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Resumo

Fundamentos: Interferon lambda 1 (IFN-A1), também denominado interleucina 29 (IL-29), é
um novo membro da familia IFN tipo Ill ou IFN-\. A IL-29 desempenha um papel importante na
patogénese de muitos tipos de doencas autoimunes e inflamatorias.

Objetivo: Estudar o papel da IL-29 na patogénese da psoriase vulgar (PV).

Métodos: Detectamos os niveis séricos de IL-29 em 41 pacientes com PV, 23 pacientes com
dermatite atdpica e 38 controles pareados por idade e género por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) sanduiche. Os efeitos da IL-29 na expressdo de citocinas, como IL-6, IL-17, IL-8, IL-
4, IL10, IFN-y e fator de necrose tumoral-a (TNF-a), em células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) e células HaCat foram determinadas por PCR quantitativo em tempo real.
Resultados: Nossos dados indicaram que os niveis séricos de IL-29 estavam significativamente
elevados em pacientes com PV quando comparados com pacientes com dermatite atopica e
o grupo controle. Além disso, os niveis séricos de IL-29 estavam intimamente associados a
gravidade da PV. Ademais, a IL-29 regulou positivamente os niveis de expressdao de mRNA de
IL-6, IL-17 e TNF-a em CMSP de pacientes com PV, e aumentou a expressao de IL-6 e IL-8 nas
células HaCat.

Conclusé@o: Este estudo fornece as primeiras observacoes sobre a associacao de IL-29 e PV e
mostrou niveis séricos elevados de IL-29. Sugere-se que a IL-29 pode desempenhar um papel na
patogénese da PV.
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Introducao

A psoriase é um distlrbio cutdneo inflamatério cro-
nico comum mediado por células T, histopatologicamente
caracterizado por hiperproliferacdo de queratindcitos e
infiltracdo vascular dérmica por células mononucleares.'™
Entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento dessa doenca ainda nao foram totalmente
elucidados.

O interferon lambda 1 (IFN-\1), também chamado inter-
leucina 29 (IL-29), € um novo membro da familia IFN tipo
Il ou IFN-\. A familia IFN tipo Il é composta por IFN-\1 (IL-
29), IFN-A2 (IL-28A) e IFN-A3 (IL-28B). Muitos investigadores
demonstraram que a IL-29 desempenha um papel importante
na patogénese de muitos tipos de doencas autoimunes e
inflamatorias, como esclerose sistémica, artrite reumatoide
e lipus eritematoso sistémico.>”’ Entretanto, a associacdo
de IL-29 com a psoriase vulgar (PV) ainda é pouco compre-
endida. Assim, neste estudo, comparamos os niveis séricos
de IL-29 em pacientes com PV, dermatite atopica e em con-
troles saudaveis.

Mais recentemente, pesquisas indicaram que a IL-29 pode
afetar a producao de citocinas ao ativar o transdutor de
sinal/Janus Kinase e ativadores da via de transcricao. A IL-
29 regulou positivamente a expressao de IL-1B, IL-8, MCP-1
e promoveu a migracdo de mondcitos/macroéfagos na sin-
drome de Simpson-Golabi-Behmel em humanos.® A IL-29
pode aumentar a producao de IL-10, IL-8 e IL-6 em macrofa-
gos e inibir a liberacao de IL-13 em células T.”~"" Além disso,
He et al. relataram que a IL-29 poderia induzir a secrecao
de IL-6 e TNF das células T CD14+, bem como IL-4 e IL-13 dos
mastocitos.'? Os queratindcitos, sendo células importantes
na imunidade inata, desempenham um papel importante na
inflamagéo cutanea e na resposta imune por meio da expres-
sdo de citocinas e peptideos antimicrobianos na psoriase. As
células HaCat sao um tipo de linhagem celular de querati-
nocitos. Para estudar o papel da IL-29 na patogénese da PV,
investigamos neste estudo os efeitos da IL-29 na expressao
do mRNA de citocinas (incluindo IL-6, TNF-«, IL-17, IL-8,
IL-4, IFN-y e IL-10) em células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) de pacientes com PV e na linhagem celular
de queratindcitos HaCaT.

