado. A absorbancia foi lida em espectrofotometro de placa a
570nm, apds 24 horas ou até que ndao houvesse mais precipitado. Quanto mais intensa fosse a
colorag¢do azulada, mais MTT fora convertido e, consequentemente, mais células estdo vidveis

demonstrando menor ou nenhuma citotoxicidade do composto testado.
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5.3.6. Avaliacdo da agao imunomoduladora dos Novos Derivados Tiazolidinicos

As células retiradas dos pacientes psoridsicos foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 10mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-
piperazineethanesulfonic acid) (Gibco) e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Gibco). Estas
células foram cultivadas em estufa de CO2 5% a 37°C por 48 horas na presenga ou auséncia de
SF-33, SF-34 e SF-35 nas concentragoes de 10, 50 e 100uM para o SF-33, e 10 e 50uM para os
outros. Metilprednisolona (Pfizer) em 100uM foi utilizado como um controlo positivo. Apds as
48 horas em estufa de CO2, o sobrenadante da cultura de cada poco foi aliquotado, identificado
e estocado para as dosagens das citocinas, as quais foram determinados por Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA), seguindo as instrucdes do fabricante. Foram dosadas a IL-6 (BD
Bioscience), IL-22 e IL-17A (eBiosciences). Os limites inferiores de deteccdo para cada kit foram

4,6875 pg / ml para IL-6 humana; 15.625 pg / ml para IL-17A; e 7,8125 pg / ml para IL-22 humana.
5.3.7. Estatistica dos resultados

Para a Idade, PASI e demais dados clinicos dos pacientes Pso foram utilizados média e
desvio padrdo. O teste de Mann-Whitney foi utilizado nas comparacées séricos dos niveis de
citocinas do Grupo Psoriase (GPso) e Grupo Controle (GC). O teste de correlacdo de Pearson foi
utilizado para correlacionar os niveis de citocinas com a gravidade do PASI. O r? foi utilizado na

equacao da reta.

Foi utilizado o teste ANOVA na dosagem das citocinas em cultura na presenca dos
compostos LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 e LPSF-SF35. Para comparar a amostra de estimulo com a
amostra em adi¢do do composto foi utilizado o teste de Wilcoxon. Para essas amostras também

foram utilizadas a mediana, maxima e minima com margem de erro de 5%.

Para facilitar o entendimento o valor de P foi representado nos graficos de acordo com

o seguinte quadro (Quadro 1).

Quadro 1. Representacdo grafica do valor de P.

Valor de P Representacao
P>0,01 *

P >0,001 *k

P >0,0001 *Ek

P <0,0001 *odkx
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5.3.8. Consideragoes éticas

O Projeto foi submetido e aprovado no COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco, localizado no
32 andar, Sala Prof. Rui Jodo Marques. Pagina da Internet: www.ufpe.br/ccs. O endereco

eletronico é cepccs@ufpe.br; fone: (81)2126-8588; Presidente: Prof. Dr. Geraldo Bosco.
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6. Resultados

6.1.Avaliagao clinica dos pacientes portadores de Psoriase e sele¢ao dos controles

Os pacientes psoridsicos do Ambulatério de Reumatologia e Psoriase do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, atendidos por médicos do grupo de pesquisa
e ndo estavam sob uso de medicamentos imunossupressores. Como forma de classificar a Pso o
PASI foi utilizado como método padrao e os grupos divididos entre leve, moderado e grave. Na
avaliacdo dos pacientes selecionados para a pesquisa a ficha clinica continha um questionario
sobre os medicamentos tomados pelos mesmos, mas nao foi encontrada qualquer reagcao que

desencadeasse o quadro psoriasico.

Foram recrutados 44 pacientes com média de idade do grupo 50,4 + 12,6 anos (mais
jovem com 18 anos e 76 a idade mais avancada), o PASI dos pacientes ficou com média 16,2 +
8,6 e tivemos pacientes nos trés grupos de classificacdo, sendo 15 no grupo Leve PASI 8,3 +1,1.
O grupo Moderado com 17 pacientes PASI 14,7 + 2,7. Por fim o grupo Grave com 12 pacientes e
PASI 28,3 +5,5. Avelocidade de sedimentacdo das hemacias (VSH) também foi avaliada no grupo

psoridsico e a média dos valores de hemossedimentacao foi 18,7 + 4,7.

Referente a classificacdo de género tivemos mais pacientes no grupo masculino, foram
24 pacientes com idade média 48 £ 13 anos, PASI 16,8 + 8,3 e VSH 17,8 +12,7. O grupo masculino
teve pacientes nas trés classificagdes de PASI: Leve 8,1 £1,2; Moderado o PASI foi de 14,5 + 2,8;

E o grupo Grave com PASI 26,9 + 4,3.

O grupo psoriasico feminino consiste de 20 mulheres com média de idade 53,3 + 11,7
anos, PASI 15,6 £ 9,2 e VSH 19,6 £ 12,8. Obtivemos mulheres com as trés classificagdes do PASI,
assim como o grupo masculino, sendo: Leve 8,5 + 1,2; Moderado 14,9 + 2,8; e o PASI Grave 31,2

+7,3.

O grupo controle consiste de 24 voluntarias mulheres, saudaveis que aceitaram
participar da pesquisa, com média de idade 34,5 + 10,8 anos. Ndo apresentavam nenhuma
doenga reumatoldgica ou Pso, bem como Hipertensao ou doenca cardiovascular, diabetes,

tireoide ou endocrinopatias, tampouco estavam sob uso de medicamentos imunossupressores.
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A Tabela 1 interpreta o valor do PASI dos pacientes nos grupos masculino e feminino.
Tabela 1 - Valores do PASI dos pacientes com Pso

PACIENTES COM PSO

Masculino Feminino
N 24 20
IDADE 48+13 53+12
PASI
LEVE 8,1+1,2 8,5¢1,2
MODERADO 14,5+2,8 14,9+2,8
GRAVE 26,9+4,3 31,347,3
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6.2.Artigo 1: New thiazolidinediones derivative and this immunomodulatory effect in
PBMCs of patients with Psoriasis

Sugestao de revista a ser publicado: European Journal of Clinical Pharmacology

Fator de Impacto: 2,741

Resumo

A psoriase afeta cerca de 2-3% da populacdo. Esta doenca é uma dermatite cronica,
recorrente e tem envolvimento inflamatério mediado por células T. A apresentacdo
mais comum da psoriase é o envolvimento da pele com placas eritematosas bem
definidas, escamosas, de posicdo e tamanhos variados. Na placa psoridsica ha uma
disfungao imunoldgica que envolve varios tipos celulares e mediadores inflamatérios,
como citocinas, tal qual IL -17A. Estuda-se uma atividade imunomoduladora dos
derivados tiazolidinadionas (TZD). Esta classe de medicamentos tem uma possivel acao
anti-inflamatoria, e pode ser capaz de reduzir as lesGes de psoriasicas. Portanto, decidiu-
se estudar trés novos derivados TZD em células mononucleadas do sangue periférico
(PBMC) de pacientes com psoriase. Depois da confirmacdo da estrutura quimica, os
compostos LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 e LPSF-SF-35 foram adicionados em cultura de PBMC
estimuladas ou ndo com PMA/lono. Apds 48h o sobrenadante destas culturas foram
utilizados para a avaliacdo da IL-17A, IL-22 e IL-6. O LPSF-SF-33 mostrou uma boa
atividade imunomoduladora, reduzindo os niveis de IL - 17A e IL - 22 no sobrenadante
de cultura em comparagdo com a estimulagcdo por PMA/lono. O LPSF-SF-34 mostrou
bons resultados de inibicdo de IL-17A e IL-22 e ainda em todas as doses foi mais eficaz
do que a metilprednisolona, droga padrao, na reducdo da IL-22. O composto do LPSF-
SF-35 diminuiu a producdo de IL-17A e IL-22 e também foi capaz de diminuir a producdo
de IL-6 quando comparado com PMA/lono. Em conclusdo, os estes novos derivados
tiazolidinicos sao capazes de inibir a producdo de IL-17A, IL-22 e IL-6 em doses diferentes
e o efeito pode indicar melhoria da inflamacao.

Palavras chave: Psoriase, Tiazolidinadionas, Citocinas, Inflamagao
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Abstract

Introduction: Psoriasis affects about 2-3% of the population. This is a chronic dermatitis,
recurrent and inflammatory disease mediated by T cells. The most common presentation of
psoriasis is skin involvement with well-defined and demarcated erythematous plaque, scaly, and
random position in the patient's body. In psoriatic plaque, there is an immune dysfunction
involving many cell types and inflammatory mediators such as cytokines like IL-17A. There is an
immunomodulatory activity of thiazolidinedione derivatives. This class of drugs has a possible

anti-inflammatory action, may be able to mitigate the psoriatic lesions.

Objectives and Methods: Therefore, we decided to study three new TZD derivatives in PBMC of
patients with Pso. After chemical structure confirmation, the thiazolidinedione derivatives LPSF-
33, LPSF-34 and LPSF-35 were prepared in culture of PBMC, stimulated or not with PMA / lono.

After that, the supernatant of these cultures were used for IL-17A, IL-22 and IL-6 evaluation.

Discussion: The three new TZDs tested were able to reduce the expression of IL-17A and IL-22
at different doses compared to PMA/lono, but only LPSF-SF-35 was able to reduce a significant
IL-6 levels. The compounds differ in their molecular structure that is added by the radical and

perhaps the LPSF-SF-35 has been better because in its final structure it features a pyridine.

Conclusion: The new thiazolidinedione derivatives LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 and LPSF-SF-35 are
capable of inhibiting the production of IL-17A, IL-22 and IL-6 at different doses and the effect

may indicate improvement in inflammation.

Key words: Psoriasis, Thiazolidinediones, Cytokines, Inflammation
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Introduction

Psoriasis (Pso) is a chronic dermatitis that affects about 2-3% of the population, today
Pso is accepted as a chronic, recurrent, inflammatory disease mediated by T cells, with a certain
genetic predisposition (Coimbra et al.,, 2012). Apart from hereditary characteristics,
environmental and immunological factors are also involved in disease onset. The Pso is a
recurrent disease can stay in a latent phase and appear in another moment in the patient.

