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Resumo

Fundamentos: A pustulose palmoplantar é considerada uma forma de psoriase pustulosa locali-
zada, confinada as palmas das maos e plantas dos pés. A mutacédo do gene IL36RN, que codifica
o antagonista do receptor da interleucina-36 (IL-36Ra), esta associada a psoriase pustulosa
generalizada, mas mutacoes do IL36RN em pacientes chineses com pustulose palmoplantar nao
foram previamente investigadas.

Objetivo: Avaliar a mutacao do IL36RN em pacientes chineses com pustulose palmoplantar.
Métodos: O estudo incluiu 51 pacientes chineses da etnia Han com pustulose palmoplantar.
Todos os éxons e sequéncias de éxon-intron do IL36RN foram amplificados por reacdes em cadeia
da polimerase e foi feito o sequenciamento Sanger dos amplicons.

Resultados: Entre os 51 pacientes com pustulose palmoplantar, quatro substituicées de base
Unica foram identificadas em nove pacientes. As mutacdes foram c.140A>G/p.Asn47Ser em
cinco pacientes, c.258G>A/p.Met86lle em dois pacientes e c.115+6T>C e c.169G>A/p.Val57lle
em um paciente cada. Todas as mutacdes eram heterozigéticas. A comparagao com o banco
de dados do genoma humano e a literatura consultada sugerem que essas variantes podem
nao ser mutagdes patogénicas causadoras de PPP. Além disso, ndo foi observada diferenca na
gravidade da doenca, idade de inicio ou duracao da doenca entre pacientes com e sem variantes
heterozigéticas de IL36RN (p > 0,1).
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Limitagdo do estudo: Nao foi feita avaliacao adicional da proteina IL36Ra nas lesdes de pustu-

lose palmoplantar.

Conclusées: As quatro variantes do IL36RN identificadas aparentemente nao estavam associadas
aos fenotipos especificos de pustulose palmoplantar.

© 2019 Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. em nome de Sociedade Brasileira de Dermatologia.
Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/

by/4.0/).

Introducao

A pustulose palmoplantar (PPP) é uma doenca inflamatoria
cronica da pele, recidivante, restrita as palmas das maos
e plantas dos pés. A PPP é mais frequentemente obser-
vada em adultos de meia-idade e mulheres e geralmente
¢ resistente a terapia.' Varios fatores estao associados a
PPP, como alergia a metais, tabagismo, infeccao e doencas
da tireoide.?® Eritema, pUstulas estéreis e escamas sao
caracteristicas clinicas comumente observadas. A histopa-
tologia mostra paraceratose, hiperplasia psoriasiforme da
epiderme, espongiose e pustulas preenchidas por neutro-
filos. A PPP apresenta muitas caracteristicas clinicas e
histologicas da psoriase pustulosa generalizada (PPG) e,
assim, é considerada um tipo localizado de PPG.* A PPG se
apresenta como eritema edematoso, com pustulas estéreis
em todo o corpo.

Sabe-se que, em pacientes com historia familiar e
sem psoriase vulgar, a PPG é causada principalmente por
mutacoes homozigdticas ou mutacoes heterozigoticas com-
postas do gene IL36RN, que codifica um antagonista das
isoformas de IL-36, inclusive IL-36a, IL-36B e IL-36.° A IL-
36 desencadeia uma reacao pro-inflamatoéria pelas vias de
sinalizacao da proteina quinase ativada por mitogeno e fator
nuclear-kB. A mutacdo do IL36RN causa deficiéncia estrutu-
ral e funcional da IL-36Ra, que entao se torna incapaz de
inibir uma reacao inflamatoria anormal mediada pela IL-36
e seu receptor.® A relagdo entre IL36RN e PPP também foi
estudada, mas os resultados sdao controversos. Estudos feitos
no Japao e na Europa sugeriram que a PPP nao esta associ-
ada a uma mutacéo do IL36RN.”® No entanto, outro estudo
europeu indicou que a PPG e a PPP fundamentam um espec-
tro da psoriase pustulosa associada a variantes do IL36RN.°
O presente estudo teve como objetivo investigar a
associacao entre IL36RN e PPP em pacientes chineses, deter-
minar a relacao entre IL36RN e PPP e contribuir com dados
que elucidem o papel do IL36RN na doenca pustulosa em
diferentes etnias.

