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Introducéo

A psoriase pustulosa generalizada (GPP, do inglés Generalized Pustular Psoriasis) é uma rara e
grave forma de psoriase, por vezes de curso letal, caracterizada clinicamente por episodios recidivantes e
stbitos de mal-estar, febre, eventualmente artrite e colangite neutrofilica e, sobretudo, pustulas estéreis
generalizadas na pele, que se apresentam eritematosas e brilhantes [1,2,3]. Calafrios, rigidez articular e
disturbios circulatdrios ou respiratérios ocasionais também sdo sintomas da doenca, além de achados
laboratoriais como neutrofilia [1,3].

A psoriase manifesta-se a histopatologia por: espessamento da epiderme com alongamento das
cristas epiteliais, paraceratose e infiltracdo de diversos tipos de leucécitos na epiderme e na derme. O
infiltrado leucocitario inclui células do sistema imunol6gico inato e adaptativo, numa interacdo complexa,
durante a progresséo da doenca [16].

Em 2011, Marrakchi et al. identificaram, num subgrupo de pacientes portadores de psoriase
pustulosa generalizada, um tipo de mutacdo genética que compromete a codificacdo do antagonista do
receptor da interleucina-36 (IL-36Ra) [1,4]. A perda do controle sobre a codificacdo do IL-36Ra resulta em
inflamacdo autoimune, comprometendo a epiderme pela desregulacdo da sinalizagdo mediada pela 1L-36
[3]. Os membros da familia da IL-36 atuam no ambiente inflamatorio da pele acometida por leséo
psoriatica. O aumento da expressao dessa interleucina pelas células residentes da pele induz a ativacdo de
outras citocinas e quimiocinas. Estas, por sua vez, agem sobre diversas células inflamatorias, como
neutrofilos e macrdfagos, culminando na inflamacgéo psoriética [5].

A deficiéncia do antagonista de receptor da interleucina-36, ou DITRA (do inglés Deficiency of
Interleukin Thirty-six-Receptor Antagonist), é uma forma de GPP que resulta de um disturbio autossémico
recessivo causado por mutaces homozigéticas ou heterozigéticas no gene IL36RN, localizado no
cromossomo 2913 [4,6]. A DITRA é caracterizada por surtos recidivantes de erupcéo cutanea eritematosa
e pustulosa generalizada, associada a episodios recidivantes de febre (40-42°C) e astenia [7]. A histologia,
foram encontradas pustulas espongiformes intracdrneas, paraceratose e acantose, além de infiltracdo da
derme superficial por macrofragos CD68+, linfocitos e neutrdfilos. Fatores desencadeantes para as
erupcdes na pele incluem infecgdes virais e bacterianas, menstruacdo, gravidez, diarreia, essa com
hipernatremia e desidratacdo, seguidas de falhas na alimentacdo principalmente em criangas pequenas
[6,7,8]. Febre alta, mal estar geral e manifestacdo precoce (no periodo neonatal ou na infancia) sdo
caracteristicas relevantes para o diagnostico clinico da DITRA [8].

Tratamentos semelhantes foram aplicados aqueles que possuiam as mesmas mutagdes genéticas
em IL36RN e diferentes desfechos foram encontrados, ilustrando a complexidade da doenga e das suas
possibilidades de conduta terapéutica. Além disso, pacientes portadores de DITRA podem perder a resposta
aos diversos tratamentos, mesmo ap6s uso prolongado [1]. Respostas ndo satisfatérias a intervencdes
farmacoldgicas séo tipicas de doengas autoimunes, incluindo a psoriase [9].

A etiopatogenia da psoriase ainda ndo foi completamente elucidada, sendo multifatorial, com
participacdo do sistema imunoldgico, predisposicao genética e fatores ambientais associados. Ocorre uma
desregulacdo do sistema imunolégico, com ativacdo de linfécitos, com resposta Thl, Thl7 e Th22 que
desencadeiam a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias. Estas aceleram o ciclo germinativo epidérmico e
aumentam o turnover dos queratindcitos, com hiperproliferacdo, levando a formacéo de lesGes [6,7,17].

