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RESUMO

Introducdo: A psoriase ¢ uma doenga inflamatdria sistémica cronica que afeta
predominantemente a pele e as articulagcdes. Sua etiologia ¢ multifatorial e ainda nao
completamente entendida. A suscetibilidade genética a psoriase ¢ um fator causal
importante, ¢ varios genes e polimorfismos tém sido associados a sua ocorréncia.
Poucos estudos avaliaram a influéncia dos polimorfismos C677T ¢ A1298C do gene
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) na suscetibilidade a psoriase em diferentes
populacdes (asiticos e caucasides), e os resultados foram contraditorios.

Material e métodos: Foram estudados 339 individuos caucasoides; desses, 142 eram
pacientes com diagndstico clinico de psoriase e 197 controles. Os grupos foram
comparados quanto a freqiiéncia dos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR
através de reacdo em cadeia da polimerase.

Resultados: Para o polimorfismo C677T do gene MTHFR, a prevaléncia do gendtipo
mutante foi de 16,0% nos casos e 9,1% nos controles (p=0,103). Quando comparados os
genotipos CC versus CT+TT, ndo houve diferenca entre os grupos (p=0,605). A
prevaléncia do genotipo CC para o polimorfismo A1298C foi de 2,8% nos casos e 4,1%
nos controles (p=0,824). Quando comparados os genotipos AA versus AC + CC
também ndo houve diferenca significativa (p=0,943). A andlise combinada dos
gendtipos foi similar entre os grupos.

Conclusdo: Nossos resultados ndo indicam qualquer associag@o entre os polimorfismos
C677T e A1298C do gene MTHFR e suscetibilidade a psoriase nem demonstraram agao

sinérgica da presenca de ambos na reducdo de atividade da enzima MTHFR.
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INTRODUCAO

A psoriase ¢ uma doenga sistémica cronica e recidivante, de apresentagio
clinica variavel e que afeta cerca de 2% da populagdo mundial (1, 2). Pode ser
incapacitante tanto pelas lesdes cutaneas — fator importante de dificuldade de inser¢ao
social — quanto pela presenga da forma articular que configura a artrite psoriasica (3, 4).

Sabe-se que a psoriase ¢ uma doenga imunologicamente mediada. O papel
de mecanismos imunes ¢ documentado pela presenca de linfocitos T ativados e
macrofagos e pela boa resposta a terapias imunossupressoras. A presenca de mediadores
inflamatorios também foi observada: citoquinas, fator de necrose tumoral o (TNF-a),
interferon y (INF-y), endotelina -1, eicosanoides, entre outros (5).

Ha uma série de comorbidades associadas a psoriase, entre elas diabete
melito, hipertensdo arterial, sindrome plurimetabdlica, colite e artrite reumatoide (6-9).
Um estudo britanico revelou que pacientes com psoriase severa t€m mais comorbidades
e recebem em média mais medicamentos do que pacientes internados por outras
causas(10).

A influéncia genética ¢ um fator muito importante na ocorréncia da
psoriase. A heranca ¢ poligénica com risco genético cerca de 10 vezes maior para
familiares de primeiro grau. Os marcadores mais importantes descritos até o0 momento
estdo associados aos antigenos leucocitarios HLA-Cw6, HLA-B13, HLA-Bw57, HLA-
DR7 e HLA-B27. No entanto, muitos outros genes e polimorfismos tém sido estudados
com o objetivo de elucidar sua relagdo com a psoriase e assim incrementar o
entendimento sobre sua patogénese e tratamentos (11, 12).

A enzima metilenotetrahidrofolato redutase ¢ codificada pelo gene de
mesmo nome e € responsavel pela metilacio do DNA, que é uma caracteristica

importante para regulacdo de genes e para a diferenciacdo celular. Além disso, a
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MTHFR tem atividade regulatoria central na via do folato e homocisteina e catalisa a
conversdo de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, cuja fungdo ¢
promover a conversdo de homocisteina em metionina (13-15). A ndo conversdo de
homocisteina em metionina resulta em hiperhomocisteinemia.

Foram descritos dois polimorfismos mais comuns no gene MTHFR — C677T
e Al298C — que geram reducdo de até 60% da atividade enzimatica, quando
comparados com os alelos normais (16, 17). Dessa forma, a presenga desses
polimorfismos poderia causar hiperhomocisteinemia e assim influenciar a
suscetibilidade a enfermidades bem como alterar a resposta terapéutica a diferentes
farmacos que tenham seu metabolismo envolvido com a via do folato.

A relagcdo entre a presenca desses polimorfismos e a suscetibilidade a
psoriase foi analisada em poucos estudos, com diferentes populacdes e resultados

contraditorios (18-20).

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Psoriase

A psoriase ¢ uma doenca sist€émica inflamatéria cronica que afeta
principalmente a pele, as unhas e ocasionalmente as articulagdes. A sua prevaléncia em
diferentes populagdes varia de 0 a 12%, apresentando médias entre 2,1 a 2,8% em
populacdes ocidentais (1, 2). As diferengas de prevaléncia podem estar relacionadas
com o curso recidivante da doenga, amplo espectro de apresentagdes clinicas e falta de

critérios padronizados de classificacdo diagndstica (2).
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O curso da psoriase € recidivante, e os fatores desencadeantes podem ser de
naturezas diversas. O clima quente ¢ a luz solar sdo fatores de melhora, enquanto o
clima frio tem efeito contrario.

As infecgdes também podem agravar quadros de psoriase, com variagdes de
15 a 76% em diferentes estudos. Quadros infecciosos levam ao aumento de niveis de
TNF-a e INF-y. Essas alteragdes imunoldgicas poderiam atuar como fator
desencadeante da psoriase em pacientes geneticamente predispostos (21). A psoriase
com forma guttata freqiientemente é precedida de infeccdo por estreptococo beta-
hemolitico em 1 a 2 semanas (22).