Métodos

Pacientes

O estudo incluiu 51 pacientes chineses da etnia Han com
PPP na fase ativa da doenca, atendidos no Departamento
de Dermatologia do Hospital-Escola da Faculdade de Medi-
cina Peking Union entre 2014 e 2016. Os pacientes foram
diagnosticados pelos mesmos dois dermatologistas especia-
lizados de acordo com as manifestacdes clinicas, com ou sem
exame histopatologico. Pacientes gravidas e aqueles com

sindrome SAPHO (sinovite, acne, pustulose, hiperostose e
osteite) foram excluidos. A gravidade da doenca foi avali-
ada pelo indice de Area e Gravidade da PPP (IASPPP), que
avalia a area [0]de comprometimento (escore: 0 = nenhum;
0 <1 < 10% 10% < 2 < 30%; 30% < 3 < 50%; 50% < 4
< 70%; 70% < 5 < 90%; 90% < 6 < 100%) e pela gravidade de
cada um dos trés sinais clinicos cutaneos: eritema (E), pus-
tulas (P) e descamacao (D) (escore: 0 = nenhum; 1 = leve;
2 = moderado; 3 = grave; 4 = muito grave).'® O IASPPP final
foi calculado pela area (E + P + D) x 0,2 (palma direita)
+ (E + P + D) area x 0,2 (palma esquerda) + (E + P + D)
area x 0,3 (planta do pé direito) + (E + P + D) area x 0,2
(planta do pé esquerdo), que varia de 0 a 72. Caracteris-
ticas demograficas dos pacientes, idade de inicio da PPP,
duracao da doenca e historia familiar foram coletadas em
entrevistas. Todos os participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica Médica do Hospital-Escola [0]da Facul-
dade de Medicina Peking Union. Este trabalho foi conduzido
de acordo com os principios da Declaracao de Helsinque.

Deteccdo da mutacao

Foram coletadas amostras de sangue de todos os 51 pacien-
tes. O DNA gendmico foi extraido de leucocitos do sangue
periférico com o kit Axy Prep Blood Genomic DNA Miniprep
(Axygen Biosciences - Tewksbury, MA, EUA). A sequéncia do
gene IL36RN foi obtida no GenBank (NM_012275). Sete pares
de primers para a amplificacao por reacao em cadeia da
polimerase (PCR) do IL36RN foram projetados com Primer 5
(http://primer5.ut.ee/) e sintetizados pela Majorbio Com-
pany (Shanghai, China; tabela 1). Todos os cinco éxons que
codificam IL36RN, bem como seus introns flanqueadores,
foram amplificados por PCR com o DNA gendmico extraido
como modelo. O volume total das reacoes foi de 50 pL: 25
de 2xEasyTaq PCR Super Mix, 4 uL de DNA, 2 uL de primer
direto, 2 pL de primer inverso e 17 uL de agua bidestilada.
As condicoes de amplificacao foram as seguintes: uma pré-
-desnaturacao a 94°C por 5min, 35 ciclos de desnaturacao
a 94°C por 30 s, emparelhamento a 60°C por 30 s e exten-
sao a 72°C por 1min, e uma reacao de extensao final foi
feita a 72°C por 7min. Os produtos de PCR foram veri-
ficados por eletroforese em gel de agarose e observacao
sob luz ultravioleta. A purificacao e o sequenciamento do
DNA foram feitos pela Majorbio Company. A funcao prova-
vel das sequéncias de proteinas mutantes foi avaliada com
os instrumentos de previsao de patogenicidade SIFT e/ou
PolyPhen.
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Tabela 1 Sequéncias dos primers de éxons do IL36RN e comprimentos de amplicon da PCR
Primer direto (5°-3’) Primer reverso (5°3’) bp

