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IMPACTO ESPERADO PARA A SOCIEDADE

Portugués:

A tese de doutorado visa a possibilidade da utilizagdo de uma intervencao
complementar efetiva e segura no tratamento da psoriase, uma vez que ao modular o
microbioma intestinal, ¢ possivel melhorar o controle da doenga e comorbidades associadas,
sem envolvimento de imunossupressdao. Ademais, com seu uso, ¢ possivel reduzir os

dispéndios da terapia, a qual é frequentemente de longo prazo.

English:

The doctoral thesis aims at the possibility of using an effective and safe
complementary intervention in the treatment of psoriasis, since by modulating the intestinal
microbiome, it is possible to improve control of the disease and associated comorbidities,
without the involvement of immunosuppression. Furthermore, with its use, it is possible to

reduce the costs of therapy, which is often long-term.
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RESUMO

INTRODUCAO: A composicdo do microbioma intestinal (MI) esta associado & doengas
inflamatoérias e sindrome metabdlica. H4 particularidades no MI dos pacientes com psoriase,
as quais podem refletir em uma disbiose intestinal, além de sindrome metabodlica ser
prevalente nesses pacientes. Acido ursodesoxicélico (UDCA) administrado via oral pode
interferir na composi¢cdo do MI e contribuir para os parametros metabdlicos nesses pacientes.
OBJETIVOS: Identificar alteragdes na composi¢ao do MI, parametros clinicos e proteina de
ligacdo a lipopolissacarideos (LPB) apos suplementacdo oral de UDCA em pacientes com
psoriase.

METODOS: Estudo quasi-experimental, aberto, envolvendo 40 homens adultos com
psoriase divididos em dois grupos. O grupo intervengao recebeu acido ursodesoxicolico oral
300mg/d por 28 dias, e o grupo controle ndo recebeu nenhuma intervencao. Desfechos: niveis
séricos de LPB, além de dados clinicos e analise metagenomica fecal, em DO e D28.
RESULTADOS: Houve aumento na riqueza do MI (p<0,01) apos tratamento com UDCA,
com aumento médio de 40 espécies bacterianas, bem como redu¢do média de 19% na carga
bacteriana do filo Firmicutes (p=0,017). Verificou-se ainda uma maior redu¢do do PASI no
grupo tratado em comparacao ao grupo controle: -1,0 vs -0,3 (p=0,037). Contudo, ndo houve
diferenga entre os grupos quanto a variagao do LPB (p=0,166).

CONCLUSAO: UDCA oral por 28 dias modificou a diversidade do MI e promoveu discreta
melhora clinica em pacientes com psoriase. Estudos com seguimentos mais longos e
envolvendo pacientes sem tratamento sistémico, podem revelar beneficios adicionais da

modificacdo do MI com UDCA oral na psoriase.

Palavras chave: Psoriase; Microbioma intestinal; Acido biliar; Acido ursodesoxicolico;

Disbiose.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The composition of the gut microbiome (GM) is associated with
inflammatory diseases and metabolic syndrome. Patients with psoriasis present specific GM
characteristics that may reflect gut dysbiosis, and metabolic syndrome is prevalent among
these patients. Oral administration of ursodeoxycholic acid (UDCA) may influence GM

composition and improve metabolic parameters in these patients.

OBJECTIVES: To identify changes in GM composition, clinical parameters, and
lipopolysaccharide-binding protein (LBP) after oral UDCA supplementation in patients with

psoriasis.

METHODS: This was an open-label, quasi-experimental study involving 40 adult male
patients with psoriasis, divided into two groups. The intervention group received oral
ursodeoxycholic acid 300 mg/day for 28 days, while the control group received no
intervention. Outcomes included serum LBP levels, clinical data, and fecal metagenomic

analysis at DO and D28.

RESULTS: There was an increase in GM richness (p<0.01) after treatment with UDCA, with
an average increase of 40 bacterial species, as well as an average reduction of 19% in the
bacterial load of the Firmicutes phylon (p=0.017). Additionally, a greater reduction in PASI
was observed in the treated group compared to the control group: - 1.0 vs. -0.3 (p=0.037).
However, there was no difference between the groups regarding the variation in LPB levels

(p=0.166).

CONCLUSION: Oral UDCA for 28 days modified GM diversity and promoted slight
clinical improvement in patients with psoriasis. Longer follow-up studies involving patients
not undergoing systemic treatment may reveal additional benefits of GM modulation with

oral UDCA in psoriasis.

Keywords: Psoriasis; Gut microbiome; Bile acid; Ursodeoxycholic acid; Dysbiosis.



LISTA DE ABREVIATURAS

AGCC: Acidos Graxos de Cadeia Curta;

AGCM: Acidos Graxos de Cadeia Média;

CA: Circunferéncia abdominal;

CQ: Circunferéncia do quadril;

DM: Diabetes Mellitus;

DO: Dia zero (inclusdo)

D28: Dia vinte oito (fim da intervengao)

DNA: Acido Desoxirribonucléico;

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;,
IFN-y: Interferon gama;

IL1: Interleucina 1;

IL6: Interleucina 6;

IL8: Interleucina 8;

IL12: Interleucina 12;

IMC: Indice de Massa Corporal;

LPB: Proteina de ligacdo de lipopolissacarideo;

LPS: Lipopolissacarideo;

MI: Microbioma Intestinal;

NGS: Sequenciamento de proxima geragdo, do inglés: Next-Generation Sequencing;
PASI: indice de 4rea e gravidade da psoriase, (Psoriasis Area and Severity Index);
PCRqt: Proteina C reativa quantitativa ultrassensivel,
PLS: Componente partial least squares;

PSO: paciente com psoriase;

rRNA: Acido Ribonucleico Ribossomico

SM: Sindrome Metabolica;

Th17: Célula T helper 17

Th22: Célula T helper 22

TLR4: Receptor do tipo 4, (Toll-like receptor 4);
TNF-a: Fatores de necrose tumoral alfa (Tumor Necrosis Factor Alpha);
UDCA: Acido Ursodesoxicolico

UTN: Unidade Taxondmica;

UV: Ultravioleta;
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Psoriase e Microbioma intestinal



1. INTRODUCAO
1.1. Psoriase

Psoriase ¢ doenca inflamatoria cronica, recorrente, imunologicamente mediada, que
acomete cerca de 2 a 4% da populacdo mundial. No Brasil, a prevaléncia ¢ de cerca de 1,3%,
sendo que a incidéncia dobrou entre os anos de 1970-2000. Sua origem ndo ¢ totalmente
estabelecida, mas associa-se a uma predisposi¢ao genética, além de correlagdo com fatores
imunologicos e/ou ambientais, tais como infec¢des, medicagdes, traumas mecanicos €
estresse emocional. (1-3)

Na maioria dos casos, denomina-se de psoriase vulgar e manifesta-se por placas
eritémato-descamativas (figuras 1-3), bem delimitadas, predominantemente em d&reas de
trauma constante tais como cotovelos, joelhos, regido pré-tibial, cor cabeludo e regido sacral.
Tamanho e quantidade s3o variaveis e, frequentemente, sdo pruriginosas. Outros possiveis
padrdes clinicos sdo: invertida, que ocorre em 4reas intertriginosas; Seboriase, quando ocorre
em areas seborreia; em gotas, que sdo pequenas papulas eritemato-escamosas principalmente
em tronco e raiz de membros; Eritrodérmica, quando ha acometimento de mais de 90% da
superficie corporal e pustulosa, a qual ¢ subdividida em generalizada (Von Zumbusch),
generalizada na gravidez e palmoplantar. Outras formas menos frequentes sdo a psoriase na

infincia e a psoriase artropatica. (4)

Figuras 1-3. Psoriase em placas. Placas eritemato-descamativas, predominantemente em areas
extensoras. Arquivo do Departamento de Dermatologia UNESP



Do ponto de vista histopatologico, ha variagdes de acordo com o estdgio da lesdo,
refletindo a hiperproliferacdo e a inflamagdo cronica da pele. O achado mais prevalente ¢
infiltragdo de células inflamatorias perivasculares e dérmicas, seguido por dilatagdo vascular,
auséncia de camada granular, alongamento regular da crista da rede, alongamento e edema
das papilas dérmicas, paraqueratose, afinamento suprapapilar, pustulas espongiformes de
Kogoj e microabscesso de Munro (5).

Relaciona-se a um alto grau de morbidade, singularmente em decorréncia dos
estigmas adquiridos pela aparéncia da pele e pelos efeitos colaterais das medicacdes
empregadas, culminando em uma reducdo da qualidade de vida desses pacientes. Ademais,
além desses custos sociais, hd os dispéndios da terapia, frequentemente de longo prazo,
contribuindo para um grande impacto nos sistemas de satde. (6)

PASI (Psoriasis Area and Severety Index) € o principal instrumento utilizado para
identificacdo da gravidade da doenca. Avalia-se quatro areas do corpo: cabega, tronco,
extremidades superiores e inferiores, pontuando-as separadamente em uma escala de zero a
quatro quanto a presen¢a de eritema, infiltracdo e descamagdo, combinado com a area de
superficie cutanea envolvida. Obtém-se um valor final entre 0 a 72, sendo que valores
maiores associam-se & um maior comprometimento da qualidade de vida. (7,8)

Subentende-se que a psoriase, caracterizada pela hiperproliferacdo de queratindcitos
que acumulam-se sob na superficie da derme, seja correlacionada a superproducdo de
citocinas inflamatorias por células T e sofra exacerbacdo quando ocorre uma exposicao a
superantigenos bacterianos, visto que o metabolismo de bactérias comensais regulam a
expressao dessas células e influenciam o equilibrio entre as células pr6 e anti-inflamatdrias.
(9) Portanto, exercem grande influéncia sobre o sistema imune, conforme visualiza-se na
figura 4. (10) Por isso, atualmente, direciona-se o tratamento para as principais vias cutaneas
da psoriase, com acao especial contra o TNF-a, IL-12 e produtos de estimulacdo Th22 e

Th17, além do uso dos antimetabdlitos, tais como metotrexato e ciclosporina. (11)
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Figura 4. Principal hipétese da patogénese da psoriase tipo placa. (10)