(Weller, 1996).

About 70% of patients with psoriasis have a worsening state under periods when
subjected to stress, that implies the involvement of the disease with psychological
characteristics (Zachariae et al., 2004). The most common presentation of psoriasis is skin
involvement and size with well-defined, scaly erythematous, and can appear on any area of the

body, this form is found in 90% of cases (Griffiths e Barker, 2007; Johnston et al., 2008).

There is an immune dysfunction in psoriatic plaque involving many cell types and
inflammatory mediators such as cytokines. These cytokines increase keratinocyte proliferation
and recruitment of T cells. Recruited lymphocytes keeps local inflammation. Thl and Th17 cells
are the most involved in this process. (Gudjonsson e Elder, 2007; Chu, Di Meglio e Nestle, 2011).
Monocytes and keratinocytes are responsible for releasing the middle IL-12 and IL-23 by
stimulating the recruitment of lymphocytes (Chu, Di Meglio e Nestle, 2011; Lima e Lima, 2011).
The inflammatory infiltrate consisting of CD4 + and CD8 + T cells. Th1 are primarily responsible
for synthesizing IFN-y, IL-2 and IL-12, which can activate resident T cells into effector (Traub e
Marshall, 2007). The Th17 pathway was first observed in the autoimmune diseases. Subsequent
research showed the involvement of these cells in Pso. It has known that this pathway is related
to the onset and aggravation of the disease, being primarily mediated by the cytokines IL-17 and
IL-23. Although increasing Th17 differentiation are IL-6 and TNF-a cytokines produced by other
cells (Nickoloff, Qin e Nestle, 2007).

Thiazolidinediones (TZD) derivatives as Pioglitazone and Rosiglitazone are able to
decrease the rate of apoptosis of T cells as well as decreased activation of NFkB (Ban et al., 2011;
Kutsenko, Vesnina e Kaidashev, 2012). A new TZD derivative TM17 has been shown to be inhibit
IL-6, IFN-y and IL-17 in PBMC from patients with rheumatoid arthritis and in splenocytes from
mouse BALB/c culture, thus indicating a potential imunomudulador effects of these derivatives
(Da Rocha Junior et al., 2013). There is evidence of a potential role in the treatment of Pso with

PPARs since the expression of PPAR is decreased in the damaged skin, and treatment with PPAR

51



agonists reduces the hyperplasia of psoriatic keratinocytes in vitro and in vivo (Méssner et al.,

2004).

Methylprednisolone was used as a control drug, because their anti-inflammatory
activity are known. The Methylprednisolone was able to reduce the inflammation of the
synovium of patients with rheumatoid arthritis (Ostergaard et al., 1996) has also shown
significant results in psoriasis treatment (Ruzicka, 2006). Although used in many types of
diseases has anti-inflammatory action, anti-allergic and immunosuppressive, sometimes the
adverse effects of methylprednisolone are greater than the benefits, and there is a time

limitation of drug use (Tesiorowski et al., 2013).

Materials and Methods

Compounds

We tested in vitro the viability and immunomodulatory capacity of three new TZD
derivatives, they are 5-(3,5-Dimethoxy-benzylidene)-3-(4-Nitro-Benzyl-Thiazolidine-2,4-dione)
(LPSF-SF-33), 3-(4-Nitro-benzyl)-5-(4-Piperidin-1-yl-benzylidene)-Thiazolidine-2,4-dione (LPSF-
SF-34) and 3-(4-Nitro-benzil)-5-(4-Pyridin-2-yl-benzylidene)-Thiazolidine-2,4-dione (LPSF-SF-35).
The compounds are from Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos from

Universidade Federal de Pernambuco, UFPE.
Pso Patients and health volunteers

Patients with Pso (n=19) were recruited from Rheumatology Division at Hospital das
Clinicas - Universidade Federal de Pernambuco according to the Ethics Committee for Research
in Human. Demographic and clinical aspects were collected from all patients by questionnaire
and from hospital records. Patients were included after evaluation with the Psoriasis Area
Severity Index (PASI). Patients and controls were asked about the presence of rheumatic
diseases, cardiovascular, endocrine and thyroid diseases. Those who presented some of these
were not selected for the study. Were also asked about treatment with immunosuppressive
drugs, which would be an exclusion factor. Three patients healthy volunteers were selected for
the cytotoxicity test (n = 3). Peripheral blood samples were obtained from patients and healthy
volunteers. All patients were submitted to agree with the search for the term of free and
informed consent to the procedures which would be made in accordance with the rules of the
Center for Health Sciences Ethics Committee. The peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from studies subjects by centrifugation on Ficoll PagueTM Plus (density 1.077 g/ml

-GE Healthcare Bio-Sciences). Then, the PBMCs were ressuspended in RPMI 1640 medium
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(Gibco) supplemented with L-Glutamine, 10% Fetal Serum Bolvino (Gibco), 10 mM HEPES (4 - (2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Gibco) and 200 U/mL penicillin/streptomycin
(Gibco). The cell viability determined by trypan blue 0.4%. The samples were only used when

viability was upper than 98%.
MTT assay

The PBMCs from health donors were incubated in the presence of four different
concentrations (1, 10, 50 and 100uM) of the compounds SF-33, SF-34 and SF-35 for 48 hours.
Then cytotoxicity was quantified by the ability of living cells to reduce MTT to a purple
compound. The compounds were tested in three independent assays and at the end of
incubation wells were centrifuged and the medium was replaced by medium without compound
(150uL) containing MTT (0.5mg/mL). Three hours later the MTT formazan was diluted with
100mL of 20% SDS and its absorbance measured (570nm) by the apparatus (BioTek EL808 ©).
The cytotoxic activity was quantified as the percentage of control absorbance. In this sense, the
absorbance of the SF-33, SF-34 and SF-35 treated group was obtained in relation to vehicle-
treated control group. In all analyzed experiments, the vehicle (DMSO 0.1%) treated group

presented viability upper than 90% compared to cells control without vehicle.
PBMCs cultures

PBMC (1 x 10e6cell/ml) were cultured in RPMI-1640 (Gibco) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Gibco), HEPES 10 mM (Gibco) and penicillin (10.000 U/ml) /(streptomycin
10.000pg/ml) (Gibco). Cells were stimulated with PMA (Sigma) + lonomycin (Sigma) in the
presence or absence of SF-33, SF-34 and SF-35 at concentrations of 10, 50 and 100uM for SF-33
and 10 and 50uM for the others. Methylprednisolone (Pfizer) at 100uM was used as a positive

control. Cells were incubated for 48hours at 37°C in humidified 5% CO2 incubator.
Cytokine titration

Cytokines of cultures supernatants were determined by Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) kits according to the manufacturer’s instructions. In culture supernatants from
PBMCs: IL-6 (BD Bioscience) IL-22 and IL-17A (eBiosciences). The lower limits of detection for
the ELISA analyses were as follows: 4.687 pg/ml for human IL-6; 15.625 pg/ml for human IL-17;
and 7,812 pg/ml for human IL-22.

Statistical analysis
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All experiments were performed at least three times before the independent statistical
analysis and the results of univariate comparisons were analyzed using nonparametric tests
(Wilcoxon matched pairs test) with p < 0.05 being considered as a significant difference. All
guantitative data were plotted with GraphPad Prism 6.01 software. The graphs were plotted

with median, maximum and minimum.

Results

The synthesis of the compounds was carried out using the same products, with their
modified structures at different stages of the synthesis. Figure 1A shows the synthesis route of
the compounds SF-33, SF-34 and SF-35. The molecular structures of compounds are shown in

Figure 1B, C and D.
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After the synthesized compounds, we evaluated the cytotoxicity of these compounds in

healthy volunteers to confirm drug selectivity. We tested four different concentrations (1, 10,

50 and 100uM) of the compounds. The LPSF-SF-33 showed negative results of cytotoxicity for

all four doses. The LPSF-SF-34 and LPSF-SF-35 compounds had less than 90% of viability at the

dose of 100uM and thus this dose was not used in the culture.

The PBMCs purified from Pso patients following stimulation with PMA/lono were

treated with different compounds doses and with methylprednisolone as the standard drug.

Figure 2 shows a decline on cytokine 1I-17A, IL-22 and IL-6 production after treatment with LPSF-

SF-33, LPSF-SF-34 and LPSF-SF-35 compounds. There was a significant decrease in IL-17A, IL-22

and IL-6 levels with SF-33, SF-34 and SF-35 in a concentration dependent manner comparing

with PMA and lonomycin and with metilprednisolone treatment (Figure 3).

100001 20007
[ ]
8000 . 1500
E . b z
E . £
> 6000 S
o
1000 4
N o
™ 4000 b
2 El
= 5001
20004
0-—9— T 0-
USC P+l 10uM 50uM 100pM MP
E SF-33 F
100001 20001
8000
_ 15001
£ £
> 6000 =
o
1000
N ~
S 4000 N
2 2
= 500
2000
0+ 0
usc Pl 10uM 50uM MP
SF-34 I
100001 20007
8000
_ 15001
£ =
S 6000 =
[N
1000 4
i o~
™~ 4000+ P
2 2
= 500
20004

P+l

10uMm 50uM MP

SF-35

[ ]
° o *
£
o
o
@
E
usc P+l 10uyM 50pM 100uM MP
—
SF-33 G
£
o
o
©
E
usc P+l 10uM 50uM MP
SF-34 J

IL-6 pg/m |

10uM  50uM MP

SF-35

500004

40000

300001

200004

100004

500001

40000

30000

20000

10000

N

USC P+l 10pM 50uM 100pM MP

SF-33

500001

40000+

30000

20000

10000

B

T T
10pM  50uM MP
b

SF-34

T
usc P+l

P+l 10uM 50uM MP

SF-35
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compounds, (#) compounds with the methylprednisolone and (+) methylprednisolone with
PMA/lono. USC means Unstimulated Cells and MP means Methylprednisolone.