IL-36RN-1 AGTGCTTCTGGCGACTTAGG GGAGAGAGAGGCTGAGTTGG 276
IL-36RN-2 CTGACCCCAGACCCAGAATC AGCTGGACAACGGGTCTATC 261
IL-36RN-3 GTTACTTCTGGCACAGTAGG CACTTTGCTGAGAGGTGTAG 392
IL-36RN-4 TCATGACAGCTGCTGAGAAG AGCTGCCATCAACAGAATCC 386
IL-36RN-5.1 AGATGCTGAGCCTACTGAAG TCTGACATCAGCACCTCCTC 950
IL-36RN-5.2 TAGAGTCAGGGATCTATGGC GTGTCCTCTCCTTTTCATAC 940
IL-36RN-5.3 CAAATTCACATCCTTCTTGG GGGTAAATGAAGGATAGTTG 917

bp, par de bases.

Analise estatistica

O software SPSS v. 20.0 (SPSS, Inc. - Chicago, IL, EUA) foi
usado para a analise dos dados. Médias e desvios-padrao
foram comparados entre pacientes com e sem mutacao do
IL36RN com o teste t de Student para amostras independen-
tes. Quando os dados nao apresentavam distribuicao normal,
o teste U de Mann-Whitney foi usado para calcular a sig-
nificancia estatistica. Um modelo de regressao logistica de
duas classes foi aplicado para comparar pacientes com e sem
mutacdes heterozigoticas do IL36RN, ajustadas por fatores
de risco (sexo, idade e historia familiar de PPP). O nivel de
significancia usado foi p < 0,05.

Resultados

Este estudo incluiu 35 pacientes do sexo feminino e 16
do masculino. A média de idade dos pacientes foi de 48,9
+ 11,9 anos e a idade média de inicio da PPP foi de
45,0 &+ 11,9 anos. A duracdao média da PPP foi de 38,7 +
62,2 meses. Nenhum paciente apresentou histdrico familiar
de PPP. O escore IASPPP médio de todos os pacientes foi de
15,1 £+ 10,9 (tabela 2).

Quatro mutacdes distintas do IL36RN foram iden-
tificadas em nove dos 51 pacientes com PPP. As
quatro variantes de nucleotideo Unico, nao sinoni-
mas, foram c.140A>G/p.Asn47Se em cinco pacientes,
€.169G>A/p.Val57lle em um paciente, c.258G>A/p.Met86lle
em dois pacientes. A quarta mutacao, c.115+6T>C no
intron 3, foi observada em um paciente. Todas as
mutacoes eram heterozigoticas e nenhum paciente apresen-
tou uma mutacao homozigotica ou heterozigdtica composta.
A figura 1 apresenta os eletroferogramas de todas as varian-
tes.

Como resultado das previsoes funcionais, as mutacoes
p.Asn47Ser e p.Met86lle foram classificadas como provavel-
mente prejudiciais por PolyPhen, mas como toleraveis pelo
SIFT. p.Val57lle foi classificada como benigna e toleravel por
PolyPhen e SIFT.

As idades médias de inicio da PPP com e sem a hetero-
zigosidade IL36RN foram de 48,7 + 7,1 e 44,3 + 12,6 anos,
respectivamente. Nao foi observada diferenca estatistica-
mente significativa entre os grupos (p = 0,378). A duracao
mediana da doenca (percentil 25, percentil 75) foi de 14
(6, 36) meses para todos os pacientes com PPP, 12,5 (6,
45) meses para pacientes com variantes IL36RN heterozi-
gotas e 26 (4, 35) meses para pacientes sem essas variantes.

Novamente, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa (W =165,5; p=0,711). Os escores IASPPP médios
foram 10,4 + 9,2 para pacientes com mutacdes heterozi-
goticas de IL36RN e 16,1 4+ 11,1 para pacientes sem essas
mutacoes, sem diferenca significativa entre eles (p = 0,219).
Também nao foram observadas diferencas entre o escore
IASPPP, duracdo da doenca e idade de inicio entre pacien-
tes com ou sem mutacdo do IL36RN apds ajuste por sexo,
idade e historia familiar de PPP (todos p > 0,1). A figura 2
apresenta as manifestacdes clinicas de dois pacientes com
ou sem mutacoes no IL36RN.