Contudo, nos ultimos anos, tornou-se cada mais evidente que essa condi¢ao apresenta
alguns aspectos imunoldgicos semelhantes aos encontrados em outras doencas inflamatdrias
que similarmente também apresentam endotoxemia sist€émica, como doencas inflamatoérias
intestinais, obesidade e as que enquadram-se na chamada “sindrome metabdlica”, atualmente
definida, segundo o National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
(NCEP-ATP III), pela presenca de trés ou mais dos significativos e modificaveis fatores de
risco cardiovasculares: obesidade abdominal, hipertrigliceridemia, colesterol HDL baixo,
pressao arterial e glicemia de jejum elevadas. (12-14) Ainda, encontrou-se associagdo com
risco de infecgdes e malignidades, maior prevaléncia de alteragdes nos perfis lipidicos e de
lipoproteinas, aumento do estresse oxidativo e reducdo da capacidade antioxidante. (15,16)

Postula-se que a obesidade provavelmente predisponha a psoriase e, que o contrario,
também seja valido. Revisoes sistematicas indicam que o aumento da gravidade dos quadros
de psoriase pareceu correlacionar-se com um maior indice de massa corporal (IMC) e,
intervengdes empregadas para perda ponderal, proporcionaram maior reducdo do escore
PASI, corroborando ainda mais com essa teoria. (13,17) A prevaléncia de obesidade em
individuos com psoriase ¢ duas vezes maior em comparacao a populacdo em geral (34%
contra 18%) e a producdo elevada de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8)
pelo tecido adiposo é uma caracteristica dessa condi¢do. Existe também relagdo entre o
aumento dos valores de circunferéncia abdominal (CA) e de circunferéncia de quadril (CQ)
com o surgimento da psoriase, sinalizando também uma associacdo com sindrome

metabolica. (18-20)
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Destaca-se dentre as descobertas mais recentes que, grande parte dos pacientes com
psoriase apresentam deficiéncia de acidos biliares e, muitos, possuem algum grau de doenga
hepatica associada. (11) Cerca de 24% dos pacientes com psoriase apresentam alteragcdes nos
valores das enzimas hepdticas, sendo que aproximadamente 22% sdo diagnosticados com
esteatohepatite ndo alcodlica e 0,8% com cirrose. Ademais, portadores de litiase biliar
apresentam um risco 2,2 vezes superior de desenvolverem psoriase. (21)

Essas anormalidades propiciam a ocorréncia de disbiose intestinal, decorrente de uma
proliferagdo bacteriana intestinal acentuada, a qual possibilita a translocagdo bacteriana e,
consequentemente, endotoxemia, que vem sendo apontada como um grande gatilho da
patologia em questdo. (12)

Parece haver um consideravel equilibrio na comparacao de células T efetoras Th17
com cé¢lulas T reguladoras (Treg) em pacientes com psoriase. Th17 pode produzir citocinas
pro-inflamatoérias (IL-17 e IL-22), induzindo inflamacdo cutanea. Por outro lado, Treg pode
inibir a fungdo Th17 através do contato direto e liberagdo de citocinas inibitorias como IL-10
e TGF-B. A manutencdao do equilibrio Th17/Treg ¢ essencial para manter a homeostase
imunoldgica e, consequentemente, reduzir a inflamacdo na psoriase. (22) Esse mecanismo
imunologico subjacente a psoriase, envolvendo produc¢do de citocinas inflamatdrias
produzidas pelas células T, ¢ exacerbado quando ha exposi¢cdo a antigenos bacterianos, uma
vez que o metabolismo das bactérias comensais regula a expressdo dessas células e influencia
o equilibrio entre as citocinas, e pode ser melhor visualizado através da figura 5. (9, 23)
Evidéncias crescentes indicam que alteracoes no microbioma cutdneo e intestinal podem
induzir a ativacdo da via Thl7, levando a modulacdo da atividade da doenca. (24,25)
Portanto, o microbioma intestinal (MI) pode ajustar o equilibrio entre células T eficazes e

Tregs, promovendo uma manutengao da homeostase do sistema imunologico. (22)
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Figura 5. Papéis das bactérias na psoriase e superantigenos como mecanismo desencadeante. (23)

Nesse processo, destaca-se o lipopolissacarideo (LPS), endotoxina constituinte da
membrana externa de bactérias gram-negativas, que leva a ativagao do sistema imunologico a
partir da estimulacdo direta de macrofagos, mondcitos, células dendriticas e linfécitos B.
(26,27) A resposta inflamatoria ao LPS ¢ mediada pela proteina de ligacdo ao
lipopolissacarideo (LBP), produzida principalmente nos hepatdcitos, que atua como uma
proteina secretora de fase aguda de classe I, desempenhando um papel fundamental na
resposta imune inata. (28) A LPB liga-se ao LPS e desloca os mondmeros de LPS para as
células inflamatorias através do CD14. O complexo LPS-LBP-CD14-MD2 induz uma
resposta pro-inflamatoria através da ativacdo do NF-kB, mediada pelo recetor 4 do tipo toll
(TLR4). Dessa forma, os niveis circulantes de LBP sdo associados a inflamagao sistémica e
correlacionam-se com a permeabilidade intestinal e, em humanos, a LBP esta
constitutivamente presente no soro em concentracdes que variam entre 5 e 10 ng/mL. (29-32)

Existem evidéncias que a composi¢cdo do MI estd envolvida no curso de doengas
inflamatorias sistémicas (33-35), no entanto, estudos clinicos que analisaram a rela¢do entre o
MI e a atividade clinica da psoriase ainda ndo apresentaram resultados totalmente
convergentes. Muitos estudos identificaram alteracdes na composicao do MI nestes doentes e,

alguns autores, atribuem o aumento da permeabilidade intestinal e a transloca¢do bacteriana

12



como fatores desencadeantes, uma vez que promovem inflamacdo sistémica cronica.
Disbiose, deplecao na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC), aumento da
quantidade de N-6xido de trimetilamina (TMAO) e desregulacdo das vias que afetam o
equilibrio linfocitario parecem ser os achados mais relevantes em relacdo as alteragdes da
fisiologia intestinal dos doentes com psoriase. (36-38)

A terapéutica ¢ individualizada, cuja escolha leva em considera¢do principalmente o
estado clinico do paciente e comorbidades associadas. Topicamente, utiliza-se cremes,
pomadas, solugdes capilares e fototerapia (banho de luz com raio ultravioleta - UV). Em
casos mais graves, utiliza-se tratamentos sistémicos, tais como ciclosporina, metotrexato,
acitretina, imunobioldgicos e, descrito mais recentemente ¢ de modo complementar, acidos
biliares (35,36). Ademais, a influéncia da dieta ¢ um fator ambiental de alto interesse, visto
que nutricdo inadequada, peso corporal acentuado e doengas metabdlicas podem aumentar os
sintomas clinicos ou até desencadear a psoriase (39,40).

Um estudo japonés descreveu trés casos de psoriase vulgar associados a doenca
hepatica esteatotica nao alcodlica, com melhoria significativa das lesdes cutaneas apos
utilizagdo de acido ursodeoxicolico (UDCA) oral. (40) Outro estudo com 40 paciente no Ira,
mostrou que o UDCA combinado com MTX pode melhorar as lesdes cutdneas psoridsicas e o
DLQI dos pacientes significativamente mais do que o MTX isolado. (41)

Embora existam relatos que a obtengao de niveis séricos adequados de acidos biliares
apresente um potencial de convalescer os quadros de psoriase, ainda ndo ha estudos

controlados sobre esses beneficios, fundamentando o propdsito desse projeto.

1.2.  Microbioma intestinal

Microbioma humano ¢ definido como uma comunidade microbiana caracteristica, que
ocupa um habitat razoavelmente bem definido e que possui propriedades fisico-quimicas
distintas, formando um microecossistema dindmico e interativo. Nao inclui apenas a
comunidade dos microorganismos, mas também elementos estruturais microbianos,
metabolitos e condi¢des ambientais. (42)

E composto por trilhdes de bactérias e seus mais de 9 milhdes de genes ndo humanos,
os quais superam os 20.500 genes presentes no genoma humano e que podem interagir com

estes. De acordo com um ditado atribuido a Hipdcrates (470 aC) “Toda doenca comega no
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intestino” e esse conceito gerou a ideia de “autointoxica¢@o”, que tem sido aplicado em
diversas doencas da pele, sistémicas e autoimunes. (43—48)

O trato gastrointestinal humano possui o maior e mais completo ecossistema
microbiano, sendo o MI considerado um o6rgdo essencial, visto que ¢ fator chave para
modulagdo da satde e doenga, através da producdo de enzimas para o metabolismo de
carboidratos, acidos graxos, lipopolissacaridios e 4cidos biliares secundarios, que sdo aqueles
produzidos por bactérias. (43-49)

A avaliacdo completa da comunidade microbiana tornou-se possivel por meio do
desenvolvimento da metagendmica, uma metodologia de sequenciamento de DNA, sendo
possivel extrair o material genético da amostra, como por exemplo a de fezes, e realizar uma
detec¢do qualitativa (identifica os organismos) e quantitativa (determinacdo relativa dos
organismos presentes). Existem duas técnicas: NGS (Next-Generation Sequencing) na qual ¢
possivel identificar e classificar bactérias presentes em uma comunidade, baseando-se em

uma sequéncia de regides variaveis dentro do gene 16s rRNA e/ou a técnica “Shotgun”, para

avaliacdo das caracteristicas funcionais das bactérias, uma técnica mais complexa, que
depende de analise protedmica e apresenta um custo mais elevado que a NGS. (49)

Sua integridade ¢ primordial para manutencdo da barreira contra os patdogenos
invasores, melhora da imunidade intestinal e estimulo as respostas imunes locais, além de
apresentar importantes fun¢des metabodlicas e nutricionais. (11, 50)

Diversos fatores ambientais podem alterar o MI, desde a forma como ocorreu o
nascimento do individuo, até o seu estilo de vida. Uso de antibidticos € uma dieta com alta
ingestdo de gorduras ruins e pobre em fibras possuem destaque nos disturbios da homeostase
intestinal. Tal dieta pode predispor uma endotoxemia de baixo grau e consequentes alteragdes
metabolicas decorrentes da redugdo de 4cidos graxos de cadeia média (AGCM) e butirato,
bem como do aumento de acetato. Essas alteracdes sdo suficientes para gerar um
desequilibrio da flora intestinal e comprometimento da integridade da membrana intestinal,
propiciando permeacao de endotoxinas, modulando a resposta imunologica e inflamatéria
exacerbada. A principio, este processo pode ser assintomatico, todavia, com sua progressao,
passa apresentar uma potencialidade de alterar o quadro de psoriase. (51, 52)

MI ¢ ecossistema dinamico, capaz de regular o equilibrio entre as células T eficazes e

células T reguladoras, mantendo a homeostasia do sistema imunologico. Por exemplo, os
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SCFAs, metabdlitos do microbioma intestinal, podem inibir a fun¢do das células T

inflamatorias e regular negativamente as citocinas inflamatorias. (22).