There was a significant decrease in IL-17A levels with LPSF-SF-33 at 50uM (P = 0.0007)
and 100uM (P = 0.0002) compared to PMA/lono. The LPSF-SF-34 decrease IL-17A levels at 10uM
(P=0.0034) and 50uM (P = 0.0002) and LPSF-SF-35 at 10uM (P = 0.0008) and 50 uM (P = 0.0215).
The LPSF-SF-33 was able to inhibit the production of IL-22 at a dose of 100uM (P = 0.0348), the
LPSF-SF-34 at doses of 10uM (P = 0.0013) and 50uM dose (P = 0.0006) and LPSF-SF-34 was still
able to inhibit IL-22 more than methylprednisolone at 10uM (P = 0.0327) and 50uM (P = 0.0067).
The SF-35 inhibit IL-22 at 10uM (P = 0.0023) and 50uM (P = 0.0034). The compound SF-35 was
the only one able to decrease the production of IL-6 at a dose of 50uM as compared to

PMA/lono.
Discussion

The TZD were initially used in the treatment of diabetes and there was a possible
immunomodulatory effects (Varani et al., 2006). The new derivatives TZD have a lower risk of
cytotoxicity than the old TZD drugs as troglitazone that has already been abolished in some
countries. In conventional clinical rosiglitazone and pioglitazone are the TZDs in use and have
few side effects, but it is still one investigated cardiotoxicity of rosiglitazone (Tolman, 2011).
Some studies indicate a greater increase in fracture risk when patients are in use TZD (Schwartz
e Sellmeyer, 2007; Yaturu, Bryant e Jain, 2007; Cusick et al., 2013). This theory was contradictory
in another scientific research that showed an increase in circulating vitamin D in women who
were using TZD and had normal bone conditions (Chakreeyarat et al., 2011). Additionally the
TZD shown to be able to decrease the proliferation of human keratinocytes in culture.
Pioglitazone and Rosiglitazone are to decrease the proliferation and They’re also able to inhibit
metalloproteinases involved in the development of Pso process (Varani et al., 2006). Therefore,
the thiazolidinedione derivatives can be a good option for future treatment for psoriasis and

inflammatory skin diseases.

Troglitazone and Rosiglitazone were tested in cultured muscle cells of the airways to
induce asthma to evaluate the anti-inflammatory potential. These drugs were able to inhibit IL-
4, 1L-6 and TNF-a (Zhu et al., 2011). The circulating IL-6 levels are also decreased in the presence
of TZD derivatives (Schernthaner, 2009). Our TZD derivative SF-35 was able to inhibit the
production of IL-6 in the concentration of 50uM and showed a better reduction of IL-6 levels

than the standard drug methylprednisolone.
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The TZD derivatives are also capable of reducing the production of TNF, IL-6 and IL-8 in
synoviocytes and inflammatory factors such as NF-kB inhibitor, the Ikk, and cardiac markers such
as PCR and some metalloproteinases from patients with rheumatoid arthritis (Consoli e
Devangelio, 2005). Furthermore pioglitazone was also able to reduce levels of inflammatory
cytokines in mice that were induced sepsis (Kaplan et al., 2013). The TZD derivatives are shown
in active intestinal diseases such as colitis, as in the experiment with mice induced colitis,
rosiglitazone and Troglitazone were able to mitigate the inflammatory effects and reduced

tissue levels of inflammatory cytokines such as IL-2 and IFN-y (Celinski et al., 2013).

Some studies indicate the TZD as a treatment for inflammatory and autoimmune
diseases such as uveitis. In murine models of uveitis has been possible to observe a significant
improvement in inflammation and a decrease in the production of inflammatory cytokines IFN,
IL-6 and IL-17 (Okunuki et al., 2013). In experimental models of arthritis the pioglitazone
treatment showed a decrease in bone destruction of the synovium of the tested mice and the
concentration of IL-17 was also reduced, which may be the cause of improvement in
inflammation (Koufany et al., 2013). Apart from arthritis and bowel disease TZDs have shown
the beneficial effects in the treatment of respiratory diseases such as asthma and allergic rhinitis
(Won et al., 2010). Our results showed a decline in IL-17 dose-dependent manner in the three
new derivatives tested. Recent studies have pointed to the potential of new TZD to inhibit the
production of IL-22. A recent publication from our group shows the 5-(5-bromo-2-methoxy-
benzylidene)-3-(2-nitro-benzyl)-thiazolidine-2,4-dione (TM17), a new derivative TZD, has ability
to reduce inflammatory cytokines such as IL-17, IL-22 and IFN-y (Da Rocha Junior et al., 2013) .
Our results suggest that novel TZD are even better than the medications used for the inhibition

of IL-22, finding significant responses to standard drug methylprednisolone.

There is no work in the literature that shows the action of TZDs in patients with Pso, so
our work is innovative when it makes the use of TZDs in PBMCs from psoriatic patients and
provides satisfactory results in the decay of some inflammatory cytokines in the development
of Pso. Still, we assess prospects as other key cytokines in Pso as IL-12, IL-23 and TNF-a, since

with these answers we have further clarification of the effect of these drugs on Pso.
Conclusion

Seen the potential to reduce cytokines involved in the inflammatory process of both the
Th1 pathway, as the Th17 pathway, thiazolidinedione derivatives presented here (LPSF-SF-33,

SF-34-LPSF and LPSF-SF-35) are agents with immunomodulatory potential, they were able to
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decrease the expression of IL-17A, IL-22 and IL-6. Still, more studies need to be done to

understand the action of these derivatives and all his course of action.
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Abstract

Objective and Design: Psoriasis is a common, enigmatic and recurrent disease. The
precise etiology and pathogenesis of psoriasis are still unclear. Psoriasis has been treated
as an inflammatory disorder that is related to an underlying Th1\Th17-dominated immune
response. Interleukins are involved in the development of psoriasis lesions through Th-
17-associated inflammation. Th1l and Th17 cytokines are found in skin lesions and in the
peripheral blood of psoriasis patients. We sought to analyze serum levels of IL-1-beta,
IL-8, IL-9, IL-27, IL-29, IL-35, IFN-y, TNF e TGF-B in patients with psoriasis and

healthy control volunteers.

Material: Blood samples were collected from fifty-three patients with psoriasis and thirty-
five healthy controls.

Methods: Serum cytokines concentrations were determined using an Enzyme-linked

immunosorbent assay.

Results: Serum IL-8, IL-9, IL-27, IL-29 and TNF levels were statistically significant in
psoriasis patients. IL-9 detectable serum levels were found in 47 patients, amongst 53
patients in the psoriasis group.

Conclusions: Interleukines-8, 27, 29 and TNF measured in the serum of psoriasis patients
were slightly elevated comparing to healthy controls in a weakly significant way. On the
other hand, the difference between IL-9 levels were highly significant.

63



1. Introduction

Psoriasis is a chronic T-cell-mediated disorder characterized by histological
features as inflammatory infiltration, hyper proliferation of epidermal cells and dilated
micro vessels; affecting 1-3% of the world’s population with a considerable impact on
quality of life (Griffiths e Barker, 2007; Ariza, Williams e Wong, 2013). Patients with
psoriasis have been found to be at greater risk of developing metabolic syndrome and

cardiovascular complications (Gisondi et al., 2007).

The precise pathomechanism of psoriasis remains unclear. The ultimate
pathological process that leads to both skin manifestations and comorbidities is chronic
inflammation with an underlying Th1/Th17-dominated immune response (Nickoloff, Qin
e Nestle, 2007; Johnston et al., 2008). It has been demonstrated in patients with psoriasis
a cutaneous and systemic overexpression of pro-inflammatory cytokines, such as
Interferon-gamma (IFN-vy), tumor necrosis factor (TNF) and interleukins (IL-1, IL-6, IL-
8, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-22, IL-23) (Dardalhon et al., 2008; Killeen
etal., 2013). Th1 cytokines were found both in skin lesions and in the peripheral patients’
blood (Griffiths e Barker, 2007; Elloso, Gomez-Angelats e Fourie, 2012).

Cytokines are directly involved in the pathogenesis of psoriasis. Some of them are
able to initiate inflammation by signaling with keratinocytes and with that, there is a
bigger defense cells recruitment, the leukocytes. Therefore, the characteristic
inflammation of psoriasis is established (Tokura, Mori e Hino, 2010). Some authors
indicate treatment blocking cytokines, such as specific blockers currently in clinical anti-
TNF, and more recently blockers arise for IL-12, IL-23p40 and IL-17 bringing good
results (Mease, 2005; Tobin e Kirby, 2005; Kupetsky, Mathers e Ferris, 2013).

Much has been studied on Th1l7 pathway in the pathogenesis of psoriasis
(Michalak-Stoma et al., 2011; Singh et al., 2013; Lynde et al., 2014), but in addition to
cytokines on Th17 pathway, other cytokines have been found in the serum of patients
with psoriasis (Arican et al., 2005; Takahashi et al., 2010; Michalak-Stoma et al., 2011),
and these may be an interaction with the immune response exacerbated. From this
information, this study has focused to conduct a search for other cytokines that may be
involved in the pathogenesis of psoriasis as IL-1 beta, IL-8, IL-9, IL-27, IL-29, IL-35
IFN-y, TNF and TGF-p and try to find a link between them and the severity of disease as
measured by the PASI.
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2. Material and Methods

Clinical Assessment and Patient Material

Sample population consist of 53 patients (31 men and 22 women, age range 18-
80 years) with plaque-type psoriasis attending to the rheumatology outpatient clinic at the
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife-Brazil and all the 35 healthy
controls (Table 1).

Diagnose of plaque psoriasis was made in strict accordance with the diagnostic
criteria of Nestle et. al. (Nestle, Kaplan e Barker, 2009). The disease severity of the
patients with psoriasis was assessed using PASI score (Van De Kerkhof, 1997). Psoriasis
was classified as moderate (PASI 8-12) and severe (PASI »12) (Schmitt e Wozel, 2005).
According to the PASI score, 22 patients had moderate and 31 patients had severe
psoriasis. In the moment of diagnostic the blood samples were collected from all patients.
Diagnose of psoriatic arthritis was excluded in all 53 patients by a rheumatologist. The
patients included in this study had no other autoimmune disorders, acute or chronic
infections and malignancies. They had not received any systemic treatment using
immunosuppressive drugs or phototherapy, and they were off topical treatment for 4
weeks prior to the PASI score evaluation and blood sample collection. VVolunteer controls
were matched by age and sex. For selection, chose those who did not have psoriasis,
autoimmune diseases, acute or chronic infections or malignancies. A formal written
consent was obtained from all the patients and healthy volunteers enrolled in the study.
The ethics committee of the UFPE approved the research (CEP: 528/11).