Em pacientes infectados pelo HIV, a psoriase tem prevaléncia semelhante a
populacdo geral, porém sua apresentagdo clinica tem caracteristicas peculiares.
Geralmente ocorrem formas mais graves com inicio brusco, queratoderma plantar,
distrofia ungueal grave, acometimento de dobras (psoriase invertida), formas pustulosas
e maior frequéncia de artrite (21).

O estresse emocional pode agravar a psoriase em 30 a 40% dos casos, sem
necessariamente haver qualquer transtorno de personalidade ou doenga psiquiatrica
associada (4). Acredita-se, também, que o dlcool possa exercer influéncia na progressao

da doenca, mas, até¢ o momento, ¢ tema em investigacao (23).
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Figura 1. Psoriase cronica em placas

(© 2003 Elsevier - Bolognia, Jorizzo and Rapini: D Y - WWW.C com

Alguns medicamentos tém sido relatados como fatores desencadeantes e de
progressdo da doenca. Os principais farmacos implicados sdo bloqueadores
adrenérgicos, antimaldricos, litio, inibidores da enzima conversora de angiotensina, sais
de ouro, interferon, corticoides sist€émicos e anti-inflamatorios ndo esteroides (24).

A importincia da psoriase para a dermatologia esta vinculada a morbidade,
a alta influéncia na qualidade de vida dos pacientes afetados e ao impacto socio-

econdmico gerado para o sistema de saude (3).

1.1.1 Manifestacdes clinicas

A manifestag@o cutdnea da psoriase caracteriza-se pelo surgimento de placas
erittmato-escamosas, com bordas bem delimitadas e de dimensdes variaveis. As
escamas sdo branco-prateadas, secas, aderidas e deixam porejamento de sangue ao
serem removidas (25). As lesdes localizam-se preferencialmente nas superficies

extensoras dos joelhos e cotovelos, no couro cabeludo e na regido lombossacra, com
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distribuicdo simétrica. Entretanto, praticamente todo o tegumento pode ser acometido
(26).

Figura 2. Psoriase plantar

© 2003 Elsevier - Bolognia, Jorizzo and Rapini: Dermatology - www.dermtext.com

A psoriase pode ocorrer em qualquer idade. Geralmente inicia entre a
terceira e quarta décadas de vida (2, 3, 27), mas alguns estudos descrevem ocorréncia
bimodal com picos até os 20 anos e apds os 50 anos (28). A distribuicdo entre os
géneros ¢ semelhante (27, 29).

As formas clinicas da psoriase sdo cronica em placas, em gotas ou gutatta,
pustulosa, eritrodérmica e ungueal, € podem ou ndo ter associagdo com artrite psoridsica
(29). A apresentacdo mais freqiiente ¢ a psoriase cronica em placas (75 a 90% dos
casos) e o principal sinal relatado ¢ a descamagdo (92%) (26, 30). A psoriase também

pode acometer o aparelho ungueal em cerca de 50% dos pacientes, sendo mais comum

em pacientes com artrite psoriasica (3, 31).

1.1.2 Histopatologia
No inicio da formacdo da placa psoriasica ha edema dérmico, ectasia de
vasos da papila dérmica e infiltrado perivascular composto de células T, células

dendriticas, monocitos € macrofagos. Posteriormente, a densidade do infiltrado celular

14



aumenta e células CD8 +, e granuldcitos neutrofilicos sdo encontrados no epiderma,

formando os microabcessos de Munro, caracteristicos da psoriase (32, 33).

Figura 3. Histopatologia da psoriase: microabcessos de Munro

(© 2003 Elsevier - Bolognia, Jorizzo and Rapini: Dermatology - www.dermtext.com

Outras alteracdes importantes sdo observadas na epiderme: acantose
(aumento do numero de queratindcitos e espessamento da camada espinhosa), perda da
camada granular, paraceratose (disfun¢do do processo de cornificagdo que mantém
queratindcitos nucleados na camada cornea) e hiperceratose (espessamento da camada
cornea). Ao mesmo tempo, o aumento da quantidade e a dilatagdo de vasos na derme
papilar permitem a maior migragdo de células imunoldgicas aos locais afetados,

mantendo o ciclo da doenga ativo (11, 34).

Figura 4. Histopatologia da psoriase. Aspecto de uma placa cronica: acantose e

paraceratose.

© 2003 Elsevier - Bolognia, Jorizzo and Rapini: Dermatology - www.dermtext.com
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1.1.3 Suscetibilidade genética

Em doengas genéticas complexas geralmente ha muitos genes envolvidos e
alguns deles podem ser interativos. Além disso, hd muitas instancias conhecidas onde
diferentes mutacdes no mesmo gene podem causar diferentes fenotipos de doenga.

O relativamente pequeno numero de alelos que contribui para a
suscetibilidade a doengas genéticas complexas comuns tende a apresentar uma alta
frequéncia populacional combinada com baixa penetrancia. Esse fato promove um
impacto apenas modesto na suscetibilidade & doenga, com risco geralmente variando
entre duas a cinco vezes e raramente passando de dez vezes em relagdo a populagdo
normal.

Essas condi¢des implicam estudos com grandes grupos para que seja
detectado tal efeito. Assim, menos de 8% dos estudos que avaliam heranga tém
associacdo significativa e menos de 2% tém os 16cus associados reproduzidos em outros
estudos independentes (12).