Discussao

O gene IL36RN esta localizado no braco longo do cromos-
somo 2 e consiste de cinco éxons, codificam o antagonista
daIL-36, IL-36Ra.""'? A IL-36Ra inibe a resposta inflamatdria
mediada pela IL-36, liga-se ao receptor da IL-36."* Mutacées
patogénicas de IL-36RN causam doencas como PPG.®'1"
A PPP é considerada uma forma localizada de PPG.*

Tem sido demonstrado que muitos casos de PPG sao
causados por mutacdes do gene IL36RN."® No entanto, a lite-
ratura apresenta apenas trés estudos da mutacdo IL36RN
em PPP até o momento, feitos em grupos étnicos diver-
sos. Setta-Kaffetzi et al. descobriram que sete pacientes
com PPP apresentavam uma variante p.Ser113Leu e quatro
eram homozigotos, com taxas de mutacao similares aque-
las encontradas para PPG em seu estudo, indicou-se que
os alelos IL36RN estavam associados a um perfil fenotipico
que inclui PPP e PPG.° Em contraste, Mossner et al., ao
avaliar 251 pacientes com PPP, identificaram quatro indi-
viduos com variantes heterozigoticas do IL36RN que nao
apresentavam patogenicidade, o que sugeriu que a PPP nao
estava associada a mutacdes do IL36RN com perda de funcao
em europeus.? Takahashi et al. descobriram que quatro de
88 pacientes japoneses com PPP tinham variantes hetero-
zigdticas do IL36RN e concluiram que essas variantes nao
pareciam estar associadas ao fendtipo de PPP.” Os resulta-
dos divergentes apresentados nesses estudos podem ter sido
causados pelas diferentes etnias das populacoes estudadas.
Este é o primeiro estudo que avaliou a mutacdo do IL36RN
em pacientes chineses com PPP. O presente estudo indicou
que pode nao haver associacao entre a mutacao do IL36RN
e a PPP em pacientes chineses.

Quinze mutacdes distintas foram identificadas em
pacientes com PPG; p.Ser113Leu, p.Leu27Pro e c.115+6T>C
foram as variantes mais comuns em populacées europeias,
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Tabela 2 Caracteristicas demograficas dos pacientes com pustulose palmoplantar

NUmero de Historico Idade média Idade média de Duragdao mediana  Média IASPPP
pacientes familiar inicio da PPP da doenca
(percentil 25,
percentil 75), em
meses
Total (mascu- 51 (16/35) 0 48,9 + 11,9 45,0 + 11,9 14 (6, 36) 15,1 + 10,9
lino/feminino) (intervalo: (intervalo: (intervalo:
26-78) 24-63) 1,2-49,0)
Pacientes com 9 (2/7) 0 52,5 + 8,4 48,7 + 7,1 12,5 (6, 45) 10,4 +£ 9,2
mutacoes (intervalo: (intervalo: (intervalo:
heterozigodticas 40-66) 40-62) 1,2-28,9)
do IL36RN
Pacientes sem 42 (14/28) 0 48,1 +12,3 44,3 + 12,6 26 (4, 35) 16,1 + 11,1
mutacoes (intervalo: (intervalo: (intervalo:
heterozigoticas 26-78) 24-63) 2,1-49,0)
do IL36RN

IASPPP, indice de Area e Gravidade da Psoriase Pustulosa Palmoplantar.

c115+6T>C

wildtype (14 AR

Heterozygous

Figura 1

africanas e asiaticas, respectivamente.” c.115+6T>C e
€.227T>C foram identificadas como as mutacdes do IL36RN
fundadoras em estudos de pacientes chineses.> "’

No presente estudo, quatro variantes do IL36RN foram
identificadas em pacientes chineses com PPP. A variante
heterozigoética c.140A>G/p.Asn47Ser foi encontrada em
cinco pacientes (9,8%). De acordo com dados obtidos no
site da University of California Santa Cruz (UCSC) do 1,000
Genomes Project, 66 entre 5.008 (1,3%) individuos sauda-
veis sao portadores dessa variante. Li et al. sugeriram que,
entre 373 individuos chineses saudaveis, 25 (6,7%) apre-
sentavam p.Asn47Ser, dos quais 24 eram heterozigotos e
um era homozigoto.'” Hayashi et al. relataram que, entre
1.120 individuos saudaveis japoneses, 76 apresentavam uma
variante heterozigoética p.Asn47Ser e um apresentava uma
variante homozigética (6,9% no total).’® Além disso, a
frequéncia de portadores de p.Asn47Ser entre 111 pacientes
chineses com psoriase vulgar foi de 9,0%; assim, € provavel
que p.Asn47Ser seja um polimorfismo na PPP."”

