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Resumo

Fundamentos: O metotrexato (MTX) é um tratamento alternativo para pacientes com dermatite
atopica (DA) moderada/grave.

Objetivo: Avaliar o efeito do MTX na expressao cutanea de citocinas e quimiocinas envolvidas na
resposta inflamatoria em individuos adultos com DA tratados com metotrexato por 24 semanas.
Métodos: Foi realizado um estudo de coorte prospectivo em instituicdo Unica com 12 adultos
com DA moderada/grave que receberam MTX oral (15 mg/semana por 24 semanas) e 10 controles
pareados nao atopicos. A comparacao foi feita em biopsias de pele lesada e nao lesada, pré
e pos-tratamento com MTX. Foram analisadas a espessura epidérmica média e a expressao de
IL-31, IL-31RA, OSMR, TSLP, Ki67, IL-4 mRNA, IL-6, IL-10, TNF-«a, IFN-vy, TARC e CCL-22.
Resultados: Houve reducéo da espessura média da epiderme (p=0,021), aumento da expressao
de IL-31RA (imuno-histoquimica) na epiderme (p=0,016) e diminuicao da expressao génica de
IL-31 (p=0,019) na pele com lesada da DA pos-tratamento com MTX. Nao foram identificadas
alteracdes significantes na expressdo cutanea dos demais marcadores avaliados.

Limitagbes do estudo: Pequeno tamanho da amostra e duracao limitada do seguimento.
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Conclusées: O tratamento com MTX em adultos com DA moderada/grave reduziu a hiperplasia
epidérmica e alterou a expressao cutanea de citocinas e receptores inflamatorios relacionados
principalmente ao prurido, incluindo IL-31 e IL-31RA.

Registro do estudo: ClinicalTrials.gov Identificador: NCT03327116.

© 2023 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 dermatite atopica (DA) é doenca cutanea cronica e pru-
riginosa com fisiopatologia complexa. Varios fatores estao
envolvidos, incluindo defeitos fundamentais da barreira
cutanea e disfuncao imunolégica que resulta em inflamacao,
bem como lesdes eczematosas tipicas.'>

Aumento nas citocinas e quimiocinas Th2 (IL-4, IL-10, IL-
13) e Th22 (IL-22)*" é observado na fase aguda da DA. Além
disso, ocorre aumento da expressao das citocinas Th1 (IL-12,
IFN-v) e Th17 (IL-17) na fase cronica. Essas observacdes sdao
vistas principalmente em estudos com foco em criancas® e
na populacéo asiatica.’

Outras citocinas foram identificadas na inflamacao em
DA. Essas incluem TSLP (linfopoietina estromal timica) e
IL-31. Os queratinocitos epidérmicos expressam TSLP, pro-
movendo assim a ativacdo de células dendriticas mieloides,
bem como células Th2 e Th22. Como resultado, ha inducéao
de prurido.®® A expressao de IL-31 promove inflamacéo
mediada por células Th2. Também pode haver aqui uma
associacao com prurido.'® A sinalizacdo ocorre por meio de
um complexo receptor heterodimérico de subunidades do
receptor M de oncostatina (OSMR) e do receptor alfa de IL-31
(IL-31RA).™

O tratamento da DA deve se concentrar no controle da
inflamacéo e na reparacao das alteracdes da barreira cuta-
nea. Como resultado, o metotrexato (MTX) pode servir como
tratamento para pacientes com DA que sdo refratarios a
terapia tradicional.>'>"* Os autores ja demonstraram esse
achado anteriormente.™

O efeito do MTX foi avaliado na expressao cutanea de
citocinas e quimiocinas envolvidas na resposta inflamatoria
em individuos adultos com DA que receberam tratamento
com MTX por um total de 24 semanas.

Métodos

Desenho do estudo e amostra

Um estudo prospectivo em instituicao Unica foi realizado
no Departamento de Dermatologia. A populacao do estudo
incluiu 12 adultos (seis do sexo feminino; seis do masculino)
com DA moderada a grave (de acordo com os critérios de
Hanifin & Rajka). Foi avaliado o uso de MTX em um total de
24 semanas.