Métodos

Pacientes

Quarenta e um pacientes com PV, 23 pacientes com der-
matite atopica (DA) e 38 controles pareados por idade e
género foram incluidos neste estudo. A historia detalhada
de cada paciente é fornecida na tabela 1. A gravidade da
doenca em pacientes com PV ou DA foi determinada pelo
indice de Area e Gravidade da Psoriase (PASI, Psoriasis Area
and Severity Index) ou pelo escore da DA (SCORAD, Sco-
ring Atopic Dermatitis). Entre eles, 17 pacientes com PV
foram tratados com esteroide tépico e alcatrdao e composto
oral com glicirrizina (cada comprimido contém glicirrizina
25mg, glicirrizinato de monoamonio 35mg, glicina 25mg
e DL-metionina 25mg). Os pacientes foram tratados com
uma dose de dois comprimidos por vez, trés vezes/dia. Nip-
pon Kayaku, Toquio, Japao. As amostras de soro desses

pacientes foram coletadas antes e depois do tratamento.
Além disso, amostras de sangue heparinizado foram cole-
tadas de 16 pacientes com PV. Nao havia qualquer historia
de infeccbes virais recentes, linfocitose ou linfopenia, ou
qualquer outra investigacao correspondente nesses pacien-
tes. Todos os pacientes com PV tinham rigorosamente PV
somente, sem qualquer sobreposicao de outros fenotipos.

Ensaio para niveis séricos de IL-29

Os niveis séricos de IL-29 em diferentes grupos de pacien-
tes foram medidos por kits de ensaio imunoenzimatico ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) comercialmente dis-
poniveis (Boster, Wuhan, China) seguindo as instrucées do
fabricante.

Cultura de células

As CMSP de pacientes com PV foram isoladas do sangue peri-
férico coletado por centrifugacao de gradiente de densidade
utilizando kits comercialmente disponiveis (Tianjin Haoyang
Biological Manufacture Co. Ltd., Tianjin, China). As CMSP
isoladas de cada paciente foram divididas em dois grupos
e cultivadas em DMEM contendo 10% de FBS, 100 mg/mL
de penicilina e estreptomicina em placa de seis pocos com
1 mL/pogo. Um grupo de células foi tratado com 100 ng/mL
de IL-29 recombinante (Peprotech, Londres, RU) por 6 horas,
e o outro grupo foi tratado com PBS como controle. Apos o
tratamento, o RNA total foi extraido com o reagente Tri-
zol (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as
instrucoes do fabricante.

As células HaCaT foram cultivadas em DMEM contendo
10% de FBS, 100mg/mL de penicilina e estreptomicina e
tratadas com IL-29 recombinante (1 ng/mL, 10 ng/mL, 100
ng/mL, 1000 ng/mL) ou TNF-a (10 ng/mL) por 2 horas. As
células foram tratadas com PBS como controle. Apos o trata-
mento, o RNA total das células foi extraido com o reagente
Trizol de acordo com as instrucdes do fabricante.

PCR quantitativa em tempo real

Os niveis de mRNA de IL-6, TNF-a, IL-17, IL-4, IFN-v,
IL-10 e GAPDH em CMSP apds incubacdo com IL-29 ou
PBS e a expressao de IL-6, IL-8 e GAPDH em células
HaCat apds incubacao com IL-29, TNF-a ou PBS foram
determinados por PCR quantitativa em tempo real. O
cDNA foi sintetizado a partir do RNA total utilizando o
kit de reagentes RT com gDNA Eraser (Takara, Dalian,
China). As amostras de cDNA foram amplificadas em um
volume de reacao de 20pL contendo 10pL de 2x SYBR
Green Master Mix (Takara, Dalian, China), 2 uL de cDNA e
0,25 uM de primers gPCR. Foram utilizados os seguintes pri-
mers: IL-4 (P216616, Bioneer, Inc., Daejeon, Coreia); IL-6
(P211161, Bioneer, Inc., Daejeon, Coreia); IL-10 (P285360,
Bioneer, Inc., Daejeon, Coreia); IL-17 (P291322, Bioneer,
Inc., Daejeon, Coreia); IFN-y (Catalogo: HQP009467, Gene-
Copoeia, EUA); TNF-a (P237423, Bioneer, Inc., Daejeon,
Coreia); GAPDH (5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTC-3’ e 5’-
-CGGTGCCATGGAATTTGCCA-3’). As condicoes foram 95°C
por 5 minutos, e 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
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Tabela 1 Dados demograficos da coorte

PV DA Controles
Numero de pacientes 41 23 38
Sexo 21M/20F MMM/ 12F 20M/ 18F
Atividade da doenca 15,71 (4,8-36,4)* 34,87 (18,5-67)° NA

2 A atividade da doenca em pacientes com psoriase vulgar foi avaliada pelo indice de Area e Gravidade da Psoriase (PASI, Psoriasis Area

and Severity Index).