Embora o padrdo de heranca da psoriase ainda ndo esteja completamente
entendido, sabe-se que a predisposicdo genética exerce um importante papel na
suscetibilidade ao seu desenvolvimento. Algumas observa¢des corroboram essa
afirmacdo. Primeiro, a probabilidade de desenvolver psoriase ¢ maior em familiares de
primeiro grau de pacientes com a doenca: o risco ¢ de 20% se um genitor ¢ afetado e de
75% se ambos os genitores sdo afetados. Se um gemelar homozigotico ¢ afetado, ha um
risco de 55% de o outro gemelar também desenvolver psoriase (11, 35). Além disso, a
psoriase esta associada a alguns antigenos leucocitarios (HLA), entre eles HLA-Cwo6,
HLA-B13, HLA-B17, HLA-Bw57 ¢ HLA-DR4 e muitos locus de suscetibilidade a

psoriase tém sido descritos. Pessoas com HLA-Cw6 tém risco 10 vezes maior de
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desenvolver a doenca. O PSORS1 no complexo de histocompatibilidade maior (MHC)
do cromossomo 6 (6p21) ¢ o unico locus de suscetibilidade a psoriase: entre 19
possiveis candidatos, foi consistente e universalmente confirmado por estudos
independentes (12, 35). E importante salientar que alguns genes relacionados a psoriase
também se associam a outras doencas autoimunes, como artrite reumatoide, colite e

diabete melito (34, 36).

1.1.4 Fisiopatologia

A patogénese da psoriase vem sendo foco de estudos ha muitos anos ¢ ¢ fato
conhecido que o sistema imune desempenha um importante papel nesse processo. Até a
década de 1970, acreditava-se que a doenca era causada pelo aumento da proliferagdo e
pela diferenciagdo alterada dos queratinécitos. A base dessa proposi¢ao eram os achados
histopatologicos das lesdes (37, 38).

Entre os anos 1980 e 1990 foi postulado que as células T ativadas estavam
envolvidas de maneira dominante na iniciagdo e manuten¢do da psoriase. Essa hipotese
foi fundamentada na observacao de respostas positivas a terapias que combatem células
T, desenvolvimento da doenga em pacientes transplantados com medula de doadores
portadores de psoriase e evidéncias de testes in vitro com transplante de pele em cobaias
(5). As células que predominam no infiltrado dérmico sdo linfécitos CD4+ e na
epiderme sdo os linfocitos CD8+.

O IFN-y tem importancia central, pois ¢ responsavel pela ativagdo de genes
que codificam moléculas imunoreguladoras. Estas moléculas estdo envolvidas com a
quimiotaxia de imunocitos, adesdo de leucocitos e vasodilatagdo que configuram o
fenotipo final da doenca (39). O sucesso de terapias com medicamentos bioldgicos anti-

TNF-0, quando comparadas as terapias de deplecdo de células T, tem demonstrado
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clinicamente que este mediador desempenha um papel central na patogénese da psoriase
(40).

Outros mediadores tém sido ligados a psoriase: T-helper 17 e células T
regulatorias, macréfagos, células dendriticas (CD), sinal de transducdo de
queratindcitos, novas citoquinas incluindo interleucina (IL) -17, IL-22, IL-23 e IL-20.
Esse fato leva a crer que a sua patogénese ¢ formada por estagios, e em cada um deles
diferentes tipos de células t€ém papel dominante. De acordo com esse modelo, o inicio
da doenga ¢ similar a uma reacdo imune, que € composta por trés fases: sensibilizagao,
silenciosa e efetora (5). Durante a fase de sensibilizag¢do, as CD apresentam antigenos ¢
subsequentemente induzem a formacao de células Th17 e T1 que futuramente serdo
responsaveis por causar infiltragdo da pele. A seguir tem inicio uma fase silenciosa com
duracdo varidvel. A partir dessa fase pode ou ndo se desenvolver a fase efetora, que se
caracteriza por infiltracdo cutinea de células imunoldgicas, ativacdo de células imunes
cutineas e resposta queratinocitica. Ap6és um tratamento de sucesso, a fase efetora se
transpde a uma fase silenciosa e, apds um periodo varidvel, tem inicio uma nova fase
efetora que representa a recidiva clinica (5).

Até o momento ndo foi identificado um autoantigeno ou imunogeno contra
o qual se d4 toda a reacdo inflamatoria. Se a psoriase realmente ¢ uma doenca
autoimune, como apontam as evidéncias, provavelmente um componente epidérmico,

talvez a queratina, pode ser o candidato mais provavel para esse papel. (26)

1.2 Gene Metilenotetrahidrofolato redutase e o0 metabolismo
da homocisteina
A metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) ¢ uma enzima regulatoria

central na via do folato codificada por um gene de mesmo nome. Sua funcédo ¢ catalisar
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a conversdo de 5-10 metilenotetrahidrofolato em S-metiltetrahidrofolato. Essa tultima
constitui uma forma circulatéria do folato que atua como cofator na conversio
(metilagdo) de homocisteina (HC) em metionina pela enzima metionina sintase (14, 15).
Outras enzimas envolvidas s3o a timidilato sintase, que converte desoxiuridilato em
desoxitimidilato, e a glicinamida ribonucleotideo transformilase — importante na sintese
das purinas (41).

A metionina, que ¢ um aminoacido essencial obtido exclusivamente da dieta
(qualquer fonte de proteina animal e feijao), ¢ transformada no organismo em S-
adenosilhomocisteina e depois em HC. Esta, por sua vez, pode ser utilizada em duas
vias: metionina-sintase a transforma em metionina, e a cistationina-f-sintase em
cisteina. A vitamina B12 e o 5-metiltetrahidrofolato (transformado a partir do acido
folico) sdo cofatores da metionina redutase (via da metionina), cuja deficiéncia leva a
transformagao irreversivel da HC pela cistationina-p-sintase em cisteina. Essas reagdes
dependentes de HC suportam niveis baixos deste composto no organismo. A supressao

de qualquer uma dessas vias resulta num aumento dos niveis séricos de HC (42).

Figura 5. Metabolismo da homocisteina
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Os niveis séricos normais de homocisteina em adultos variam entre 10-
12umol/l, sendo discretamente maiores em idosos (provavelmente por redugdo da
filtracao glomerular) e em homens (pelo metabolismo hormonal).