1.3 Microbioma intestinal na psoriase

Estudos analisaram o MI de pacientes com psoriase por meio de amostras fecais,
identificando aspectos importantes tais como: redu¢do da diversidade bacteriana, maior
permeabilidade da mucosa intestinal, crescimento excessivo de bactérias no intestino delgado,
presenca de endotoxemia sistémica, correlagdes com a presenca de peptideos bacterianos
absorvidos pelo intestino e efeitos direto no figado e na pele, além de um padrao de cepas de
bactérias com maior propor¢do de Firmicutes € menor Bacteroidetes, similarmente ao que
ocorre em individuos obesos. (53,54)

Uma maior concentracdo de Firmicutes e menor de Bacteroidetes parece influenciar o
metabolismo dos carboidratos e alterar a producdo de AGCC, resultando no aumento de
acetato e reduc¢do de butirato, culminando em condi¢des propicias para endotoxemia.
Ademais, os géneros Actinomyces e Sutterella, caracterizados por um perfil pré-inflamatério e
que atuam na modulagdo da resposta imunoldgica, também foram identificados em individuos
com psoriase. Em contrapartida, os géneros Faecalibacterium, Blautia e Coprococcus
identificados em pacientes com psoriase em outro estudo, promovem agao anti-inflamatoria.
Esses dados sugerem que bactérias apresentam comportamentos positivos e negativos, ¢ que
h4a divergéncias na caracterizacdo do microbioma intestinal psoriatico, reiterando a
necessidade de novas analises da relagdo entre MI e a psoriase. (54-57)

Niveis mais elevados de endotoxemia na psoriase, apresentam o potencial de fomentar
comorbidades associadas a essa condi¢cdo. Entretanto, ressalta-se que, tanto a obesidade,
quanto o envelhecimento, também podem afetar a composicdo do microbioma e, por isso,
ainda existem muitas questoes a serem elucidadas. Ademais, pacientes psoriasicos apresentam
frequentemente multiplas comorbidades, como sindrome metabdlica e obesidade, doengas
que também estdo associadas a disbiose. (25, 54, 58, 59)

Ainda que existam poucos estudos, esses ja demonstraram estreita ligacao entre o MI
e a psoriase. Mudangas identificadas na composicdo do microbioma provavelmente se
traduzem em modificagdo das capacidades funcionais e da homeostase intestinal, impactando
diretamente na regulacdo das respostas imunes intestinais. Portanto, uma andlise mais
aprofundada da dinamica dessas altera¢des e das respostas subsequentes se faz necessaria

para uma melhor caracterizagdo do potencial modulador da imunidade através do MI, além de
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uma compreensao mais aprofundada entre disbiose e a pele, objetivando o desenvolvimento
de diagndsticos baseados na composi¢ao e fun¢do microbiana. (49, 54, 57)

A comprovagdo da associagdo entre MI e a patog€nese da psoriase proporcionara
novas possibilidades terapéuticas como, por exemplo, manipula¢des microbianas por meio da
dieta, elimina¢ao de endotoxinas, adicdo de probidticos ou através de transplante fecal.
Intervengdes no estilo de vida, especialmente quanto a dieta e exercicio fisico, podem ser
efetivas a curto prazo, porém, com o passar do tempo, a maioria dos individuos acabam

tornando-se pouco aderentes. (60)

1.4 Psoriase e dcidos biliares

Em busca de tratamentos complementares eficientes a longo prazo, o uso de acidos
biliares como o acido ursodesoxicolico, vém sendo estudado em decorréncia dos seus efeitos
citoprotetores, antiapoptdticos, estabilizadores de membrana, antioxidantes e
imunomoduladores. A suplementacdo de UDCA pode promover melhora significativa das
lesdes cutaneas da psoriase, assim como induzir melhora da esteatose hepatica em pacientes
com doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica associada. (11, 39, 40, 61)

Acido biliar atua como um “detergente de defesa”, com potencial efeito protetor contra
endotoxinas entéricas, quebrando-as em fragmentos ndo toxicos, impedindo assim a liberagao
de citocinas pro-inflamatorias. Ainda, o metabolismo secundario dos acidos biliares por
algumas espécies bacterianas pode ser capaz de inibir a inflamagdao mediada por Th17 na
psoriase. (22) Contudo, ressalta-se que a relacdo direta entre a interferéncia do acido biliar
com o microbioma intestinal no tratamento da psoriase ainda nao foi elucidada. (11, 39, 40,
61)

Nos tultimos 15 anos, pesquisas incentivam a realizagdo de estudos clinicos com
abordagens terapéuticas envolvendo o microbioma intestinal ou segmentacdes especificas de
bactérias, visto que existe uma grande expectativa de que terapias baseadas na modulacao do
MI possam influenciar no metabolismo e na satde desses individuos. (62-64) Por exemplo,
um estudo hungaro com 551 pacientes com psoriase, suplementou via oral dacido
dehidrocolico e dehidrocolato de sodio, durante uma a oito semanas, ¢ identificou uma

reducdo dos sintomas em 78,8% e uma melhoria do PASI em 21,2% dos participantes. (39)
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PROPOSTA

Psoriase esta associada a um alto grau de morbidade, singularmente em decorréncia
dos estigmas adquiridos pela aparéncia da pele e dos efeitos colaterais das medicacdes
empregados, culminando em uma reducao da qualidade de vida desses pacientes. Ademais,
além desses custos sociais, ha os dispéndios da terapia, frequentemente de longo prazo,
contribuindo para um grande impacto nos sistemas de satde. Assim sendo, torna-se cada vez
mais imprescindivel compreender os diversos fatores envolvidos na patogénese dessa
condic¢do, a fim de poder empregar novos tratamentos efetivos e seguros.

Caracterizacdo do MI dos pacientes com psoriase permitiu elaboracdo de hipoteses
fisiopatologicas, de forma a propor intervengdes que visem a modulacdo desse microbioma
para o controle da doenca e das comorbidades associadas.

O conhecimento da tolerabilidade, além do efeito clinico e microbiologico da
suplementa¢do de 4cido biliar, pode fundamentar ensaios clinicos controlados que utilizem
terapias de efeito intestinal, ndo imunossupressoras, como terapias adjuvantes.

Até a presente data, ndo existem estudos controlados que comprovem o beneficio da
administracdo de acidos biliares na modificagdo da permeabilidade intestinal e da gravidade
clinica da psoriase.

Dessa forma, o presente estudo visa caracterizar possiveis alteragdes do microbioma
intestinal dos pacientes com psoriase apos suplementacdo com UDCA, bem como da reducio
da endotoxemia por meio da avaliagdo dos niveis séricos de LPB. Objetiva ainda, avaliagao
da extensdo clinica da psoriase em pacientes sob uso do UDCA, estabelecendo dessa forma, a
magnitude que esse déficit apresenta na patogénese da psoriase e o potencial beneficio dessa

intervencao.
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1. OBJETIVO GERAL

Identificar alteracdes na composi¢do do microbioma intestinal, parametros clinicos e
nos niveis de LPB sérico apos suplementaciao oral de 300mg por dia de 4acido

ursodesoxicolico, por 28 dias, em pacientes com psoriase vulgar.

a. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes com psoriase;

- Avaliar o microbioma intestinal nos pacientes com psoriase apos suplementagdo oral

do acido ursodesoxicolico;

- Avaliar a gravidade clinica da psoriase apos suplementacdo oral do dacido

ursodesoxicolico através do escore PASI;
- Avaliar a melhora da endotoxemia nos pacientes através da dosagem sérica de LPB;

- Avaliar a tolerabilidade do uso do acido ursodesoxicolico oral nos pacientes com

psoriase;
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O presente estudo prova de conceito, de cariter longitudinal, intervencionista,

consiste em uma prossecucdo de estudos nos quais buscou-se identificar o perfil

nutricional dos pacientes com psoriase, assim como promover uma caracterizacdo do

microbioma intestinal dos mesmos. (65) E possivel observar o delineamento do estudo

através da figura 6.

Figura 6. Etapas da pesquisa do microbioma intestinal em psoriase.

Caracterizagio do microbioma intestinal de pacientes

com psoriase

20 individuos com
psoriase controles

Analise pré intervengao:
clinica e do LPB sérico

Sem tratamento
especifico
(n=20)

Andlise D28: clinica e do LPB sérico

20 individuos com
psoriase casos

Anélise pré intervengio:
clinica, do material genético
de amostra de fezes e do
LPB sérico

Interveng@o com acido
biliar por 28 dias
(n=20)

Analise D28: clinica, material
genético de amostra de fezes e do
LPB sérico
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3. METODOLOGIA
3.1 Populagao do estudo

Ensaio clinico quasi experimental, aberto, com 40 homens adultos com psoriase,
divididos em dois grupos: grupo intervencao e grupo controle. A aloca¢do dos grupos nao foi
randomizada.

Foram elegiveis pacientes com diagnostico de psoriase vulgar estabelecido por
dermatologista, moradores da regido de Botucatu-SP. Todos os incluidos sdo do sexo
masculino, entre 18 ¢ 70 anos, ¢ ndo houve restricao de tratamento, seja topico ou sistémico,
nem em relacdo ao tempo que estava em vigor. Optou-se por selecionar uma amostra
contendo apenas homens adultos do interior do estado de Sdo Paulo para reduzir a
variabilidade do MI, a qual também ¢ influenciada pelo sexo, idade e localiza¢do geografica.
Nao foram incluidos fumantes, alcodlatras, pacientes com doenca inflamatoria intestinal,
infec¢des e outras doencas autoimunes.

A todos os participantes convidados para realiza¢do dessa etapa, foi apresentado um
termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1). Neste, os principios de sempre
considerar o respeito a dignidade humana foram mantidos em uma linguagem acessivel,
sendo inclusos: a justificativa, os objetivos e os procedimentos necessarios a pesquisa, bem
como os beneficios esperados, a garantia de esclarecimentos (antes e durante) e do sigilo e da
privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos.

Os participantes tiveram sua identidade preservada e a individualidade respeitada
quanto a decisao de participagao ou nao do estudo. O projeto foi submetido ao comité de ética

e pesquisa da FMB-UNESP e aprovado (CAAE: 12261219.0.0000.5411; Parecer:3.317.869).