b A atividade da doenca em pacientes com dermatite atdpica foi avaliada pelo escore no indice da dermatite atdpica (SCORAD).
PV, psoriase vulgar; DA, dermatite atopica; NA, nao aplicavel.
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Figura 1

Aumento dos niveis séricos de IL-29 em pacientes com psoriase vulgar (PV). Os niveis séricos de IL-29 em pacientes com

PV e dermatite atopica (DA) e controles saudaveis foram determinados por ELISA. A, Os niveis séricos de IL-29 em pacientes com PV
em estagio agudo foram significativamente maiores do que em pacientes com DA e controles; os valores de p sdo baseados no teste
U de Mann-Whitney. B, O teste signed-rank de Wilcoxon para dados pareados mostrou que os niveis séricos de IL-29 de 17 pacientes
com PV no estagio agudo foram significativamente maiores do que aqueles no estagio de convalescenca. C, Uma correlacao positiva
foi demonstrada entre os niveis séricos de IL-29 e os escores PASI em pacientes com PV pelos testes de Spearman.

segundos de 40 ciclos com uma extensao final a 72°C por
5 minutos. Os niveis de mRNA de IL-6, TNF-a, IL-17, IL-4,
IFN-v, IL-10 e IL-8 foram expressos como niveis relativos de
mRNA em comparac@o com o controle e determinados pelo
método 2-AACt.

Analise estatistica

Cada experimento foi realizado pelo menos trés vezes. Os
dados foram expressos como média + DP. As diferencas esta-
tisticas entre os grupos foram determinadas de acordo com
a analise de variancia unilateral, teste t de Student ou teste
U de Mann-Whitney. Os dados pareados foram comparados
pelo teste signed-rank de Wilcoxon. A associacao da IL-29
com os escores PASI foi analisada pelo teste de Spearman; p
< 0,05 foi definido como estatisticamente significativo.

Resultados

Niveis séricos elevados de IL-29 em pacientes com
PV

Os niveis séricos de IL-29 em pacientes com PV e DA e
controles foram detectados por ELISA. Como mostrado na
figura 1A, os niveis séricos de IL-29 em pacientes com PV
(41,62 + 23,26 ng/mL) foram significativamente maiores do
que aqueles em pacientes com DA (24,35 + 12,57 ng/mL) e
grupo controle (29,83 4 19,52 ng/mL). Além disso, 17 paci-
entes com PV tinham niveis séricos de IL-29 nitidamente
elevados quando comparados com aqueles apds o trata-
mento (fig. 1B; p = 0,0007). Além disso, como mostrado na
figura 1C, os niveis séricos de IL-29 em pacientes com PV
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A-C, Expressao de mRNA de IL-6, IL-17 e TNF-« induzida por IL-29 em células mononucleares de sangue periférico (CMSP)

de pacientes com psoriase vulgar (PV). As CMSP obtidas de 10 pacientes com PV foram tratadas com IL-29 100 ng/mL ou PBS por 6
horas. Em seguida, a expressao de mRNA de IL-6, IL-17 e TNF-a nas CMSP foi medida por PCR quantitativa em tempo real. O IL-29
nitidamente aumentou a expressao de mRNA de IL-6, IL-17 e TNF-a nas CMSP. Os valores de p sao baseados no teste t. n = 10, *p
< 0,05, *p < 0,01, em comparacao com o grupo controle. D-E, A IL-29 aumentou a expressdo de mRNA de IL-6 e IL-8 em células
HaCat. As células HaCat foram tratadas com IL-29 recombinante (1 ng/mL, 10 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 ng/mL) ou TNF-a (10 ng/mL)
por 2 horas. Subsequentemente, a expressdo de mRNA de IL-6 e IL-8 em células HaCat foi medida por PCR quantitativa em tempo
real. A IL-29 nitidamente aumentou o0 mRNA de IL-6 e IL-8 em células HaCat. Os valores de p sao baseados na analise de variancia
unilateral. n = 10, *p < 0,05, **p < 0,01, em comparagao com o grupo controle. Todos os dados sao expressos como média =+ DP.

foram correlacionados com os escores PASI (r = 0,3319, p =
0,034).