A hiperhomocisteinemia (HHC) (niveis acima de 15 umol/l) foi identificada
como um fator de risco para muitas patologias, entre elas, doengas cerebrovasculares,
distarbios de fechamento do tubo neural, doenga vascular periférica e cardiopatia
isquémica. Além disso, tem sido associada a suscetibilidade a psoriase, que, por sua
vez, esta relacionada a algumas das patologias anteriormente citadas (6).

Niveis aumentados de HC podem resultar de alteragcdes genéticas, redugao
da funcdo renal (pela idade ou doencas), de disturbios dietéticos relacionados a
vitaminas e nutrientes que participam do seu metabolismo ou excesso de metionina da
dieta (16). Fatores dietéticos e habitos que contribuem para HHC sdo tabagismo,
etilismo e consumo pesado de café. Os fatores genéticos que associam estas patologias

com niveis de homocisteina ainda sdao foco de estudo (19, 43, 44).

1.2.1 Polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR

Um gene ¢ considerado polimorfico se o alelo variante ocorre em ao menos
1% da populac¢do normal. Mais de dez polimorfismos foram descritos no gene MTHFR.
Desses, C677T e A1298C tém sido associados a fenotipos alterados (41).

O polimorfismo C677T ¢ o mais prevalente e mais amplamente estudado.
Essa mutagdo consiste na substituicdo de citosina por timina no nucleotideo 677 do gene
MTHFR, resultando na troca dos aminodcidos alanina por valina (16). A freqiiéncia
esperada na populagdo ¢ cerca de 40% de heterozigotos para o polimorfismo e 8-10% de
homozigotos (45). A prevaléncia do C677T no Brasil foi reportada em um estudo de

1998, sendo que eram homozigotos para a mutacdo 10% dos caucasianos, 1,45% dos
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negros ¢ 1,2% dos indigenas e ndo houve diferenga em relagdo ao género. Esses dados
estdo de acordo com a literatura mundial em relagdo aos caucasianos (46).

Esse polimorfismo no gene MTHFR resulta em uma variante termolabil da
enzima MTHFR, com reducdo da atividade e consequente aumento dos niveis de
homocisteina. Individuos heterozigotos para a mutagdo (CT) t€m cerca de 60% da
atividade da enzima quando comparados aos individuos normais (CC). Os individuos
homozigotos para a mutacao (TT) tém cerca de 30% da atividade da enzima MTHFR

selvagem (16).

Figura 6. Gel de poliacrilamida 8% com resultados para C677T do MTHFR*.

CCCT CCTT CC TV &1

MPM: Marcador de peso molecular; CC: homozigoto normal;

CT: heterozigoto; TT: homozigoto mutante

* Adaptado de Ann Bras Endocrinol Metaol. 2006 Dec;50(6):1059-65
com autorizagdo de Maria Tereza Cartaxo Muniz.

Em relagdo ao polimorfismo A1298C, van der Put, em 1998, descreveu que
ocorre a troca de adenina por citosina no nucleotideo 1298 do gene MTHFR, resultando
na substituicdo do aminoacido glutamato por alanina. Essa alteracdo gera uma discreta
reducdo na atividade da enzima MTHFR. A frequéncia esperada de heterozigotos ¢
cerca de 40-42% e para homozigotos ¢ 6-13% (17, 47). Foi demonstrado que existe
interagdo sinérgica entre os polimorfismos, uma vez que, isoladamente, o A1298C nao

resulta em aumento niveis séricos de homocisteina, mas contribui fortemente quando
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associado ao C677T. Formas heterozigotas para ambos os polimorfismos equivalem a

forma homozigota TT para C677T (17, 41, 48).

1.3 Polimorfismos C677T e A1298C e suscetibilidade a psoriase

Foram encontrados at¢ o momento trés estudos com o mesmo desenho
realizados com o objetivo de verificar associagdo entre o polimorfismo C677T e
suscetibilidade a psoriase. Nao foram encontrados artigos estudando o polimorfismo
A1298C com relagdo a psoriase.

O primeiro estudo a avaliar o polimorfismo C677T e a suscetibilidade a
psoriase foi realizado em uma populagdo de origem chinesa e com uma amostra
reduzida. Foram estudados 39 casos de psoriase e comparados com 79 controles
normais. O estudo descreve uma diferenca de 18% nas frequéncias de 677TT, sendo
significativamente maior nos casos (OR=3, p<0,05). Esse achado indica que naquela
amostra o polimorfismo em questdo pode estar relacionado a suscetibilidade a psoriase
(18).

Em 2008 um estudo avaliando eurodescendentes realizado na Austria
comparou 310 casos de psoriase com 247 controles quanto ao polimorfismo C677T,
mas ndo encontrou diferenga significativa entre os grupos. O mesmo estudo analisou
niveis séricos de homocisteina em 30 casos e 30 controles, mas também nao identificou
diferencga estatistica (19).

Recentemente, outro estudo com delineamento semelhante realizado com
eurodescendentes da Republica Checa avaliou 410 casos de psoriase e 285 controles.
Houve um achado surpreendente no desfecho primario, pois foi demonstrada diferenca

significativa entre os grupos, mas o gendtipo que predominou nos casos foi 677CC,
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contrariando o estudo chinés e a base tedrica do estudo. Em analises secundarias, os

achados foram contraditdrios (20).

1.4 Implicages clinicas relevantes entre a psoriase e 0s polimorfismos do gene

MTHFR

1.4.1 Associacdo dos polimorfismos do gene MTHFR com comorbidades
relacionadas a psoriase

Ha uma série de comorbidades importantes associadas a psoriase ¢ que
apresentam nesses pacientes maior prevaléncia do que na populacdo em geral. Entre
elas podem ser citadas diabete melito, hipertensdo arterial, cardiopatia isquémica e
sindrome plurimetabolica (6-9).

Um estudo britanico revelou que pacientes com psoriase severa t€ém mais
comorbidades e recebem em média mais medicamentos do que pacientes internados por
outras causas (10). Os fatores que relacionam estas patologias a psoriase podem ser
tanto ambientais quanto genéticos.