Blood samples were collected by venipuncture each one (8mL) and processed
after clotting for 20 minutes at room temperature. Serum samples were obtained for
further measurement by centrifugation at 2000rpm for 10 min and they were stored at -

80°C for subsequent assay.
ELISA Assay

Serum IL-1beta, IL-8, IL-9, IL-27, IL-29, IL-35, IFN-y, TNF e TGF-B cytokines
levels in the patients with psoriasis and healthy volunteers were measured by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) kits (eBiosciencies) according to the manufacturer
instructions. The standard substances and serum samples were incubated in a 96-well
polystyrene microplate with correspondent cytokine antibody. The plate was read at 450-
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570 nm. The sensitivity of the ELISA test used in the experiment was 0,78pg/mL for IL-
9 and IL-35. 1,95pg/mL for IL-8. 3,91pg/mL for IL-1 beta. 4,68pg/mL for IFN-y. For IL-
29 and TNF the limit was 7,81pg/mL. 15,62pg/mL for TGF- and finally 62,5pg/mL for
IL-27.

Statistical Analysis

The statistical analysis was made with the average and range for nonparametric
data analysis. Mean and standard error of the mean (SEM) for normal distribution. The
D'Agostino test verified the normality of samples. Differences of serum cytokines levels
between patients with psoriasis and healthy controls volunteers were analyzed using the
Mann-Whitney test. For two independent groups, the Fisher test was used. Pearson's
coefficient was used to measure the linear relationship between two variables. The
Spearman correlation coefficient (p) was used to measure the linear relationship between
two variables in ordinal level. The correlation classification followed the consideration r
= 0.10 to 0.29 (weak); r = 0.30 to 0.49 (moderate); r = 0.50 to 1 (strong). The statistical
significance is represented by stars as follow: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; ****
< 0,0001. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism® version 6.0.

3. Results

All psoriasis patients had squamous plaques characteristic psoriasis plaque-type
disease. The volunteers were chosen presenting active disease, but without biological or
immunosuppressive drugs and/or phototherapy, From the classification of psoriatic
lesions, patients were grouped by PASI scale into moderate and severe(Schmitt e Wozel,
2005). Table 1 shown clinical and laboratory parameters of volunteers.

Table 1. Volunteers Clinical Parameters

Mean (Range or SD) Mean (Range)
Characteristics
Patients (n = 53) Controls (n = 35)
Male 31 19
Female 22 16
Age (years) 49 (18 - 80) 46 (22 — 64)
PASI 17,15 (7 — 41)
Moderate (n = 22) 9,2 (+1,8) -
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Severe (n = 31) 22,8 (¥7,1) -
Erythrocyte Sedimentation Rate 17,8 (¥13,2) -

Immunosuppressive treatment None None

ELISA sandwich type detects IFN-y, IL-1 beta, IL-8, IL-9, IL-27, 1L-29, IL-35,

TGF-B and TNF cytokines serum levels. The values obtained can be seen in Figure 1.
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Figure 1. Brazilian Psoriasis Patients Cytokine Profile. In this image it is
possible to observe IL-1p, IL-8, IL-9, IL-27, IL-29, IL-35, IFN-y, TNF and
TGF-B (pg/mL) cytokine dosages in a; b; c; d; e; f; g; h; i; respectively. * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001; **** < 0,0001.

Age correlation analysis shows a weak statistical significance with IL-8 and TNF
(data not shown). Among all the cytokines, the IL-9 was the most detected one in patients
with psoriasis. Forty-seven out of fifty-three have shown positive values for IL-9 (4£2,2
pg/mL). If we compare to control patients, just two out of thirty-five shown positive
values for IL-9 (1,2+2,5 pg/mL). With that, we decided to analyze the sensibility and the
specificity. This study point IL-9 assay had a high specificity (94%) and a quite good
sensitivity (88,6%).

4. Discussion

We have conducted this study to found other cytokines in the serum of psoriasis

patients. The result was satisfactory when we found statistical significance in IL-8, IL-9,
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IL-27, IL-29 and TNF cytokines. With that we can concluded that these cytokines are

present in serum of Brazilian psoriasis patients.

This result shown positive statistical significance of IL-8 levels in patients with
psoriasis compared to healthy controls. This cytokine was detected in 51 of 53 patients.
A relevant and with much higher concentrations number than in controls patients. Finding
the IL-8 at such positive statistical significance levels in patients with active disease may
indicate their participation in psoriatic framework (Arican et al., 2005; Abdel-Hamid et
al., 2011). Nograles and Kruger (Nograles, Davidovici e Krueger, 2010) made another
important study of I1L-8 in psoriasis in a review article where they show an improved
picture of the disease when IL-8 was blocked in psoriasis patients (Duan et al., 2001).
The participation of IL-8 is evident in psoriatic frame. In addition, results show the
tendency of the bigger the IL-8 levels are, the greater the IL-27 and TNF. 1L-8 would be
closely related to inflammation, in this case, when produced by keratinocytes and
psoriasis aggravated by Thl cell activation pathway, in conjunction with IL-27. It could
be an important factor in this induction. It appears that IL-27 plays an important role in
the relationship of these three cytokines, serving as a pivot of inflammatory Th1 pathway
(Pflanz et al., 2002; Cao et al., 2008; Wolk et al., 2009). TNF has been well described in
inflammatory diseases such as psoriasis where this cytokine is found in the serum and
cells of these patients(Arican et al., 2005; Guilloteau et al., 2010; Kouris et al., 2014)
which was not different in this study while we found higher levels of TNF in patients with

psoriasis.

IL-27 is a recently discovered cytokine and it is known that it is produced by
antigen presenting cells (APCs) (Shibata et al., 2010). Recently it was identified as a key
cytokine, although it is an 1L-12 family member, in the worsening of inflammatory
diseases such as lupus erythematosus and psoriasis because of their potential to activate
naive T cells into Th17 (Spadaro et al., 2002). This results indicate I1L-27 present and
positive statistical significant in psoriatic patients serum. This indicates that the
involvement of 11-27 is likely to be related to the triggering of the disease since it was not
detected in the serum of control patients. It is known that IL-27 has pro-inflammatory and
anti-function, but in this study, in correlation with IL-8, we believe that IL-27 is pending

for the inflammatory side.
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IL-29, also known as IFN-lick, was discovered in 2003, and it initially appeared
to be involved in the antiviral response, it is believed that this cytokine would then be
involved in the Th1l response (Sheppard et al., 2003; Jordan et al., 2007). Eventually IL-
29 was classified as an IL-10 family member and their pleiotropic found function (Uzé e
Monneron, 2007). A recent study suggested the production of IL-29 Th17 cells in patients
with psoriasis (Wolk et al., 2013). Observing the importance of IL-29 in psoriatic
framework put this cytokine as one of the objectives of the study. Serum levels of IL-29
were positive statistical significant in patients with psoriasis compared to controls. With
the number of patients who have IL-29 levels detected and positive, it suggest that
cytokine is involved in the inflammatory stages of the disease and should be study further.

Finally, and with very promising results, the IL-9 was detected in 47 of 53 patients
and only in 2 control patients. The present study indicated that patients with plaque
psoriasis showed a positive statistical significance of IL-9 serum levels than those in
healthy controls. The sensitivity of the ELSA kit used in the experiment was 0,78 pg/ml,
which is highly precise. In this context, the detection of IL-9 serum levels in 47 patients
amongst 53 individuals in the psoriasis group, compared to only 2 in the healthy control
group of 35 patients becomes a very interesting indicative that this cytokine may be of
greater importance in the setting of the psoriasis than what was previously thought. This
study data point to a sensitivity of 88,6% and a specificity of 94% and this one could be

a good serum biomarker for plaque-type psoriasis.

Inflammatory and autoimmune diseases like rheumatoid arthritis and systemic
lupus erythematosus and psoriasis associated to the Th17 pathway, showed high serum
levels of IL-9(Dantas et al., 2015). A recent finding has indicated a link between IL-9, a
Th2 and Th9 cytokine, and Th17 pathway in psoriasis, demonstrating a marked higher
expression of IL-9R in psoriatic skin lesions. That cytokine also can be expressed by Th17
cells (Friberg et al., 2006; Nowak et al., 2009). In addition, IL-9 associated to IL-6 and
TGF-B1 increased the production of IL-17 by peripheral blood mononuclear cells or
CDA4+ T cells, especially in cells isolated from individuals with psoriasis (Singh et al.,
2013). Accordingly, Th17 cells are known to express the receptor for IL-9 and that
cytokine can contribute directly to Th17 differentiations, presenting such activity in the

context of psoriasis (Elyaman et al., 2009).
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Recently, Singh et al. demonstrated that 1L-9 had no ex vivo effects on numbers
of IFN-y secreting CD4+ T cells on ELISPOT assay using cells from individuals with
psoriasis, suggesting that 1L-9 does not contribute to the Th1l component of the disease
(Singh et al., 2011; Singh et al., 2013). This observation is consistent with other similar
reports (Coimbra et al., 2012). Indeed, the finding that IL-9 pathogenic role in psoriasis
was markedly seen in K5.HTGFp1 transgenic mice, which exhibits a phenotype similar
to human psoriasis. Intradermal injection in those animals of IL-9 induced Th-17-
associated skin inflammation, including expression of IL-17A. Moreover, when anti-1L-
9 antibody was injected, not only it diminished the psoriasic-like morphological changes,
including cellular infiltration and neo-vascularization of the skin, but it also reduced the
expression of IL-17A (Singh et al., 2013). In addition, the injection of anti-IL-17 in mice
decreased skin IL-9 m RNA and serum IL-9 protein levels, suggesting a positive feedback
loop between IL-9 and IL-17A (Singh et al., 2013). We have found that the serum levels
of IL-9 were increased in patients with plaque psoriasis compared to healthy controls.
The specific mechanism of the high expression of IL-9 in psoriasis is still unknown, but
with these results from clinical trials hereby presented, it is able to refine our
understanding of psoriasis pathogenesis and may provide a new therapeutic approach for
patients with psoriasis.