O perfil imunoldgico desregulado dos leucdcitos de linhagem mieloide, que se encontram
numericamente elevados (neutréfilos e mondcitos/macrofagos) parece ser um fator importante na
imunopatogénese da psoriase pustulosa generalizada [9]. Macr6fagos teciduais e mondcitos estao presentes
principalmente ao redor dos vasos sanguineos, em todos o0s tipos de psoriase. Os mondcitos foram
reconhecidos por serem os primeiros leucécitos a alcancar o tecido nos primeiros estagios da doenca [10].
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A funcdo dos macréfagos nas doencas inflamatdrias da pele ainda ndo é completamente entendida.
Sabe-se que a elevacdo da densidade de macrdéfagos dérmicos na psoriase é evidente, quando em
comparacdo com a pele normal [11]. O uso de biomarcadores nestas lesGes, caracterizando funcées
diversificadas, pode auxiliar a entender melhor a patogenia da doenca.

Apesar de 0 CD68 ser o principal biomarcador macrofagico estudado nos trabalhos publicados,
esse ndo é tdo especifico para macrofagos cutaneos [12]. Como exemplo, foi encontrado que o ndmero de
células imunomarcadas pelo CD163 aumenta cerca de trés vezes na leséo psoriatica da pele em relagédo ao
valor ap6s tratamento efetivo com Etanercept (Zaba et al., 2007). Os niveis de outros biomarcadores
também se mostraram aumentados na pele psoriatica em comparagdo a pele normal e co-expressos com
CD163 [11].

Por meio de biomarcadores, é possivel estudar a participacdo dos macrofagos na patogénese de
numerosas doencas, incluindo a psoriase. Nesta, foi observada a co-localizacdo da IL-17 em células CD68+,
por meio da técnica de imunofluorescéncia, indicando que, na inflamacdo da pele humana, macréfagos e
células dendriticas podem produzir IL-17 [13]. A IL-17 é uma citocina que, pelos seus efeitos pleiotropicos
em células imunes, queratindcitos e fibroblastos, tem papel central na inducdo da psoriase [14].

Os macro6fagos, junto com os neutréfilos, também séo responsaveis pela producdo das proteinas
de ligagdo de célcio (S100A8/A9), cujos niveis séricos sdo elevados em pacientes portadores de psoriase
pustulosa. Tal elevacdo esta intimamente associada a presenca de sintomas articulares [15].

Como uma forma de psoriase pustulosa generalizada, a deficiéncia do antagonista de receptor da
interleucina-36, ou DITRA, possui base histopatoldgica semelhante & encontrada na psoriase. Estudar 0s
macrofagos €, portanto, elucidar os diferentes e possiveis rumos que a doenca pode tomar e,
consequentemente, encontrar novas propostas terapéuticas que sejam eficientes, principalmente a longo
prazo, para o tratamento desta enfermidade de patogénese complexa.

Objetivos

Objetivo geral

Estudar, com o uso de marcadores imunoistoquimicos, o perfil fenotipico do infiltrado macrofagico, nas
lesBes de pacientes acometidos pela psoriase pustulosa e DITRA.

Objetivos especificos

Identificar os subtipos de macrofagos e quantificar sua densidade nas lesdes de pacientes acometidos pela
psoriase pustulosa e DITRA;

Avaliar, a histologia, as caracteristicas morfoldgicas e a distribui¢do de cada subtipo macrofagico nas
lesdes;

Correlacionar os achados com as caracteristicas clinicas, evolugdo e resposta ao tratamento.

Materiais e Métodos

Foram utilizadas, para detectar o perfil imunofenotipico do infiltrado macrofagico, amostras do
tecido cutaneo de um total de 13 pacientes que foram acompanhados no Hospital de Clinicas da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM) da Unicamp. Nove sdo portadores de psoriase pustulosa generalizada (sem
mutacdo), 3 tém DITRA (com mutagdo homozigdtica ou heterozigética) e, em 1 paciente, ndo foi possivel
a realizacdo da pesquisa da mutagdo.