Os critérios de elegibilidade incluiram individuos com
pelo menos 18 anos de idade, com DA moderada/grave
com base nos escores de gravidade: EASI (Eczema Area and
Severity Index) > 7,1 e SCORAD (SCOring Atopic Dermatitis)
> 25. Foi necessario que as mulheres em idade reprodutiva
utilizassem métodos anticoncepcionais eficazes e fossem
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confirmadas como nao gravidas através de teste de gravidez
no sangue negativo antes do inicio do tratamento. Os crité-
rios de exclusdo incluiram individuo com qualquer doenca
ou condicao que contraindicasse o uso de MTX (p. ex.,
pancitopenia), infeccao por HIV ou outra condicao imunos-
supressora, fototerapia, uso de corticosteroide sistémico,
uso de ciclosporina e azatioprina ou terapia imunobiologica
nas 12 semanas anteriores ao inicio do tratamento com
MTX, como detalhado em outra publicacdo.'"

0 escore EASI inicial médio dos pacientes com DA foi de
28,9+9,9 e o SCORAD inicial médio foi de 57,24+7,8." A
dose de MTX inicial (dose de teste oral) foi de 7,5mg na
semana 1, aumentada para 15mg semanalmente. O acido
félico oral foi administrado uma vez por semana (5mg)
48 a 72 horas apds a administracdo do MTX. Durante o
tratamento, os individuos continuaram com as medicacdes
topicas padrao de tratamento da DA, incluindo corticosteroi-
des topicos, valerato de betametasona 0,1% creme, acetato
de hidrocortisona 1,0% creme, inibidores de calcineurina e
emolientes.

Os individuos foram biopsiados em dois locais diferen-
tes (pele lesada e pele sem lesao clinica). Para a biopsia da
pele lesada, foi selecionada uma regidao corporal nao foto-
exposta, principalmente na regiao lombar. A investigacao
foi realizada no pré-tratamento e apds 24 semanas de uso
de MTX. Amostras de pele de 10 controles nao atopicos,
pareados por sexo e idade, realizadas em local anatémico
semelhante de pacientes com DA, foram utilizadas para
padronizar as analises.

Todos os individuos leram o termo de consentimento livre
e informado e concordaram em participar do estudo. O
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local (CAPPESq
13368); Identificador ClinicalTrial.gov NCT03327116.

Espessura epidérmica média e imunohistoquimica

Amostras de pele de 4mm foram obtidas e incluidas
em parafina para avaliagdo por imuno-histoquimica. DAB
(3,3’ diamibenzidina, D5637, Sigma, St. Louis, MO, EUA)
foi utilizado como solucdo cromoégena, como descrito
anteriormente.”™'® Apdés a imunomarcacdo, as laminas
foram escaneadas usando Pannoramic Scan - 3Dhitech slide
scanner (3DHistech Ltd., Budapeste, Hungria).

As fotos foram avaliadas para marcagcdes imuno-
-histoquimicas e espessura média da epiderme usando o
programa Image-Pro Plus, versao 4.5.0.29 (Media Cyberne-
tics Inc., Bethesda, Maryland, EUA)."”

A espessura média da epiderme foi calculada tracando-
-se duas linhas: uma na parte superior da epiderme e outra
na parte inferior da epiderme, seguindo a membrana basal.
A distancia média entre essas duas linhas foi obtida com a
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Tabela 1 Anticorpos utilizados para a analise imuno-histoquimica

Anticorpo Diluicao Caodigo Marca Controle positivo
IL-31 1:6 MAB28241 R&D Systems DA

IL-31RA 1:10 AF-2769 R&D Systems DA

OSMR 1:50 10982-1-AP Proteintech DA

TSLP 1:200 sc-33791 Santa Cruz Prostata

Ki-67 1:200 275R-15 Cell Marque Amigdala

DA, dermatite atopica.

fungao da distancia média do programa Image-Pro-Plus. Essa
funcao mede a distancia ponto-a-ponto entre as duas linhas;
a cada variacao de angulo, gera um valor médio e calcula a
espessura média da epiderme.

Os anticorpos primarios IL-31, IL-31RA, OSMR, TSLP e Ki-
67 estao listados na tabela 1.

PCR em tempo real

A expressao do mRNA por PCR em tempo real foi reali-
zada utilizando amostras de pele que foram armazenadas
em solucao RNAlater (Sigma, Steinheim, Alemanha) e con-
geladas a—80°C. O RNA total foi extraido utilizando um kit
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Figura 1

RNAeasy Plus Mini (Qiagen, Valencia, CA, EUA). O cDNA foi
sintetizado utilizando o ISCRIPT cDNAKIT (Bio-rad, Hercules,
CA, EUA).