Finally yet importantly, interleukin-35 is the newest family of cytokine IL-12 find
out. It was related in Treg cells regulation. Studies indicate that it may reduce the
proliferation of CD4 + cells, thus being a potential therapeutic target in the treatment of
autoimmune diseases (Collison et al., 2007; Niedbala et al., 2007; Collison et al., 2010;
Choi et al., 2015). Have no data about IL-35 in psoriasis. We decided to include the IL-
35 because this supposed anti-inflammatory characteristics. We did not find IL-35 in

Brazilian psoriasis patients serum.

5. Conclusion

The results indicate the cytokines IL-8, IL-9, IL-27, IL-29, IFN-y and TNF are
present in serum of northeast Brazilian plaque-type patients. The findings are important

for further studies of diseases mediated by immune cells in this disease.
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Abstract:

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease characterized by alterations in cytokines
produced by both Thl and Th17 pathways. The aim of this study was to evaluate serum
levels of pivotal cytokines and correlate them with clinical parameters. Serum samples
from 53 psoriasis patients and 35 healthy volunteers, matched by the proportion of sex
and age ratios, were collected for ELISA cytokine detection. Psoriasis Area and Severity
Index (PASI) was assessed at the time of sampling in psoriasis patients.. Our findings
demonstrate that IL-17A, IL-22, and IL-6 serum concentrations were significantly higher
in psoriasis patients than in the control group. No statistical correlation could be found
between cytokines concentrations, PASI score and age in this study. Although our results
do not show any correlation between serum levels of IL-17A, IL-22 and IL-6 and disease
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activity, the present study confirms that they were increased in Brazilian psoriasis patients
in comparison to healthy volunteers.

Key words: psoriasis, inflammation, interleukins, disease activity

Abbreviations:

C/EBPpB, CCAAT-enhancer-binding proteins-p;CCL, chemokine (C-C motif) ligand;
CK, cytokeratin; CXCL, chemokine (C—X-C motif) ligand; ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay; ESR: erythrocyte sedimentation rate; INF-y, interferon-y; MMP,

matrix metalloproteinases; NFxB, factor nuclear kappa B; PASI, psoriasis Area and
Severity Index; TNF-a, tumor necrosis factor-a; VEGF, vascular endothelial growth

factor.

1 — Introduction

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease that can be associated with other systemic
disorders like cardiovascular disease, metabolic syndrome and inflammatory bowel
disease [1,2]. The financial and psychological impacts lead to anxiety and depression
especially in individuals with active professional and social lives [3-5]. The predominant
clinical presentation of psoriatic lesions is characterized by the formation of scaly, well-

demarcated erythematous plaques due to hyperproliferation of keratinocytes [6,7].

In vitro models studies have revealed a complex interaction of dendritic cells, epidermal
keratinocytes, infiltrated immune cells and their pro-inflammatory cytokines [8, 9]. In the
past decade, Thl cytokines such as interferon gamma (IFNy) and tumor necrosis factor
alfa (TNFa) were considered to play a major role in this disease [10], but recent evidence
points toward a central role of 1L-23 and IL-17A in the physiopathogenesis of psoriasis.
[11-13]

IL-17A enhances the expression of S100 proteins, chemokines CCL20, CXCL1,
CXCL3, CXCL5, CXCL6 and CXCLS8, and VEGF in keratinocytes leading to aberrant
cell differentiation, proliferation and immune activation [14-16]. IL-22 decreases the
expression of CK10, filagrin and involucrin and induces the production of matrix
metalloproteinases 1 and 3(MMP1 and MMP3), which facilitate the infiltration of
immune cells and the restructuring of the epidermis [17, 18]. In mouse models of psoriasis
elevated levels of IL-21 are associated with CK6 and CK16 overexpression, consistent

with an abnormal keratinocyte proliferation [19]. Finally, IL-6 can induce IL-1a
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expression, which promotes keratinocyte proliferation and the activation of NFkB and
C/EBPp transcription factors [20]. Besides, in vitro combination of IL-6 and TGF-f
drives the differentiation of CD4" T naive cells into a Th17 phenotype [21].

This study was designed to evaluate the expression of IL-17A, 1L-22, IL-21 and IL-6 in
serum samples from northeastern Brazil patients with plaque-type psoriasis and its

correlation with disease activity.
2 - Materials and Methods
2.1 Population under study

Serum samples from fifty three patients with plaque-type psoriasis attending the
Dermatology and Rheumatology Outpatient Clinic at Universidade Federal de
Pernambuco, Recife-Brazil and thirty five healthy donors were collected. The human
ethics committee of the UFPE approved the study protocol (CEP-CCS 528/11). Blood
samples obtained by venipuncture were centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes. The
serum was collected and stored at -80°C. Formal written consent was obtained from all

the patients and healthy volunteers enrolled in the study.

2.2 Clinical assessment

Only patients with a diagnosis of plaque-type psoriasis in strict accordance with the
diagnostic criteria of Nestle et al. [6] were included in the study. Psoriasis Area and
Severity Index (PASI) [22] assessment was used to grade the disease activity of patients
with psoriasis at the time of blood collection as mild (0-10), moderate (11-20) and severe
(>20) [23]. Patients with other coexistant autoimmune disorders, acute or chronic
infections, malignancies, receiving systemic treatment, immunosuppressive drugs or
phototherapy were excluded from our study. Patients were off topical treatment for 4

weeks prior to the PASI score evaluation and blood sample collection.

2.3 Measurements of Cytokines

Serum levels of IL-17A, IL-6, IL-21, IL-22 were measured by using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (eBiosciencies USA and BD Biosciences USA)
according to the manufacturers’ instructions. The absorbance used was the difference

between 570- 450 nm readings. The minimum limits of detection of the ELISA kits used
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in the experiment were 3.9 pg/mL for IL-17A , 4.69 pg/mL for IL-6, 8 pg/mL for IL-21,
and 15.63 pg/mL for 1L-22.

2.4 Statistical analysis

Statistical analyses were performed by GraphPad PRISM 6.01 software. The D’ Agostino-
Pearson and Mann-Whitney tests weres used. Results were expressed as median and
interquartile range, or mean * standard deviation (SD) for variables with normal
distribution. Pearson’s correlation coefficient was used in correlation analyses. The

statistical significance was accepted when p < 0.05.
3. Results
3.1 Clinical and laboratory values of psoriatic patients

Clinical and demographic characteristics of patients and controls are detailed in Table 1.

Table 1: Clinical features of psoriasis patients and Healthy controls

Characteristic Mean(Range or SD) Mean(Range or SD)
Patients (n=53) Controls (n=35)

Female 24 16

Male 30 19
Age (years) 50.2 +13.3 46.0+11.0

PASI 16.4 (7-41)

(n=53)
Mild 83+11

(n=16)

Moderate 152 +3.0

(n=21) -

Severe 28.5+4.8

(n=16)

3.2 1L-17A, IL-22, IL-6 and IL-21 serum levels in psoriatic patients and healthy controls.

The cytokines investigated in this study were detected in serum samples from all patients

whereas IL-17 and IL-6 were below the minimum detection level of the kit in healthy
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controls. According to the D’ Agostino-Pearson test, all results obtained with the dosage
of IL-17, IL-22, IL-6 and IL-21 do not follow the normal distribution and these cytokines

were expressed by median with interquartile range (Table 2).

IL-17A, IL-22 and IL-6 serum concentrations were significantly higher in psoriatic
patients than in healthy donors. In contrast, IL-21 levels were numerically higher in

healthy controls than in patients, but the difference was not statistically significant.

Table2: Serum citokynes in psoriasis patients and healthy controls

Cytokine Patients Control Man-whitney
(pg/mL) test
Mild Moderate Severe All group
(n=16) (n=21) (n=16) (n=53) (n=35)
3,9 3.9 19,55 3.9 3.9
IL'17 <0 0001 *kkk
(3,9-2420) (3,9 -3530) (3,9-3170) (3.9-3530) (3.9-3.9) ’
4,6 4,6 4,6 4.6 7.8
“_'6 *kk*k
(4,6 -203,3) (4,6 -469,5) (4,6-115) (4.6-469.5) (7.8-57.2) <0, 0001
7,8 7,8 7.8 4.6
IL-22 7,81* *
(7,8-46,3)  (7,8-103,9) (7.8-103.9) (4.6-4.6) 0.0247
15,6 15,6 23 15.6 66.33
IL-21 0.2516
(15,6- 195,5) (15,6 -230,5)  (7,8-335,5) (15.63-335.5) (7.8-1621.3)

Values represented by median with (minimum- maximum) + Samples which has no variation

3.2 Correlations between IL-17A, IL-22, IL-6 and IL-21 serum levels of psoriatic patients
and PASI Score and age.

In our study we observed that both IL-21 levels tended to correlate with Psoriasis Area
Severity Index, but no statistical significance was showed (p= 0.0952). Serum levels of
IL-17A and IL-6 were not correlated PASI. No correlation was found between serum

levels of the cytokines analyzed in this study and severity grading or age of patients.
Discussion

Our study revealed increased IL-17A serum levels in psoriasis patients in comparison
with healthy controls, but no statistical correlation between this cytokine and PASI or age

was found. These results are in agreement with a randomized controlled trial that showed
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high blood levels of IL-17A in psoriasis patients before treatment with etanercept and
acitretin [24]. More recently, a transcriptome evaluation study also demonstrated high

IL-17A serum levels in moderate-severe psoriasis patients [25].

In another study, Takashi et al [26] determined serum levels of diverse cytokines and
growth factors in Japanese patients with psoriasis, including some cases with psoriasis
guttata, erythrodermic psoriasis and psoriatic arthritis . They observed that IL-17 levels

were higher than in healthy controls and strongly correlated with PASI.

In contrast with our findings in serum samples, significantly increased mRNA expression
and protein accumulation of these cytokines have been found in psoriatic skin biopsy

specimens [27-29].

