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RESUMO

A psoriase (PsO) é uma doenga inflamatdéria crénica imunomediada
caracterizada por proliferacdo de queratindcitos e formagao de placas cutaneas. No
contexto clinico, esta dermatose pode ter diferentes classificagdes em decorréncia dos
tipos de lesbes na pele, sendo o tipo vulgar e gutata os mais frequentes. A maioria
dos estudos descritos na literatura demonstram diferentes analises sobre o perfil
demografico, aspectos histolégicos e imunoldgicos acerca da PsO, entretanto, ha uma
grande escassez de dados em individuos n&o caucasianos, particularmente na regido
Nordeste do Brasil. Este estudo objetivou avaliar o perfil clinico, histolégico e imuno-
histoquimico de pacientes nao caucasianos portadores de doenca psoriatica
atendidos no servico de referéncia de diagndstico e tratamento de psoriase no
Departamento de Dermatologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa. Nesse estudo, foram descritas as
caracteristicas sociodemograficas a partir dos prontuarios dos pacientes e da analise
de 31 amostras de tecido de pele obtidos através dos blocos de bidpsia de individuos
portadores de psoriase ou saudaveis de ambos os sexos. Para as analises
histologicas foram utilizados diferentes sistemas de coloragdo tais como H&E,
Tricromico de Masson e Azul de Toluidina. Enquanto para as analises imuno-
histoquimicas para macréfagos M1 e M2 foram utilizados anticorpos para
Calprotectina e CD163, respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram que as
amostras psoriaticas apresentaram desorganizacdo na matriz extracelular,
apresentando uma maior deposicdo de colageno, maior acantose com discreta
presenga de mastocitos para PsO vulgar e maior numero de vasos sanguineos na
PsO gutata. O numero de macrofagos M1 foi consideravelmente maior nos tecidos
psoriaticos, enquanto para os macréfagos M2 foi observada maior densidade no grupo
controle, caracterizado por amostras de individuos saudaveis. Os dados obtidos neste
estudo corroboram com a literatura vigente, entretanto se faz necessario estudos
adicionais para melhor elucidar a contribuicdo das diferentes populagdes de
macrofagos na fisiopatologia da psoriase e sua possivel contribuicdo para a melhoria

do diagnastico e terapia das diferentes manifestagdes clinicas da psoriase.

Palavras-chave: Psoriase, manifestagao clinica, histopatologia, macréfagos.



ABSTRACT

Psoriasis (PsO) is an immune-mediated chronic inflammatory disease
characterized by proliferation of keratinocytes and formation of skin plaques. In the
clinical context, this dermatosis can have different classifications due to the types of
skin lesions, with the vulgaris and guttate types being the most frequent. Most studies
described in the literature demonstrate different studies of the demographic profile,
histological and immunological aspects of PsO, however, there is a great lack of data
in non-Caucasian individuals, particularly in the Northeast region of Brazil. This study
aimed to evaluate the clinical, histological and immunohistochemical profile of non-
Caucasian patients with psoriatic disease treated at the reference service for diagnosis
and treatment of psoriasis at the Department of Dermatology, University Hospital Lauro
Wanderley, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa. In this study, the
sociodemographic characteristics were described based on the patients’ medical
records and the analysis of 31 samples of skin tissue obtained through the biopsy
blocks of individuals with psoriasis or healthy individuals of both genders. For
histological analysis, different staining systems such as H&E, Masson's Trichrome and
Toluidine Blue were used. While for the immunohistochemical analysis for
macrophages M1 and M2 antibodies to Calprotectin and CD163 were used,
respectively. The results showed that the psoriatic samples showed disorganization in
the extracellular matrix, with greater collagen deposition, greater acanthosis with a
discrete presence of mast cells in PsO vulgaris and a greater number of blood vessels
in PsO guttate. The number of M1 macrophages was significantly higher in psoriatic
tissues, while M2 macrophages was observed in the control group, processed by
samples from healthy individuals. The data obtained in this study corroborates the
current literature, however, additional studies are needed to better elucidate the
contribution of different macrophage populations in the pathophysiology of psoriasis
and their possible contribution to improving the diagnosis and therapy of the different

clinical manifestations of psoriasis.

Keywords: Psoriasis, clinical manifestation, histopathology, macrophages.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Caracteristicas, etiologia e epidemiologia da psoriase

A Psoriase (PsO) é um disturbio inflamatério cutaneo, crénico e nao
transmissivel de ocorréncia mundial, com alta prevaléncia na populagdo em geral e
com grande impacto negativo na qualidade de vida dos pacientes afetados
(SAMPOGNA et al., 2012)

E uma doenca que acomete regies corporais como a pele e as unhas, e esta
envolvida no surgimento de algumas comorbidades fisicas, emocionais e sociais. Os
portadores de PsO enfrentam uma série de desafios como perda acentuada de
produtividade, altas taxas de depressao, exclusao social, discriminagao e o estigma.
(AUGUSTIN et al., 2015; BOEHNCKE; SCHON, 2015). Varias comorbidades podem
ser observadas nos portadores desta doenca tais como doencgas cardiometabdlicas,
gastrointestinais, obesidade, diabetes, hipertensao arterial, sindrome metabdlica,
doenca inflamatéria intestinal e renal, infeccbes e transtornos de humor
psicologicos. Além disso, a artrite psoriatica € uma das principais comorbidades
associadas a PsO (BAETA et al., 2014; BOEHNCKE et al., 2018).

Atualmente, o consenso é de que a doenga possui um carater poligénico, isto
€, varios genes associados, além de ser classificada como uma doencga
imunomediada, dado a participagao do eixo inflamatério na fisiopatogénese da PsO,
no entanto, existem controvérsias quanto a classificagdo como doenga autoimune,
dado que nenhum autoantigeno foi conclusivamente descoberto e relacionado ao
desencadeamento da PsO. Adicionalmente, embora a PsO possua numerosos
componentes-chave envolvidos em sua fisiopatogénese, incluindo suscetibilidade
genética, desencadeantes ambientais em combinagdo com disrupgdo da barreira
cutanea e disfungdo imunoldgica, a etiologia permanece desconhecida (KUMARI,
2018; GRANATA et al.,, 2019; PITHADIA et al., 2019).

Em relagao a distribuicdo global, aproximadamente 125 milhdes de pessoas
sao afetadas pela doenca, e € possivel observar prevaléncia equivalente entre
homens e mulheres de todas as idades. Entretanto, ha uma taxa aumentada da
manifestacdo da PsO entre os 18 e 39 anos e entre 50 e 69 anos nas mais variadas
etnias. Geralmente, a incidéncia em adultos varia de 0,51% a 11,43%, dependendo

da regido geografica, e, apesar dos poucos estudos relacionados a PsO na infancia,
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sabe-se que criangas também sao afetadas, com incidéncia estimada de 0% a 1,37%
(TOLLEFSON et al., 2010; WHO, 2016; CHAPMAN; EL MIEDANY, 2017; MICHALEK;
LORING; JOHN, 2017).

Estudos anteriores mostraram uma correlagio relativamente fraca em relagao
a prevaléncia da PsO de acordo com a latitude geografica (Figura 1). A enfermidade
ocorre mais comumente nas populagdes do norte da Europa e menos nas populacdes
da Asia Oriental. Estudos realizados nos Estados Unidos da América, entre os anos
de 2009 e 2010, mostraram que individuos com ancestralidade caucasiana possuem
uma prevaléncia da doenga de 3,6%, enquanto pessoas com ancestralidade negra,
hispanica ou outras apresentaram porcentagens menores de ocorréncia, 1,9%, 1,6%
e 1,4%, respectivamente (SHAO; ZHANG; WANG, 1987; JACOBSON et al., 2011;
DANIELSEN et al., 2013; RACHAKONDA et al., 2014; KUBOTA et al., 2015).

Figura 1 - Prevaléncia mundial da Psoriase

Prevaléncia de
Psoriase (%0)

<05

0,5-1,4 “
w1524
W 2534

| BXIC

Nio avaliado

Andlise de 22 pesquisas de base populacional encontrou uma correlagao positiva fraca entre latitude mais alta e
maior prevaléncia de psoriase. As taxas de prevaléncia mais baixas foram observadas em indios latino-
americanos, nativos americanos e em paises africanos e asiaticos, enquanto as taxas mais altas foram relatadas
na Europa.

Fonte: Adaptado de CHAPMAN; EL MIEDANY, 2017.

Na América Latina os estudos sobre a prevaléncia da PsO também séo
escassos, porém especialistas estimaram uma prevaléncia regional média em seus
paises, como mostra a Figura 2. Sabe-se que ha uma heterogeneidade racial e étnica

muito grande na referida populagao, o que acaba complicando a realizagao de estudos
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genéticos. Fatos como estes sé reforgam a necessidade de uma avaliagao adequada
da doenga psoriatica através de mapeamentos epidemiologicos, genéticos e de
biomarcadores na América Latina (GPA, 2019; ESPINOZA et al., 2012).

Figura 1 - Estimativas da prevaléncia de psoriase na América Latina.

1.7%

1.7-2.0
2.1-3.0 2.0% 1.8%
Bl 5.1-4.0
Bl 4.1-59

no data

Prevaléncia da Psoriase em Paises da América Latina de acordo com dados do Atlas Global de Psoriase,
apontando fraca relagéo de prevaléncia da doenga entre os esses paises.
Fonte: Adaptado de GPA, 2020.

No Brasil, existem poucos estudos que levam em conta a prevaléncia de PsO,
no entanto, a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD, 2019) considera que isto
segue uma tendéncia mundial e que aproximadamente 1% da populagéo brasileira é
acometido pela enfermidade. Um estudo realizado no Brasil por Romiti e
colaboradores (2017), através de pesquisa telefbnica randomizada em 117
residéncias com 8947 habitantes de todas as 26 capitais brasileiras. A PsO foi relatada
em 117 residentes (1,31%), sendo 59 (50,4%) do sexo masculino e com idade média
de 52 anos. O referido estudo concluiu que a prevaléncia média de PsO nas regides
geograficas do Brasil variou entre 0,92 e 1,88%, observando-se discrepancias entre
estas regides e faixas etarias, as quais foram associadas a composigado étnica, ao

clima e a disponibilidade de servigos dermatoldgicos.
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1.2 Formas clinicas da psoriase

1.2.1 Psoriase em Placas/Vulgar

As lesdes mais tipicas e que caracterizam a PsO classica, consistem em lesdes
infiltradas, bem delimitadas, resultantes de uma unica lesdo que aumenta de didmetro,
ou formadas pela confluéncia de varias lesées menores. A coloragdo das lesdes é de
rosa a salmao, recobertas por escamas frouxamente aderentes que, normalmente,
apresentam coloragao branco-prateada. As lesdes apresentam distribuigao bilateral
relativamente simétrica nas faces de extensdo dos membros (YAMAGUCHI et al.,
2018).

A PsO vulgar (Figura 3A), manifestacdo mais comum, afeta entre 58% e 97%
dos individuos, com sintomas que sao compartilhados por todos os fenotipos como a
coceira, ardor e dor. As localizagbes mais frequentes sdo o couro cabeludo, os
cotovelos, tronco, regido lombossacral, joelhos, sulco intergluteo e em areas de
trauma e cicatrizes (fenbmeno de Koebner). A gravidade das placas € quantificada por
dois principais sistemas de pontuagao; area da PsO e indice de gravidade (PASI)
presentes no Anexo |, que permite quantificar a extensdo da doengca como uma
medida de area e intensidade (SCHAEFER et al., 2011; KUBOTA et al., 2015; GREB
et al., 2016; SILVA et al., 2018).
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Figura 3 — Manifesta¢des Clinicas da PsO

Manifestagbes Clinicas da Psoriase. (A) psoriase vulgar é o tipo mais comum de psoriase e é
caracterizada por areas bem definidas de placas eritematosas e endurecidas com escamas prateadas
sobrepostas; os joelhos, cotovelos, couro cabeludo e tronco s&o as areas da pele mais comumente
afetadas. (B) couro cabeludo acometido por lesées do tipo vulgar. (C) A psoriase gutata, o segundo
tipo mais comum de psoriase, é caracterizada por pequenas papulas em forma de gotas, geralmente
comecga na infancia ou na idade adulta jovem e pode ser desencadeada por uma infeccao
estreptocdcica. (D) A psoriase eritrodérmica € uma forma grave de psoriase que pode ser fatal. Causa
eritema disseminado em pelo menos 90% do corpo, o que pode causar coceira e dor intensas, afeta
cerca de 3% dos individuos com psoriase e geralmente ocorre em pacientes com psoriase vulgar
instavel. (E) psoriase pustulosa é caracterizada por pUstulas estéreis em uma base eritematosa. E
observada principalmente em adultos, geralmente se apresenta nas palmas das maos e nas plantas
dos pés. (F) artrite psoriasica € uma forma de artrite que afeta pessoas que possuem psoriase.

Fonte: Adaptado de Greb et al., 2016.

1.2.1.1 Psoriase do Couro Cabeludo

O couro cabeludo é frequentemente acometido e as lesdes em geral sao
formadas por placas bem delimitadas, mas com a cronicidade do quadro, ha uma
evolugao para placas confluentes e descamagéo intensa. Uma caracteristica forte da
PsO do couro cabeludo (Figura 3B) € que as lesbes podem ultrapassar a linha de
insercao do cabelo, mas a pele da face normalmente é poupada. Itens com a presenca
de placa bem definida e presencga de lesbdes além da linha de inser¢ao dos cabelos
auxiliam no diagndstico diferencial com a dermatite seborreica. (VIEIRA, 2018).
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1.2.2 Psoriase em Gotas/Gutata

A PsO em gotas (Figura 3C) afeta entre 0,6% e 20% dos acometidos, e se
caracteriza por numerosas lesdes pequenas cujo didametro varia de 0,5 a 1,5 cm,
pouco descamativas e que surgem de modo eruptivo, principalmente no tronco e
extremidades proximais dos membros. Possui incidéncia expressiva em criangas e
adultos jovens, podendo estar associada a infecgdo estreptococica do trato
respiratorio superior e sintomas cutaneos anteriores (OWEN et al., 2000; ALSHAMI,
2010; CEMELI CANO, Mercedes; BELTRAN GARCIA, 2019).