A sintese dos primers sense e antisense para IL-4, IL-6, IL-
10, IL-31, IL-31RA, TNF-a, IFN-v, TARC, CCL-22 e controles
internos GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) foi
realizada por Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA).™

A amplificacao por PCR foi conduzida em um sistema
Applied Biosystems 7500 usando os primers e reagentes de
deteccao por fluorescéncia SYBR Green (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EUA). O protocolo de ciclagem consistiu em 10
minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
e 60 segundos a 60°C.

Imuno-histoquimica de IL-31RA na pele lesada de um individuo com dermatite atopica (DA) na epiderme (A) e derme

superficial (B). (A e B) Tratamento pré-metotrexato (MTX); pele lesada de individuo com DA, epiderme (C) e derme superficial (D).

(C e D) Tratamento p6s-MTX (ampliacao de 200 x ).
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Expressao de IL-31RA comparando a pele lesada antes e ap6s o tratamento com MTX, demonstrando alteracao estatisti-

camente significante da expressao na epiderme (A) e sem diferenca significante na derme superficial (B). As linhas representam as

medianas da citocina nas amostras (*p <0,05).

O software Sequence Detection System (SDS; Applied
Biosystems) foi usado para analisar os resultados que foram
normalizados. '®

Analise estatistica

A comparacao entre amostras relacionadas (mesmo indi-
viduo, pré-tratamento vs. pods-tratamento) foi realizada
utilizando o teste nao paramétrico de Wilcoxon. Para amos-
tras nao relacionadas, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
Um valor alfa de 0,05 foi utilizado em todas as amostras.

Resultados

Espessura média da epiderme

A espessura média da epiderme na pele lesada de indivi-
duos com DA antes do tratamento foi de 127,6 +194,3 pum.
A espessura média da epiderme na pele lesada em individuos
com DA apds o tratamento com MTX foi de 100,3 + 80,7 pm.
A espessura média da epiderme foi significantemente menor
na pele lesada pos-tratamento (diferenca média=31,3 um,
IC 95%: 15,0-92,7; p=0,021).

Imuno-histoquimica

Houve aumento da expressao de IL-31RA na epiderme
(p=0,016) de individuos com DA pos-tratamento com MTX e
nao foi observada nenhuma diferenca significante na derme
superficial (p=0,151) - figuras 1 e 2. A expressao cutanea
dos outros marcadores nao revelou alteracdes significantes
(figs. 3 e 4: IL-31; OSMR, TSLP e Ki-67).

PCR em tempo real

Houve diminuicao na expressao génica de IL-31 (p=0,019) na
pele lesada de individuos com DA 24 semanas apos a tera-
pia com MTX. A expressao cutanea dos demais marcadores

avaliados (IL-4, IL-6, IL-10, IL-31RA, TNF-a, IFN-y, TARC e
CCL-22) nao apresentou resultados significantes (fig. 5).

Discussao

A DA é doenca cutanea cronica pruriginosa comumente
observada em criancas; entretanto, pode persistir ou ocor-
rer na idade adulta. A qualidade de vida é significantemente
afetada.’®?° O tratamento de primeira linha inclui corticos-
teroides topicos e uso de emolientes. Em casos moderados a
graves refratarios ao tratamento convencional, medicamen-
tos de segunda linha, como o MTX, podem ser utilizados.'> '3

Ha poucos estudos avaliando o efeito do MTX nos medi-
adores inflamatodrios cutaneos envolvidos em pacientes com
DA. Schram et al. randomizaram adultos com DA para rece-
ber MTX ou azatioprina por 12 semanas e encontraram
reducao nos niveis séricos de TARC (quimiocina do timo regu-
lada por ativacdo) em ambos os grupos.?' Roekevisch et al.
estudaram os efeitos de MTX e azatioprina em pacientes
adultos com DA e observaram reducao significante em TARC,
CTACK (quimiocina cutanea para atracao de células T ou qui-
miocina [C-C motif] ligante 27 - CCL27), IL-13 e fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF).?