Acredita-se estarem envolvidas a inflamagdo sistémica com presenca de
mediadores pro-inflamatorios circulantes e ativagdo endotelial, os varios tratamentos
sistémicos utilizados e habitos de vida pouco sauddveis como contribuintes para esse
perfil cardiovascular desfavoravel dos pacientes com psoriase (26).

Estudos epidemiologicos identificaram maiores taxas de mortalidade por
causas cardiovasculares em pacientes psoriasicos com internagdo hospitalar durante a
evolucdo da doenga quando comparados a pacientes ambulatoriais. Esse achado sugere
que quanto maior a gravidade da psoriase, ou seja, maior a reacdo inflamatoria e talvez

maior quantidade de farmacos sist€émicos, maiores sdo as taxas de mortalidade (49, 50).
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Os niveis séricos de HC em pacientes com psoriase constituem um fator
importante a ser estudado como mediador patogénico, pois estdo também elevados na
sindrome plurimetabdlica e na cardiopatia isquémica. A hiperhomocisteinemia ¢
considerada fator de risco independente para doenga cardiovascular (51), e seu
mecanismo de toxicidade ndo ¢é completamente conhecido, mas acredita-se estar
relacionado a aumento de reagdes de reducdo e oxidagdo e subsequente liberagdo de
espécies reativas de oxigénio (42). Essa explicagdo constitui um fator importante para
maior ocorréncia dessas doengas em pacientes portadores de psoriase (43, 44).

As causas para aumento de homocisteina sérica sdo dietéticas,
farmacoldgicas e genéticas. Alguns estudos encontraram niveis séricos de homocisteina

mais elevados em pacientes com psoriase quando comparados a controles normais.

1.4.2 Relacdo dos polimorfismos do gene MTHFR com tratamentos sistémicos
para psoriase

A terapéutica sistémica ¢ indicada para pacientes com doenga extensa, com
lesdes disseminadas, pustulares ou rapida evolucdo mesmo na vigéncia de tratamentos
topicos. Os principais firmacos sdo o metotrexato, a acitretina, a ciclosporina, a
sulfassalazina e mais recentemente os modificadores biologicos de resposta inflamatoria
(52-55).

Entre esses farmacos, o metotrexato ¢ utilizado como primeira linha. Com
baixo custo e bons resultados terapéuticos, foi introduzido como antipsoriasico em 1958
e foi aprovado pelo FDA em 1972. O mecanismo de acdo exato do MTX ndo esta
totalmente esclarecido. Esse farmaco ¢ estruturalmente um andlogo do acido folico e,
dessa forma, inibe competitivamente a enzima dihidrofolato redutase (DHFR),

interferindo na sintese do DNA e consequentemente na divisdo celular (56). Uma vez
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introduzido na célula por transporte ativo, o MTX ¢é convertido em poliglutamato pela
enzima folipoliglutamato sintase e nessa forma tem multiplas agdes. Primariamente, o
MTX inibe a DHFR, que ¢ responsavel pela conversio de dihidrofolato em
tetrahidrofolato, importante cofator na conversdo de homocisteina em metionina e na
sintese das poliaminas (14).

O MTX ¢ um farmaco efetivo para o tratamento da psoriase, sendo
considerado primeira escolha em casos moderados a graves. Entretanto, existe uma
variagdo interpessoal importante tanto na resposta terapéutica quanto no perfil de
toxicidade. A terapia com MTX pode ser complicada por supressio medular,
hepatotoxicidade e intolerancia gastrointestinal, sendo que até 30% dos pacientes
necessitam interromper o uso por efeitos adversos. Os polimorfismos genéticos que
envolvem a via metabolica do folato t€ém sido estudados como possiveis marcadores de
sensibilidade individual ao MTX (41, 56, 57).

Os estudos que avaliaram o possivel impacto desses polimorfismos tanto na
eficicia quanto na seguranga do MTX chegaram a resultados controversos. O
polimorfismo C677T tem sido associado ao aumento de toxicidade (hepatica e medular)
em pacientes com leucemia linfoblastica aguda tratados com MTX (58, 59). O mesmo
vem sendo demonstrado para os polimorfismos C677T e A1298C em pacientes com
artrite reumatoide tratados com MTX (60-62).

Em psoriase, existem poucos estudos avaliando ambos os polimorfismos
com relagdo ao aumento do risco para toxicidade, mas em relagcdo a C677T e A1298C
ndo foi demonstrada diferenca em relagdo a controles. Campalani et al. em 2007
avaliaram esses dois polimorfismos entre outros relacionados ao metabolismo da
homocisteina em 203 pacientes com psoriase tratados com MTX, mas ndo encontraram

associacdo em relacdo a resposta clinica nem aumento de toxicidade em relacdo a

25



controles (57). Em 2009 Warren et al. avaliaram a presenca dos polimorfismos em
questdo em 374 pacientes com psoriase que fizeram uso de MTX e fizeram
comparagdes em relagdo a eficacia e toxicidade, mas ndo encontraram associagdes
relevantes (63).

Os efeitos iatrogé€nicos dos tratamentos sistémicos para psoriase podem
também piorar o perfil de risco cardiovascular dos pacientes. O aumento dos niveis de
homocisteina apds uso de metotrexato e as mudangas dislipidémicas relacionadas a
ciclosporina e a acitretina podem aumentar custos do sistema publico de saude. O
conhecimento de quais pacientes podem se beneficiar com os tratamentos e quais sao
suscetiveis ao desenvolvimento de efeitos adversos potencialmente graves e de alto

custo pode ser obtido também através da farmacogenética (55, 64, 65).