1.2.3 Psoriase Eritrodérmica

A PsO eritrodérmica (Figura 3D) € a forma mais grave da doenga e pode ser
fatal. Ocorre em 0,4% a 7% dos casos, sendo caracterizada pela substituicdo da lesao
tipica por eritema generalizado e descamacgao fina acometendo mais de 75% da
superficie corporal com relatos de pruridos e pode levar a quadros de hipotermia,
hipoalbuminemia e insuficiéncia cardiaca de alto débito (KUBOTA et al., 2015; GREB
et al., 2016).

O inicio pode ser evolugdo gradual como evolugdo de lesdes em placas
multiplas em paciente com tratamentos inadequados, ou evoluir de forma aguda,
como consequéncia de retirada de corticosteroides utilizados, erradamente, por via
sistémica. O quadro clinico de PsO eritrodérmica € de diagndstico diferencial mais
dificil, o que pode ser sugerido pela histdria clinica de lesdes em placa (PsO vulgar)
precedendo o quadro de eritrodermia, além eritema intenso, esfoliagcdes difusas,
alopecia, alteragdes ungueais e manifestagdes sistémicas como artrite, aumento dos
niveis de acido urico, velocidade de hemossedimentacao (VHS) e proteina C reativa
(PCR). (CARRASQUILLO et al., 2020).

O diagnostico diferencial da PsO eritrodérmica se faz com outras doengas que
podem acarretar eritrodermia como: ptiriase rubro pilar, farmacodérmias, eczemas
cronicos e sindrome de Sézary (HEINRICH et al., 2019).

1.2.4 A Psoriase Pustulosa

Localizada de palmas das maos e plantas dos pés, corresponde a presenca de

pustulas estéreis acompanhadas de maculas puntiformes de cor marrom formadas
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em locais de reabsorgao de pustulas mais antigas (Figura 3E), e geralmente acomete
1,1% a 12% dos individuos com a doencga. As lesdes palmoplantares costumam ser a
unica localizagdo desse tipo de PsO, mas alguns pacientes apresentam lesdes
classicas em outras localizagbes (KUBOTA et al., 2015; TWELVES et al., 2019).

1.2.5 Artrite Psoriatica

Artrite psoriatica (Figura 3F) é uma artrite inflamatoria de apresentacgéo clinica
polimérfica associada a PsO, classificada entre as artropatias espongiloides
soronegativas (espondilite anquilosante, artrite associada a doenca inflamatéria
intestinal e doenga de Reiter) que se caracterizam por auséncia de fator reumatoide,
e prevaléncia do antigeno HLA-B27. O individuo passa a apresentar danos articulares
potencialmente graves e irreversiveis. A doenca afeta articulagdes periféricas,
énteses, sindvia, tenddes e esqueleto axial. Dessa forma, artrite, dactilite e doenca
axial podem ocorrer, com envolvimento cutaneo e ungueal. A artrite psoriatica, assim
como a PsO, se distribui igualmente entre os sexos, podendo ocorrer em qualquer
faixa etaria, com um pico de incidéncia dos 40-50 anos de idade (GLADMAN et al.,
2005; GOLDENSTEIN-SCHAINBERG; RANZA, 2012; COATES et al., 2013; VIEIRA,
2018).

Estima-se que a prevaléncia de artrite psoriatica varie entre 0,02% e 0.25% na
populacdo geral, e o percentual de pacientes com PsO que irdo apresentar artrite
psoriatica ao longo da vida gira em torno de 6% a 42%. As lesdes cutaneas ocorrem
por volta dos 15 aos 35 anos, e o quadro articular pode ter inicio cerca de duas
décadas apods, com picos de incidéncia entre 40 e 50 anos. A doencga de pele precede
a artrite psoriatica na maioria dos casos (aproximadamente 75-80%). A artrite pode
preceder as lesdes de pele, ocorrendo em cerca de 15% dos casos e a sua
concomitancia em 10% dos pacientes, levando até 20 anos para seu surgimento
(ARMSTRONG; SCHUPP; BEBO, 2012; FICCO; CITERA; COCCO, 2014; RITCHLIN;
COLBERT; GLADMAN, 2017).

Niveis aumentados de proteina C reativa (PCR), uma proteina de fase aguda
que quantifica inflamagao sistémica, e de interleucina (IL)-6 sdo associados a maiores
taxas de incidéncia de artrite psoriatica nos portadores de PsO. O acometimento do
couro cabeludo, regido perianal, unhas e doenga extensa sao fatores de risco para o

desenvolvimento da enfermidade. Além disso, lesdes cutdneas graves de PsO sao
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mais fortemente associadas a artrite psoriatica do que lesdes leves a moderadas. A
doenca, por si, pode causar destruicdo 6ssea e articular e deformidade em 40 a 60%
dos pacientes, somados a prejuizos funcionais, diminuicdo da qualidade de vida,
desajuste psicossocial e aumento do risco de morte, quando comparado com a
populagao geral (HAROON et al., 2013; RITCHLIN; COLBERT; GLADMAN, 2017).

1.3 Imunopatogénese da psoriase

A imunopatogénese da psoriase (Figura 4) pode ser dividida em duas fases,
em que uma delas leva a indugdo da enfermidade com a iniciacdo da resposta
inflamatdria e a outra leva a manutengao dessa resposta, fazendo com que a doenca
se estabeleca. Atualmente, sabe-se que a fase de iniciagdo da PsO pode ocorrer
quando fatores ambientais especificos como, traumas na pele, radiacao, infeccoes,
uso de algumas medicagdes, entre outras, levam ao estresse, injuria ou morte de
queratinocitos (LANDE, 2007; NESTLE et al., 2009).

Todo esse processo € dindmico e envolve alteracbes em componentes da
resposta imune inata (queratindcitos, células dendriticas, macréfagos, neutrofilos,
mastocitos, células endoteliais) e adquirida (linfécitos T). As células do sistema imune
inato, quando ativadas produzem fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, que
atuam sobre as células do sistema imune adquirido (SIA) e vice-versa (SANCHEZ,
2010).
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Figura 2 - Mediadores e células-chave envolvidos na imunopatogénese da Psoriase
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As células imunes inatas produzem citocinas essenciais como TNF-a, IFN-a, IFN- vy, IL-18 e IL-6) que ativam as
células dendriticas mieloides. As células dendriticas ativadas apresentam antigenos e secretam mediadores como
a IL-12 e a IL-23, levando a diferenciacdo das células T auxiliares tipo 17 e tipo 1 (Th17 e Th1). As células T, por
sua vez, secretam mediadores (por exemplo, IL-17A, IL-17F e IL-22) que ativam queratindcitos e induzem a
producdo de peptideos antimicrobianos (por exemplo, catelicidina LL-37 e B-defensinas), citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-q, IL-18 e IL-6), quimiocinas (CXCL8 a CXCL11 e CCL20) e proteinas S100. Esses mediadores
soluveis realimentam o ciclo da doencga pré-inflamatéria e dao forma ao infiltrado inflamatorio.

Fonte: Adaptado de Puig et al. (2009)

Em individuos geneticamente suscetiveis, as células do sistema imune inato
quando ativadas por moléculas especificas, liberam citocinas como fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, IL-6 e Interferons do tipo | (IFN-a e B). Essas citocinas
atuam ativando as células, sendo estas as responsaveis por fazerem a comunicagao
entre sistema imune inato e adaptativo na PsO, ja que, apds sua ativagdo, migram
para os linfonodos regionais para induzir a ativagdo e promover a diferenciagcdo dos
linfécitos T naives. Quando as CD entram em contato com os linfocitos T naives,
secretam citocinas como TNF-q, IL-12 e IL-23 que induzem a diferenciagao desses
linfocitos, que, uma vez ativados, diferenciam-se, preferencialmente em LTCD4+ tipo1
(LTh1; produtores de INF-y, TNF-a e IL-2), tipo 17 (LTh17; produtores de IL-17, TNF-
a, IL-6; IL-22) e LTCD8+ tipo 1 (LTc1; produtores de TNF-a, INF-y, perforinas e
granzima B) (COIMBRA et al., 2012; KHANDPUR; BHARI, 2013).
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A partir dessa fase de ativacao, inicia-se a cooperacéao fornecida pelo sistema
imune adaptativo. Os linfécitos efetores diferenciados migram para a pele, onde
promovem a liberacido de citocinas de perfil Th1 que liberam TNF-a e IFN-y e as de
perfil Th17 liberando principalmente IL-17A, IL-6, IL-22 além de TNF-a. A presenca
dessas citocinas no local da lesdo induz a produgdo de moléculas vasodilatadoras e
moléculas de adesdo em células endoteliais, além de promover o recrutamento e
ativacdo de mais células do sistema imune inato e adaptativo para o local da
inflamag&o, como neutrofilos, mondcitos, células dendriticas plasmocitdides e
mieldides, linfécitos TCD4 e CD8. Concomitantemente, essas citocinas liberadas
também induzem a neovascularizagdo (angiogénese), hiperproliferacao e ativagao
dos queratindcitos. Estes, por sua vez, mantém a cascata de inflamag¢ao sempre ativa,
através da liberacdo de mais citocinas inflamatorias e fatores quimiotaticos para mais
células do sistema imune inato e adaptativo (GANGULY et al., 2009; NESTLE et al.,
2009; COIMBRA et al., 2012; RONHOLT; IVERSEN, 2017).

Dessa forma, a participagéo do eixo imune inato e adaptativo sdo de extrema
importancia para o desenvolvimento da PsO, uma vez que a doenga é caracterizada
pelo predominio de células T (CD8+, Th1, células T autorreativas, Th17 e Th22) e as
DCs dérmicas. As citocinas IL-12 e IL-23 liberadas pelas DCs dérmicas promovem
respostas Th1, Th17 e Th22. Essas células T auxiliares estimulam a hiperproliferacao
epidérmica e alteram a diferenciacédo epidérmica levando a diminuicdo do apoptose.
O papel das células T CD4+ na psoriase foi demonstrado de forma convincente pela
transferéncia de transplantes de pele humana para camundongos SCID
imunodeficientes, seguido pela injecao de células T CD4* autélogas de pacientes com
lesdo psoriatica resultou no desenvolvimento de PsO. Células Th1 que produzem
altos niveis de IFN-y e TNF-a sdo importantes efetoras no desencadeamento da PsO
(PICCIAN et al., 2019; SCHON et al., 2019; GAFFEN et al., 2014).

A IL-17A é considerada a citocina chave no processo inflamatério da PsO, pois
tem influéncia direta na ativacéo e hiperproliferagcado dos queratinécitos (MATOS et al.,
2017). Ha uma diminuicdo na expressdo desta citocina in situ quando as terapias
bioldgicas s&o usadas para tratar a psoriase moderada a grave e, embora os produtos
das células Th17 sejam modulados rapidamente durante o curso do tratamento com
a terapia bioldgica, os produtos das células Th1 e Th2 sdo modulados em uma fase

posterior, meses apds a doenga ter melhorado significativamente. Da mesma forma,
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os inibidores de IL-12 e IL-23 impedem que células Th1 e Th17 secretem suas
citocinas, diminuindo a produgao de IFN-y e IL-17A, respectivamente (GOODERHAM
et al., 2015; AMBROSI et al., 2012).

Outras caracteristicas que podem ser observadas s&o o aumento da presencga
de células Th17 circulantes e células Th22, niveis séricos elevados de citocinas Th17
(IL-17A, IL-22, IL-20 e IL-8), Th1 (IFN-y, IL-12 e IL-18), e outras citocinas inflamatdrias,
como por exemplo o TNF-q, fibrinogénio e PCR, que foram positivamente
correlacionados com a gravidade da doenca (BREMBILLA et al., 2017). Em suma, a
compreensao das vias imunes associadas a fisiopatogénese da PsO é crucial para o
entendimento da biologia da PsO, pois permitira alcangar potenciais alvos para
intervengdes terapéuticas, bem como auxiliara no diagnostico, identificagdo de fatores
de susceptibilidade e no entendimento dos mecanismos moleculares associados as

lesdes na PsO.

1.3.1 Macréfagos e citocinas inflamatdrias na lesdo psoriatica

Durante a progressao da psoriase, o papel das células T na patogénese da doenga
€ indiscutivel e de grande importancia, porém, outras populag¢des celulares atuam
nesse processo e influenciam na progressao da PsO em diferentes vias celulares e
moleculares. As caracteristicas histolégicas da PsO incluem principalmente
diferenciagao anormal de queratinécitos, infiltragao de células imunes e angiogénese
intensa. Evidéncias relatam que o recrutamento e ativagcdo dos macrofagos na pele
psoriatica € um evento chave no desenvolvimento e manutencdo da doencga
(COIMBRA et al., 2012; MALISSEN; TAMOUTOUNOUR; HENRI, 2014; DENG et al.,
2019).

A infiltracdo de macrdofagos na jungdo epidérmica é uma caracteristica bem
conhecida da PsO. Além de realizarem a apresentac&o de antigenos para os linfocitos,
os macroéfagos liberam uma série de mediadores pré-inflamatérios, incluindo IL-18,
TNF-a e IL-6, durante a progressao da PsO. A IL-1p liberada pelos macréfagos pode
promover a secrecao de IL-17 pelas células Th17. A IL-6, por sua vez, auxilia os
linfécitos T na resposta inflamatdria, enquanto o TNF-a é identificado como um
ativador da sintese de IL-23 em células dendriticas, que, juntas, agravam a progressao

da PsO. Dessa forma, a inibigdo especifica das fun¢gdes dos macréfagos envolvidos
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na patogénese da doenca é altamente desejavel, focado no retardo do processo
inflamatorio cronico (NICKOLOFF; QIN; NESTLE, 2007; DENG et al, 2019).