We did not find a statistically significant correlation between the IL-22 serum
concentration and disease activity. In a recent study, Michalak-Stoma et al [30] found
significantly higher serum concentrations of IL-22 in psoriatic patients in comparison
with healthy controls and a significant positive correlation with psoriasis severity
measured by PASI and BSA score. The correlation they found may be due to the greater
range of PASI values in their patients ( 4.8 to 64.2) compared to that in our study (7 to
41). Their study population also differs from ours in the higher proportion of men (80%).

Some studies have shown increased serum levels of IL-21 in psoriasis patients with
respect to healthy controls [31, 32]. However only He et al. [32] found a statistically
significant positive correlation with PASI.

In our experiments we found elevated serum IL-6 levels in psoriatic patients with no
correlation with disease severity, as has been reported before [25, 26, 29]. In a recent
study Cordiali-Fei et al. [33] showed increased IL-6 serum levels in patients before
biological therapy but no correlation with PASI was attempted. Elango and colleagues
reported a positive correlation with only two components of PASI, namely infiltration

and desquamation [34].

As previously discussed, cytokines well-described in psoriasis pathogenesis are also
elevated in Brazilian northeastern patients’ serum. IL-17 is able to induce pivotal
chemokines involved in development and amplification of psoriasis plaque [14-16, 35].
IL-6 is associated with pustular variants of disease in which acts promoting keratinocyte

release of neutrophil chemoattractant factors [36]. Finally, according to Sa et al. and Wolk
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et al., IL-22 inhibits the final stages of keratinocyte differentiation leading to absence of
a granular layer and persistence of cell nuclei in the superficial cells [37, 38].

Conclusion

Our study revealed increased IL-17A serum levels in Brazilian psoriasis patients in
comparison with healthy controls, but no statistical correlation between this cytokine and

PASI or age was found.
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7. Discussao

Varios estudos foram realizados para examinar os niveis séricos de citocinas em doencgas
inflamatdrias crénicas, como a Pso. Porém, poucos estudos correlacionam a gravidade da
doenca com o nivel de citocinas pré-inflamatdrias (Elloso, Gomez-Angelats e Fourie, 2012). A
expressao elevada de citocinas esta associada com as vias Thl e Th17 e tem sido observada na
Pso (Abdel-Hamid et al., 2011; Elloso, Gomez-Angelats e Fourie, 2012; Killeen et al., 2013;
Shibata et al., 2013).

Além disso, resultados de outros estudos associaram os niveis séricos de citocinas em
pacientes psoridsicos em relacdo aos controles sauddveis, logo, citocinas circulantes podem
desempenhar um papel importante na inducdo da proliferacdo das células da epiderme e derme
e no infiltrado inflamatdrio presente na placa psoriasica (Anderson et al., 2010; Coimbra et al.,

2010; Takahashi et al., 2010).

Os resultados indicam que os pacientes com Pso apresentam maiores niveis de IL-8, IL-
9, IL-17A, IL-21 e IL-27 em relacdo aos controles saudaveis. A IL-9 ainda se mostra associada com
a gravidade da doenca medida pelo PASI em leve, moderado e grave. A IL-8 e a IL-17A se

mostram aumentadas nos pacientes mais velhos apresentando uma correlagao positiva.

A IL- 8 é relatada como uma citocina pré-inflamatéria envolvida em desordens
inflamatdrias da pele, como Pso. IL - 8 tem sido relatada a um aumento no fluido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide (Sticherling et al., 1999), e significativamente mais
concentrada na artrite e lUpus eritematoso sistémico (Szabo et al., 2013). Sabe-se que a Pso leva
a um disturbio inflamatdrio entdo esperava-se que esta citocina estivesse aumentada nos
pacientes do estudo. Tem sido argumentado que a IL-8 tem a func¢do de quimiotaxia, a inducdo
da migracdo de neutréfilos e desgranulacdo em locais de inflamacdo, tal quais placas de
psoriasicas. Por estas razoes, é entendido o resultado de IL-8 aumentado em comparag¢do com

pacientes saudaveis como foi demonstrado.

Os resultados mostram também que a IL-8 aumenta gradualmente com a idade dos
pacientes com Pso, provando ser um possivel fator agravante, porque quanto mais tempo
convivendo com a doenca mais IL-8 estd sendo produzida. O avanco da idade leva,
consequentemente, a um aumento nos niveis séricos de IL-8 em pacientes com Pso (Abdel-

Hamid et al., 2011).
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Doencas autoimunes e inflamatérias como a dermatite atdpica, a artrite reumatdide, o
[Upus sistémico e o lupus eritematoso sistémico, assim como a Pso, estdo envolvidas com as

células da via Th17 e esta via pode ser ativada pela IL-9 (Friberg et al., 2006; Nowak et al., 2009).

Recentemente, (Singh et al., 2011)demonstraram que a IL - 9 ndo tinha efeitos sobre o
IFN-y secretado por células T CD4 +, utilizando as células de individuos com Pso, sugerindo que
a IL-9 ndo contribuia no componente Thl da doenca (Singh et al., 2011). No entanto, a
descoberta de que a IL-9 possuia papel patogénico no tratamento da Pso foi observado em
camundongos transgénicos K5.HTGFB1, que exibem um fendtipo similar a Pso humana. Uma
injecdo intradérmica foi aplicada nesses animais com anti-IL-9 o que diminuiu o nivel dessa
citocina nesses camundongos e foi observado uma diminuicdo nas alteracdes morfoldgicas das
lesdes semelhantes a Pso como também a infiltracdo celular, neovascularizacdo da pele e a

reducdo da expressdo de IL-17A (Singh et al., 2013).

Os resultados mostram que os niveis séricos de IL-9 foram aumentados em pacientes
com Pso em placas comparados com controles saudaveis . Os mecanismos especificos da alta
expressao de IL-9 na Pso ainda sdo desconhecidos, mas, com base em nestes resultados, pode-

se inferir que ha uma relacdo direta entre os niveis de IL-9 séricos e gravidade da doenca.

A IL-17A estd diretamente envolvida em processos inflamatérios em diversas doencgas,
e na Pso, pois induzem a proliferacdo dos queratinécitos (Guilloteau et al., 2010), é sugerido
ainda que a IL-17A funciona ativando a IL-23, citocina responsavel no quadro inicial da Pso (Rizzo
et al., 2011). Inclusive, ha produgdo de anticorpo monoclonal anti-IL-17A para o tratamento da
Pso e doengas autoimunes em estudo, pois esta citocina é marcada como um novo alvo
terapéutico (Brown et al., 2014). Os resultados encontrados mostram niveis elevados de IL-17A
no soro dos pacientes com Pso, enquanto que nos pacientes controles ndo foi detectado IL-17A
em nenhum dos voluntarios. A IL-17A mostrou ainda correlacdo com a idade dos pacientes,

guanto mais avancada fosse, maiores seriam os niveis da citocina inflamatoria.

Um estudo recente ressalva a potente agao da IL-21 na hiperplasia dos queratindcitos e
pode ser uma citocina importante no desenvolvimento da Pso, pois foi encontrada elevada na
pele dos pacientes psoriasicos (Botti et al., 2012). Porém pouco se sabe sobre o mecanismo da
IL-21, esta vem sendo estudada nos ultimos cinco anos. Os resultados encontrados mostram
resultados inovadores, pois até entdo ndo ha relatos dos niveis séricos da IL-21 em pacientes

com Pso, e foi demonstrado que os niveis de IL-21 estdo aumentados nos voluntarios testados.

A IL-27 é uma citocina recentemente estudada e foi associada com fatores inflamatdrios

de doencas respiratdrias (Xu et al., 2013), com o Lupus Eritematoso Sistémico (Tojo et al., 2012)
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e também com a Pso, onde niveis séricos de IL-27 se mostram mais elevados que em controles
sadios (Shibata et al., 2010; Shibata et al., 2013). Os resultados encontrados mostram os niveis
de IL-27 aumentados na Pso em relacdo aos pacientes sauddveis, o que pode indicar a

participacdo desta citocina na Pso.

Em adi¢do, os novos derivados TZD foram inicialmente utilizados no tratamento da
diabetes e posteriormente foi verificada uma possivel agdo imunomoduladora (Varani et al.,
2006). Os TZD atuais possuem riscos de citotoxicidade menores que as drogas antigas, como a
troglitazona, a qual foi abolida de alguns paises. Na terapéutica ha o uso da Pioglitazona e
Rosiglitazona, que possuem poucos efeitos colaterais, porém estuda-se uma cardiotoxicidade
da Rosiglitazona (Tolman, 2011). Alguns estudos indicam um aumento no risco de fratura dssea
guando em uso de TZD, porém esta teoria esta sendo discutida, uma vez que outros estudos
mostram niveis elevados de Vitamina D em pacientes que fazem a utilizacdo destes

(Chakreeyarat et al., 2011).

A Troglitazona e a Rosiglitazona foram testadas em células musculares das vias aéreas,
gue induzem asma e outras doencas, em cultura, e foi avaliada uma potente acdo anti-
inflamatéria. Estas drogas foram capazes de inibir IL-4, IL-6 and TNF-a (Zhu et al., 2011). Em
adicdo, niveis circulantes de IL-6 sdo diminuidos quando em presenca de TZD (Schernthaner,
2009). Nosso TZD SF-35 foi capaz de inibir a producdo de IL-6 na dose de 50uM e mostrou-se

mais eficiente nesta funcdo do que a droga padrdo testada, a Metilprednisolona.

Os derivados TZD sdo capazes de reduzir a produgdo de TNF-q, IL-6 e IL-8 em cultura de
sinovidcitos, como também fatores inflamatdrios como a via NF-kB a partir do seu inibidor Ikk,
e marcadores cardiacos como PCR e algumas metaloproteinases de pacientes com Artrite
Reumatéide (Consoliand Devangelio, 2005). A Pioglitazona se mostrou capaz também de reduzir
niveis de citocinas inflamatdrias em experimentos com camundongos com sepse induzida
(Kaplan et al., 2013). Os TZD mostram também uma atividade em doencas intestinais como a
colite. Em experimentos com camundongos com colite induzida, a Rosiglitazona e a Troglitazona
foram capazes de diminuir os efeitos inflamatérios a nivel tecidual e também citocinas

inflamatdrias como a IL-2 e o IFN-y (Celinski et al., 2013).