3.2 Intervencao com acido biliar

Participantes do grupo interven¢ao foram orientados a tomar um comprimido de 300
mg de acido ursodesoxicolico diariamente durante 28 dias, disponibilizados aos mesmos
através de recursos fornecidos pela FUNADERSP. O tempo de suplementacdo foi estimado
de acordo com o or¢amento disponivel e consiste em uma média de periodos de
suplementag¢ao realizados em trés estudos prévios.

O grupo controle ndo recebeu tratamento especifico, nem placebo. Nao houve
quaisquer alteragdes quanto aos tratamentos previamente em uso, em ambos 0s grupos.

Os participantes foram avaliados antes da intervengao (D0) através de exame clinico e

realizacdo do PASI, coleta de dados demogréficos, coleta de sangue e, apenas no grupo
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intervengdo, amostra de fezes matinais. Apds 28 dias (D28), todos foram reavaliados
clinicamente e submetidos a nova coleta de sangue, sendo obtido nova amostra fecal
novamente apenas no grupo intervengao.

Todos os participantes inicialmente incluidos no estudo completaram o periodo de
acompanhamento e o protocolo de tratamento estabelecido, sem ocorréncia de perdas de
follow-up.

Para os que fizeram uso da suplementacdo, em D28, questionou-se sobre a ocorréncia
de eventos adversos sobretudo em relacao a efeitos gastrointestinais, tais como diarreia e
nauseas, ¢ ndo houve relatos de efeitos colaterais.

A gravidade clinica da psoriase foi avaliada por meio do escore PASI, estimado por
um dermatologista qualificado (LDBM ou MRRL), sendo, para um mesmo paciente, o

mesmo avaliador no pré e pds tratamento.

3.3 Avaliacdo da composicao do microbioma intestinal

Composicao do MI foi avaliada pela extracdo de material genético de amostras fecais
e analise metagendmica (regido 16S). Os participantes foram orientados a coletar a primeira
evacuacdo do dia em tubo especifico, em suas proprias residéncias. O tempo habil para
entrega da amostra em isopor refrigerado, fornecido previamente ao paciente, foi de duas
horas, a fim do material ndo perder suas propriedades para analise. Posteriormente, a amostra
foi entregue aos pesquisadores responsaveis (T.C.F.P. e M.R.R.L) e transportada (gelo seco:
-280C) para o Laboratorio de Pesquisa e Inovacdo em Biotecnologia (BPI, Botucatu-SP),
sendo todas armazenadas em freezer a -80°C até o momento da extragdo do DNA.

Para a extracdo do material genético foram utilizadas aliquotas de 1g e o kit Quick-
DNA Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research), conforme protocolo descrito pelo
fabricante. Esse kit foi adquiridos através de recursos provenientes da FUNADERSP.
Posteriormente, o material passou por teste de qualidade por meio de quantificagdo de
fluorescéncia, utilizando o equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific).

Para as reagdes de amplificagdo da regido 16S, foram realizadas triplicatas de
amostras com volume final de 20uL, contendo 10uL de GoTaq® Colorless Master Mix 2x
(Promega, USL), 0,3uM de oligonucleotideo forward e 0,3uM de oligonucleotideo reverso,
3ul de DNA gendmico e agua ultrapura estéril, em quantidade suficiente para completar
20uL. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em um Termociclador Veriti™ (Applied

Biosystems).
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Ap6s reacdo de amplificagdo do DNA, a confirmacdo da amplificagdo de cada amostra
realizou-se através de eletroforese em gel de agarose a 2% corado com Gel Red (Uniscience),
proximo a 300 pb (tamanho do amplicon). As PCRs foram submetidas a etapas de purificagdo
utilizando esfera magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) para extracdo de
restos de primers de reagdao e fragmentos muito pequenos da populacao total de moléculas.
Apos esta etapa, foi realizada a quantificagdo pela metodologia Real Time PCR, utilizando o
termociclador QuantStudio 3 Real Time (Applied Biosystems) e Kit KAPA-KK4824 (Library
Quantification Kit - Illumina/Universal), todos de acordo com o protocolo do fabricante.

Um pool equimolar de DNA foi estabelecido, normalizando todas as amostras para
3nM para realizar o sequenciamento, usando o sistema de sequenciamento de Ultima geracao
[llumina MiSeq (sequenciamento Illumina) e o kit de reagentes MiSeq V2 Nano 300 ciclos —
leitura de 2 x 150 pb.

Operational taxonomic units (OTUs) de 99% Greengenes 13 8 da regido 515F/806R
do banco de dados de sequéncias foram usadas para reconhecimento de sequéncia de tdxons.
Apenas sequéncias com mais de 97% de analogia (confiabilidade) foram consideradas. A
abundancia relativa de unidades taxonomicas (UTN) nas amostras foi analisada através dos
componentes extraidos pelo método PLS (Partial Least Squares), com dados dispostos por
desvios padrao.

Para estimar a variagdo do LPB sérico, o pesquisador responsavel (M.R.R.L) coletou
aliquotas de 10ml de sangue dos pacientes. Imediatamente apos a coleta, sob refrigeracdo, as
amostras foram encaminhadas a Unidade Experimental de Pesquisa (UNIPEX) da FMB-
Unesp, para centrifugacdo e extracdo de soro. A andlise do LPB foi feita pelo método
sanduiche ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), de acordo com as instrugdes do
fabricante (Human LPB DuoSet ELISA - DY870-05, R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN,
EUA). Para tanto, as amostras foram diluidas em uma fracao 1:500 e as concentragdes finais
de LPB foram definidas de acordo com a curva padrao.

Avaliou-se os seguintes desfechos: niveis séricos de LPB, avaliag@o clinica e andlise
metagendmica fecal, no DO e D28. Os dados foram analisados de acordo com o principio da
inten¢do de tratar, ou seja, todos os participantes inicialmente atribuidos a cada grupo foram

incluidos na analise, independentemente da sua adesdo ao tratamento.
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3.4 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk e os dados
quantitativos foram representados como média (desvio padrao) ou mediana (P25-P75). A
comparagdo entre os grupos foi realizada por modelo linear misto. (66)

Diversidade do MI foi avaliada de acordo com cada categoria de UTN: abundancia
relativa de grupos, pelos indices de diversidade de Hill (riqueza, Shannon e Simpson),
abundancia de géneros bacterianos (diversidade alfa), componentes dos padrdes PLS (beta
diversidade) e a relagdo entre os filos Firmicutes/Bacteroidetes. Riqueza ¢ definida como o
numero total de UTN identificados na amostra.

Abundancia dos géneros foi calculada pelo seu fold-change (p6s/pré-tratamento), e
seu intervalo de confianga de 95% (IC 95%) foi estimado através de 5.000 reamostragens
(bootstrap).

Correlagdo bivariada entre dados quantitativos foi explorada pelo coeficiente de
classificagdo de Spearman. (67)

Os dados foram tabulados no MS Excel 2013 e analisados no software IBM SPSS 25.

Um valor de p < 0,05 foi considerado significativo. (68)
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4. RESULTADOS

Os principais dados clinicos e demograficos da amostra estudada estdo apresentados
na Tabela 1, enfatizando a semelhanga entre os grupos. A alta prevaléncia de obesidade ¢
notavel.

Quanto as comorbidades, dentre os casos, quatro (20%) tinham diabetes mellitus,
quatro (20%) tinham hipertensdo arterial e dois (10%) tinham dislipidemia. Dois foram
tratados exclusivamente com tratamentos tdpicos (10%); seis (30%) foram tratados com
Acitretina; cinco (25%) utilizaram MTX e sete (35%) utilizaram imunobioldgicos. O PASI
variou de 1 a 18, com mediana (P25-P75) de 4 (1-7).

J& no grupo controle, dois (10%) tinham diabetes mellitus, seis (30%) tinham
hipertensdo arterial, cinco (25%) dislipidemia, um (5%) tinha hipotireoidismo e um (5 %)
tinha HIV. Quatro foram tratados exclusivamente com corticoides topicos (20%), trés (15%)

com Acitretina; cinco (25%) MTX e oito (40%) com imunobiologicos.

Tabela 1. Principais dados clinicos e demograficos dos 40 homens adultos com psoriase

analisados.
Acido ursodesoxicélico Controles
Variaveis P-valor
(n=20) (n=20)
Idade (anos)* 54,6 (8,9) 50,4 (10,4) 0,045
PASI* 5,3 (5,6) 7,1(3,1) 0,221
IMC* 29,5(6,7) 29,2 (6,0) 0,876
>30Kg/m? 9 (45%) 10 (50%) 0,752
LPB (mg/mL)* 75(2,9) 6,1(3,0) 0,055
>10 mg/mL 2 (10%) 1(5%) 0,615
Comorbidades 0,397
Hipertenséo 4 (20%) 6 (30%)
Diabetes 4 (20%) 2 (10%)
Dislipidemia 2 (10%) 5 (25%)
Tratamentos sistémicos 0,634
Imunobioldgicos 7 (35%) 8 (40%)
Metotrexato 5 (25%) 5 (25%)
Acitretina 6 (30%) 3 (15%)
*Média (desvio padrdo);
*LPB: proteina de ligagdo ao lipopolissacarideo; PASI: indice de area e gravidade
da psoriase.
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A tabela 2 mostra as variagdes dos valores de LPB e PASI apos a interveng@o. No
grupo intervengao, evidencia-se uma maior reducdo do PASI do que no grupo controle (-1,0

vs. -0,3).

Tabela 2. Valores de LPB e PASI para pacientes com psoriase tratados com Acido

Ursodeoxicolico por 28 dias.

Acido ursodesoxicélico Controles Variagdo
(n=20) (n = 20) (CI 95%) p-valors

LPB*

DO 75(2,9) 6,1 (3,0)

D28 9,3 (4,0) 73(2,9) 1,7(-39a0,7) 0,166
PASI*

DO 5,3 (5,6) 7,1(3,1)

D28 4,3 (4,6) 6,8 (3,2) -2,1(-392a-04) 0,037

* Média (desvio padrao); ** mediana (P25—P7s)
ap-valor ajustado para peso e valor em DO

A andlise do MI dos participantes resultou na identificagdo de 1.497 UTNs diferentes
no pré-tratamento e 1.821 no pos-tratamento. Filos, classes, ordens, familias, géneros e
espécies identificados sdo mostrados no Quadro 1.

indices de diversidade ecoldogica do MI diferiram apés o tratamento e sdo
apresentados na Tabela 3. Houve aumento na riqueza de espécies e diminui¢do na carga de
Firmicutes apds intervengdo com UDCA, contudo, ndo houve variagdo na abundancia
relativa. Ademais, houve reducdo do indice de Simpson, que corresponde as bactérias menos

frequentes no MI.
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Tabela 3. Indices de diversidade ecolégica do microbioma intestinal antes e depois da

intervengao (n = 20).