Um estudo mostrou que a regulagdo negativa de CD18, uma proteina da cadeia
beta da integrina que é codificada pelo gene ITGB2 em humanos, também conhecida
como beta-2 integrina, em camundongos cria espontaneamente uma pele
cronicamente inflamada, semelhante a PsO humana, que contém um grande numero
de macrofagos liberadores de TNF-a e outras citocinas inflamatorias. Curiosamente,
guando os macréfagos foram depletados, a pele mostrou uma melhora significativa na
inflamacgéo. A pele inflamada continha grandes quantidades de macréfagos e a
inflamacéo foi relatada como independente de células T. Macrofagos também foram
identificados como uma fonte importante da citocina pré-inflamatéria MCP-1 enquanto
os macrofagos CD163 * maduros mostraram reagir a produtos quimicos de tatuagem
em pacientes propensos a PsO, potencialmente contribuindo para o inicio de um surto
psoriatico, que é o aparecimento de lesdes apds um periodo inerte. (WANG et al,
2019).

Os macréfagos demonstram plasticidade significativa e sdo capazes de modificar
seu fendtipo e fungdo em resposta ao microambiente circundante. E sabido que a
polarizagdo de macréfagos apresenta uma ampla heterogeneidade e esta envolvida
na remodelagao e patogénese dos tecidos. O estudo de Hou e colaboradores (2018),
demonstrou que os monocitos/macrofagos tratados em IL-23 produzem seletivamente
IL-17A, IL-22 e IFN-y e exibem um perfil de expressao génica de linhagem distinto em
nitido contraste com os subconjuntos de macréfagos do perfil M1, resultado da
ativacao classica e obtida pelo estimulo e sendo considerado o tipo pro-inflamatério e
macrofagos do perfil M2, associada a programas anti-inflamatorias, promovendo
significativamente a gravidade da patogénese da dermatite em um modelo
semelhante a PsO em camundongos (HOU et al., 2018; LIN et al, 2018).

As interagcbes exatas entre macrofagos classicos e alternativos nas lesbes
psoriaticas ndo sdo completamente claras. Ainda ndo sabe se essas células atuam na
PsO para aumentar a resposta inflamatoria ou para limitar as reagées imunoldgicas
locais, entretanto, Sica e colaboradores (2015) avaliaram os niveis dessas células e
observaram que ha uma elevagdo de macréfagos dérmicos no tecido lesionado
quando em comparagao com ao controle.

Diferentes macréfagos polarizados desempenham sua fungdo através da

secrecao de uma variedade de mediadores inflamatdrios, isto é, citocinas,
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quimiocinas, fatores de transcricdo (FUNES et al., 2018). Esses mediadores, por sua
vez, participam ativamente da polarizagao dos macréfagos. Com base nos fenétipos
de macrofagos, os mediadores de macrofagos séo classificados em duas categorias,
a saber, mediadores derivados de M1 e mediadores derivados de M2. (BARROS et
al., 2013). A ativagao de M1 contribui para a produgao de citocinas pro-inflamatadrias,
como por exemplo, TNF- a, IFN- y, IL-6, IL-10, IL-23, quimiocinas (MCP-1, CCL2-4,
CXCL8-11 e GM- CSF), 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS). Na
presenca de ativagdo de M2, no entanto, os seguintes mediadores sdo marcadamente
regulados, envolvendo citocinas anti-inflamatérias, como TGF-B, IL-4 e IL-13,
quimiocinas e fatores proangiogénicos [fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A), VEGF-C, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento epidérmico (EGF) e fator de crescimento de fibroblastos basico 2 (FGF-
2). Como resultado, todos esses mediadores inflamatérios medeiam ainda mais o
processo fisioldgico ou patolégico e encorajam uma mudanga normal ou morbida
(BISWAS et al., 2012; PENG et al., 2020).

1.3.2 Marcadores de macréfagos M1 (Calprotectina) e M2 (CD163)

Além de todas essas células especializadas supracitadas, outra vertente que
vem sendo estudada é a de biomarcadores para mondcitos/macrofagos, tais como
Calprotectina e CD163.

A calprotectina (L1) € um heterocomplexo ligante do calcio, formado por duas
proteinas diferentes (S100A8 e S100A9) e pertencente a familia S100 (ODIN et al.,
1987). E liberada por células imunes, principalmente neutréfilos e macréfagos, em
resposta a processos inflamatérios, logo, sua expressao pode ser um indicativo de
condigdes patoldgicas e ajudar nessa identificagdo (STRIZ; TREBICHAVSKY, 2004;
JERKIC et al., 2018; HOLMANNOVA et al., 2020). Além disso, Striz e colaboradodes
(2004) confirmaram a presenca de calprotectina também em queratinécitos, a principal
célula aumentada na PsO. Por sua vez, Quian e colaboradores (2018) também
apresentaram niveis elevados de calprotectina em locais de inflamacéo no liquido
extracelular de pacientes com Artrite Psoriatica.

O antigeno L1 mielomonocitico resistente a formalina foi previamente proposto
como um marcador para macrofagos reativos e certos mondécitos, identificando uma

subpopulacdo especifica de macrofagos, os classicamente ativados (M1) e pro-
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inflamatérios (BJERKE et al., 1993; DISKIN et al., 2020). Atualmente, é possivel
utilizar a calprotectina (L1) como marcador de macréfagos, auxiliando na identificacao
de uma subpopulagéo “classicamente ativada” na psoriase (Zong et al., 2019).

O CD163 foi identificado como um receptor expresso exclusivamente em
mondcitos e macrofagos, pertencente a superfamilia, rica em cisteina, do receptor
sequestrador do grupo B (SRCR), que também inclui CD5 e CDG6, expressos
principalmente em linfécitos B e T (VAN DEN HEUVEL et al.,, 1999). Macréfagos
humanos estimulados com IL-10 mostraram uma alta expressédo de CD163, sugerindo
relacdo de sua expressao com um subtipo de macréfago anti-inflamatério (BARROS
et al., 2013; PRENG et al., 2020).

Com base em estudos in vitro, foi sugerido que CD163 pode ser um marcador
M2. Em estudos com tecidos humanos, por exemplo, em pesquisas sobre cancer,
consideram células CD163* identificadas por imuno-histoquimica, como macréfagos
M2 (SICA et al., 2012; EDIN et al., 2012).

Macrofagos em estado estacionario na pele sdo todos CD163 ¥, talvez em
antecipacdo de seu papel esperado como fagocitos de tecido e células
apresentadoras de antigeno. A medida que se desenvolvem no ambiente inflamatério
Th1 da PsO, caracterizado por abundante IFN-y, essa subpopulacdo adquire novos
marcadores e propriedades, mas mantém seus marcadores de superficie
originais. Portanto, pode ser mais util considerar a fungdo dos macrofagos pelos
produtos que eles produzem, em vez de marcadores de superficie (FUENTES-
DUCULAN et al., 2010; SINDRILARU et al., 2011; KOMOHARA et al., 2006).

De todo modo, os estudos com tais biomarcadores s&do recentes e ainda
escassos no ambito da PsO e seus subtipos, isso reflete diretamente na necessidade

de mais pesquisas para compor o cenario cientifico.

1.4 Alteragoes histolégicas

Estudo das alteragdes histoldgicas séo fontes de pesquisas fundamentais para
o entendimento da fisiopatologia da PsO. Nela, o ciclo germinativo epidérmico esta
comprometido, com aumento das células em proliferacdo e encurtamento bem
marcado do tempo de reposicdo celular na epiderme da lesdo psoriatica
(SPEECKAERT et al, 2016).
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Na epiderme normal, a célula basal se divide uma vez a cada 13 dias e
permanece a maior parte do tempo na fase G1 do ciclo celular. A maturagao e o
destacamento de um novo queratinécito na pele normal demora de 26 a 28 dias.
Diferentemente, na placa psoriatica, o ciclo celular de um queratindcito € encurtado
para um dia e meio e a maturacdo e fase de destacamento para quatro dias. O
encurtamento no tempo de maturacao esta associado a um disturbio na fase final da
diferenciacao do queratindcito (ALBANESI et al, 2018).

As alteragdes histopatologicas na placa de PsO s&o bem caracteristicas e
afetam todas as camadas da pele (Figura 5). As primeiras altera¢des observadas na
pele psoriatica sdo vasodilatagao e infiltrado perivascular, que invade a epiderme e
provoca o surgimento de pequenas espongioses, cuja caracterizagdo consiste na
formacéo de inchaco na camada espinhosa ou camada basal da pele. Além disso, néo

€ raro haver neutrdfilos presentes no infiltrado (PRADHAN et al., 2013).

Figura 3 - Visualizagao histolégica da pele normal e pele psoriatica.

ESPESSURA EPIDERMICA

ANGIOGENESE

A,

A - Pele normal, com espessura da epiderme normal; B - Pele psoriatica, com espessura da epiderme aumentada

e angiogénese local.
Fonte: Adaptado de Pradhan et al., 2013.

Em relagdo a camada basal, ocorre aumento de mitoses de queratindcitos. Ja
na epiderme ocorre a paraqueratose, caracterizada pela maturacdo anormal das
células epiteliais, onde ocorre a retencdo de nucleos na camada cérnea bem como o
formato celular mais redondo ou poligonal nessa camada (ROMITI et al. 2009; DOS
SANTOS DANTAS; QUEIROZ; CANGIANI, 2019).

O epitélio com psoriase apresenta o desaparecimento da camada granulosa,
processo denominado agranulose, e também nele ocorre a acantose, caracterizada

pelo espessamento epidérmico e a presenga de agrupamentos de neutrofilos na
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camada cornea, formando os denominados “microsabscessos de Munro” (SOUZA et
al., 2016; DOS SANTOS DANTAS; QUEIROZ; CANGIANI, 2019).

Os principais sinais da PsO s&o alteracbes profundas do compartimento
epidérmico com aumento da espessura epidérmica, hiperceratose e diferenciagao
alterada dos queratinécitos, bem como alteragdes dérmicas caracterizadas por
neoangiogénese e um infiltrado inflamatério composto por granuldcitos, células NK,
CD, macréfagos e linfocitos T (SPEECKAERT et al., 2016).

Para a identificacdo dessas alteragdes histologicas, existem marcadores que
sao vistos aumentados nas lesdes psoriaticas, como por exemplo, a expressao de
proteinas corneodesmosina, que normalmente se encontra na camada cérnea e esta
significativamente aumentada na les&do, podendo ser detectada na camada espinhosa.
Outros sao especificos para a camada granulosa na pele, como involucrina e
transglutaminase, que sdo expressos na camada espinhosa da lesdo psoriatica,
enquanto outros marcadores, como filagrina, estdo ausentes ou podem ser
encontrados nas escamas paraceratéticas, resultando em reduc¢do ou auséncia da
camada granulosa na lesdo de psoriase (ALLEN et al., 2001; SABAT et al., 2007).

1.5 Diagnéstico da Psoriase

1.5.1 Diagndstico clinico e histologico

O diagnostico baseia-se na observagao de carateristicas como bordas externas
bem delimitadas ou um halo esbranquicado, escamas espessas e prateadas,
inflamacéao e presenca de pontos de sangramento apds raspagem sao caracteristicas
que auxiliam no diagndstico histopatologico. Rotineiramente, nas manifestagées mais
graves, agudas ou nas formas menos comuns da doenga, ha necessidade de bidpsia
e analise histopatolégica para confirmacgado final do diagnéstico (RODRIGUES;
TEIXEIRA, 2011; MACHADO et al., 2019).

A lesdo classica da PsO, seja uma unica papula ou uma extensa placa,
apresenta caracteristicas marcantes, como o eritema, escamagao (esbranquigada ou
prateada) e prurido. O eritema normalmente possui uma coloragao vermelho claro ou
rosa intenso, e quando acomete membros inferiores, pode apresentar o tom violaceo.
Além disso, o eritema €& mais intenso quando a escamacao € diminuida ou esta

ausente, como em areas de dobra como as axilas. Os individuos que possuem um
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tom de pele mais escuro apresentam um eritema menos vivo, porém ainda perceptivel
(SAMPAIO; RIVITTI, 2007; ARORA et al., 2019).

A lesdo da PsO é elevada em relacao a superficie da pele, devido a acantose
e a presencga de escamas, fazendo com que ela se torne espessa. Uma porcentagem
dos doentes apresenta prurido e liquenificagcdo secundaria, porém a lesdo psoriatica
possui outras caracteristicas, como a uniformidade, defini¢cdo, sinal de vela (revela a
estratificacdo das escamas), sinal de Auspitz (pequenos pontos de sangramento
quando a escama é removida). Esses sinais estdo ausentes na PsO invertida,
pustulosa e na maioria dos casos da forma eritrodérmica. Nas placas psoriaticas,
podem ser identificadas uma zona clara perilesional, denominada halo de Woronoff
(GRIFFTHS et al., 2005).

Ja o diagnéstico histologico leva em consideragdo todas as alteragdes
apresentadas, porém, somente a presenga das pustulas espongiformes de Kogoj e os
microabscessos de Munro permitem o diagnédstico histopatolégico preciso de PsO,
uma vez que algumas outras doengas apresentam aspecto psoriasiforme, como a
dermatite seborreica, a ptiriase rubro pilar e a micose fungéide em seu estagio inicial
pré-micose fungoide em placa (ARORA et al., 2019).

Uma das desvantagens da bidpsia esta na especificidade restrita apenas no
local da les&o analisada. Isso significa que um paciente com diferentes tipos de lesées
em locais diferentes tera que realizar varias biopsias, sendo desgastante, invasiva e
muitas vezes inviavel. Além disso, nos estagios iniciais da doenga, as alteragbes
histopatolégicas podem ser modestas e 0s resultados sao
inconclusivos. Adicionalmente, a bidpsia da pele ndo é util para o monitoramento
dindmico das alteragcdes da pele durante o tratamento, pois n&o é possivel avaliar a
mesma area ao longo do tempo (PAL et al., 2018).

Uma variedade de doencas de pele pode apresentar caracteristicas
semelhantes a PsO, como as areas avermelhadas que escamam, classificando-as
como doengas eritemato-escamosas, o que torna mais dificil o alcance do diagnostico
da PsO. Doencas como as dermatites seborreicas e de contato, eczemas, sifilis
secundaria, micoses, intoxicacdes e liquen simples cronico, devem ser consideradas
no momento do diagnédstico, visando evitar um erro na investigacdo, que pode
prejudicar o tratamento da doenga (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2011).