2. OBJETIVOS
Avaliar a associacdo dos polimorfismos C677T e A1298C do gene MTHFR

quanto a suscetibilidade a psoriase em pacientes e controles caucasianos do Rio Grande

do Sul.
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Abstract
Introduction: Psoriasis is a systemic chronic inflammatory disease that affects
predominantly the skin and joints. It has multifactorial and not fully understood causes.
Several genes and polymorphisms have been associated with its occurrence. Among
these, some studies evaluated the influence of the polymorphisms C677T and A1298C
of MTHFR gene in different populations (Asian and FEuro-descendents) with
contradictory results. So far, few studies have been published involving genetic
susceptibility to psoriasis in Brazilian patients.
Material and methods: This study (n=339 subjects) compared 142 euro-descendent
psoriasis patients and 197 euro-descendent controls for the frequency of polymorphisms
C677T and A1298C of MTHFR gene through polymerase chain reaction.
Results: The distribution of these genotypic variants was similar between case and
control groups. The frequencies of the genotype 677TT of MTHFR gene was 16% in the
cases and 9% in the controls and 1298CC 2,8% in cases and 4,1% in controls . This
differences were not statistically significant (p=0.103 and p=0,824, respectively). When
‘ combined genotypes were compared, there was no difference between the groups.
Conclusion: Our data did not confirm previous studies demonstrating association
between this polymorphisms and psoriasis neither synergistic action between the two

‘ polymorphisms in reducing MTHFR activity.
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Introduction

Psoriasis is a common, chronic, recurring disease that occurs worldwide, without
gender predominance, with a prevalence of between 1.5-2% in euro-descendents, which
leads to considerable loss of quality of life (1, 2). In its common presentation it
associates hyperproliferation and early differentiation of keratinocytes with the
pathogenesis closely related to autoimmunity (3, 4). The skin lesions are sharply
demarcated erythematous plaques of various sizes covered with silvery scaling (5).

A number of important comorbidities are associated with psoriasis, including
diabetes mellitus, arterial hypertension, metabolic syndrome, colitis and rheumatoid
arthritis (6-8). A recent British study revealed that patients with severe psoriasis have
more comorbidities and receive on average more medications that patients hospitalized
for other causes (9), and it is also recognized that psoriasis itself must be treated with
systemic medications in the most severe cases (10-13).

The research for genetic predisposition to this disease has been intense,
especially on the major histocompatibility complex (MHC) region on the chromosome
6p21.3, where the locus PSORS 1 resides, which confers susceptibility to psoriasis. An
association of psoriasis with Cw06 has also been reported (4, 14, 15). It should be
pointed out that few genes related to psoriasis are associated with other autoimmune
diseases such as rheumatoid arthritis, colitis and diabetes mellitus (16, 17).

The methylenetetrahydrofolate reductase enzyme (MTHFR) is codified by the
gene with the same name, and is in charge of DNA methylation, which is an important
characteristic to regulate genes and for cell differentiation. Besides, MTHFR performs
central regulatory activity in the folate/homocysteine pathway and catalyzes the
conversion of 5,10-methylenetetrahydrofolate into 5-methyltetrahydrofolate, whose

function is to promote the conversion of homocysteine into methionine (18, 19).
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Homocysteine serum levels in patients with psoriasis are a major factor to be studied as
a pathogenic mediator, since they are also high in diseases associated to psoriasis. A
few studies found higher homocysteine serum levels in psoriasis patients compared to
normal controls (20, 21).

C677T is the most frequent polymorphism and most widely studied and replaces
cytosine by thymine in nucleotide 677 of gene MTHFR, resulting in the exchange of the
amino acids alanine for valine. This polymorphism reduces the enzymatic activity, and
increases the serum levels of homocysteine (18). Another important polymorphism is
A1298C and results in the substitution of alanine by glutamate. This polymorphism
generates a reduction of activity of this enzime, but at that time no alteration of the
homocysteine or folate serum levels was observed (19). It is also expected a synergistic
interaction between these polymorphisms of MTHFR gene (22). When the heterozygous
forms are compared for both variants, there is a significant reduction of enzyme activity
(19).

The relation between the presence of these polymorphisms and susceptibility to
psoriasis was analyzed in few different populations, and the results are contradictory
(23, 24). The aim of this study was to investigate the possible association between

C677T and A1298C polymorphisms of MTHFR gene and psoriasis.

Material and methods
Sample

Euro-descendent patients of both sexes were chosen who had a clinical diagnosis
of psoriasis and were being followed at the Outpatient Clinic of Dermatology at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)- Brazil and at the Outpatient Clinic of

Sanitary Dermatology of the Rio Grande do Sul State Department of Health, Brazil. The
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control group was healthy women that were randomly selected to participate in the
study, during a blood collection for routine laboratory analyses at HCPA.

To be assured that the control samples were appropriated for this study we
compared the study case and control group with respect to the major
factor that could theoretically influence the analysis: the ethnicity. To deal with some
population’s heterogeneity, we excluded the non euro-descendent participants. It’s
important to note that in South Brazil, especially in Rio Grande do Sul state, less racial
admixture is observed due to the strong European colonization.

All the patients used the public health system, and were only included after
signing the Free and Informed Letter of Consent approved by the Committee of Ethics

in Research of the institutions involved.

Analysis of MTHFR gene polymorphisms
After signing the informed consent, 5 ml peripheral blood was collected

in EDTA. DNA was extract according to Lahiri and Nurnberger (25). C677T and
A1298C polymorphisms on the MTHFR gene were analyzed by the polymerase chain
reaction (PCR) with specific primers and protocols as described by Frosst et al. and Van
der Put et al.(18, 19). The PCR-amplified fragments were digested with endonucleases
Hinfl and Mboll and analyzed by electrophoresis in 6% and 8% polyacrylamide gel,
respectively.
Statistical analysis

The sample size was calculated based on a study that found an 18% difference
between the homozygotes of each group (23). Eighty cases and 80 controls would be

required to find this difference with a power of 90% and confidence interval of 95%.
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The data was stored in a Microsoft Excel database. The Chi-square test was used to test
for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium and to compare allelic and genotypic
frequencies between the groups. The odds ratio (OR) was determined to measure the
possible combinations between MTHFR genotypes and its association with psoriasis.
The combined analysis was determined with the Mantel-Haenszel test. The significance

level was p<0.05 and the confidence interval (CI) was 95%.