Antes* Depois* \(Ilaca:rigsg%()) p-valora
Riqueza 138,9 (51,0 179,6 (65,2) 39,7 (24,5-56,9) 0,001
Abundancia relativa (10%) 62,8 (10,6) 60,6 (12,9) 2,2 (-8,7-5,2) 0,592
Simpson 14,6 (7,6) 10,6 (5,0) -4,0 (-7,7--0,1) 0,032
Firmicutes (10°) 39,9(9,1) 32,2(13,9) -7,7 (-15,0-0,0) 0,011
Bacteroidetes (10%) 14,6 (11,4) 11,6 (8,6) 2,9 (-8,8-3,1) 0,378
FIB 9,4 (16,5) 54 (5,8) -4,0 (-14,5-0,4) 0,401

* Média (desvio padréo);

FIB - Firmicutes / Bacteroidetes
Riqueza: numero total de UTN identificados na amostra

Abundéncia relativa: n° de individuos de uma espécie / n° total de individuos da comunidade
Indice de Simpson: Chance de que em dois individuos escolhidos aleatoriamente sejam da mesma espécie

Os géneros que apresentaram variagao na composi¢cdo dos MI apds o tratamento sdo

mostrados na Figura 7. Os géneros Collinsella e Succinivibrio estiveram entre as bactérias

mais prevalentes somente apds o tratamento, ndo sendo detectados antes do uso do UDCA.

Houve também aumento na propor¢do de Oscillospira sp., Phascolarcobacter sp.,

Coprococcus sp. e Bacteroides sp. e reducdo na proporcdo de Anaerostipes sp. €

Desulfovibrio sp.
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Collinsella=
Veillonella=
Lactobacillus=
Phascolarctobacterium =
Roseburia =
Adlercreutzia=
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Figura 7. Alfa diversidade. Alteracdo na composicao do MI apos tratamento com UDCA por

28 dias.
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DISCUSSAO

Este estudo identificou alteracdbes no MI e discreta reducdo no PASI apos
suplementagdo oral com UDCA em pacientes com psoriase. Apesar dos resultados modestos,
a modulagdo do MI pode ser um adjuvante eficaz, com baixa probabilidade de efeitos
colaterais.

Ressalta-se que o MI ¢ inconstante. Estabelece-se nos primeiros anos de vida, mas
varia de acordo com sexo, idade, comorbidades e fatores ambientais como alimentagao,
exercicio fisico, estresse, sono, uso de medicamentos, consumo de alcool e tabaco, bem como
com a localizagdo geografica onde residem. Cerca de 57% ¢ influenciado pela dieta e apenas
12% por fatores genéticos. (65) A amostra continha apenas homens adultos, moradores de
uma mesma 4rea, justamente para reducdo da variabilidade do MI.

Demonstrou-se em estudos anteriores que, ao corrigir o desequilibrio do MI, pode-se
reduzir a gravidade da psoriase, possivelmente contribuindo com o tratamento da condigdo.
(22) O MI pode ser um potencial biomarcador de resposta terapéutica em tratamentos capazes
de modula-lo, seja por meio de dieta, suplementacdo com probidticos ou transplante fecal,
método com grande potencial para interferir na atividade da psoriase, bem como no curso de
outras doengas inflamatorias sistémicas, além de maximizar a resposta terapéutica. (69-71)

Previamente, comparou-se a relagdo Firmicutes/Bacterioidetes (F/B) entre pacientes
obesos e eutroéficos com psoriase e seus respectivos controles. Nao houve diferenca entre
pacientes obesos com psoriase e controles obesos, porém, ao comparar individuos eutroficos
com psoriase e controles eutréficos, foram observados valores médios mais elevados da
relacdo F/B nos pacientes com psoriase. (65)

Ha evidéncias de que uma maior concentragdo de Firmicutes € menor concentracao de
Bacteroidetes influencia o metabolismo dos carboidratos e altera a produgdo de AGCC, com
aumento de acetato e reducdo de butirato, o que promove condigdes favoraveis a
endotoxemia. (71)

Em nosso estudo, houve aumento de Collinsella sp., Succinivibrio sp., Oscillospira
sp., Phascolarcobacter sp., Coprococcus sp. € Bacteroides sp. mas uma redugdo de
Anaerostipes sp. € Desulfovibrio sp, sendo que Collinsella e Succinivibrio foram detectadas
exclusivamente apds a intervengao.

O género Collinsella carrega um gene que codifica uma 7B-hidroxiesteroide
desidrogenase dependente de NADPH (78-HSDH), sendo uma bactéria intestinal essencial

para producdo de UDCA e outros 4cidos biliares secundarios. Reitera-se que os acidos
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biliares suprimem citocinas pro-inflamatdrias como TNF-o, IL-1f8, IL-2, IL-4 e IL-6 nos
niveis de mRNA e proteina, bem como apresentam efeito antioxidante e antiapoptotico.
(72-76)

Succinivibrio ¢ um género bacteriano capaz de metabolizar fibras alimentares em
AGCC, assim como o género Coprococcus. AGCC sdo as principais fontes de energia para os
enterdcitos e, a escassez destes metabolitos no lumen intestinal, geralmente resulta no
aumento da permeabilidade da mucosa, levando a translocacdo bacteriana, com endotoxinas
atingindo a corrente sanguinea. Ademais, o esgotamento dos AGCC produtores de taxons
pode promover resisténcia anabolica. (77)

Oscillospira apresenta associacdo positiva com baixo teor de gordura, magreza e
saude humana. Além disso, ha forte associagdo com diversas doencgas, principalmente
inflamatodrias. Varios estudos demonstraram que este género produz todos os tipos de AGCC,
principalmente butirato, fonte de energia para as células intestinais e associado a prevencao e
reducdo da inflamagdo sistémica e ao aumento da diversidade bacteriana. (78)

Anaerostipes € conhecido por sua capacidade de producdo de butirato a partir de
acgucares como lactato ¢ acetato. (79) O acetato ¢ o AGCC mais abundante no trato intestinal,
com poder de regular o sistema imunologico. Demonstrou-se que o nivel de acetato no colon
estava negativamente associado ao nivel de citocinas pré-inflamatérias como IL-17 e IL- 23
em lesdes psoridsicas. (22)

Outro estudo brasileiro que analisou o MI de pacientes com psoriase foi realizado em
outra regido geografica e com pacientes do sexo feminino, revelando aumento na carga dos
géneros Dialister e Catenilbacterium e também na espécie Prevotella copri, em comparagao
aos controles. Os géneros Ruminocooccus, Lachnospira e Blautia, bem como as espécies
Akkermansia muciniphila estavam reduzidos no grupo com psoriase em comparagao ao grupo
controle. (80)

Ainda, ressalta-se que varios estudos recentes vem apontando indicios de colestase e
inflamacao intestinal nesses pacientes, o que corrobora com nossa teoria. (81) O processo de
estresse oxidativo, capaz de interferir no microbioma ¢ em toda a cascata inflamatoria,
também vem ganhando notoriedade e mais estudos a respeito sdo necessarios. (82)

Este estudo apresenta limitagdes em relagdo ao significado do LPB sérico, uma vez
que as coletas das amostras foram realizadas as segundas-feiras, apds os pacientes
possivelmente terem mudado alguns habitos, tais como variagdes alimentares durante os

finais de semana. Ademais, as coletas foram realizadas em meio a pandemia de COVID-19, o
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que pode ter afetado os resultados, visto que sdo parametros que sofrem influéncia de
diversos fatores. Consideram-se também como limitacdes: a falta de cegamento; a
impossibilidade de coleta de amostras fecais no grupo controle devido ao alto custo dos testes
de metagendmica; o fato de os participantes ja estarem em uso de algum tipo de tratamento
antes da inclusdo, sem restrigdes quanto ao tempo de uso; além do curto periodo de

suplementag¢do e avaliacao.
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CONCLUSOES

UDCA oral por 28 dias modificou a diversidade do MI e promoveu discreta melhora
clinica em pacientes com psoriase, com discreta reducdo no PASI. Eventos adversos nao
foram relatados, apontando boa tolerabilidade da suplementagao.

Estudos com seguimentos mais longos, envolvendo pacientes sem tratamento
sist€émico, com estratificacao de acordo com a gravidade e uma segmentagdo entre pacientes
com e sem a presenca de colestase podem revelar beneficios adicionais da modificagdo de MI

com UDCA oral na psoriase.
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PERSPECTIVAS

A compreensdo da interagdo entre o microbioma intestinal € a psoriase ainda ¢é
incipiente, contudo, hd cada vez mais evidéncias que alteragcdes disbidticas do microbioma
intestinal podem desencadear respostas imunoldgicas que podem levar a condigdes
inflamatérias. Apesar dos avangos, permanece pouco claro quais espécies bacterianas
desempenham papéis causais na modulagdo da inflamacdo sistémica relacionada a psoriase,
todavia, este estudo fornece importantes insights e possibilidades que podem ser exploradas
em pesquisas futuras.

Indicios de colestase e inflamacdo intestinal foram frequentes em estudos mais
recentes. Visto que podem ser fatores chave para um melhor controle da psoriase, pesquisas
com maior enfoque nessas condi¢des se fazem necessarias.

Outro ponto que merece atengdo ¢ o manejo do processo de estresse oxidativo, capaz
de interferir no microbioma e em toda a cascata inflamatéria. Nutrientes como curcumina,
resveratrol, quercitina e acidos graxos, em estudos preliminares, apresentaram capacidade de
combater esses processos devido suas propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes,
regulando respostas inflamatorias.

Por fim, tratamentos capazes de modular o microbioma de forma a melhorar
significativamente o controle da psoriase e diminuir a presenca de fatores inflamatorios,
devem receber um enfoque especial. Nesse contexto, probidticos, pos-bidticos e simbidticos,
bem como transplante de microbiota intestinal, mais especificamente o transplante de viroma
fecal, uma versao modificada que envolve a filtragem do conteudo bacteriano das fezes do
doador, consistem nas terapias promissoras. Todavia, ainda faltam evidéncias a respeito da

forma de administracdo e quanto as cepas que promoveriam os maiores beneficios.
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Quadro 1: Unidades taxonomicas (UTN = 1.496), distribuidos em filos, classes, ordens,

familias, géneros e espécies.