Como exemplos de doencas que podem ser confundidas com a PsO, temos as

micoses, que podem ser confundidas com a psoriase unguenal; a forma mais branda
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da PsO pode ser confundida com a dermatite seborreica ou caspa; a palmoplantar
com alergias ou micoses; a gutata confunde-se com um aparente caso de alergia ou
intoxicacdo (RODRIGUES; TEIXEIRA, 2011). Dessa forma, se faz necessario a busca
pelo profissional e diagndstico adequado, para evitar a diagnose diferenciada e assim

prosseguir com o tratamento adequado para a forma especifica da PsO.

1.6 Tratamento

Levando em consideragao que a PsO é uma doenga imunomediada complexa
e com etiologia desconhecida, apresentando-se como uma doenga inflamatoéria
cutanea crdnica, o tratamento tem como objetivo principal alcangar o controle de seus
sintomas. A escolha da terapéutica mais adequada ira variar dentre os pacientes,
considerando sempre o tipo de PsO, regido acometida, idade, comorbidades,
gravidade e tempo de aparecimento da doenga, risco de eventos adversos, padrao de
resposta a terapia que foi utilizada, assim como a adesao do individuo acometido ao
tratamento proposto, sempre se atentando aos padrbes de qualidade dos
procedimentos e que estes sejam seguros e eficazes a curto e longo prazo (GODOY
et al.,, 2013; WHO, 2016). Uma curiosidade sobre a Pso é que as lesdes
espontaneamente ou apds varios tratamentos, podem reverter para pele
assintomatica ou aparentemente saudavel, com pouco ou nenhum trago de atividade
da doenca preé-existente (NICKOLOFF et al., 2004)

Existem variadas estratégias de tratamento da PsO, incluindo a fototerapia, uso
de medicamentos topicos como emolientes e queratoliticos além de terapia sistémica
baseada na administragdo de anti-inflamatdrios esteroidais (corticoides), drogas
modificadoras do metabolismo (metotrexato), imunossupressores utilizados como
medicacdo de resgate (ciclosporina) e os agentes bioldgicos representados por
anticorpos monoclonais ou receptores soluveis de mediadores inflamatorios presentes
na PsO, como as citocinas TNF-alfa, IL-17 e IL-23. A escolha do tratamento da
psoriase segue um “algoritmo” racional, como o representado na Figura 6 (PALLER
et al., 2016; KAUSHIK, LEBWOHL, 2019).
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Figura 4 - Protocolo de tratamento da Psoriase

| FOTOTERAPIA + MEDICAMENTOS TOPICOS

1

Sem resposta apos 20 sessoes, intolerancia,
contraindicacao, indisponibilidade.

!

| METOTREXATO ou ACITRETINA |

1

| Sem resposta ou intolerancia ou contraindicagao. |

1

| CICLOSPORINA |

1

| Sem resposta ou intolerancia ou contraindicagao. |

L

| TRATAMENTO BIOLOGICO |

“Algoritmo Racional” da escolha da terapia utilizada no tratamento da psoriase. Fototerapia baseia-se pela agcao
da radiagao ultravioleta (UV) aplicada, visando a diminui¢cdo das lesGes da psoriatica. Os medicamentos tépicos
atuam como agentes emolientes e queratoliticos sdo utilizados promovendo o aumento da hidratagdo e o
amolecimento da superficie descamativa e hiperceratdsica das placas psoriaticas, facilitando a remogao das
escamas. O metotrexato que atua diminuindo a proliferagdo dos queratindcitos e também como agente anti-
inflamatério diminuindo a quimiotaxia das células polimorfonucleares na epiderme. Ciclosporina que é um
imunossupressor e atua inibindo o recrutamento de células T e a produgdo de citocinas pro-inflamatérias. Caso
ndo aja resposta, é indicado o tratamento com biolégicos, chamados de anticorpos monoclonais, que atuam
inibindo mediadores especificos e possuem uma excelente eficacia frente ao quadro inflamatério da Psoriase e
também da Artrite Psoriatica.

Fonte: Adaptado de SBD, 2012.

1.7 Justificativa

A PsO e suas manifestagdes clinicas possuem mecanismos fisiopatolégicos
parcialmente compreendidos. A grande maioria dos dados presentes na literatura
sobre o perfil demografico, clinico, laboratorial, com destaque para analises
histopatoldgicas e seus aspectos imunolégicos tém sido descritos majoritariamente
em individuos caucasianos e, portanto, com caracteristicas genéticas diferentes da
populagcdo da América Latina, com destaque para o Brasil, particularmente na regiao
Nordeste do pais.

Dessa forma, até o momento, faltam dados sobre a prevaléncia da doenca na
populagdo brasileira. Além disso, estudos realizados em populacbes com
heterogeneidade étnica, climatica e socioecondmica favorecem a exploragdo de

subgrupos (ROMITI et al., 2017). Adicionalmente, um estudo realizado por Cordeiro
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Junior e colaboradores em 2019 em um hospital universitario da Paraiba, identificou
uma populagao de pacientes com PsO, constituida principalmente por homens adultos
de pele parda, sedentarios e obesos, ex-fumantes e que ndo consumiam alcool; além
disso, muitos apresentavam algum tipo de comorbidade associada e relataram PsO
no historico familiar.

Estes dados reforcam o quanto é importante compreender as caracteristicas
de portadores de diferentes manifestagdes clinicas de PsO principalmente aquelas
mais prevalentes como os tipos vulgar e gutata no estado da Paraiba, avaliando seus
aspectos clinicos, imunoldgicos, histoldégicos e imuno-histoquimicos com enfoque nas
alteracdes teciduais como espessura da epiderme, vascularizagdo, alteracdes na
matriz extracelular, presenga de neutréfilos e mastocitos e polarizagdo de macréfagos
para o perfil (M1) pré-inflamatério e (M2) anti-inflamatério. Considerando a alta taxa
de prevaléncia da doenga e o grande impacto que a mesma causa na qualidade de
vida dos pacientes, este estudo podera contribuir para uma melhor compreenséao
sobre a fisiopatologia da PsO e no direcionamento de ac¢des de promogédo e

intervencgao terapéutica no ambito da psoriase em uma populagdo ndo caucasiana.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil clinico, histologico e imunohistoquimico de pacientes nao-
caucasianos portadores de doenca psoriatica atendidos no servico de referéncia de
diagndstico e tratamento de psoriase no Departamento de Dermatologia do Hospital

Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa.

2.2 Objetivos especificos

e Classificar os pacientes de acordo com género, idade, sexo, cor da pele, estilo de
vida, comorbidades e parentesco com doenca psoriatica;

e Analisar espessura da epiderme, quantificagdo de vasos sanguineos e
recrutamento neutrofilico em amostras de pele de individuos portadores ou nao
de PsO;

¢ Avaliar a matriz extracelular em amostras de pele de individuos portadores ou ndo
de PsO;

e Avaliar a presenga de mastécitos em amostras de pele de individuos portadores
ou n&o de PsO;

o Verificar possiveis alteragdes na polarizagdo de macrofagos inflamatério e anti-
inflamatoério (M1/M2) em amostras de pele de individuos portadores ou ndo de
PsO.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho do estudo

A populagao alvo foi constituida por pacientes portadores de PsO atendidos no
servico de psoriase do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Paraiba
(HULW/UFPB). O estudo foi analitico do tipo transversal conhecido como util para
descrever o espectro clinico e laboratorial de uma afeccéo, estudar os efeitos das
variaveis sobre a saude, e serem convenientes para examinar uma rede de conexdes
causais. Sao particularmente aplicaveis a doenca multicausal e a dificuldade sobre se
decidir quando relagao temporal ndo ocorre. Esta metodologia é considerada simples
e, também o primeiro passo em estudos de corte ou de intervengdo com menor custo
adicional para definir caracteristicas demograficas, clinicas basicas e laboratoriais dos
individuos para execucao da pesquisa quando comparada a outros estudos analiticos.
e Este estudo incluiu amostras de pele de 31 pacientes de ambos os sexos, com

PsO do tipo vulgar e gutata confirmados através de bidpsia, com ou sem
tratamento tépico e/ou sistémico. Os dados demograficos foram coletados a partir
da andlise dos prontuarios de cada paciente: género, idade, sexo, cor da pele,

estilo de vida, comorbidades e parentesco com doencga psoriatica;

3.2 Definicao e classificacao das variaveis

As variaveis e suas definicbes empregadas no estudo estdo dispostas no
quadro 1.

Quadro 1 - Variaveis e definigbes utilizados na pesquisa.

VARIAVEIS DEFINICAO

Foram considerados com PsO individuos
que apresentaram diagnostico clinico
Psoriase emitido por dermatologista e confirmados da
biépsia anatomopatolégica liberada pelo
Patologista.
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Faixa Etaria Adultos: maiores de 18 anos.

Sao considerados duas categorias:
Sexo Masculino e Feminino;

Trés categorias foram consideradas:
Cor da Pele a) branca; b) parda; c) negro.

3.3 Critérios e procedimentos para a sele¢cao dos casos

Os casos selecionados sao dos pacientes atendidos no servico de referéncia
de psoriase, diagnosticados como portadores de PsO atendidos e registrados no
Ambulatério de Psoriase do HULW/UFPB.

3.3.1 Critérios de inclusdo dos casos
Individuos atendidos e registrados no Ambulatério de Psoriase, portador de
psoriase, registrado em prontuario no Departamento de Dermatologia do Hospital

Universitario Lauro Wanderley e que aceitem participar da pesquisa.

3.3.2 Ciritérios de exclusao dos casos

Individuos atendidos no servico de Dermatologia, mas que nao aceitaram

participar da pesquisa e portadores de PsO de 0 a 5 anos de idade.

3.4 Riscos e beneficios

Os riscos da puncéao do tecido ndo foram levados em consideracéo, visto que,
todas as amostras de pele foram obtidas de bidpsias coletadas de pacientes atendidos
no servigo com suspeita de PsO como parametro para diagndstico da doenga.

Os beneficios desta pesquisa consistem na descricdo das caracteristicas
clinicas e principalmente dos parametros histolégicos e imuno-histoquimicos. Vale

salientar que tais informagdes sdo de grande interesse da comunidade cientifica e
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podem contribuir para o melhor entendimento da clinica e tratamento de pacientes

acometidos por PsO.

3.5 Coleta de dados

Os dados sociodemograficos e clinicos foram coletados com base na pesquisa
em registro clinico-hospitalar dos prontuarios dos pacientes atendidos no Servigo de
Referéncia do HULW/UFPB, no periodo compreendido entre janeiro de 2015 a junho
de 2019, tratando-se, portanto, de uma pesquisa documental. Ja o estudo
anatomopatolégico dos tecidos extraidos para biopsia foi realizado logo apos a
aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica até o més de dezembro de 2019.

A andlise dos dados demograficos e clinicos foi realizado pela equipe de
pesquisa, com auxilio da enfermeira responsavel do Servico, sendo todo este
processo supervisionado pela dermatologista, Chefe do Servico de PsO do
HULW/UFPB.

3.6 Obtencao da Amostra

As bidpsias foram realizadas pelo médico dermatologista para o diagnostico da
PsO, no Departamento de Patologia do HULW/UFPB, em Jodo Pessoa-PB. As
amostras foram coletas de lesdes psoriaticas francamente ativas, consideradas lesao
alvo. Os 31 blocos histologicos dos pacientes que foram utilizados nesta pesquisa

apresentaram lesdes do tipo vulgar e gutata.

3.7 Tamanho da amostra

Para obtencado da amostra, foi considerado o numero de pacientes com blocos
histopatoldgicos disponiveis no setor de Patologia do Servico de Psoriase do
HULW/UFPB, no periodo compreendido entre janeiro de 2015 a junho de 2019. O
tamanho amostral foi calculado segundo amostragem aleatéria simples para
estimacdo de uma proporcao populacional, sendo constituido um tamanho amostral

de 31 amostras.
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3.8 Aspectos éticos

Esta pesquisa envolveu seres humanos e, portanto, obedeceu estritamente as
especificacdes bioéticas contidas na Resolugdo 466/2012 (Conselho Nacional de
Saude, 1996), respeitando os principios da autonomia, da ndo maleficéncia e da
beneficéncia. Vale mencionar também que todos os dados e informagdes dos
pacientes foram preservados e todos os cuidados para evitar o vazamento de dados

foram tomados.

3.9 Analise histolégica

3.9.1 Coloragdo Hematoxilina Eosina (H&E)

Para analise geral da histoarquitetura, as amostras de fragmentos de pele
incluidos em parafina foram cortadas em micrétomo na espessura de 4um, montados
em laminas histoldgicas e desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em
alcoois em concentragdes decrescentes por 25 minutos e lavadas em agua corrente
por 5 minutos, e apds isso, lavadas em agua destilada. As laminas foram inicialmente
desparafinadas por imersao no xilol, em um banho duplicado durante 10 minutos, cada
imersdo. Em seguida, as laminas foram hidratadas em alcool com concentragdes
decrescentes até o alcool 70°. Posteriormente, as amostras foram lavadas de forma
rapida em agua destilada. Entdo, foram imersas na hematoxilina de Harris por 60
segundos, e mergulhadas rapidamente em agua destilada até a observagao do tom
azul nos cortes. Em seguida, as laminas foram colocadas no corante eosina, por 5
minutos, desidratadas com alcool a 80, 90 e 95% com duracéo de 2 minutos, cada
imersao. ApoOs isso, as laminas foram colocadas na estufa por 5 minutos para
secagem tornando possivel sua imersdo no xilol durante 10 minutos, duas vezes, a
fim de clarificar o material.