IL-29 regula positivamente a expressao de mRNA
de IL-6, TNF-« e IL-17 em CMSP de pacientes com
PV

Para explorar o papel da IL-29 na patogénese da PV, analisa-
mos os efeitos da IL-29 na expressao do mRNA de citocinas
(incluindo IL-6, TNF-a, IL-17, IL-4, IFN-y e IL- 10) em CMSP
de 10 pacientes com PV por PCR quantitativa em tempo
real. Como mostrado na figura 2A-C, a IL-29 causou um

aumento acentuado nos niveis de mRNA de IL-6, TNF-« e IL-
17 em CMSP de pacientes com PV tratados com IL-29 quando
comparados com controles tratados com PBS. Entretanto, a
expressao de mRNA de IL-4, IL10 e IFN-y nao apresentou
alteracdes em CMSP de pacientes com PV apos a incubacao
com IL-29 (dados nao mostrados).

IL-29 aumenta a expressao de IL-6 e IL-8 em
células HaCat

Para explorar a funcao da IL-29 na patogénese da PV, tam-
bém testamos a expressao de mRNA de citocinas (IL-6 e IL-8)
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em células HaCat apds tratamento com IL-29 recombinante
por PCR quantitativa em tempo real. Como mostrado nas
figuras 2D e 2E, a IL-29 causou um aumento nitido nos niveis
de mRNA de IL-6 e IL-8 em células HaCat tratadas com IL-29
quando comparadas com controles tratados com PBS.

Discussao

Como descrito, a IL-29, um novo membro da familia das
citocinas IFN tipo lll, esta intimamente relacionada com
a patogénese de muitos tipos de doencas autoimunes e
inflamatorias.>” 3% Neste estudo, aumento dos niveis séri-
cos de IL-29 foi encontrado em pacientes com PV em
comparacao com aqueles em pacientes com DA e contro-
les saudaveis. Além disso, os niveis séricos de IL-29 foram
correlacionados com a gravidade da PV. Os dados sugerem
que a IL-29 pode desempenhar um papel na patogénese da
PV.

Muitos pesquisadores relataram que a IL-29 pode ser
expressa em muitos tipos de células e apresentar ativida-
des imunorregulatdrias em CMSP virgens (naive)."'> Wang
et al. demonstraram que a IL-29 aumenta a producao de
citocinas pro-inflamatorias induzidas por receptor toll-like
(TLR) em sinovidcitos semelhantes a fibroblastos na artrite
reumatoide (FLSs-AR) por meio da regulacao positiva de
TLR.' Gallagher et al. relataram que a IL-29 parece ser
um inibidor das respostas Th2 humanas, cuja acao é prin-
cipalmente direcionada a IL-13, mas que também pode
afetar as respostas Th2 em geral e ndo evoca uma elevacao
complementar da secrecdo de IFN-y.'® Yan et al. demons-
traram que a IL-29 combinada com o fator estimulador
de colonia de granulocitos-macréfagos humanos recombi-
nantes (rhGM-CSF) e IL-4 pode induzir a maturacao das
células dendriticas (CD), aumentar a expressao das molé-
culas coestimulatorias e estimular a producédo de citocinas
e quimiocinas na fase de tolerancia imunoldgica e na fase
de depuracao imunoldgica.'” Muitos estudos mostraram que
as células Th1/Th17 desempenham papéis cruciais na pato-
génese da psoriase.'®?° Lesdes psoriasicas podem secretar
muitas citocinas inflamatorias, como IFN-v, IL-6, IL-1 B, IL-
8, IL-17 e TNF-«, que contribuem para o desenvolvimento
da psoriase.”’ Neste estudo, foram investigados os efeitos
da IL-29 na expressao de mRNA de citocinas (incluindo IL-6,
TNF-qa, IL-17, IL-4, IFN-y e IL-10) em CMSP de pacientes com
PV e células HaCat tratadas com IL-29. Foi demonstrado que
a IL-29 aumentou significativamente a expressao do mRNA
de TNF-q, IL-6 e IL-17 em CMSP de pacientes com PV. Tam-
bém foi demonstrado que a IL-29 obviamente aumentou a
expressao do mRNA da IL-6 e IL-8 em células HaCat. Um
estudo anterior indicou que TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-17 desem-
penham papel crucial na patogénese da PV.'®?? Portanto,
sugere-se que a IL-29 pode regular positivamente a expres-
sdo de citocinas em CMSP e queratindcitos e aumentar a
reacdo inflamatoria na patogénese da PV.

Conclusao

Tomados em conjunto, os dados deste estudo fornecem as
primeiras observacdes sobre a associacao de IL-29 e PV e
demonstraram niveis séricos elevados de IL-29 em pacientes
com PV. Sugere-se que a IL-29 pode atuar como uma citocina

pro-inflamatoria e desempenhar um papel na patogénese da
PV.
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