Filos (12) | Classes (22) Ordens (31) Familias (52) Géneros (94) Espécies (64)
Firmicutes Firmicutes Firmicutes Firmicutes Prevotella Prevotella copri
Bacteroidet Faecalibacterium
es Bacteroidia Bacteroidales Lachnospiraceae Bacteroides prausnitzii
Actinobact
eria Coriobacteriia Coriobacteriales Prevotellaceae Ruminococcus Prevotella stercorea
Proteobact [Ruminococcus]
eria Erysipelotrichi Erysipelotrichales Coriobacteriaceae Oscillospira gnavus
Parabacteroides
Tenericutes Bacilli RF39 Bacteroidaceae Blautia distasonis
Cyanobact
eria Mollicutes Lactobacillales Erysipelotrichaceae Coprococcus Blautia producta
Lentisphae | Betaproteobact Bacteroides
rae eria Burkholderiales Veillonellaceae Faecalibacterium uniformis
Synergistet | Gammaproteo [Paraprevotellaceae [Eubacterium]
es bacteria Desulfovibrionales ] [Ruminococcus] biforme
Euryarchae | Deltaproteobac [Eubacterium]
ota teria Enterobacteriales | [Odoribacteraceae] Butyricimonas dolichum
Fusobacter Christensenellacea Bacteroides
ia Actinobacteria Actinomycetales e Parabacteroides plebeius
Verrucomic | Alphaproteoba
robia cteria YS2 [Mogibacteriaceae] Sutterella Bacteroides ovatus
Elusimicrob
ia 4C0d-2 RF32 S24-7 Catenibacterium Blautia obeum
Porphyromonadace Coprococcus
[Lentisphaeria] Victivallales ae Dorea eutactus
Desulfovibrionacea Butyricicoccus
Synergistia Synergistales e [Prevotella] pullicaecorum
Alistipes
Fusobacteriia Fusobacteriales Rikenellaceae Paraprevotella indistinctus
Methanobacter Ruminococcus
ia Aeromonadales Alcaligenaceae [Eubacterium] callidus
Methanobacteriale Lactobacillus
Opitutae s Streptococcaceae Megasphaera ruminis
Verrucomicrobi Bacteroides
ae Bifidobacteriales [Barnesiellaceae] Streptococcus eggerthii
RF3 [Cerasicoccales] Lactobacillaceae Lactobacillus Collinsella stercoris
Epsilonproteob Ruminococcus
acteria Bacillales Enterobacteriaceae Roseburia bromii
Thermoplasmat Clostridium
a Turicibacterales Clostridiaceae Collinsella spiroforme
Ruminococcus
Elusimicrobia | Verrucomicrobiales | Actinomycetaceae Dialister flavefaciens
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Bacteroides

ML615J-28 Peptococcaceae Lachnospira coprophilus

Akkermansia

Campylobacterales | Dehalobacteriaceae Slackia muciniphila
Anaeroplasmatales Victivallaceae Clostridium Bacteroides fragilis
Elusimicrobiales Fusobacteriaceae Odoribacter Bacteroides caccae

Streptococcus
E2 Succinivibrionaceae Desulfovibrio anginosus
Phascolarctobacteriu
SHA-98 Synergistaceae m Coprococcus catus
Methanobacteriace
Neisseriales ae Dehalobacterium Eggerthella lenta

Pasteurellales

[Tissierellaceae]

Acidaminococcus

Bulleidia p-1630-c5

Gemellales

Bifidobacteriaceae

Actinomyces

Desulfovibrio D168

[Cerasicoccaceae]

Bulleidia

Dorea
formicigenerans

Leuconostocaceae Christensenella Veillonella dispar
Clostridium
Helicobacteraceae Alistipes hathewayi
Collinsella
Eubacteriaceae Adlercreutzia aerofaciens
Pyramidobacter
Oxalobacteraceae Bilophila piscolens
Streptococcus
Turicibacteraceae Butyricicoccus agalactiae
Clostridium
Micrococcaceae Succinivibrio symbiosum
Verrucomicrobiacea Butyrivibrio
e Anaerostipes crossotus

Pasteurellaceae

Methanobrevibacter

Bacillus halodurans

Clostridium
Staphylococcaceae Mitsuokella butyricum
Rothia
Aerococcaceae Megamonas mucilaginosa
Clostridium
Bacillaceae Holdemania colicanis
Gemellaceae Lactococcus Bulleidia moorei
Dethiosulfovibriona [Ruminococcus]
ceae AF12 torques
Streptococcus
EtOH8 Anaerofilum sobrinus
Clostridium
Elusimicrobiaceae Oribacterium hiranonis
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[Methanomassiliico [Euabacteriumcylin
ccaceae] Coprobacillus droides]
Lactobacillus
Neisseriaceae Synergistes delbrueckii
Corynebacteriacea Roseburia
e Mogibacterium inulinivorans
Peptostreptococca Lactobacillus
ceae Fusobacterium helveticus

Anaeroplasmatacea

Ruminococcus

e Leuconostoc albus
Lactobacillus
Lachnobacterium mucosae
Veillonella Alistipes putredinis
Clostridium
Bifidobacterium lavalense
Ruminococcus
Atopobium gauvreauii
Anaerotruncus Lactobacillus zeae
Coprobacillus
Butyrivibrio cateniformis
Lactococcus
Rc4-4 garvieae
Succinatimonas
Eggerthella hippei
Clostridium
Cloacibacillus perfringens

Parvimonas Victivallis vadensis
Clostridium
Akkermansia ramosum
Alistipes
Peptococcus massiliensis

Turicibacter

Helicobacter

Porphyromonas

Pseudoramibacter_Eu
bacterium

SMB53

VadinCA11

Alloscardovia

Neisseria
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Peptoniphilus

Nesterenkonia

Finegoldia

Anaerococcus

Corynebacterium

Proteus

Victivallis

Anaerovibrio

Oxalobacter

Pyramidobacter

Staphylococcus

Methanosphaera

Succinatimonas

RFN20

CF231

Epulopiscium

Bacillus

Rothia

Moryella

Cc_115

Sarcina

Scardovia
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Abstract

Purpose To characterize the intestinal microbiome (IM) of omnivores (obese or eutrophic) and vegetarians and correlate
them with their nutritional profile in a Brazilian adult male sample.

Method Cross-sectional study involving 21 adult males: eutrophic omnivores (EuOn), obese omnivores (ObOn), and
eutrophic vegetarians (EuVeg). Demographic, anthropometric, and dietary data were assessed. The characterization of IM
was carried out using stool samples (fecal microbiome ) and subsequent metagenomic analysis (16S amplicon).

Results EuVeg had a higher fiber intake and more daily meals than the other groups, however, caloric, protein, and carbohy-
drate intake was higher among obese individuals. ObOn showed the lowest ecologic richness index; in addition to a greater
Firmicutes/Bacteroidetes ratio. Two profiles of intestinal microbioma were identified that allowed the characterization of
the groups. EuOn were mainly represented by the Christensenellaceae family and the Faecalibacterium prausnitzii species.
EuVeg were represented by the Coriobacteriaceae family, and the Prevotella copri species. ObOn were represented by the
Enterobacteriaceae family and by the Blautia producta species.

Conclusion Omnivorous (obese and eutrophic) and vegetarian men presented different patterns of IM according to the
ecologic diversity and the ratio of Firmicutes/Bacteroidetes phyla. The patterns of IM were correlated with the nutrient
composition of the diet, substantiating dietetic interventions for the modulation of IM.

Keywords Gastrointestinal microbiome - Diet - Vegetarian diet - Western diet - Obesity - Microbiota

Introduction IM consists of an unstable flora that varies according to

several factors, such as sex, type of delivery, breastfeeding,

The microbiome is characterized as the collection of all
microorganisms and their genetic load in a particular envi-
ronment (e.g., skin or gut) that can interact with their host.
Currently, the human IM is the most studied, particularly
because it is strongly related to the metabolism of carbo-
hydrates, fatty acids, lipopolysaccharides, and bile acids,
additionally, it participates in the modulation of systemic
inflammation. [1]
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age, diet, lifestyle (smoking, alcohol consumption, stress,
and sleep profile), hygiene, antimicrobial therapy, physical
exercise practice, geographic location, and some diseases.
121

The imbalance of bacterial populations is called dys-
biosis, which is the target of intense research related to the
development of various disorders such as intestinal diseases
(Crohn’s disease, celiac disease, irritable bowel syndrome,
and pseudomembranous colitis), cardiometabolic diseases
(metabolic syndrome, diabetes, and obesity), psychiatric
disorders (depression, anxiety, and autism), dermatologi-
cal conditions (atopic dermatitis and psoriasis), and auto-
immune diseases (rheumatoid arthritis and systemic lupus
erythematosus). Despite the simplicity of the phylogenetic
characterization of individual IM (e.g., each species), it does
not provide deep information on functional repertoires, an
ecologic approach is accepted as more informative. [3-5]
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Bacterial cells are unequally distributed along the length
of the gastrointestinal tract and, the number of bacteria can
vary in different compartments: 10 to 103 bacteria/g in the
stomach and duodenal contents, 104 to 107 bacteria/g in the
small intestine, and 1.011 to 1.012 bacteria/g in the large
intestine, the most studied compartment. The proportion
of the most abundant large intestinal phyla: Firmicutes and
Bacteoridetes (F/B), is associated with nutrient absorption
and with the metabolism of carbohydrates and lipids. [6]
From a metabolic point of view, the higher F/B ratio charac-
terizes a variation in the population of bacteria that metabo-
lize L-carnitine to trimethylamine N-oxide (TMAO), a pro-
atherogenic metabolite that alters the turnover of cholesterol
and stimulates macrophage activity. [7]

The F/B ratio also influences the metabolism of carbohy-
drates, leading to an excess of energy to the host and altera-
tion in the production of medium-chain (MCFA) and short-
chain (SCFA) fatty acids. A greater F/B ratio is associated
with the increase of intestinal synthesis acetate and reducing
butyrate, which promotes insulin resistance and ghrelin pro-
duction (increasing hunger). Thus, intestinal dysbiosis can
act simultaneously as a cause and consequence of obesity
and related diseases. [8, 9]