Apos coloragao, foi realizada a selagem das l|aminas para torna-las
permanentes. O Entellan® foi colocado sobre o corte e coberto por uma laminula.
Depois, com auxilio de uma pinga, foram retiradas as bolhas entre lamina e laminula
e comprimida com firmeza sobre o corte para o espalhamento do selante. Apds 24 h,
foram retirados os excessos do balsamo para acabamento e finalizacdo do preparo
das laminas (VIEIRA, 2008).
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3.9.2 Coloracao de Tricrdmico de Masson

Para avaliar a matriz extracelular, que permite marcar a deposi¢ao de colageno
marcado em azul, as amostras de fragmentos de pele incluidos em parafina foram
cortadas em microtomo na espessura de 4um, desparafinadas em xilol durante 30
minutos, hidratadas em alcoois em concentragdes decrescentes por 25 minutos e
lavadas em agua corrente por 5 minutos, e apds isso, lavadas em agua destilada. As
amostras entdo foram tratadas pela hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas em
agua destilada por 5 minutos. Seguiu-se agora o tratamento pela solugdo do
Tricrdmico de Masson por 12 minutos, com posterior banho em agua corrente durante
2 segundos. O término desse protocolo encerrou-se na desidratagcédo utilizando-se
solucdo unica de alcool absoluto por 15 minutos, diafanizadas em xilol, € montadas
com Entellan.

A separacdo de cores para mensuragéo da area de colageno foi realizada no
software ImageJ® e a quantificagdo de area dos tecidos apresentada em forma de

grafico.

3.9.3 Coloracao Azul de Toluidina

Para avaliar a distribuigcao, localizacao e presenca de mastocitos, as amostras
de pele incluidas em parafina foram cortadas em micrétomo na espessura de 4um,
desparafinadas em xilol durante 30 minutos, hidratadas em alcoois em concentracboes
decrescentes por 25 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos, e apos,
lavadas em agua destilada.

As amostras entdo foram tratadas pelo azul de toluidina por 1 minuto, sendo
depois lavadas em agua destilada pelo mesmo tempo. O término desse protocolo
encerrou-se na desidratacédo utilizando-se solu¢cado unica de alcool absoluto por 15

minutos, diafanizadas em xilol, e montadas com Entellan®.

3.10 Analise Imuno-histoquimica

3.10.1 Técnica para deteccao de calprotectina e CD163

A técnica utiliza a reagao antigeno-anticorpo para a detecg¢ao e caracterizagao

de moléculas em tecidos, compreendendo um conjunto de metodologias em que se
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utilizam anticorpos como reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer
ligagcao com constituintes teciduais. Esta ligagao permite situar e identificar a presenca
de moléculas especificas em tecidos por intermédio da cor que € associada ao
complexo antigeno-anticorpo formado (TORLAKOVIC et al., 2010).

As laminas contendo cortes parafinados cortados na espessura de 4um foram
desparafinadas em banhos de xilol por 15 minutos cada, hidratadas em solucdes de
alcoois decrescentes e submetidas a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”-
pH 7,2, 0,01M) a 10%. Posteriormente fez-se a reativagdo antigénica com solugao
Trilogy® em panela pascal, seguido do bloqueio da peroxidase endogena
adicionando-se ao banho de PBS o peroxido de hidrogénio (10 volumes diluida a 4%
em PBS), por 30 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram cobertas com
solugao de bloqueio (leite em p6 desnatado diluido em PBS - 12g de leite em 200 mL
de PBS). Logo apds, o anticorpo primario correspondente foi utilizado, como mostra o
Quadro 2, em quantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as laminas
incubadas overnight em camara umida a 4°C. A seguir, adicionou-se o0 anticorpo
secundario biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho e anticamundongo
na diluicdo de 1/100 (DAKO - LSAB 2 System, Peroxidase — K0675), sendo as laminas
novamente incubadas em camara umida a temperatura ambiente, com tempo de
incubacdo como mostra o quadro 3. A reacao foi revelada utilizando-se solugao de
Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solugdo de peréxido de
hidrogénio 35 volumes a 0,16% em PBS, por 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e contra coloragao
com hematoxilina de Harris. As laminas foram desidratadas em concentracbes
crescentes de alcoois (70 %, - alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com
Entellan®. Os controles negativos foram incluidos em todas as reagdes apenas

omitindo-se os anticorpos primarios.

Quadro 2 - Especificagdo e tempo de reagcdo dos anticorpos utilizados segundo
padronizagao do laborat6rio de patologia

Anticorpo Clone Tipo Fabricantes | Tempo de incubagao
no anticorpo
secundario
Calprotectina MAC387 Monoclonal Bio-Rad 2,0 horas
CD 163 E18684 Monoclonal Spring 2,0 horas
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3.11 Analise morfométrica

Os cortes histolégicos corados pelo tricrobmico de Masson e os cortes
submetidos a todas as reag¢des imuno-histoquimicas foram visualizadas pela objetiva
de 40X e digitalizadas 20 imagens aleatorias através do mesmo microscopio e
microcamera, perfazendo uma area total de 281.872 ym? de pele analisado em cada
tipo de reacao histoquimica. As areas de matriz extracelular e das marcagdes imuno-
histoquimicas foram calculadas através de algoritmos construidos no software KS300.
Em cada imagem foram selecionados todos os pixels com tons de azul (tricrémico de
Masson) ou marrom (marcagao imuno-histoquimica positiva) para a criagédo de uma
imagem binaria, processamento digital e calculo da area em pm2.

Para o calculo do comprimento da epiderme, numero de vasos sanguineos da
derme corado pela H&E de cada caso foi visualizado através da objetiva de 40X do
microscopio Olympus (Toquio, Japao) para a digitalizagao de 20 regides aleatdrios
através da microcamera Q-Color3. Todo o intersticio foi excluido da analise utilizando
ferramentas do programa. Todos os tipos de pixels foram selecionados para a criagao
de uma imagem binaria e calculo da area em pm2. Utilizando as mesmas imagens,
todas as regides e vasos sanguineos foram contados interativamente utilizando o

mesmo programa.

3.12 Fotomicrografias e analises histolégicas

As fotografias digitais foram capturadas pela camera Moticam 5.0 MP acoplada
ao microscopio Optico calibradas em definigdes especificas conforme a objetiva
utilizada: 4x (A.T. 40 x), 10x (A.T. 100 x) ou 40x (A.T. 400x). A analise histoldgica foi
realizada analisando qualitativamente os parametros histoldgicos para em seguida
quantifica-los estatisticamente através de score histoldgico. Além disso, todas a
analises histolégicas foram realizadas as cegas no intuito de evitar qualquer viés na

obtencéo dos resultados.

3.13 Analise estatistica

Os dados obtidos estdo expressos como média * erro padrao da média e, foram

analisados com o auxilio do programa estatistico GraphPad Prism versao 8.0.
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Inicialmente foi realizada uma estatistica descritiva dos dados, sendo calculados os
valores maximos e minimos, a amplitude, além da média e o desvio padrao.

Os dados da analise macroscépica foram tabulados e analisados através da
analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey-Kramer, com nivel de
significancia estatistica de 5% (p<0.05) para estabelecer as variagdes encontradas
dentre e entre os grupos estudados.

Para cada campo microscopico das duas amostras de pele, foram calculados
os valores maximo, minimo e médio do escore geral de intensidade. A distribuicéo
(normalidade) das variaveis da escala foi avaliada e o teste ndo paramétrico

(Wilcoxon) foi aplicado para testar a diferenga entre as duas amostras da pele.



4 RESULTADOS

4.1 Classificacao e apresentacao dos pacientes psoriaticos

Os dados sociodemograficos obtidos estdo organizados na tabela da Figura 7.
A maioria dos pacientes apresentaram faixa etaria de 40 a 60 anos (18), sem grande
diferenga entre os sexos em todas as idades analisadas (20 a 40 anos, 40 a 60 anos
e acima dos 60 anos). Quanto a variavel cor da pele, a maior parte dos dados se
concentra em pele parda (22) e apenas uma amostra foi coletada de pele negra.
Quanto aos dados do estilo de vida, os dados se mostram variados, 15 pacientes néao
praticam nenhum tipo de exercicio fisico, enquanto 5 sdo praticantes de algum
exercicio fisico. Quanto aos habitos n&o-saudaveis, 6 s&o tabagistas, 4 sdo ex-
fumantes e 4 alcoodlatras. Ja quanto ao grau de parentesco, a maioria relatou nao
haver nenhum grau (19), seguido de parentesco com pais e tios (4 cada um), irmaos
e primos (2 cada um) e filhos e netos (1 cada), é valido ressaltar que uma pessoa
pode possuir mais de um grau parentesco.

Quanto as comorbidades, a maioria relatou queixa (19), das quais constatamos
6 com hipertensdo, 5 com diabetes, 5 com depressio, 4 com dislipidemia, 4 com
cardiopatia, 1 com vitiligo, 1 com alergia e 1 com outro tipo nao especificado.
Entretanto € importante associar essas comorbidades relatadas aos habitos de estilo
de vida.



48

Figura 5 - Dados sociodemograficos de pacientes portadores de psoriase do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Paraiba (HULW/UFPB)

Idade
20 a 40 anos 40 a 60 anos > 60 anos
Numero de individuos 9 18 4
SEXO
Feminino 5 8 2
Masculino 4 10 2
COR DA PELE
Parda 4 16 2
Branca 4 2 -
Negra - - 1
Amarela 1 -
ESTILO DE VIDA
Nenhum 7 8 -
Caminhada - 1 -
Musculag¢do/Exercicio - 3 1
Tabagista 2 2 2
Ex-Tabagista - 3 1
Alcodlatra - 3 1
PARENTESCO
Nao 6 12 1
Pais - 1
Tios 1 3 -
Avos - - -
Filhos - - 1
Neto - - 1
Irmaos - 1 1
Sobrinhos - - -
Netos - - -
Primos 2 - -
COMORBIDADES
Nenhuma 5 5 2
Alergias - - 1
Hipertensao 2 3 1
Diabetes - 4 1
Cardiopata 1 2 1
Dislipidemia - 3 1
Depressao 1 4 -
Vitiligo 1 - -
D. Tiredide - - -
Outras - 1 -

Dados sociodemograficos obtidos a partir dos prontuarios dos pacientes atendidos no Servigo de
Referéncia do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Paraiba (HULW/UFPB) e apresentados de
acordo com as variaveis.
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4.2 Analises histolégicas e morfométricas

As amostras dos pacientes e grupo controle foram analisadas para descrigdo do
padrao histologicos cujos resultados estdo dispostos nas sessdes a seguir. Ao todo
foram encontradas 29 lesbes do tipo vulgar, 2 lesdes do tipo gutata e 0 pustulosa. As
analises histologicas (H&E, Tricrobmico de Masson e Azul de Toluidina) e imuno-
histoquimicas foram realizadas para diferentes campos de observacdo das amostras

processadas.

4.2.1 Avaliacdo da epiderme por meio da coloracdo H&E

As figuras 8A e 8B mostram aspectos histoldgicos da epiderme preservada em
todas as suas camadas e derme nao reativa, indicando auséncia de alteracéo
psoriatica, em amostras de pele controle (individuos saudaveis/auséncia de PsO).
Enquanto nas demais fotomicrografias (C, D, E e F) ilustram padréo psoriasiforme.

Nas amostras dos pacientes, a coloragdo permitiu apontar lesdo vulgar, com
aumento da espessura da epiderme (acantose) de maneira difusa e multifocal, com a
presenca de agregados de neutréfilos no estrato cérneo, sendo representada nas
imagens C e D da figura 8, enquanto para a indicagédo de lesdo gutata, observou-se
acantose com presencga de vasos sanguineos reativos na derme, sendo representada

nas imagens E e F da figura 8.
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Figura 8 - Andlise histopatoldgica de secgdes de tecidos de pele coradas com
coloracdo H&E de portadores de psoriase ou individuos saudaveis
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Fotomicrografias de cortes histolégicos de pele, corado em hematoxilina e eosina, onde: A e B séo
amostras controle, mantendo epiderme (Ep) e derme (Dm) sem alteragdes; C e D indicam lesao
psoriatica do tipo vulgar com acantose difusa e multifocal (cabegca da seta) e agregados neutrofilicos
no estrato cérneo (*); E e F indicam lesdo psoriatica do tipo gutata com acantose (cabec¢a da seta) e
presenga de vasos sanguineos reativos na derme (seta).

Para uma melhor observagdo quanto a acantose e os numeros de vasos
achados nas amostras com PsO foram feitos dois graficos dispostos nas figuras 9 e
10, respectivamente, cujas analises estatisticas apontam diferenga significante, com
p<0,0001 (F (2,57) = 425um para acantose e p<0,0001 (F (2,57) = 109.8um) para a
quantidade de vasos.

Para a acantose (figura 10), analises posteriores com o Teste de Tukey
indicaram diferenga entre os grupos vulgar (p<0,0001) e gutata (p<0,0001) em relagao
ao controle e diferenga entre os dois grupos psoriaticos (p<0,0001). Em relacéo ao
numero de vasos (figura 11) também foi realizado teste Tukey, cujo resultados
indicaram diferenga entre os grupos vulgar (p<0,0001) e gutata (p<0,0001) em relagéo
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ao controle e diferenga entre os dois grupos psoriaticos (p<0,0001). Indicando uma
maior neovascularizagdo, que esta associada ao infiltrado inflamatério dérmico e

contribui para a espessura global das lesbes e inflamacgao.

Figura 6 — Avaliagdo do comprimento da epiderme de amostras de pele de pacientes
portadores de psoriase do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Paraiba
(HULW/UFPB)
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Andlise da espessura da epiderme em relagdo aos grupos controle, psoriase vulgar e psoriase gutata.
Dados analisados por ANOVA uma via. As barras verticais sdo expressas como média £ E.P.M com
p<0,05. ***p<0,0001 em relagéo ao controle, +p<0,0001 em relagdo ao grupo vulgar.
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Figura 7 - Quantificagdo do numero de vasos sanguineos na derme de amostras de
pacientes portadores de psoriase do Hospital Universitario Lauro Wanderley da
Paraiba (HULW/UFPB)
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Andlise da quantidade de vasos em relagdo aos grupos controle e de psoriase vulgar e gutata. Dados
analisados por ANOVA uma via. As barras verticais sdo expressas como média + E.P.M com p<0,05.
***p<0,0001 em relagdo ao controle, +p<0,0001 em relagao ao grupo vulgar.