Alguns estudos indicam as TZD como tratamento para doencas inflamatédrias e
autoimunes, como a uveite. Em modelos murinos estas drogas mostraram capazes de reduzir
inflamacdo e trés citocinas inflamatdrias, sendo elas IL-6, IL-17 e o IFN-y (Okunuki et al., 2013).
Em modelos experimentos de Artrite, o tratamento com a Pioglitazona mostrou uma reducao

na destruicdo dssea na sindvia dos camundongos testados e uma diminuicdo da IL-17 presente
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nesse meio o que deve ter sido devido a redugdo da inflamagao (Koufany et al., 2013). Além de
Artrite e doencgas intestinais, tem se estudado um efeito benéfico das TZD em doengas
respiratdrias como Asma e Rinite Alérgica com resultados promissores (Won et al., 2010).
Nossos resultados mostraram uma reducdo dose dependente da IL-17A nos trés novos

derivados TZD, o que pode ser um fator importante na reducdo da inflamagao na Psoriase.

Um estudo recente mostrou as TZD como potentes redutores de IL-22 em PBMCs de
pacientes portadores de Artrite Reumatoide (Da Rocha Junior et al., 2013). Uma recente
publicacdo do compostos derivado TZD TM-17 [5-(5-bromo-2-methoxy-benzylidene)-3-(2-nitro-
benzyl)-thiazolidine-2,4-dione] mostra que este derivados foi capaz de reduzir as citocinas
inflamatdrias IL-17A, IL-22 e IFN-y (Da Rocha Junior et al., 2013) . Os resultados com os novos
derivados TZD mostram semelhancas, pois o LPSF-SF-33 na dose de 100uM, LPSF-SF-34 e o LPSF-
SF-35 nas doses de 10 e 50uM foram capazes de diminuir a producdo de IL-22 e ainda se
mostram mais eficientes que a droga padrdo utilizada, a metilprednisolona, em PBMCs de

pacientes portadores de Pso.

Adicionalmente hd estudos que sugerem as TZD como potentes redutoras de
proliferacdo de queratindcitos a partir de testes in vitro. Pioglitazona e Rosiglitazona foram
capazes de diminuir essa proliferacdo e ainda foram capazes de inibir metaloproteinases
envolvidas no processo de desenvolvimento da Psoriase (Varani et al., 2006). Assim, derivados
TZD podem ser uma boa opc¢do para o tratamento de doencas inflamatédrias de pele, como a

Psoriase.
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8. Conclusoes

Visto o potencial em reduzir citocinas envolvidas no processo inflamatdrio tanto da via
Th1, quanto da via Th17, os novos derivados tiazolidinicos aqui apresentados (LPSF-SF-33, LPSF-
SF-34 e LPSF-SF-35) sdo agentes com potencial imunomodulador, pois foram capazes de

diminuir a expressao de IL-17A, IL-22 e IL-6.

9. Perspectivas

Tem-se como perspectivas o entendimento da rota de acao desses novos derivados TZD,
e a confirmacao dos compostos LPSF-SF-33, LPSF-SF-34 e LPSF-SF-35 como agonistas do PPAR-
y. Avaliar seus efeitos de seletividade para Ciclooxigenase 1 ou 2 e na via NFkB. Avaliar em
sobrenadante de cultura os niveis de todas as citocinas que se mostraram elevadas no soro dos
pacientes com Pso, principalmente da IL-9 que mostrou correlacdo com a gravidade da doenca.
Selecionar um maior n de pacientes controles e parea-los para poder representar maior
fidedignidade ao trabalho com os niveis séricos das citocinas inflamatdrias, bem como aumentar

o n dos pacientes portadores de Psoriase.
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ABSTRACT

Objective. To evaluate the effects of simvastatin in peripheral blood mononuclear cell
(PBMC) cytokines profiles of IL-22, IL-17, INF-y and IL-6 and associate with disease
state of the RA patients.

Methods. Peripheral blood mononuclear cells from 22 RA patients were purified and
stimulated or not with phorbol myristate acetate (PMA)/ionomycin and were treated with
the statin Simvastatin in different doses. Supernatants were collected after 48 hours and
cytokine levels were quantified by ELISA. Patients were assessed for clinical and
laboratory variables and correlations of cytokine levels with disease activity measures
[Clinical Disease Activity Index (CDAI), Disease Activity Score for 28 joints (DAS28)]
and Health Assessment Questionnaire (HAQ).

Results. IL-17, IL-6, IL-22 and IFN-y were significantly reduced in a dose response after
simvastatin treatment. IL-17 and IL-6 cytokines were also significantly reduced in lower
concentrations and compared to standard drug. Patients with RA with severe disease
(DAS28 and CDAI) had worse response to simvastatin in reduce cytokines levels, mainly
for IL-17 and 1L-22 cytokines (p<0.05).

Conclusion: Our findings suggest that the simvastatin therapy modulate I1L-17, IL-6, IL-
22 and IFN-y in dose dependent manner and its effect is associated with stratification of
patients according to disease activity. RA patients in clinical remission, mild or moderate
had lower levels of all cytokines analyzed after simvastatin treatment, showing that these
patients have better response to treatment.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune and inflammatory disease characterized with
progressive cartilage and bone destruction of affected joints by chronic synovial
inflammation (Pisetsky, 2012). Studies demonstrate an increased cardiovascular (CV)
risk associated with RA compared with general population, what explicates the increased
mortality and comorbidity of RA patients (Liao, 2013). The chronic systemic
inflammation characterizing RA may contribute to the atherosclerotic process
accelerating to plaque formation and aortic stiffening (Kaisa, 2007).

Statins, inhibitors of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase,
are widely used for lowering cholesterol and the prevention of cardiovascular diseases.
In vitro studies and clinical trials have suggested statins to possess an important role in
RA mainly mediated by their anti-inflammatory and immunumodulatory properties
(Kanda, 2002; McCarey DW, 2004; Shirinsky, 2008). The effect of atorvastatin in
patients with RA was assessed for 6 months on TARA (Trial of Atorvastatin in
Rheumatoid Arthritis) study that showed a reduction in inflammatory markers as well a
reduction of disease activity after treatment with the statin (McCarey DW, 2004). PBMCs
and synovial fibroblasts isolated from RA patients after simvastatin stimulation showed
significant reduction of proinflammatory cytokine IL-6 and IFN-y compared to healthy
blood donors (Blaschke, 2009). Two recently studies reported that statins were associated
with reduced cardiovascular events and mortality in patients with RA (De Vera MA,
2012; Sheng X, 2012). The aim of the present study was evaluate the effects of
simvastatin in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cytokines profiles of 1L-22,

IL-17, INF-y and IL-6 and associate with disease state of the RA patients.

Material and Methods

Patients

RA patient blood samples were obtained from the Department of Rheumatology at
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). A total of 22
patients were evaluated by the presence of four or more American College of
Rheumatology (ACR) 1987 diagnostic criteria?’. Demographic, clinical and laboratory
data were collected from hospital records or by questionnaire and reviewed by

experienced physicians. Laboratory features of RA patients such as erythrocyte
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sedimentation rate (ESR), rheumatoid factor positivity were recorded. Individual disease
activity was quantified using the disease activity score (DAS28)? and the Clinical
Activity Index (CDAI)?°. The Health Assessment Questionnaire (HAQ) score was also
applied in patients (ref HAQ). Radiographs of hands were obtained from RA patients and
evaluated for the presence of erosions by an experienced rheumatologist blinded to the
clinical data. All subjects gave their written consent to participate. The study was
approved by the ethics committee of the UFPE. The patients’ baseline characteristics are

summarized in Table 1.
PBMC:s purification

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from heparinized
blood and were isolated via a standard method of density-gradient centrifugation over
Ficoll-Hypaque (GE Healthcare). Cells were counted in a Neubauer chamber, and cell
viability was determined by the trypan blue exclusion method. Cells were only used when

viability was >98%.
PBMCs cultures

PBMCs (1 x 10° cell/well) from 22 RA patients and 8 healthy volunteers were
cultured in 24-well plates (TPP) in RPMI 1640 (Gibco) supplemented with 10% fetal
bovine serum (Gibco), HEPES 10mM (Gibco) and penicillin/streptomycin 200U/mL
(Gibco) and incubated at 37°C in humidified 5% CO: incubator. The cells were
stimulated or not with PMA 100 ng/ml (Sigma) and lonomycin 1ug/ml and were treated
with Simvastatin (Sigma). The Metilprednisolone (Pfizer) was used as standard drug.

Supernatants were collected after 48 hours and cytokine levels were quantified.

Measurement of serum cytokines levels

Cytokines concentrations in culture supernatants were measured by commercial
ELISA Kits according to the manufacturer’s recommendation. The detection limits for IL-
6 (BD Biosciences), IL-17 (Ebioscience), IL-22 (Ebioscience), and IFN-r (BD
Biosciences) were 4.68, 3.90, 15.62 and 4.68 pg/ml respectively. ELISA plates were read
at 450nm and 570nm (EL808, Biotek, VT, USA).

Statistical analysis
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The Student’s t-test and one-way ANOVA were used for statistical analysis and

p-values <0.05 were considered to be statistically significant. VValues are expressed as the

mean £ SD of three or more replicate experiments.

Table 1. Clinical Parameters of RA patients

Characteristic

Patients
Sex, F/M
Age (years), mean (range)
Disease duration (years), median (range)
DAS, mean (range)
Rheumatoid factor (%)
Positive
Negative
Radiological erosions (%)
Present
Absent
Treatment (%)
Nonsteroidal antiinflammatory drugs
Steroids
Methotrexate
Leflunomide
Antimalarial agents
Biologic therapy
Disease activity (%)
Disease Activity Score 28 joints
Clinical remission
Mild disease
Moderate disease
Severe disease
CDAI
Clinical remission
Mild disease
Moderate disease
Severe disease

22
20/2

51.4 (32-75)

4 (0.08-26.25)
5.5 (2.48-7.84)

17 (77.27)
5(22.72)

11 (57.89)
8 (42.10)

1 (4.54)
20 (90.90)
12 (54.54)
5(22.72)
1 (4.54)

0

2 (9.09)

2 (9.09)
6 (27.27)
12 (54.54)

1 (4.54)

5(22.72)
8 (36.36)
8 (36.36)

Results

PBMCs purified from RA patients following stimulation with PMA and lonomycin were

treated with different Simvastatin doses and with Metilprednisolone as standard drug.