Diet can modulate the IM composition. The excess of
saturated fat and low fiber consumption leads to the reduced
intestinal synthesis of MCFA and butyrate. Moreover,
it increases the production of acetate, leading to impair-
ment of the integrity of the intestinal permeability. This is
explained by the activation of mast cells in the intestinal
mucosa, which implies the secretion of inflammatory media-
tors (TNF-a, IL- 1B, IL-4, and IL-13), favoring the translo-
cation of lipopolysaccharide (LPS) through the intestinal
wall. [10, 11] High concentrations of LPS were associated
with a high-fat diet, and it can also trigger chronic subclini-
cal inflammation. [12, 13]

Animal source proteins, saturated fats, sugars, and
sodium predominates on the Western diet affect the
composition of IM. Characteristically, Bacteroides and
Clostridia/Ruminococcus are prevalent in the IM from indi-
viduals under animal protein-rich diets. Nevertheless, nondi-
gestible fibers are the main modulating factor of IM, which
are associated with an increase in the diversity of bacteria
that can carry out the fermentation process of dietary fibers,
such as Prevotella and Lachnospira. This pattern regularizes
the production of butyrate, propionate, and acetate. These
bacteria are directly linked to the regulation of hormones
responsible for appetite control, epithelial cell proliferation,
and intestinal permeability. [14-17]

Instead, vegetarians consume plant-based proteins, lead-
ing to lower ingestion of vitamin B 12, sodium, iron, and
cholesterol. However, it is rich in fiber, bioactive com-
pounds, potassium, magnesium, ascorbic, and folic acids.
Thus, vegetarians, vegans, and ovolactovegetarians have

€) Springer

reduced TMAO levels, which may be a consequence of a
different IM composition. [18-20]

Studies that investigate IM in vegetarians and omnivores
with a Western diet are scarce. In Brazil, the IM of vegetar-
ians has not been characterized yet, nor have their character-
istics been compared with omnivores (eutrophic and obese).
This investigation aimed to characterize the IM of omnivo-
rous Brazilian adult males (obese or eutrophic) and compare
them with vegetarians. In addition, to correlate aspects of
the intestinal microbiome with their dietarythe participants
resulted in the identificationof profile (Fig. 1).

Methods

The present study has a cross-sectional design, involving
21 nonsmokers males (18-65 years): 7 eutrophic omnivores
(EuOn), 7 obese omnivores (ObOn), and 7 eutrophic veg-
etarians (EuVeg), who had not changed their diet on the
last 3 months, neither used antibiotics, laxatives, or anti-
inflammatory drugs, nor report bowel changes in the last
week. Women were not included to homogenize the sample.

The study was approved by the Ethics Committee for
Research on Human Beings of the Faculdade de Medicina
de Botucatu — FMB/UNESP (no. 3.743.366), and all indi-
viduals signed the informed consent form.

The research was conducted at the Dermatology outpa-
tient clinic of the Faculdade de Medicina de Botucatu from
March 2020 to February 2021. The sample was originated
from the residents of Botucatu-SP, recruited from the der-
matological clinic.

Demographic, socioeconomic, and dietary data were
obtained through personal interviews: the anthropometric
and dietary assessments were carried out by nutritionists.

Dietary assessment was obtained using the 24-h recall
(24hR), with a detailed report on food consumption in the
last 24 h, regarding data on types of food, beverages on size,
portions, or volume. Subsequently, the data were trans-
formed into grams of energy, macronutrients, and micronu-
trients by the NDSR (Nutritional Data System for Research)
software. [21]

The composition and diversity of the IM were estimated
based on the fecal microbiome of the participants. Stool
samples were collected to obtain the genetic material and
subsequent analysis of them. The individuals were instructed
to carry out the collection of the first evacuation of the day
in a specific tube at their residence. After the collection, the
stool samples were delivered to the responsible researcher
and transported refrigerated (dry ice: —28 °C) to the Bio-
technology Research and Innovation Laboratory (BPI, Botu-
catu-SP), where they were stored in a freezer— 80 °C until
the moment of DNA extraction and further analysis.
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Fig.1 Cladogram with the main species and phyla (Firmicutes and Bacteroidetes) identified in the intestinal microbiome of the sample (base:
NCBI: https2//www.ncbi.nim.nih.gowTaxonomyAC ommonT reewvwwcmt.cgi)

To extract the genetic material, | g aliquots and the
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit (Zymo Research)
were used according to the protocol described by the manu-
facturer. Subsequently, the material was subjected to quality
testing through fluorescence quantification using the Qubit®
3.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) equipment.

For the amplification reactions of the 16S region, trip-
licate samples were performed, with a final volume of 20
pL., containing 10 pL of GoTag® Colorless Master Mix
2x (Promega, USL), 0.3 uM of forwarding oligonucleotide,

and 0.3 pM of oligonucleotide reverse, 3 pL of genomic
DNA, and sufficient sterile ultrapure water to make up to 20
pL. Amplification reactions were conducted in a Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems) thermocycler.

After the amplification reaction of each sample, the
proof of amplification was through electrophoresis in
a 2% agarose gel stained with Gel Red (Uniscience),
approximately 300 bp (amplicon size). PCRs were sub-
mitted for purification steps using A gencourt AMPure XP
magnetic bead (Beckman Coulter) for removal of very
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small fragments from the total population of molecules
and primers and reaction debris. After this step, the quan-
tification was performed using the real-time PCR meth-
odology using QuantStudio 3 Real-Time thermocycler
(Applied Biosystems) and KAPA-KK4824 Kit (Library
Quantification Kit, Illumina/Universal), all according to
the manufacturers protocol.

Anequimolar pool of DNA was generated by normalizing
all samples to 3 nM for sequencing, which was conducted
using the next-generation Illumina MiSeq sequencing sys-
tem (Illumina® Sequencing) and MiSeq Reagent Kit V2 kit
Nano 300 cycles— 2x 150 bp reading.

The Greengenes database 13_8 99% OTUs from
515F/806R region of sequences was used to identify the
taxon sequences and only sequences with more than 97% of
analogy (reliability) were considered. [22]

The main variables of the study are the diversity of the
intestinal flora identified in each microbiome evaluated by
the diversity indices (Hill) according to each category of
taxonomic unit (UTN) and the proportion between the F/B
phyla between the groups. [23] Variables were evaluated
according to diet, age, food intake pattern, n, and body mass
index.

Qualitative variables were represented by percentages,
and the quantitative variables were represented as means
and standard deviations. The normality of the samples was
assessed using the Shapiro-Wilk test. [24] The quantifi-
cation of the relative abundances of UTN was compared
between groups by generalized linear models and adjusted
for the age of the participants. The models were adapted
to the most appropriate probability distributions for each
sample (e.g., gamma), and the correction for multiple com-
parisons was performed using the Sidik procedure. [25]
Significance was set as p-value <0.05.

The relative abundance of UTN in the samples was
explored from their components, which were extracted by
the PLS (partial least squares) method. Data were scaled by
their standard deviations. [26, 27]

The loadings of PLS components were correlated with
clinical, demographic, and dietary elements by Spearman’s
correlation test. [28]

The data were tabulated in MS Excel 2010 and analyzed
using IBM SPSS 25v and Statistica 10v software. [29]

Results

The main demographic and dietary data are shown in
Table 1. The number of meals and fiber intake was higher
in EuVeg, while the total intake of energy, protein, and car-
bohydrates was higher in ObOn.

The IM analysis of the participants resuled in the identi-
fication of 1376 taxonomic units (UTN) (Figure 3 and Sup-
plementary Table 4).

The IM diversity of the participants was estimated by
the relative abundance of the groups, the Hill diversity indi-
ces (wealth, Shannon, and Simpson), and the relationship
between the F/B phyla (Table 2). The ObOn group had the
lowest diversity index and a higher F/B ratio than the EuOn
group.

Three PLS components accounted for up to 93.5% of
group variance. Figure 2 shows the projection of cases
according to the load of the components. Loads of EuOn
components were higher than ObOn and EuVeg for PLSI
(p<0.05); EuVeg loads were higher than ObOn for PLS2
(p<0.01).

The UTN that carried the largest components of
PLS1 (EuOn) were the families Mogibacteriaceae,

Table 1 Main demographic

and detary data of participants Eutrophic omnivorous Obese omnivor Eutrophic vegetarian
(n=21) Age (years)y* 397 (14.1) 421(95) 254 (2.5P=
BMI (kg/m?)* 23.4(1.2) 389 (6.5 243(2.6)
No. of meals/day* 52(0.87 2907 610.7PF
Total energy (kcaly* 2775.1 (9.4 4943.6 (946.1) B143 (191
Carbohydrates (2)* 385.4(32.8) 693.6 (134,95 362.2(22.8)
Carbohydrates (%)* 555(4.2) 563(49) 622 (1.9
Prokins (2)* 143.5(15.1) 2543 (T1.57* 58.4(21.6)°
Prokins (%)* 20.6 (26) 20432 10 3.8)%
Fats (g)* 73.9(19.7) 128.6 (47 6% 72(9.7)
Fats (%)* 239 (60) B3(12) 718(3.2)
Fibers (2)* 29.1 36 13.1 (47) 24@7.1pF

Sugar (g)* 50.2(14.1) 2693 (44.47F 83 (787)

*Mean (standard deviation); %< 0.05, eutrophic versus omnivorous obese omnivor; %p<0.05, eutrophic
versus omnivorous eutrophic vegetarian; “p<0.05, obese versus omnivorous eutrophic vegetarian; BMI,
body mass index; keal, kilocalories; g, grams; %, percentage of intake.
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Table2 Diversity indices (mean

Eutrophic omnivorous Obese omnivore Eutrophic vegetarian p-value*

and standard deviation) betv

groups (n=21) Relative abundance 66.622 (12.370) 57400 (11.822) 63744 (13.691) 0.180
Hill's diversity
¢=0 (Richness) 168.86 (56.45) 113.57 (35524 136.57 (21.14) 0.005
g=1 (Shannon) 44.40 (19.07) 31.50 (15.62) 33.59(15.18) 0.161
¢=3 (Simpson) 14.20 (6.45) 1263 (7.35) 11.83(7.29) 0.824
Firmicutes/Bactervidetes 1.95 (0.46) 17.89 2118 647 (13.11) 0.019

*p-value adjusted for age. % <0.05, eutrophic versus omnivorous obese omnivore; p<0.05, eutrophic

versus omnivorous eutrophic vegetarian; p <0.05, obese versus omnivorous eutrophic vegetarian.

Fig.2 Loads of participants
according to the three PLS
components (n=21) "
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Ruminococcaceae, Christensenellaceae, the genera Butyrici-
monas SP., Oscillospira sp.. and the order Clostridiales.