4.2.2 Analise de deposigao de colageno em amostras de pele de individuos
saudaveis ou portadores de PsO

Para avaliar as alteragcbes na matriz extracelular, utilizamos a técnica
histolégica Tricromico de Masson, que permite identificar a deposi¢cédo de colageno
marcado em azul. A separagao de cores para mensuragado da area de colageno foi
realizada no software ImageJ ®, como descrito na metodologia, e a quantificagdo de
area dos tecidos apresentada em forma de grafico.

Na figura 11A, podemos visualizar uma amostra controle, cujo aspecto
histolégico evidencia a epiderme preservada em todas as suas camadas e derme nao
reativa, com integridade da matriz extracelular, ndo indicando alteragdo psoriatica.
Contudo na figura 11B e 11C é possivel observar deposigao de colageno, indicando
padroes de lesao psoriatica.

Nas amostras dos pacientes, a o protocolo histoquimico aplicado indicou leséo
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vulgar, com intensa marcagdo azul, apontando deposi¢cédo intensa de colageno,
localizada na base da epiderme, além da presenca de neutréfilos adjacentes ao
depdsito de colageno, como demonstrado na figura 11B. A técnica revelou ainda que
nas lesdes do tipo gutata, o padrao histoquimico se manteve, entretanto, apresentou-
se contido nas bases da epiderme, podendo ser vista na figura 11C, diferentemente

do padrao observado na secg¢ao de amostras de pacientes com PsO do tipo vulgar.

Figura 8 - Analise da deposicdo de colageno em secgbes de amostras de pele
coradas com Tricrdbmico de Masson de pacientes portadores de psoriase do Hospital
Universitario Lauro Wanderley da Paraiba (HULW/UFPB)

Fotomicrografias de cortes histolégicos de pele, corado em Tricromico de Masson, onde: A indica
amostra controle, mantendo epiderme (Ep) e derme (Dm) sem alteragdes e com integridade da matriz
extracelular; B indica uma amostra tipo vulgar com intensa marcagao azul (seta) na base da epiderme
e em volta da mesma, incluindo neutrdfilos; C indica uma amostra tipo gutata com padrao histoquimico
mantido, mas contido na base da epiderme (seta).
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A quantificagdo das areas de deposigcédo de colageno foi ilustrada na figura 12.
Analises estatisticas apontaram diferenga significativa para este parametro, com
p<0,0001 (F (2,57) = 783.8 ym?). Analises posteriores do teste de Tukey indicaram
diferencgas significativas entre os grupos psoriaticos em relagéo ao controle (p<0,0001)
e entre os dois grupos psoriaticos (p<0,0001), indicando maior deposi¢ao de colageno

na PsO vulgar.

Figura 9 - Analise de deposigao de colageno de secgdes de tecidos de portadores de
psoriase do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Paraiba (HULW/UFPB)
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Andlise da area celular por micrometro ao quadrado em relagdo aos grupos controle e de psoriase
vulgar e gutata. Dados analisados por ANOVA uma via. As barras verticais sdo expressas como média
+ E.P.M com p<0,05. ***p<0,0001 em relagéo ao controle, +p<0,0001 em relagdo ao grupo vulgar.

4.2.3 Investigacado da presencga de mastocitos

Para a observacdo da presenga ou auséncia de mastdcitos, utilizamos a
coloracédo de azul de toluidina, onde é possivel visualizar na figura 13 uma amostra
do controle, cujo aspecto histolégico demonstra epiderme preservada em todas as
suas camadas e derme nao reativa, com auséncia de mastocitos. Ja nas figuras 13B
e 13C vemos achados psoriaticos do tipo vulgar e gutata, respectivamente, obtidas
pelas analises das amostras coletadas.

A coloragao permitiu observar, no tipo vulgar (13B), a presencga focal e discreta
de mastdcitos, diferindo, interessantemente, do tipo gutata (13C), cuja marcacéao se
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manteve semelhante ao grupo controle, ou seja, com auséncia de mastécitos.

Figura 10 - Amostras histologicas coradas com Azul de toluidina

Corte histolégico de pele, corado em Azul de toluidina, onde: A indica amostra controle, mantendo
epiderme (Ep) e derme (Dm) sem alteragbes e sem mastdocitos marcados; B indica amostra do tipo
vulgar com presencga focal e discreta de mastdcitos (seta); C indica amostra do tipo gutata, com
marcagao semelhante ao grupo controle.

4.3 Analises imuno-histoquimicas

Para as analises imuno-histoquimicas, as seccbes de tecido foram
processadas para marcacgao das proteinas de superficie celular. A calprotectina (L1),
um marcador superior de macrofagos que caracteriza uma subpopulagao

“classicamente ativada” na PsO atuando como indutores da inflamagao denominados
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M1 (figura 14). Ja 0 CD163, um marcador de macréfagos ativados pela “via alternativa”
relacionados com resposta anti-inflamatéria denominados de M2 (Figura 17).

Para a calprotectina (L1), podemos ver na figura 14A uma amostra cujo padréo
histoloégico demonstra epiderme preservada em todas as suas camadas e derme n&o
reativa, bem como uma marcacao imuno-histoquimica focal e discreta na epiderme,
indicando uma amostra controle. Ja nas imagens 14B e 14C, é possivel observar
achados psoriaticos do tipo vulgar e gutata, respectivamente.

Quanto ao padrao de marcagao imuno-histoquimica das amostras psoriaticas,
a figura 14B, que indica a psoriase vulgar, a marcagao é intensa e multifocal na
epiderme e também na derme. Porém, na imagem C, que indica psoriase gutata, a

marcagao é semelhante ao tipo vulgar, porém, se mostra focal e intensa.
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Figura 11 - Avaliacado da presenca de macréfagos polarizados para o perfil M1 através
da detecgao imuno-histoquimica da calprotectina

Corte histoldgico de pele em reagao imuno-histoquimica contra antigeno de calprotectina (L1), contra
corado com hematoxilina, onde: A indica amostra controle, mantendo epiderme (Ep) e derme (Dm) sem
alteragcdes e com marcagao imuno-histoquimica focal e discreta na epiderme (*); B indica amostra do
tipo vulgar com marcacéo intensa e multifocal na epiderme e na derme (***); C indica amostra do tipo
gutata, com marcacédo semelhante ao grupo vulgar, no entanto, sendo focal e intensa (**).

Para uma melhor observagao quantitativa da marcagao para calprotectina nas
amostras analisadas, os dados obtidos foram plotados em grafico representado pela
figura 15, cujas analises estatisticas apontaram diferenga significativa, com p<0,0001
(F (2,57) = 999.8u2. Analises posteriores do teste de Tukey indicaram diferengas
significativas entre os grupos psoriaticos em relagéo ao controle (p<0,0001) e entre os
dois grupos psoriaticos (p<0,0001). Apresentando os niveis aumentados de detecgao
dos macrofagos do tipo M1 positivos para calprotectina no tecido psoriatico, mais

consideravelmente no tipo vulgar, em relagao ao controle.



58

Figura 12 - Expressédo dos macréfagos polarizados para o perfil M1
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Andlise da area por micrometro ao quadrado em relagao aos grupos controle e de psoriase vulgar e
gutata. Dados analisados por ANOVA uma via. As barras verticais sdo expressas como média + E.P.M
com p<0,05. ***p<0,0001 em relagdo aos controles, +p<0,0001 em relagédo ao grupo vulgar.

No que diz respeito a presenca do marcador de superficie CD163 foi observado
na figura 16 uma amostra cujo padrao histolégico evidencia epiderme preservada em
todas as suas camadas e derme nao reativa, bem como uma marcagao imuno-
histoquimica multifocal na epiderme e na derme, indicando uma amostra controle. Ja
nas figuras 16B e 16C foi observado padrdes psoriaticos do tipo vulgar e gutata.

Quanto aos achados imuno-histoquimicos das amostras psoriaticas, na figura
16B, que indica a PsO vulgar, a marcagao é discreta na epiderme e também na derme,
porém, na figura 16C, que indica PsO gutata, a marcagao € semelhante ao tipo vulgar,
no entanto, se mostra focal e intensa, esses dados apresentam uma diminuicdo de
macrofagos anti-inflamatorios do tipo M2 nas amostras psoriaticas em relagdo ao

controle.
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Figura 13 - Avaliagdo de macrofagos polarizados para o perfil M2 através da detecgéo
imuno-histoquimica do CD163
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Corte histolégico de pele em reagédo imuno-histoquimica contra antigeno de CD163, contra corado com
hematoxilina, onde: A indica amostra controle, mantendo epiderme (Ep) e derme (Dm) sem alteragbes
e com marcagado imuno-histoquimica multifocal e discreta na epiderme e na derme (seta); B indica
amostra do tipo vulgar com marcagao focal e discreta na epiderme e na derme (seta); C indica mesmo
padrao de marcagao na forma vulgar, porém, sendo focal e intensa (seta).

Para uma melhor observagao quantitativa do CD163, os dados obtidos foram
plotados em grafico representado pela figura 17, cujas analises estatisticas apontaram
diferenga significativa, com p<0,0001 (F (2,57) = 131.3 p?). Andlises posteriores do
teste de Tukey indicaram diferengas significativas entre os grupos psoriaticos em
relacdo ao controle (p<0,0001) e entre os dois grupos psoriaticos (p<0,0001),

indicando aumento de infiltragdo de macréfagos polarizados para um perfil M2,
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relacionado com a resposta anti-inflamatéria e envolvidos no controle da inflamacéo,

em maior evidéncia no grupo controle, quando comparado aos demais grupos.

Figura 14 - Expressédo do marcador CD163 (M2)
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Analise da area por micrometro ao quadrado em relagao aos grupos controle e de psoriase vulgar e
gutata. Dados analisados por ANOVA uma via. As barras verticais sdo expressas como média + E.P.M
com p<0,05. ***p<0,0001 em relagdo aos controles, +p<0,0001 em relagéo ao grupo vulgar.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho investigou o perfil clinico, histoldgico e imuno-histoquimico
de amostras de pele de individuos saudaveis e portadores de PsO de uma populagao
ndo caucasiana, atendida no Centro de Dermatologia, mais especificamente no
ambulatério de psoriase do HULW/UFPB, Joao Pessoa, Paraiba.

As caracteristicas da populagdo em estudo foram analisadas nos prontuarios
dos pacientes acometidos pela doenga enquanto as amostras de sec¢des de tecido
de pele submetidas a técnicas de coloragao para observacao histolégica e imuno-
histoquimica. Os dados obtidos mostraram semelhangas quanto as caracteristicas
demograficas e histopatolégicas comparado com a literatura vigente. No entanto os
achados descritos neste estudo sao considerados de grande relevancia considerando
as caracteristicas interraciais dos pacientes estudados.

A maioria dos participantes deste estudo apresentaram pele parda. Estas
caracteristicas corroboram com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), 2010, que relata que a Paraiba apresenta uma composigdo étnica
predominantemente parda perfazendo 52,7% da populagao do estado.

Na casuistica estudada, nenhum paciente apresentou faixa etaria abaixo dos
20 anos, enquanto a maior parte se concentrou na faixa etaria de 40 a 60 anos, sem
grande diferencga entre os sexos em todas as idades analisadas, o0 que se relaciona
com estudos prévios que relatam ndo haver predominio morfolégico na ocorréncia
desta dermatose entre homens e mulheres (GUDJONSSON et al., 2007). Quanto ao
grau de parentesco, a maioria relatou ndo haver, enquanto uma menor parcela
declarou ter algum parente portador da PsO na familia. Estudos epidemiolégicos de
base populacional, demonstraram que ha uma incidéncia substancialmente maior
quando ha algum parente portador na familia, entretanto ndo ter nenhum parentesco
n&o significa que a pessoa esta isenta de ser acometida pela doenga (BAVIERE et al.,
2020). A relagao entre parentesco e susceptibilidade a PsO vem sendo amplamente
estudada e atualmente estdo sendo identificados muitos dos genes associados ao
aumento da suscetibilidade a PsO (MAHIL et al., 2015; PUIG et al., 2014).

Inumeros estudos ja comprovaram os beneficios das atividades fisicas na
melhoria da qualidade de vida e atenuacdo de doengas dermatoldgicas e outras
comorbidades (NALDI et al., 2014; PEREIRA, 2013; KAMIYA et al., 2019). Nossos
achados se mostraram variados quanto ao estilo de vida. A maioria dos pacientes nao
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praticam nenhum tipo de exercicio fisico, enquanto uma pequena parcela, cinco
pacientes, sdo praticantes de algum tipo de esporte. Além disso, alguns possuem
habitos nao-saudaveis, como alcoolismo e tabagismo, que atuam como gatilhos
iniciais das leses psoriaticas. E valido ressaltar que, devido ao estigma que ainda
acompanha condigbes dermatolégicas, pacientes com PsO eventualmente relatam
sentimento de rejeigdo e vergonha, o que leva ao isolamento social e ao prejuizo da
saude mental. Esses aspectos contribuem para agravar a doenga, uma vez que a
presencga das lesdes cuténeas estimula o estresse psicoldgico, gerando um ciclo de
prejuizos ao estado mental e a qualidade de vida do paciente (YOUNG H, 2017;
KOURIS A, et al., 2017).

Mais recentemente, a visdo da PsO mudou de uma doenca de pele isolada
para uma versdo mais ampla, associada a inflamacdo sistémica e,
consequentemente, outras doengas (CHIRICOZZI| et al., 2018; DAVIDOVICI et al.,
2010). Diante disso, foi observado nesse estudo a relagdo das principais
comorbidades relatadas, tais como alergias, hipertensédo, diabetes, cardiopatias,
dislipidemias, depressao, vitiligo, doengas tiredideas e sinusite com o acometimento
da PsO, o que também corrobora com a literatura vigente. Um estudo multicéntrico na
América do Norte e Europa, por exemplo, revelou que 38,2% dos pacientes portadores
da doenca apresentavam fatores de risco para doencga cardiovascular, diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), hipertensao arterial sistémica (HAS), dislipidemia, obesidade e
sindrome metabdlica (SM) (KIMBALL et al., 2014). Ainda é controverso se a obesidade
antecede ou sucede a PsO, porém, alguns aspectos associados a doenga como
isolamento social, habitos dietéticos n&o saudaveis, consumo de a&lcool e
sedentarismo, podem levar a obesidade (BREMMER et al., 2010). Além das
comorbidades fisicas, a PsO é associada a baixa autoestima e predominio de
transtornos do humor, incluindo depresséao. A prevaléncia de depressao em pacientes
com psoriase é aproximadamente 24,5% (KIMBALL et al., 2008).