Figure 1 shows a decline in cytokines production after treatment with Simvastatin. It was
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a significant decrease in IL-17 level concentration dependent of Simvastatin with a great
decline at 10 (p= 0.018) and 50 uM (p=0.0005) (Figure 1A). We also observed that the
dose of 50 puM had the best effect on the reduction of IL-17 compared to
Metilprednisolone (p=0.007). Similar results were found for the other cytokines
evaluated. We found a significant reduction in IL-6 (p<0.0001; Figure 1B), IL-22
(p<0.02; Figure 1C) and IFN-y (p=0.0005; Figure 1D) levels after treatment with 50 uM
of simvastatin compared to cells only stimulated with PMA and lonomycin. This
reduction was also significant for IL-6 compared to standard drug at 50 UM of simvastatin
(p=0.0001). We did not find significance compared to Metilprednisolone for IL-22 and
INF-y cytokines.

Next we analyzed the effect of simvastatin at cytokine profile correlating with
disease activity. There was significant correlation for IL-17 and IL-22 levels among the
scores for DAS28 (p=0.03; p=0.039, respectively) (Figure 2A and 2E). It was observed
that patients with RA with severe disease had worse response to simvastatin in reduce
cytokines levels. The same profile was observed for other cytokines, however without
significance. Regarding to Clinical Disease Activity Index (CDAI), it was observed that
patients with RA in clinical remission, mild or moderate had lower levels of all cytokines
analyzed after treatment with simvastatin compared to patients with severity of disease
(Figure 2).

We also assessed associations of simvastatin treatment and Health Assessment
Questionnaire (HAQ) score. RA patients with higher HAQ score had the largest levels of
cytokines after treatment of simvastatin (Figure 3). In fact, these patients with higher

HAQ were less responsive to treatment, although no significance was found.
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Figure 1. Effects of simvastatin on cytokines profile in AR patients. PBMCs from RA patients
following stimulation with PMA and lonomycin were treated with different Simvastatin doses

and with Metilprednisolone as standard drug.
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Figure 2. Correlation between cytokine levels from patients with rheumatoid arthritis
treated with 10 uM of Simvastatin and Disease Activity Score for 28 joints (A; C; E; G)
and Clinical Disease Activity Index (B; D; F; H).
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Figure 3. Correlation between cytokine levels from RA patients treated with 10 uM of
Simvastatin with Health Assessment Questionnaire (HAQ) score.

Discussion

In this study the most of patients analyzed has moderate or severe disease based
on score analysis for DAS28. Experimental studies and clinical trials have strongly
suggested statins to possess an important role in RA mainly mediated by their anti-
inflammatory and immunumodulatory properties. However it was not yet demonstrated
the predictive value of statins regarding disease activity of rheumatoid arthritis. We

decided to investigate the role simvastatin on cytokines immunomodulation in RA

patients and correlate to disease activity.

We found that IL-22, IL-6, IL-17 and IFN-y levels were marked decreased after
treatment with simvastatin a dose dependent manner. Our results correspond well with
previous studies, which have shown that circulating IL-17 was decreased after simvastatin
treatment and IL-6 levels were reduced only in the responder group. No differences were
found related to INF-y (Shirinsky et al 2008). However this last study had a different

approach directly treating patients with simvastatin.
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Many others studies have demonstrated the statins effects in rheumatoid arthritis
(Blaschke et al., 2009; McCarey et al., 2004; Lazzerini et al.,2007). IL-6 and IL-8
cytokines had a dose dependent reduction by simvastatin in culture supernatants of
synoviocytes obtained from RA patients (Yokota et al., 2006; Lazzerini et al., 2007). The
findings of the study by Blaschke et al, showed that PBMCs from RA patients treated
with Atorvastatin have IFN-y diminished but no significant changes were detected for IL-
10 and IL-4 cytokines. The same work also demonstrated a significant reduction in IL-6
and IL-8 mRNA transcript levels and in cell culture supernatants within Atorvastatin-
stimulated synoviocytes cultures. For the first time our findings showed that I1L-22 and
IL-17 levels were significantly reduced by simvastatin in RA patients with lower disease
activity. For all cytokines evaluated we observed that patients with severe activity of
disease (DAS28>5.1 and CDAI>22) respond less to simvastatin treatment. Corroborating
this finding we also observed the same trend for patients with higher HAQ. Patients with
higher HAQ generally have a worse prognosis and responded less to simvastatin in terms
of decreased cytokine. Several studies have shown the effect of simvastatin in disease
activity of RA patients. Patients that have received atorvastatin were followed up over 6
months and DAS28 improved significantly compared to placebo group (McCarey et al.,
2004). Disease activity also decreased significantly by atorvastatin in another study
(Tang, 2011). Recently, Kumar et al (2012) found no difference between rosuvastatin and

placebo groups in rheumatoid disease activity.

B cells, T cells, and the orchestrated interaction of pro-inflammatory cytokines
play key roles in the pathophysiology of RA. In our study simvastatin at both doses (10
and 50 uM) significantly inhibited IL-17 and IL-6 cytokines. IL-17 has been suggested
to play an important role in the pathogenesis of RA, promoting synovitis (Lubberts, 2008;
Choy, 2012). Joint-specific mesenchymal cells contribute to the Thl7-mediated
augmentation of the inflammatory phase in RA by promoting the migration of Th17 cells
to the inflammatory joint and then homeostatic proliferation with increase in IL-17
production (Komatsu, 2012). IL-6 in turn is also one of the key cytokines in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis, inducing osteoclast-like cell formation, which is
responsible for joint destruction (Kotake, 1996). Although preliminary, for the first time
we demonstrated that simvastatin reduced 1L-22 levels in PBMCs from RA patients. A
previous study of our group analyzed IL-22 levels in RA patients and found that this

cytokine was increased compared to healthy individuals. Additionally it was shown that
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high levels of this cytokine were correlated with DAS28, CDAI and bone destructive
disease (Rocha et al., 2012).

In conclusion, our findings suggest that the simvastatin therapy modulate IL-17,
IL-6, IL-22 and IFN-y in dose dependent manner and its effect is associated with
stratification of patients according to disease activity. Further studies will be necessary to

elucidate the molecular mechanisms.
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12.2. Apéndice 2: Ficha clinica para sele¢ao de pacientes com Pso
Ficha Clinica para recrutamento dos pacientes com Psoriase

Ambulatdrio de Psoriase e APso
Atendimento inicial

Hespital das Clinicas

UFFE
Paciente: Registro:
Data de Nascimento: Idade: Sexo:
Data:
Endereco: -
Telefones:

RACA: BRANCA (1) NEGRA (2) PARDA (3) INDIGENA (4) AMARELA (5)
ESCOLARIDADE:

O Analfabeto(a) (1) o 1° Grau Completo (2) o 1° Grau Incompleto (3)

o 2° Grau Completo (4) o 2° Grau Incompleto (5) 0 3° Grau Completo (6) o 3° Grau Incompleto

()

RENDA FAMILIAR:

o até 1 Salario Minimo (1) o 1-3 Salarios Minimos (2)
o 4-10 Salarios Minimos (3) o >10 salarios minimos (4)
HISTORIA FAMILIAR DE PSORIASE?

Primeiro grau:

o Sim; Quantos? Qual doenga? o Nao
Segundo grau:
o Sim; Quantos? Qual doenga? o Nao

Incapacidade laboral?
o Nao o transitéria o parcial O total

Comorbidades:

Hipertensdo arterial Sistémica? o SIM; o NAO

Se a resposta for SIM:

Faz uso de medicagéo anti-hipertensiva? o SIM o NAO

Historia prévia de Doenca cardiovascular?
o Sim (1), Qual? o Néo

Historia prévia de Doencga cardiovascular na familia?
Primeiro grau:

oSim; Quantos? Qual a idade? o Nao
Segundo grau:
o Sim; Quantos? Qual a idade? o Nao

INFECCOES DE REPETICAO

o NAO o SIM; Sitio:
DIABETES
o NAO o SIM;
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TIREOIDOPATIAS

o NAO o SIM;

OUTRAS ENDOCRINOPATIAS

TABAGISMO?
o Sim; Cigarros/dia
o Ex Cigarros/dia

Tempo:

o Nao
anos Inativo: anos

PRATICA ATIVIDADE FiSICA ATUALMENTE?

o Sim; Com que freqiiéncia?
Que tipo de atividade (s) fisica?

o Nao

ETILISMO:

o NAO o SIM;

/semana

Frequéncia:

MEDICAMENTOS EM USO ATUAL OU ANTERIOR (Olhar também o prontuario)

DROGA

DOSE ATUAL

DATA DE INICIO

DATA DE TERMINO

1. Prednisona

2. Metotrexato

3.Acitretina

4, Leflunomida

5. Infliximabe

6. Adalimumabe

7. Etanercepte

8. Sulfassalazina

9. AINE

> OU IGUAL A 50% DO
TEMPO?

o Sim o Nao

Por demanda?

o Sim o Nao

10. Estatinas

11. Anti-hipertensivos

12.CE topico

13.0utras
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PSORIASE

Data de inicio dos sintomas: / /
At = (anos, meses, etc.)
Data do diagnostico: / /
Comprometimento Ungueal
PASI (0 -72):
Area | Eritema | Infiltracdo | Descamagio Soma x Area X Total
Escore
Cabeca (x
0,1)
Tronco (X
0,3)
MMSS (x
0,2)
MMII (x
0,4)
Pontuacéo 0 1 2 3 4 5 6
Eritema
Infiltragéo Nenhum Discreto | Moderado Grave Muito
Descamagéo Grave
Area Real 0 1-9 10-29 30-49 50 - 69 70-89 | 90-100
(%)
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