As informacdes sobre o perfil demografico, evolugdo clinica, alteraces laboratoriais e resposta
terapéutica dos pacientes foram obtidas da revisdo dos prontuarios. As seguintes varidveis foram
pesquisadas: género, idade no momento do trabalho, idade de inicio dos sintomas, extensdo do tegumento
afetado, histérico de lesdes prévias de psoriase vulgar, presenca de fatores desencadeantes para a pustulose,
modalidades terapéuticas empregadas previamente ¢, no momento da pustulose, resposta terapéutica,
velocidade de hemossedimentacao, valores dos neutrdfilos no sangue periférico, dosagem de calcio no soro
e a presenga ou auséncia de mutacdo no gene IL36RN obtida por estudo prévio ja mencionado acima.
Posteriormente, foi realizada analise estatistica das varidveis quantitativas e qualitativas, para comparagao
entre 0s aspectos clinicos e histolégicos de ambas as doencas.

As seccOes histologicas foram utilizadas para coleta das seguintes variaveis (qualitativa e
quantitativa): distribuicdo e densidade de subtipos macrofagicos e tipo de marcagdo (citoplasmatica,
nuclear, de membrana ou mista).

Por meio de método imunoistoquimico, utilizamos anticorpos para a identificacdo de proteinas e
outras moléculas em uma célula-alvo que, neste estudo, trata-se dos macréfagos e seus subtipos, a partir de
um mecanismo "anticorpo-antigeno". Os anticorpos abaixo discriminados foram selecionados.
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Anticorpo Clone Polimero Referéncia
CD163 Leica: 10D6 NovoLinkPolymer DSLeica | [18]
CD204 Transgenic-cosmo bio Signal Stain boost e antigen [19]

CD68 Dako: clone KP1 EnvFlex Dako e proteinase K | [20]
MAC387 SantaCruz EnvFlex Dako [21]
HAM56 Dako ou GenWay NovolinkLeica [16]
Resultados

Dos treze pacientes, 9 eram do sexo feminino (69,23%) e 4 do sexo masculino (30,77%). Somente
um paciente (7,69%) ndo se apresentava completamente eritrodérmico a abertura do quadro de pustulose,
embora também com apresentacdo clinica exuberante. Nove tinham antecedente de psoriase vulgar
(69,23%), com lesBGes em placas. Dos 4 (30.77%) pacientes sem este antecedente, 3 apresentavam mutagdo
relacionada a DITRA, em homozigose ou heterozigose. Ou seja, todos 0s pacientes que apresentavam
mutacdo da IL36RN ndo relatavam psoriase prévia. Dessa forma, a analise estatistica das varidveis clinicas
associadas mostrou, por meio do teste exato de Fisher, associacdo entre a presenca da mutacdo no gene
IL36RN e auséncia de antecedente de lesbes de psoriase vulgar (p= 0,0182).

Em relagdo aos achados laboratoriais, 6 pacientes (46,15%) apresentavam alteragdo nos niveis de
calcio, todos eles com hipocalcemia, enquanto em sete pacientes (53,85%), 0s niveis eram normais. Dez
pacientes (76,92%) apresentavam alteracdo no valor sanguineo de neutrofilos, todos eles com neutrofilia,
mas, em 3 (23,08%), o nimero era normal. Sete pacientes (53,85%) apresentavam altos valores da VHS,
enquanto seis pacientes (46,15%) apresentavam niveis normais. Fatores desencadeantes foram
identificados em oito pacientes (61,54%) e consistiam no uso de corticoide tdpico e/ou sistémico e
suspensdo abrupta apds infeccdo. Apos instituicdo da terapéutica, 8 pacientes (61,54%) apresentaram
resposta satisfatdria, enquanto em 5 (38,46%), houve pouca ou nenhuma resposta ao tratamento proposto.
As terapéuticas empregadas foram: acitretina, anti-TNF, ciclosporina e metotrexato. Dos 3 pacientes com
DITRA, apenas em 2 foi observada resposta ao tratamento.