Com relagdo as analises histologicas, 29 amostras provenientes de pacientes
portadores de PsO foram classificadas com o tipo vulgar e duas com o do tipo gutata.
Esses dados estdo em concordancia com estudos anteriores que elencam o tipo
vulgar sendo o mais comum (SANTOS et al., 2013).

Na pele psoriatica o processo de renovagao celular se acelera e as células
alteradas podem atingir a camada mais superficial em um periodo de apenas 3 a 5

dias. (DUARTE et al., 2010). No estudo atual, 0 aumento do numero de queratindcitos
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foi observado através da acantose em ambos os grupos avaliados, tendo uma
alteracdo da epiderme difusa e multifocal, com presenca de neutrdéfilos no estrato
cérneo, que € a camada mais externa da epiderme, na PsO vulgar. A analise
histologica com coloracdo H&E das amostras da forma gutata também revelou
acantose, mas com presenga bem marcada de vasos sanguineos na derme.

Essa abordagem metodoldgica foi utilizada por revelar informagdes estruturais
e com implicagdes funcionais de diferentes tipos de células (FISHER et al., 2008). Os
resultados observados corroboram com a literatura, a qual demonstra comum
aumento da espessura da pele em lesbes psoriaticas, decorrentes de uma taxa
mitética aumentada dos queratindcitos basais (células que compdéem a cdrnea)
(FERRELI et al., 2017). A presenga de vasos sanguineos também €& descrita pela
literatura, a qual relata aumento da irrigagcdo sanguinea, bem como escamas,
provenientes da hiperproliferacdo epidérmica com maturacdo prematura de
queratindcitos (SABBAG, 2006; OSORIO et al., 2011). Possivelmente, o predominio
de vasos sanguineos nas amostras do tipo gutata deve-se ao fato de este tipo
apresentar um processo inflamatério com menor acantose quando comparada a PsO
vulgar, o que deixa as lesdes mais expostas a danos externos (CARNEIRO, 2007).

Adicionalmente, pesquisas mostram que na PsO vulgar é possivel encontrar
marcada exocitose de neutrdéfilos, bem como aumento e retencdo dos nucleos no
estrato corneo (hiperparaceratose), muitas vezes com infiltragcdo e acumulo de
neutrofilos, formando os denominados “microabscessos de Munro” (BRINSTER, 2008;
SAMPAIO & RIVITTI, 2008). Os neutrofilos sdo os leucdcitos mais abundantes na
circulacao, eles sao respondedores cruciais da resposta imune inata, mas o papel
desempenhado pelos neutrdfilos na PsO ainda n&o foi bem caracterizado (WANG et
al., 2020).

A presenca de neutréfilos nas lesdes cutaneas psoriaticas € uma caracteristica
histopatoldgica tipica da doenca (CHIANG et al., 2019). Essas células sao as primeiras
se infiltrar e parecem contribuir para o comprometimento da barreira epitelial (RAMOS
et al., 2021), esclarecendo os achados deste estudo, onde foi observado a presenca
de agregados neutrofilicos na base da epiderme na PsO do tipo vulgar.
Recentemente, grande atencédo foi trazida para o papel das NETs (armadilhas
extracelulares de neutrofilos), onde estes sdo liberados por neutréfilos ativados e
encontrado em grande quantidade nas placas e papulas da pele psoriatica (SHAO et

al., 2019; HU et al., 2016). A superexpressdo de NETs leva a ativagdo de outras
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células liberando IL-17, que estimula a sintese de mediadores inflamatdrios e, por sua
vez, criam um ambiente extremamente inflamatério e participam das fases inicial e de
manutengdo da PsO (PINEGIN et al., 2015).

Além das NETs, apds a ativagdo os neutrofilos também liberam proteases,
como a mieloperoxidase (MPO), que é responsavel por 5% do total de proteinas
neutréfilas e € o principal constituinte dos granulos e esta diretamente relacionada a
danos ao tecido, bem como a degradacgéo e desorganizagao da matriz extracelular
(MEC) (DILEK et al., 2016; CLANCY et al., 2017). Outra questdo a ser pontuada esta
no fato de que a PsO pode nao ser apenas um disturbio direcionado a pele, mas
também pode estar associada a caracteristicas inflamatérias sistémicas (YAMAMOTO
et al., 2020).

A fim de avaliar alteragcbes na MEC, um componente nao celular que da
sustentacao aos tecidos foi realizado a coloragao de Tricrbmico de Masson, usada
principalmente para caracterizar alteragdes que afetam o tecido conjuntivo. A MEC é
uma estrutura altamente dinamica, em continua remodelagdo, que consiste na
deposig¢ao, degradagdo e modificacdo de seus componentes, como por exemplo, o
colageno. Uma dindmica anormal leva a processos patoldgicos associados ao
prejuizo da funcao do tecido e 6rgao afetado (NEVE et al., 2014). Um dos principais
componentes estruturais da MEC na pele humana é o colageno, uma proteina de alto
peso molecular que fornece estrutura e resisténcia a tracéo, produzida e secretada
por fibroblastos, queratindcitos e outras células (UITTO et al., 1989; NYSTROM et al.,
2019).

Neste estudo ambos os grupos com PsO analisados apresentaram alteragdes
de MEC com aumento da deposicéo de colageno, porém no tipo vulgar essa presenca
foi observada na epiderme e em volta da mesma, com presenga de infiltrado de
neutrdfilos, apresentando mais uma vez um processo inflamatoério mais acentuado. Ja
no tipo gutata, a deposigcao de colageno foi observada apenas na base da epiderme.
E interessante mensurar a presenca dos neutréfilos na MEC, visto que eles liberam
as MPO, as quais estao significativamente aumentadas nas placas cutaneas e séo
positivamente correlacionadas com a gravidade da PsO (CHIANG et al., 2019;
HASKAMP et al., 2020). A MPO sérica também estd aumentada em pacientes com
psoriase, 0 que pode estar relacionado a leucécitos recrutados em lesdes cutaneas
psoriaticas (CAO et al. 2014).

As placas psoriaticas podem ser vistas como um dos exemplos mais comuns,
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embora intrigantes, em que a pele humana de aparéncia previamente saudavel é
remodelada de forma rapida e dramatica em resposta a uma variedade de estimulos
tanto exdgenos quanto endoégenos (NICKOLOFF et al., 2004). Esta resposta do tecido
na PsO foi comparada a uma resposta de ferimento persistente em que processos
reparativos remodelam os compartimentos epidérmico e dérmico (MORHENN,1988).

A deposicao do colageno € um parametro importante na compreensao das
modificagdes da matriz extracelular, pois seu acumulo acentuado esta associado ao
processo de cicatrizagdo em tentativas de restabelecer a integridade e arquitetura
tecidual, a partir de uma resposta inflamatdria a lesao inical (BAUMANN et al., 2016).
Apesar de haver muita pesquisa quanto aos possiveis efeitos e causas do aumento
do colageno em diferentes patologias (RODRIGUEZ-GARIJO et al., 2021; HAKUTA
et al., 2017), ainda ndo existem muitos estudos relacionando esse componente com
a PsO. No entanto, Koivukangas e colaboradores (1995), demonstraram alta taxa de
sintese de colageno em pacientes com PsO corroborando com nossos achados. Além
disso, poucos trabalhos investigaram a sintese de colageno com outras dermatites e
ainda ndo se sabe claramente qual a relacdo dessa proteina nessas doengas, porém,
€ comprovado que existe alguma influéncia na Dermatite atopica, uma doenca
dermatoldgica com algumas caracteristicas em comum com a PsO. (KYLLONEN et
al., 2004; SODERHALL et al., 2007; LAN et al., 2013).

Além da presencga de colageno, foi identificado também neutrdéfilos na epiderme
nas lesdes do tipo vulgar, reforgando o perfil inflamatoério anteriormente representado
pela coloracdo de H&E. Nas lesbes do tipo gutata, os achados histologicos
apresentaram uma deposi¢ao de colageno menos intensa, contido apenas nas bases
da epiderme. Essa diferenga entre os tipos vulgar e gutata na localizagédo dessas
células imunes ainda ndo foi abordada na literatura, entretanto conjectura-se que
tenha relagdo com o formato das lesbes, onde na forma gutata sdo menores e em
forma de gotas, enquanto que no tipo vulgar, sdo maiores e em forma de placas. O
tamanho da lesdo pode ser um fator diretamente proporcional ao acumulo de
colageno.

Além dos neutrofilos, os mastocitos residentes de tecido também foram
analisados neste estudo. Estas sdo células de vida longa que estao estrategicamente
localizadas em areas onde o tecido € exposto a antigenos externos (HARVIMA et al.,
2008). Estudos de Siiskonen e colaboradores (2019) relataram uma maior quantidade

de mastdcitos abaixo da epiderme permitindo que essas células se comuniquem com
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os queratindcitos. As analises utilizando coloragao de Azul de Toluidina revelaram um
padrao focal e discreto na PsO vulgar e auséncia de mastécitos na forma gutata,
semelhantemente ao grupo controle.

O papel fisiologico dos mastécitos na pele ndo €& bem conhecido.
Aparentemente, os mastdocitos sdo células efetoras sentinelas essenciais na protecao
da pele, no entanto, ha evidéncias crescentes sugerindo que também estédo
essencialmente envolvidos em mecanismos inflamatérios de doengas imunomediadas
(PERES et al., 2018). Essa hipdtese € razoavel, uma vez que os mastdcitos podem
produzir, armazenar e liberar, apds a ativacao, varios mediadores inflamatérios que
podem alterar a resposta imune e promover inflamagao (GALLI et al., 2005). Outras
fungbes bioldégicas s&o descritas, tais como indugcdo de tolerdncia ou
imunossupressao e protegao contra infecgdes e toxinas. (HAVIMA et al., 2011).

Um estudo de Nakamura e colaboradores (2003) correlacionou o prurido com
um aumento dos mastocitos, justificando os nossos achados, visto que estudos de
casos ja demonstraram uma prevaléncia de prurido na PsO vulgar. (ORTEGA et al.,
2018; TAKAHASHI et al., 2018). Atualmente, as principais estratégias utilizadas para
o estudar mastécitos consistem no uso de culturas de células e modelos animais,
sendo, portanto, necessario estudos adicionais para melhor entender o papel destas
células na fisiopatologia da PsO.

Apos analisar as caracteristicas histologicas dos grupos controle e com PsO, a
utilizacdo de técnicas de imuno-histoquimica foi empregada para pesquisa de
marcadores de superficie celular de macrofagos, tais como calprotectina (M1) e
CD163 (M2). A calprotectina (L1) é utilizado para indicar processos inflamatdrios,
originados no periodo inicial da infeccdo e o CD163 esta presente em diferentes
populagdes de macrofagos relacionados a processos de reparo tecidual. (LI et al.,
2015).

As interagcbes exatas entre macrofagos classicos e alternativos nas lesbes
psoriaticas ndo sao completamente claras. Ainda ndo sabemos se essas células
imunes atuam para aumentar a resposta inflamatéria ou para limitar as reacdes
imunoldgicas locais. Entretanto, o aumento no numero de macréfagos dérmicos em
ambas as formas, vulgar e gutata, foi evidente quando em comparagao com o grupo
controle. As marcagdes imuno-histoquimicas para calprotectina e CD163 indicaram
um perfil inflamatorio para ambas as PsO.

Os macréfagos estdo presentes em todos os tecidos e, de acordo com o
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ambiente, gerar um espectro de fendtipos com fungdes distintas (MOSSER,;
EDWARDS, 2008). Os macrofagos sédo categorizados em dois subconjuntos
diferentes, denominados macrofagos M1 inflamatdérios e anti-inflamatérios M2 (HOU
et al., 2018). Estas classificagbes revelam importantes diferengas na resposta a
moduladores e, por esta razao, foi proposta uma classificagado na qual a polarizacao
para um perfil M1 é resultado da ativagao classica e obtida pelo estimulo com IFN-y,
enquanto a polarizagdo para o tipo M2 estaria associada a respostas anti-inflamatorias
implicadas na imunorregulagéo e reparo tecidual (EDHOLM et al., 2017). As placas
psoriaticas sdo caracterizadas por uma colecdo proeminente de varios tipos de
macrofagos, ambos dos tipos M1 e M2 (LOWES et al., 2008).

A expressédo da calprotectina esta relacionada a macrofagos polarizados para
o perfil M1. Os nossos achados apresentaram uma marcagao intensa/multifocal na
PsO vulgar, ja na forma gutata essa marcagéao foi discreta/focal. Um estudo de Qian
et al. (2018) constatou que a expressao da calprotectina sérica esta correlacionada
com o risco e gravidade da doencga, e a diminuigdo da calprotectina pode predizer
melhor resposta clinica ao tratamento em pacientes com PsO. Os estudos de D’amico
et al. (2018) também reforcam essa relagdo do aumento da calprotectina com uma
inflamacao acentuada e considera a redugao da expressao desse marcador como um
prognéstico favoravel ao tratamento. Ainda ndo existem estudos publicados
correlacionando a presenga de macrofagos polarizados para o perfil M1 nos tipos de
PsO, porém, essa marcagao mais acentuada na PsO vulgar certamente deve-se ao
fato de este tipo ser o mais inflamatério e possuir maiores lesées espalhadas no corpo.