Results

A total of 142 patients with a clinical diagnosis of psoriasis and 197 normal
controls were studied. Table 1 shows the genotype distribution for MTHFR C677T and
A1298C polymorphisms among case and control samples. The genotype distribution of
these MTHFR polymorphisms was similar for the groups and was in Hardy-Weinberg
equilibrium (p=0.6 and p= 0.06, respectively). Likewise, when the CC versus CT+TT
and AA versus AC+CC were compared no statistically significant difference between
the groups was observed. (Table 2)

The effect of the combined genotypes on psoriasis was investigated by analysis
of the genotypic distribution of the two MTHFR polymorphisms. As shown in table 3,

no significant differences were detected among the groups.

Discussion

The first study to analyze the possible association between C677T
polymorphism of MTHFR gene and psoriasis was done in 2000. This Chinese study that
included 39 psoriasis patients and 79 controls reported an association between this
polymorphism and susceptibility to psoriasis (OR = 3; p<0.05) (23). A possible

explanation suggested is that the MTHFR 677T variant is involved in DNA methylation
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reactions that are important in the regulation of gene expressions and cellular
differentiation. According to some studies the DNA of homozygous polymorphism
(677TT genotype) is hypomethylated if compared with DNA from those that carries the
wild-type 677CC genotype (26). This altered status of methylation could trigger an
upregulation of some genes (SHP-1 promoter II and p16) that may help to explain the
psoriasis pathogenesis (26, 27).

In 2008, an Austrian study evaluated the frequency of the same polymorphism in
310 Euro-descendents psoriasis patients and 247 controls, but did not find a significant
difference between the groups. The study also analyzed the homocysteine serum levels
of 30 cases and 30 controls, but even didn’t observe any difference between these
groups (24).

Recently, another study with similar design, carried out also with Euro-
descendents (Czech) subjects (410 cases and 285 controls) found some differences
between the groups. The 677CC genotype was significantly more frequent in psoriatic
patient (OR=1.55, CI 1.12-2.15, p<0.005) (28). This results was unexpected and the
authors justified this by the variations of frequency of the TT genotype in Europe.
However, a significant increase of 677T was observed in secondary analysis when they
compared psoriatic patients with positive family history of diabetes (p=0.02) and those
with frequent tonsillitis/tonsillectomy (p=0.04). No studies were found about
susceptibility to psoriasis and polymorphism A1298C.

In our study, psoriasis patients were compared to normal controls in relation to
polymorphisms C677T and A1298C of MTHFR gene. There are few works on this
topic. Existing information is based on different populations and showed contradictory
results. This is the first study performed with Brazilian samples using this approach. For

polymorphism C677T, the genotype frequencies of 677TT were 16% in the cases and
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9% 1in the controls, and is expected for Brazilian population (29). There was no
differences for A1298C and even for combined genotypes of both polymorphisms.

A possible complementation of our study could be the comparison between
groups treated or not with methotrexate. The therapeutic response and methotrexate
toxicity are interesting issues to be analyzed because this pharmaceutical is related to
the folate and homocysteine metabolism.

About 20% of the patients do not respond, and 24-30% need to interrupt
treatment due to adverse effects.(30, 31) Several studies have evaluated the influence of
the polymorphisms of MTHFR gene in this therapeutic response or toxicity, but the
results are still inconclusive. A few of them, performed on patients with rheumatoid
arthritis and leukemia showed that the presence of these polymorphisms may lead to
increased toxicity in patients treated with methotrexate (30, 32-34) and others did not
show this outcome(35-37). Few studies were published about psoriasis, evaluating the
polymorphisms and their relation to the increased risk of toxicity, between 2007 and
2009. Those few didn’t show any significant difference when the outcomes were
compared to controls (38, 39).

Further studies are required to see whether the patients with the variants
discussed, when treated for psoriasis with methotrexate will present higher rates of
toxicity or failure in response. These data may be useful in future, in the sense of
reducing iatrogenic complications, and consequently their costs to the health system,

seeking better pharmacoeconomics implications (40, 41).
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Conclusion
Based in our findings it is not possible to establish an association between the
polymorphisms C677T and A1298C of MTHFR gene and susceptibility to psoriasis in

Caucasian subjects from Southern Brazil.
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Table 1. Genotypic distributions of MTHFR gene between case and control

Genotypic Frequency - n (%) p*
MTHFR C677T CcC CT TT
Case (142) 58 (40,8) 60 (42,3)  24(16,9)
Control (197) 86 (43,7) 93 (47,2) 18 (9,1) 0,103
MTHFR A1298C AA AC CcC
Case (142) 82 (57,7) 56 (39,4) 4 (2,8)
Control (197) 113 (57.,4) 76 (38,6) 8 (4,1) 0,824

* 5% significant according to Chi-square test

Table 2: MTHFR C677T and A1298C genotypes in
cases vs. controls

Genotype frequency - n(%) p*

C677T cC CT/TT
Cases (142) 58 (40,8) 84 (59,2)
Controls (197) 86.(43,7)  111(56,3) 0,605
A1298C AA AC/CC
Cases (142) 82 (57,7) 60 (42,3)
Controls (197) 113 (574)  84(42,6) 0943

* 5% significant according to Chi-square test

Table 3: Frequencies of combined genotypes of the MTHFR gene
in psoriasis patients and normal controls

C677T  A1298C Cases Controls OR (IC 95%) p*
n=142 n=197
- - 25 43 1,0° -
- + 33 43 0.76 (0,37 -1,42) 0,433
+ - 57 70 0,72 (0,40 — 1,32) 0,295
+ + 27 41 0,88 (0,44 — 1,76) 0,724

2 Reference value
- Genotypes CC and AA; + Genotypes CT+TT and AC+CC
* 5% significant according to the Mantel-Haenszel test
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5. CONSIDERACOES GERAIS

O conhecimento sobre o tema abordado neste estudo ainda é escasso e
controverso. Apenas trés estudos anteriores abordaram o tema, sendo que o primeiro
demonstrou associa¢do do polimorfismo C677T do gene MTHFR numa populacio de
pacientes orientais (18). Pacientes caucasianos foram avaliados em mais dois estudos
que ndo demonstraram associa¢do nos desfechos primarios (19, 20).