Néo foi possivel analisar a atuacdo dos macréfagos MAC387+, pois s foram encontradas células
imunomarcadas nas amostras de 3 pacientes. As médias das células marcadas, quando se consideravam
apenas as amostras com inflamacéo mais exuberante, por paciente, foram de 53,71% para 0 CD68, 61,54%
para 0 CD163, 26,03% para 0 CD204 e 62,52% para 0 HAM56. A contagem das células imunomarcadas
de todas as amostras, de todos os pacientes, revelou médias de: CD68 em 48,21%, CD163 em 58,66%,
CD204 em 24,58%, HAM56 em 60,7%.

A anélise comparativa entre os grupos (pacientes com e sem a mutagdo da DITRA, excluido aquele
em que ndo havia sido feita a analise da mutacdo) por meio do teste Mann-Whitney, revelou os seguintes
resultados: 1- no grupo ndo-DITRA, a média de idade foi de 32,78, a mediana de 30 e desvio padrao de
13,90; a média da densidade dos macréfagos foi de 53,96% (CD68), 58,58% (CD163), 22,73% (CD204) e
57,39% (HAM56); 2- no grupo DITRA, a média de idade foi de 27,33, a mediana de 26 e desvio padrao de
5,13; a média da densidade dos macrdfagos foi 43,56% (CD68), 57,14% (CD163), 23,53% (CD204) e
64,91% (HAMS56). Ndo houve diferencas significante nos valores da densidade de cada marcador entre 0s
grupos. Mas houve diferenca significante entre os valores da densidade média do macr6fago CD204+ e dos
demais, entre 0s grupos e quando se compararam as densidades de todos os pacientes da amostra estudada.

Nenhuma diferenca foi detectada quando comparados a densidade dos subtipos macrofagicos, 0s
dados clinicos dos pacientes e as caracteristicas histoldgicas das bidpsias coletadas. Porém, observamos
que a correlacéo entre 0 HAMS56 e neutrofilia foi limitrofe (P=0,0502).
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Discusséo

Recentemente, foi proposto um paradigma alternativo para a classificacdo dos macréfagos, o qual
sugere que os macrdfagos podem reter caracteristicas originais e adquirir novas habilidades em resposta a
mudancas ambientais, como por exemplo durante a inflamagao, em neoplasias ou remodelacdo de tecidos.
Assim, existem macrofagos em transito que podem ter caracteristicas de mais de um subgrupo. De fato,
neste estudo, identificamos superposicao de frequéncia entre alguns dos subtipos macrofagicos estudados,
como o CD163 e 0 HAMS6.

A psoriase é uma doenca inflamatoria cronica da pele que resulta da interagdo complexa entre
células T, células dendriticas (DCs, do inglés dendritic cells) e queratindcitos [22]. Recentemente, 0
conhecimento de que se dispunha sobre a patogénese da psoriase evoluiu de uma doenga puramente classica
do tipo 1 (Thl), ativada por IFNy, para incluir um novo subconjunto de células T, as células T helper 17
(Th17) [23]. Entretanto, apesar dos avangos na pesquisa da patogénese, a fungdo dos macrdfagos ainda néo
esta totalmente esclarecida.

Andlises recentes de expressdo génica demonstraram que a psoriase pustulosa compartilha
caracteristicas em comum com a psoriase em placas, mas esta mais vinculada a reacdo imune inata (ou seja,
respostas imediatas e inespecificas ao antigeno), enquanto respostas imunes adaptativas (ou seja,
especificas ao antigeno) parece ter um papel mais importante na psoriase em placas [24,25].

Na DITRA ocorre a mutacdo na IL36RN, levando & ativacdo ndo controlada da via inflamatéria
da IL-36, com participacdo de outras citocinas e quimiocinas, as quais agem sobre outras células, como
neutrofilos e macréfagos, desencadeando a cascata da inflamagdo. O presente estudo demonstrou a
associacdo significante entre DITRA e a auséncia de antecedente pessoal de psoriase em placas. Porém nédo
houve diferenga ao se compararem as alterac8es histologicas entre 0s pacientes com e sem a mutacao.