Em relagdo aos macréfagos positivos para CD163, os M2, foi observado uma
maior expressao no grupo controle em comparagao com os grupos psoriaticos. Esses
macrofagos facilitam a finalizagdo do dano e o reparo do tecido na fase posterior ao
inicio da lesao (LIN et al., 2018). Esse marcador foi originalmente identificado como
um antigeno especifico de mondcito-macréfago associado ao processo anti-
inflamatorio (MARRACHI et al., 2011). Neste estudo, descobrimos que os macréfagos
M2 positivos para CD163 estavam localizados de forma multifocal na epiderme do
grupo controle. Este subconjuntos de macréfagos pode ndo apenas servir como anti-
inflamatdrios , mas também pode apoiar a remodelacéao e cicatrizagao de tecidos. Eles
sdo caracterizados como células imunossupressoras, desempenhando um papel vital
em limitar e encerrar uma resposta inflamatéria (MARTINEZ et al., 2014; GRATCHEV
et al., 2005)
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Nas amostras psoriaticas, a marcagao se apresentou focal e discreta na
epiderme e na derme do tipo vulgar, ja na PsO gutata, a marcagédo se mostra focal e
intensa, reforgando um perfil mais inflamatorio para o tipo wvulgar, quando
correlacionado predominio do subtipo de macrofago residente na lesdo. Semelhante
um estudo de Lin et colaborados (2018) que revelou uma propor¢do bem maior de
macrofagos M1 no sangue periférico de pacientes psoriaticos em comparagéo aos
macrofagos M2.

De maneira geral, os nossos achados em pacientes ndo-caucasianos, com
lesdo cuténea ativa, portadores de PsO nas formas vulgar e gutata apresentam cor
da pele predominantemente parda, com faixa etaria de 40 a 60 anos, sem predominio
entre os sexos. A populagao alvo possuem algumas comorbidades e a grande maioria
nao pratica exercicio fisico. O perfil histolégico foi caracterizado pelo infiltrado
infamatodrio, vascularizacdo e deposicdo de proteinas da matriz extracelular
aumentados além de polarizagdo de macréfagos M1 positivos para calprotecina. Estes
achados sao inéditos para uma populacdo nao-caucasiana e consequente com
caracteristicas genéticas diferentes das abordadas na literatura atual. Existe uma
grande escassez de trabalhos que abordam analises histolégicas e imuno-
histoquimicas da PsO gutata e desse modo, padrdo histopatolégico em diferentes
tipos de PsO ainda nao esta bem esclarecido, entretanto, € possivel dizer que os
resultados encontrados ndo apresentam discrepancias ou conflitos com o que ja se

tem observado na literatura.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os dados obtidos mostraram que a populagao alvo possui predominio de pele
parda, com faixa etaria entre 40 e 60 anos de ambos os sexos, portadores de algumas
comorbidades e ndo possuem habitos de praticar exercicio fisico. No grupo portador
da PsO do tipo vulgar foi observado uma maior acantose, enquanto a forma gutata um
maior numero de vasos sanguineos. A matriz extracelular mostrou-se desorganizada
com predominio de deposi¢ao de colageno em ambos os tipos de PsO. Os mastacitos
apresentaram-se discretos na PsO vulgar e um padrédo semelhante ao controle na
PsO gutata. A presenga de calprotectina foi associada aos macréfagos M1
principalmente na forma vulgar, enquanto a presenga de CD163 foi associado aos
macrofagos M2 principalmente no tipo gutata.

Em suma, os dados sugerem que a PsO vulgar possui um padrdo mais
inflamatdrio que a PsO gutata e as avaliagdes realizadas no presente estudo trazem
contribuicbes para compreensdo da fisiopatologia de diferentes manifestagoes

clinicas da PsO em uma populagao ndocaucasiana.
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ANEXO | — Escala PASI (Area da Psoriase e indice de Gravidade)

Nome do Paciente:

¢ Peso Corporal: Kg.

indice de Gravidade e Extensao das Lesdes Psoriaticas utilizadas para

calculo da escala PASI.

Extensdo das lesdes - E

0 (ausente)

1 (abaixo de 10%)
2 (10% - 30%)
3 (30% - 50%)
4 (50% - 70%)
5 (70% - 90%)

6 (acima de 90%)

indice de Gravide - IG (Soma das pontuagdes de eritema, infiltracio e descamagio).

Eritema Infiltrag¢do Descamacao
0 (ausente) . 0 (ausente) . 0 (ausente)
1 (leve) . 1 (leve) . 1 (leve)
2 (moderado) 2 (moderado) 2 (moderado)
3 (intenso) . 3 (intenso) . 3 (intenso)
4 (mu.ito inteéso) 4 {mﬁito intenso) | 4 (mu.ito inteéso)

Calculo do Psoriasis Area and Severity Index (PASI)

indice de PASI da

Regido PSC* Extensdo (E)** indice de Gravidade (IG)** regido
. (PSC)X(E)x(1G)
Cabeca 0,1
Membros superiores | 0,2
Tronco 0.3
Membros inferiores 0.4

PASI Total (soma dos PASI das regides)

* Porcentagem da superficie corporal (0,1=10%; 0,2=20%; 0,3=30%; 0,4=40%)
** Baseado no indice de gravidade
Data / /

Assinatura e Carimbo do Médico solicitante
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ANEXO Il — PEDIDO DE DISPENSA DE TCLE Solicitagcao de dispensa de

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Venho respeitosamente solicitar ao Comité a dispensa do Termo de Livre
Consentimento Esclarecido (TCLE). Tal pedido se justifica uma vez que os
pacientes cujos prontuarios e biopsias serdo analisados nesta pesquisa
documental ja receberam alta do hospital e, o contato com os mesmos seria
muito dificil. Ainda gostariamos de mencionar que os beneficios do estudo s&o
de grande relevancia cientifica e que estdo de acordo com os objetivos da
Sociedade Internacional de Dermatologia que levanta a importancia de se
descrever as caracteristicas clinicas, hematolégicas, imunolégicas e
anatomopatolégicas de individuos n&do caucasianos portadores de psoriase
como se observa na América Latina e principalmente no Brasil. O estudo também
pode contribuir ndo sé para divulgar a psoriase em nossa comunidade
contribuindo para importancia do diagnéstico e tratamento adequados como
também pode acrescentar dados a literatura a fim de colaborar para o melhor
entendimento da fisiopatologia e desenvolvimento de novas terapias no futuro.
Adicionalmente, o pesquisador responsavel se compromete a manter o sigilo dos
dados obtidos minimizando assim possiveis riscos de vazamento de informacgdes
acerca dos prontuarios dos pacientes e bidpsia previamente coletadas,
analisadas e mantidas pelo Servigo de Patologia do HULW/UFPB.

Joao Pessoa, 05 de Dezembro de 2019.

Prof. Dr. Claudio Roberto Bezerra dos Santos

Pesquisador Responsavel
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ANEXO Il - PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA E
PESQUISA (CEP)

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE W"P
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ANALISE ANATO:PATOLOGICA DE LESOES QUTANEAS DE PACIENTES COM
DOENCA PSORIATICA DO ESTADO DA PARAIBA

Pesquisador: Claudio Roberto Bezerra dos Santos

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 29125520.8.0000.8069

Instituigdo Proponente: UFPB - Centro de Ciéncias Médicas/CCM
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.003.420

Apresentagao do Projeto:

A populagéo alvo sera constituida por pacientes pediatricos e adultos portadores da doencga psoriatica
atendidos no servigco de psoriase do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Paraiba (HULW/UFPB).Este
estudo transversal incluird o tecido de 109 pacientes de ambos os sexos, com tipos variados de psoriase
confirmados através de bidpsia, com ou sem tratamento topico ou sistémico. Os dados demograficos foram
coletados a partir da analise dos prontuarios de cada paciente: sexo, idade, cor da pele,
parentesco/hereditariedade, tipo de lesdo, idade de inicio, idade da primeira lesdo, lesdo inicial/atual,
comorbidades, dor articular, quantidade dos leucdcitos totais, tipo de tratamento e terapia utilizada.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Este projeto tem como objetivo avaliar do perfil clinico, hematolégico e histopatoldgico de pacientes com
doenca psoriatica atendidos no servigo de referéncia de diagndstico e tratamento de psoriase no
Departamento de Dermatologia do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade Federal da

Paraiba, Jodo Pessoa.

Objetivo Secundario:
Classificar os pacientes de acordo com género, idade, sexo, cor da pele, idade de surgimento das

Enderego: Centro de Ciéncias Médicas, 3° andar, Sala 14 - Cidade Universitaria Campus 1

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7308 E-mail: comitedeetica@ccm.ufpb.br
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primeiras les6es psoriasiformes, lesao inicial e atual, comorbidades (diabetes do tipo Il, tabagismo, doenca
cardiovascular/medida de presséao arterial, transtornos psicolégicos e perda da qualidade de vida) com
doenca psoriatica; Descrever alteragdes histopatolégicas no que tange o infiltrado neutrofilico e alteragdes
da matriz

extracelular; Verificar possiveis alteragées na polarizagao de macrofagos (M1/M2) nas amostras teciduais
dos pacientes; Correlacionar a presencga da interleucina-6 (IL-6) com as alteragdes histopatolégicas e

clinicas; Detectar a IL-6 de acordo com tipo de tratamento utilizado pelo paciente.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos da pungédo do tecido nédo serdo levados em consideragao, visto que, todas as amostras seréo
obtidas da bidpsia que obrigatoriamente todo paciente suspeito de psoriase deve fazer. Os blocos de
tecidos serao retirados do Departamento de Patologia do Ambulatério do HULW/UFPB. Podera também
haver um certo receio por parte dos pacientes sobre suas informagoes pessoais serem reveladas. No
entanto, a equipe responsavel pelo estudo se compromete a minimizar os riscos se utilizando das técnicas

usuais para coleta de amostras e, se valendo de principios éticos para prevenir vazamento de informagées.

Beneficios:

Os beneficios desta pesquisa consistem na descrigao das caracteristicas clinicas, parametros laboratoriais
(ex. dados hematolégicos), genéticos e principalmente comparativo dos pardmetros anatopatolégicos
citados nos objetivos especificos anteriormente. Vale salientar que tais informagoes sao de grande interesse
da comunidade cientifica e podem contribuir para o melhor entendimento da clinica desses pacientes
acometidos por

doenca psoriatica comparado com individuos saudaveis. A partir do relato dos parametros clinico,
laboratorial, histolégico e genético dos pacientes atendidos no ambulatério de psoriase do HULW/UFPB, o
grupo de pesquisa que se propde a realizar o estudo estara fornecendo informacdes relevantes sobre uma
populagdo ndo caucasiana e, assim, contribuir para o incremento de terapias para tratar psoriase em paises
latino americanos como o Brasil.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Os dados sociodemograficos e clinicos serdo coletados com base na pesquisa em registro clinico-hospitalar
dos prontuarios dos pacientes atendidos no Servigo de Referéncia do HULW/UFPB, no periodo
compreendido entre janeiro de 2015 a junho de 2019, tratando-se, portanto, de uma pesquisa documental.
Ja o estudo anatopatoldgico dos tecidos extraidos para bidpsia sera
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realizado logo apés a aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica até o més de dezembro de 2019. A analise
dos dados demograficos e clinicos sera realizada pela mestranda, com auxilio da enfermeira responsavel do
Servigo, sendo todo este processo supervisionado pela colaboradora Profa. Dra. Esther Bastos Palitot,
dermatologista,

Chefe do Servigo de Psoriase do HULW/UFPB e professora do curso de Medicina/CCM/UFPB. E importante
salientar que a coleta dos dados sociodemograficos, clinicos e avaliagao histopatolégica e imuno-
histoquimica sé serdo iniciadas apos apreciagéao e aprovagao do presente projeto pelo Comité de Etica
responsavel. As biopsias foram realizadas pelo médico patologista para o diagnoéstico da Psoriase, no
Departamento de Patologia do HULW/UFPB, em Jodo Pessoa-PB. As amostras foram coletas de uma lesédo
psoriatica francamente ativa, considerada lesé@o alvo. Os 109 blocos dos pacientes que serédo utilizados
nesta pesquisa apresentaram lesdes do tipo vulgar (placas pequenas e grandes), pustulosa (palmar e
plantar), ungueal e eritrodérmica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Os termos foram devidamente apresentados (Projeto completo, Folha de Rosto com as assinaturas,
anuéncia da Geréncia de Ensino e Pesquisa (HULW) e Solicitagcdo de Dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido/Assentimento) redigidos em conformidade com a Resolugdo CNS n°
466/2012.

Recomendacoes:
Recomenda-se que o pesquisador responsavel e colaboradores, CUMPRAM, EM TODAS AS FASES DO
ESTUDO, A METODOLOGIA PROPOSTA E APROVADA PELO CEP-CCM.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
A pesquisa apresenta delineamento metodoldégico adequado e atende as recomendagbes éticas da
Resolugéo que envolve seres humanos ( Resolugéo 466/12, Conselho Nacional de Saude).Deste modo

encontra-se apta a aprovacao.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

O projeto foi aprovado em reunido ordinaria do CEP/CCM, em 30/04/2020.

Recomendamos acessar o Parecer Consubstanciado emitido por este CEP, disponivel em sua pagina na
Plataforma Brasil. O Manual Funcionalidades, da Aba Pesquisador na Plataforma Brasil, contém instrugdes

de como localizar o parecer.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_153735| 08/04/2020 Aceito
do Projeto 3 E1.pdf 12:03:03
Projeto Detalhado / |Projeto Emenda.docx 08/04/2020 |Claudio Roberto Aceito
Brochura 10:36:37 |Bezerra dos Santos
Investigador
Qutros Certidao.pdf 10/02/2020 |Claudio Roberto Aceito
17:37:55 |Bezerra dos Santos

TCLE / Termos de |Dispensa_TCLE.docx 10/02/2020 |Claudio Roberto Aceito

Assentimento / 17:16:20 |Bezerra dos Santos

Justificativa de

Auséncia

Qutros CARTA DE ANUENCIA. pdf 10/02/2020 |Claudio Roberto Aceito
15:23:48 |Bezerra dos Santos

Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO.pdf 10/02/2020 |Claudio Roberto Aceito
15:22:18 |Bezerra dos Santos
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Endereco:

JOAO PESSOA, 02 de Maio de 2020

Assinado por:

Cristina Wide Pissetti

(Coordenador(a))

CEP: 58.051-900

UF: PB
Telefone:

Municipio: JOAO PESSOA
(83)3216-7308

Centro de Ciéncias Médicas, 3° andar, Sala 14 - Cidade Universitaria Campus 1
Bairro: CASTELO BRANCO

comitedeetica@ccm.ufpb.br
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