0 gendtipo mutante mais comum em pacientes asiaticos
com PPG na China, Japdo e Malasia é o c.115+6T>C."®17:1
Um paciente (2,0%) no presente estudo e sete de 168 (4,2%)

¢.140A>G/p.Asn47Ser ¢.169G>A/p.Val57lle

¢.258G>A/p.Met86lle

Cromatograma de sequéncia das variantes heterozigoticas do IL36RN na pustulose palmoplantar.

controles saudaveis em um estudo anterior dos autores
apresentavam essa variante heterozigédtica.”’ Além disso,
Li et al. descobriram que a frequéncia de c.115+6T>C foi
de 3,6% em controles saudaveis e 1,8% em pacientes com
psoriase vulgar, maior do que a observada no grupo PPP no
presente estudo.'’

c.169G>A/p.Val57lle e c.258G>A/p.Met86lle foram
detectados em um e dois pacientes, respectivamente, nao
foram sido relatados anteriormente. A partir dos dados
disponiveis, as variantes heterozigoticas p.Val57lle ou
p.Met86lle podem nédo estar associadas a manifestacdo
de PPG ou PPP. p.Val57lle foi classificado como benigno
e toleravel por PolyPhen e SIFT, enquanto p.Met86lle foi
classificado como toleravel pelo SIFT. Assim, essas variantes
podem nao ser mutacdes patogénicas causadoras de PPP.

De modo geral, nao foi observada diferenca na gravi-
dade da doenca, idade de inicio ou duracdo da doenca
entre pacientes com variantes heterozigoticas do IL36RN
e aqueles sem essas variantes. O IL36RN pode nao estar
associado a manifestacao clinica da PPP. Outra evidéncia
€ que as lesdes de pele em pacientes PPP com mutacao
heterozigota do IL36RN apresentaram imunomarcacao
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Figura 2
paciente sem mutacao de IL36RN.

positiva para IL-36Ra em uma analise imuno-histoquimica,
nao mostraram diferenca em relacdo a controles normais.”
Além disso, Onoufriadis et al. concluiram que trés paci-
entes com PPG apresentavam mutacées homozigotas
(p.Ser113Leu) ou heterozigotas compostas (p.Ser113Leu,
p.Arg48Trp), mas nenhuma mutacao foi observada em outros
dois pacientes com PPG complicado com PPP.'* Esses autores
especularam que o IL36RN esta envolvido na PPG, mas nao
esta associado a PPP, o que é consistente com a conclusao
do presente estudo. Assim, as variantes heterozigéticas do
IL36RN aqui descritas podem nao ser fatores patogénicos na
PPP. Outra hipotese indicou que mutagdes heterozigoticas
ou heterozigéticas compostas do IL36RN podem ser um fator
predisponente para a PPG com psoriase vulgar, porque vari-
antes heterozigotas do IL36RN foram observadas em trés dos
20 pacientes com PPG complicadas com psoriase vulgar.'®
No entanto, nao se sabe se os pacientes com PPP com uma
variante de IL36RN apresentam um risco maior de desenvol-
ver PPG; mais estudos sdo necessarios para esclarecer esse
ponto.

Conclusao

As quatro variantes do IL36RN detectadas neste estudo de
51 pacientes chineses provavelmente nao estao associadas
a patogénese da PPP. Esses resultados estao em concordan-
cia com estudos europeus e japoneses, sugerindo que as
mutacdes do IL36RN n&o sao o fator patogénico da PPP.
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Quadro clinico: pustulose palmoplantar das maos. A, paciente com mutacdo heterozigdtica c.140A>G/p.Asn47Ser; B,
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