O marcador CD68 é considerado pan-macrofagico, ou seja, de grande sensibilidade na
identificacdo de macréfagos, porém ndo téo especifico na marcacdo de macrofagos cutaneos [26]. Dessa
forma, embora ndo significante, houve imunomarcacdo macrofagica de menor densidade com o uso do
CD68, em relagdo ao CD163. Na pele normal, identifica-se 0 CD163 como o marcador mais util de
macréfagos [11,27]. As células CD163+ mostram um aumento de trés vezes na pele lesional psoriatica e
retornam a niveis de pele ndo lesional com o tratamento [27]. Estudos mais antigos classificavam o CD163
como marcador de macrofagos alternativamente ativados. Porém em estudo de Fuentes-Ducalan et al de
2010, demonstrou-se aumento de CD163 nas lesdes de psoriase em placas, em comparagdo com a pele
normal, e que os macréfagos produziam moléculas inflamatérias 1L-23p19 e 1L-12 / 23p40, além de TNF
e iINOS [11]. Assim, o0 CD163 é um marcador superior de macrdfagos, identifica uma subpopulagao de
macrofagos “ativados classicamente” na psoriase e contribuem para a inflamagao patogénica na psoriase,
um prototipo de Thl e Th17 [13,14]. Em nosso estudo, como empregamos a técnica da imunoistoquimica,
este resultado é importante, porque detecta a sua densidade e, portanto, seu papel, in loco (no préprio tecido
afetado) e ndo no sangue periférico.

O CD204 identifica um subtipo especial de células dendriticas, que inteirou a muito expressiva
fracdo de 25% (em relacdo a todos os demais componentes do infiltrado) nas amostras, revelando a sua
importancia neste processo nosoldgico. Diversos estudos tém demonstrado, também, a participacéo dos
macrdéfagos CD204+ na patogénese de diversas doencas, principalmente nas neoplasias. Os mesmos fazem
parte dos chamados TAMs (do inglés tumor-associated macrophages), promovendo condi¢Bes favoraveis
e um microambiente ideal para a proliferacdo de células tumorais, invasdo e inclusive ocorréncia de
metéstases. As neoplasias em que isso foi observado, até o momento foram as de mama, pulmdo,
adenocarcinoma de colo uterino, carcinoma epidermoide de cavidade oral e de esdfago, glioma, carcinoma
hepatocelular, melanoma cuténeo, carcinoma urotelial de bexiga, carcinoma ductal de pancreas, leucemia
e linfoma. Foi associado a pior progndstico, ocorréncia de metastases e também transformagéo de lesGes
precursoras em malignas, como por exemplo a transformagéo do adenoma colorretal [28-39]. Pouco ainda
se sabe sobre esse marcador em outros processos nao neoplasicos, mas acredita-se que desempenhe um
papel no metabolismo dos lipideos e na aterogénese, aumentando o risco cardiovascular. Frente aos nossos
achados e a conhecida associagdo entre doencas cardiovasculares e psoriase, acreditamos que o0 macréfago
CD204+ também atue na patogenia da psoriase.
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Pelos nossos resultados, concluimos que os macréfagos HAM56+ também atuam na psoriase
pustulosa generalizada, inclusive identificados na espessura da epiderme. Nés encontramos correlacdo entre
a densidade de macrofagos HAM56+ e neutrofilia, embora de significancia limitrofe (p=0,0502) e este dado
nos indica o seu papel nas formas pustulosas da psoriase. O marcador MAC387 identifica macréfagos
recém infiltrados. Neste trabalho eles s6 foram identificados nas lesdes de 3 pacientes, porém estas amostras
ndo apresentavam pustulas e/ou microabscessos de Munro, achados estes caracteristicos da fase aguda da
doenga.

N&o nos foi possivel demonstrar diferencas significantes entre os grupos (PPG e DITRA) quanto
a densidade das subpopulaces macrofagicas e nem correlagdo entre esta e os achados clinico-laboratoriais
e histoldgicos, mas a nossa casuistica & pequena e esta é uma limitacao deste trabalho. De qualquer forma,
foi possivel demonstrar a participacdo destas linhagens em todas as lesdes, nos dois grupos. Estudos com
amostragem maior e emprego de outros marcadores podem colaborar para o0 melhor entendimento dessas
enfermidades e dessa forma, desenvolvimento de novas propostas terapéuticas.
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