Anteriormente, os autores demonstraram a eficacia do
MTX na DA moderada/grave, encontrando reducao nos esco-
res de prurido e gravidade dos sintomas.' Aqui, os autores
mostram que alteragoes cutaneas podem ser detectadas em
individuos com DA que estao recebendo MTX. Também iden-
tificaram reducédo da espessura média da epiderme da pele
com lesdes de DA, aumento da expressao de IL-31RA por
imuno-histoquimica e diminuicao da expressao génica de
IL-31 por RT-PCR.

A reducao na espessura média da epiderme da pele lesada
na DA nao foi demonstrada anteriormente e pode estar
associada a melhora dos sinais e sintomas (prurido) obser-
vada em pacientes com DA.'# Resultados semelhantes foram
relatados com outras modalidades de tratamento, incluindo
fototerapia topica (PUVA), laser excimero, crisaborol topico
e dupilumabe.?3-%¢
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Figura 3  Imuno-histoquimica com IL-31 em pele lesada de individuo com dermatite atopica (DA) na epiderme (A) e derme
superficial (B). (A e B) Tratamento pré-metotrexato (MTX); pele lesada de individuo com DA, epiderme (C) e derme superficial (D).

(C e D) Tratamento p6s-MTX (ampliacao de 200 x ).
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Figura 4 Expressdo de IL-31 comparando a pele lesada antes e ap6s o tratamento com MTX, demonstrando alteracdo estatisti-
camente significante da expressao na epiderme (A) e sem diferenca significante na derme superficial (B). As linhas representam as

medianas da citocina nas amostras (*p <0,05).

A reducdo do prurido observada apo6s o tratamento
com MTX pode ser influenciada, em parte, pela reducao
da expressdo génica da IL-31. A IL-31 estd envolvida
na polarizacdo imunoldgica para o perfil Th2 na fase
aguda da DA, bem como no prurido de pacientes com
DA.'027.28 A sinalizacdo ocorre por meio de um receptor

heterodimérico. A subunidade IL-31RA parece desempenhar
papel mais importante na patogénese da DA do que a
subunidade OSMR.""2%:30

A identificacdo do aumento da expressao de IL-31RA
na epiderme, evidenciada pela imuno-histoquimica, sugere
mecanismo compensatoério da IL-31RA, dada a reducao da
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Figura 5 Perfil da expressao de IL-4 (A), IL-6 (B), IL-10 (C), IL-31(D), IL-31RA (E), TNF-a (F), IFN-y (G), TARC (H) e CCL-22 (I)
comparando a pele lesada de individuo com dermatite atopica (DA) pré-tratamento com metotrexato (MTX) e pds-tratamento com
MTX utilizando PCR em tempo real. Houve diminuicdo estatisticamente significante na expressao de IL-31 na pele lesada ap6s o
tratamento. A expressdo normalizada foi calculada conforme descrito anteriormente.'® As linhas representam as medianas das
citocinas nas amostras de pele (*p <0,05).
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expressao génica de IL-31. A regulacao positiva de IL-31RA
pode ocorrer apds alguns estimulos: Mike et al. demons-
traram regulacao positiva de IL-31RA apds estimulacao de
IL-4 em células dendriticas derivadas da medula 6ssea de
murinos.>' Além disso, Edukulla et al. observaram que em
camundongos IL-4 e IL-13 poderiam aumentar a expressao
de IL-31RA em macréfagos da medula dssea e peritoneal.*

As limitacdes potenciais do presente estudo incluem o
pequeno tamanho da amostra e duracao limitada do segui-
mento. E possivel que um estudo em larga escala com
seguimento mais longo permitisse rastrear alteracées na
expressao cutanea de marcadores inflamatérios na DA em
pacientes em uso de MTX. Novas terapias direcionadas em
andamento e medicina de precisao podem melhorar o trata-
mento da DA, aliviando o curso cronico e o estigma dessa
doenca recalcitrante e pruriginosa. Uma vez que o acesso a
essas terapias direcionadas ainda é limitado, justifica-se a
identificacdo do impacto imunolégico das terapias disponi-
veis, como o MTX, para a DA.

Conclusao

O MTX administrado a individuos com DA moderada/grave
reduziu a hiperplasia epidérmica e alterou a expressdo de
citocinas e receptores inflamatorios relacionados ao prurido,
incluindo IL-31 e IL-31RA.

Suporte financeiro

Este estudo foi financiado pelo Fundo de Apoio a Dermato-
logia de Sao Paulo (23-2015).
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