Nosso estudo, também realizado com pacientes caucasianos portadores de

psoriase, vem corroborar os achados desses dois ultimos trabalhos e ndo demonstrou

associagdo entre os polimorfismos A1298C e C677T e a suscetibilidade a psoriase.
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ANEXO 1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo original do projeto como foi submetido ao Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagéo. Os dados
apresentados nessa dissertacéo sdo parciais :

“ESTUDO SOBRE A ASSOCIACAO ENTRE OS POLIMORFISMOS C677T E A1298C DO GENE
MTHFR E A TOXICIDADE AO METOTREXATE, EM PACIENTES COM PSORIASE”

Financiamento: Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos- HCPA
Coordenador da Pesquisa: Prof. Paulo Dornelles Picon

Pesquisadora Responsavel: Gabriela Maldonado

Objetivos e relevancia do estudo

Os efeitos colaterais que o paciente pode apresentar quanto estd usando remédio para o
tratamento da psoriase séo um grande problema para salide publica. Quando o paciente desenvolve
efeitos colaterais graves estes podem ser causa de troca de tratamento, aumentado tempo de
tratamento, hospitalizagdo e, até mesmo, de morte. O metotrexate € um dos principais
medicamentos utilizados no tratamento da psoriase e também um dos remédios que mais causa
efeitos colaterais graves. Esta pesquisa tem como objetivo a avaliagdo do figado, rins e das células
sanguineas para saber se 0 paciente tem maior chance de ter efeitos colaterais quando esta tomando
0 metotrexate para psoriase. Além disso, serdo pesquisados dois fatores genéticos que podem estar
relacionados com o desenvolvimento de efeitos colaterais quando se estd em uso do metotrexato.

Procedimentos:

Os voluntarios que decidirem participar da pesquisa serdo submetidos a coleta de 10 ml de
sangue que serd realizada na face anterior do antebraco com agulha e seringa descartaveis,
antecedido por anti-sepsia local com alcool e algoddo. A amostra de sangue sera utilizada para
realizacdo dos testes genéticos.

Local do Estudo

Os procedimentos de coleta de sangue e entrevista serdo realizados no Ambulatorio de
Dermatologia Sanitaria em Porto Alegre, no Servico de Dermatologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre. As analises genéticas
e dosagens enzimaticas seréo realizadas no Servigo de Genética HCPA- UFRGS.

Riscos e desconfortos

Os riscos e desconfortos aos participantes deste estudo sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima. A coleta de sangue é de uma pequena quantidade (10mL) e por isso
dificilmente causara algum mal-estar geral (1 em cada 1000 pessoas), ho entanto podera haver dor
no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os demais procedimentos (exames)
serdo feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e por isso ndo causarao
desconfortos aos participantes do estudo.

Desisténcia na participacdo do estudo

A participagdo de cada individuo neste estudo é voluntaria, ou seja, quem nao quiser
participar do estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus
problemas de saude a que tem direito. Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia no
decorrer do mesmo, da mesma forma néo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que tem
direito para seus problemas de saude.

Beneficios

Os procedimentos médicos aos quais o participante do estudo serd submetido
poderdo gerar novos conhecimentos cientificos com conseqiiente melhoria do
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tratamento de pacientes que necessitarem tratamento para psoriase. Se vocé desejar
podera tomar conhecimento dos resultados obtidos nesta pesquisa.

Gostaria de ser comunicado de resultados desta pesquisa?

( ) Sim, gostaria.

( ) N&o gostaria de ser comunicado dos resultados desta pesquisa.

Compensacao financeira

Né&o haverda nenhum pagamento aos pacientes que concordarem em participar da pesquisa,
bem como os participantes da pesquisa ndo terdo nenhum custo adicional relacionado aos exames
realizados.

Confidencialidade das informagdes

Toda a informacdo que serd fornecida pelos participantes do estudo e os resultados dos
exames realizados serdo considerados confidenciais e conhecidos somente pela equipe envolvida no
estudo, isto é, ndo serd permitido o acesso a terceiros. Todos 0s questionarios e materiais coletados
serdo identificados através de um codigo (nimero) criado na entrada do estudo, este codigo sera a
Unica identificacdo utilizada no banco de dados do estudo. Este banco sera utilizado para anélise
dos dados e divulgacdo dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e duvidas relacionadas ao estudo

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que esta sendo proposto e
convida os individuos a participar, no entanto se houver alguma duvida estas poderdo ser
esclarecidas pela equipe do estudo, através da Gabriela Maldonado em qualquer momento do
estudo pelo telefone: 21018752.

Autorizacao para estocagem de material bioldgico

1. Permito que minha amostra de sangue seja guardada para ser utilizada em outra
pesquisa, mediante protocolo de pesquisa autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas, ficando no entanto livre para solicitar a destrui¢do da mesma, a
qualquer momento, se assim desejar; (sem minha identificagdo e/ou mantendo minha
privacidade).

() Sim, permito.

() Nao permito que minha amostra seja utilizada em novos estudos.

() Desejo que minha amostra seja destruida, apos o fim do presente estudo.

2. Gostaria de ser comunicado de resultados que possam interessar-me;

( ) Sim, gostaria.
() Nao gostaria de ser comunicado de novos resultados.

O significado de sua assinatura

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacdo que Ihe foi fornecida
sobre o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa que
vocé concorda em participar do estudo. VVocé receberd uma copia deste termo de consentimento.

Assinatura do voluntario Data:

Assinatura do entrevistador Data:

Assinatura do coordenador do estudo Data:
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