The largest loads of the PLS2 component (EuVeg) were
the Coriobacteriaceae family, the genera Desulfovibrio sp.,
Paraprevotella sp., the order Clostridiales, and the species
Ruminococcus callidus, Ruminococcus flavefaciens, Prevo-
tella copri, and Eubacterium cylindroides.

The smallest loads of the PLS2 component (ObOn) were
the family, Enterobacteriaceae and the genera Rumminococ-
cus sp., Coprococcus sp., Holdemania sp., beyond species
Ruminococcus torques and Blautia producta.

The correlations of the demographic and dietary data
with the component loads were significant only for PLS1 and
PLS2 (Table 3). There were positive correlations between
PLS2 with the number of meals and fiber intake; and nega-
tive with protein and carbohydrate consumption, as well
negative correlations between PLS1 and BML

Discussion

In this study, omnivorous eutrophics, omnivorous obese, and
vegetarian eutrophics differed in alimentary aspects and also
in the characterization of IM. Especially a lower IM diver-
sity and a higher F/B ratio were identified in omnivorous
obese compared to the omnivorous eutrophic. Diversity is
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Table 3 Correlation coefficient (tho) between the main demographic
and dietary data of the participants, with the main component loads
n=21)

PLS1 PLS2 PLS3
Age (years) -003 —0.57* -024
BMI (k¢/m?) —072* —0.59* -041
No. of meals/dia 0.40 0.86* 025
Energy intake (kcal) -032 —0.90* -0.27
Carbohydrates (g) -0.51* —0.71* -0.50
Carbohydrates (%) -021 0.54* -0.17
Proteins (g) -0.19 —0.84* -0.39
Proteins (%) 0.17 —0.61* -0.29
Fats (2) —046* —0.54* 002
Fats (%) -001 021 032
Fibers (2) 030 0.92* 033
Sugar (g) —0A8* —0.64* —046*
BM1, body mass index.

*p<0.05.

crucial to a healthy gut microbiome, accounting for mul-
tiple microorganisms capable of performing similar func-
tions. [30] Actually, the microbial composition highly differs
among healthy individuals, however, the greater microbial
diversity shows a preventive effect on long-term weight
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gain, and most studies have noted that the ratio of Firmi-
cutes to Bacteroidetes is significantly higher in obese sub-
jects. [31-35] Furthermore, there are positive correlations
between an increased amount of Bacteroidetes in stools and
low weight, as well as between Firmicutes and the develop-
ment of obesity. [36]

The gut microbiota plays a major role in energy metabo-
lism through the production of SCFAs that are produced
by colonic fermentation involving anaerobic catabolism of
dietary fiber, protein, and resistant starch. In other words,
microbial waste products produced by IM contribute to the
balance of gut homeostasis. SCFAs, specifically acetate, pro-
pionate, and butyrate, can impact human metabolism. The
favorable effects of metabolic of these products have been
observed on body weight, insulin sensitivity, and glucose
balance. [37-40]

The greater diversity of IM is involved in the strength-
ening of the intestinal barrier, reducing inflammation, and
has a positive effect on lipid metabolism. [41] Furthermore,
SCFAs contribute to regulating satiety and reducing appe-
tite. [42] Especially, butyrate production is a key mecha-
nism by which gut microbes contribute to the maintenance
of gut homeostasis and protect against dysbiosis, however,
the overproduction of acetate leads to an influx of substances
into the bloodstream, providing chronic inflammatory and
immunological alterations, both locally and systemic. [43,
44]

The lower ecological diversity in the IM of obese individ-
uals was evidenced in different population groups, the lower
richness and diversity of species reveals intestinal dysbiosis
and, consequently, can be a factor for increased permeability
and the other consequences mentioned above. [45]

In this study, it was observed that the vegetarians had
the habit of having more number daily meals, ingesting a
higher amount of fiber, but smallest values of total energy
and protein compared to the other groups. Foods consumed
in natura are sources of soluble fiber present in vegetables,
fruits, vegetables, cereals, and pulses, characteristic that rep-
resents most of the dietary routine of those adept at ve getari-
anism. [46] The “Mediterranean™ and vegetarian diets, that
is, with a greater demand for fresh foods (abundant fruits,
vegetables, olive oil, and oily fish) are known for their anti-
inflammatory effects that can prevent dysbiosis and subse-
quent intestinal disease. [47]

On the other hand, obese people had a higher total intake
of carbohydrates, fats, and proteins. These elements consti-
tute a dietary pattern of a Western diet, low in fresh foods
and nutrients, important to maintain a healthy microbiome.
The increased consumption of industrialized products might
promote the development of diseases and weight gain. [48]

Among the groups that characterized EuOn, Chris-
tensenellaceae is a family recently described in the Firmi-
cutes phylum. In different populations studied, its relative
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abundance in human IM is inversely related to BMI. Fur-
thermore, it is negatively associated with the development
of inflammatory bowel disease. [49]

Faecalibacterium prausnitzii was also more abundant
among EuOn. This species is considered one of the main
producers of butyrate, obtained through fiber fermentation
that has a crucial role in intestinal health and the well-being
of the host by strengthening the intestinal barrier. [50]

Plant-based diets appear to promote the development of
more diverse and stable microbial systems. Among the bac-
terial groups that characterized the EuVeg, it was possible to
identify the Coriobacteriaceae family. In an animal model
that followed kale supplementation, there was an increase
of this family in the intestine. These bacteria play important
roles, such as the conversion of bile salts, steroids, and acti-
vation of dietary polyphenols, besides being fundamentals
on the production of menaquinone-6 homologs of vitamin
K.[51]

The Prevotella copri species were also more abundant
in EuVeg, corroborating recent findings of this species in
association with a diet rich in plant polysaccharides. [52, 53]

In ObOn, the Blautia producta is associated with the
release of pro-inflammatory cytokines (T NFa, interleukins
(IL) 1, 2, 6, and 7), being more abundant in patients with
insulin resistance. [54, 55]. Interestingly, there was a reduc-
tion in this gender after the intervention of physical exercise
in obese, prediabetic, and sedentary individuals, also pro-
moting a balance of endotoxemia. [56]

It is important to emphasize that the genus Blautia was
associated with the accumulation of visceral fat, regardless
of sex in adults. The accumulation of visceral fat located
around the abdominal organs such as the liver, stomach,
gallbladder, intestines, kidneys is strongly associated with
the development of diseases such as myocardial infarction,
hormonal disorders, cancer, and mortality. [57]

Despite the association between IM and cardiovascular
diseases, there are still few studies about the influence of
the exact composition or the functional capacity of IM con-
cerning these diseases. A study with stool metagenome of
218 individuals with atherosclerotic cardiovascular disease
identified an increase in the abundance of the genus Strepto-
coccus and the Enterobacteriaceae family compared to 187
healthy controls. [58]

The profiles of IM of our sample allowed us to charac-
terize the groups, and they were also correlated with the
nutritional dietary composition of the participants, like
carbohydrates, fat, protein, and fibers. The strongest cor-
relations were observed in fiber consumption, protein, and
energy intake. Further prospective investigations should be
performed to prove dietary intervention modifying IM and
clinical parameters in this population.

This study has limitations, mostly related to modest
sampling, which did not prevent the identification of IM
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patterns between groups. In addition, the common origin
in terms of population group and geographic location
maximizes the homogeneity of the groups. Another aspect
refers to the sampling of the fecal microbiome, which con-
sists of the transitory flora of the colon, in contrast to the
permanent flora, that is linked to the epithelium, which
is less subject to variation. However, this investigation
requires an endoscopic procedure for sampling. Moreover,
most of the studies on IM are based on the fecal microbi-
ome. [59-63]

Furthermore, detailed research of the processed food
ingestion (e.g., NOVA classification) should be performed
using a food frequency questionnaire (FFQ) to infer the role
of different food, instead of their nutrient composition, in
the IM.

Conclusion

Omnivorous (obese and eutrophic) and vegetarian males
presented different patterns of IM according to the ecologic
diversity and the proportion of F/B phyla. The patterns of
IM were correlated with the nutrient composition of the diet,
substantiating dietetic interventions for the modulation of
IM.
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ja os géneros Mogibacterium, Collinsella e Desulfovibrio diferiram dos onivoros. Identificou-se
padrao de microbioma ligado a psoriase (plsPSO) que se associou a maiores niveis de LPB (rho
=0,39; p=0,02) e menor ingesta de fibras dietéticas (rho=-0,71; p <0,01).

Limitacées do estudo: Apenas homens adultos foram avaliados.

Conclusdo: Houve diferenca no microbioma intestinal de homens adultos com psoriase em
relacdo a onivoros e vegetarianos saudaveis. O padrao de microbioma encontrado correlacionou-
-se com a ingesta de fibras alimentares e com os niveis séricos de LPB.

© 2023 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Introducao

Psoriase é doenca cronica inflamatdria sistémica que afeta
entre 1% e 2% da populacdo.’ Sua patogénese é multifatorial,
nao sendo totalmente esclarecida, mas que envolve, além
de uma base genética e estimulos ambientais, a ativacao do
sistema imune (inato e adaptativo), que desencadeia respos-
tas inflamatorias locais na pele e articulagoes, assim como
promove inflamacao sistémica de baixo grau.”
Comorbidades como obesidade, hipertensao arterial,
diabetes mellitus, sindrome metabédlica, doenga cardio-
vascular, dislipidemia e transtornos afetivos (depressao,
ansiedade) sao frequentes em pacientes com psoriase, subs-
tanciando o processo inflamatorio sistémico subjacente.?
Microbioma intestinal (MI) consiste em flora incons-
tante, constituida nos primeiros anos de vida, mas que
varia conforme estimulos ambientais, como dieta, estilo
de vida (tabagismo, consumo de alcool, exercicios fisicos,
estresse, sono), higiene, terapéutica com antimicrobianos,
localizacao geografica, sexo, idade e certas doencas. Cerca
de 57% do MI é influenciado pela dieta, e apenas 12%
por fatores genéticos.” No microbioma fecal existem entre
uma e 2.000 espécies de bactérias, distribuidas em mais
de 50 filos. Cerca de 90% do MI sao compostos pelos filos
Firmicutes e Bacteroidetes; uma proporcao maior de Fir-
micutes/Bacteroidetes (F/B) é associada a maior estimulo
inflamatorio sistémico.®
A disbiose intestinal, caracterizada pelo desequilibrio da
composicao do MI, pode levar ao aumento da permeabili-
dade intestinal e a translocagcéo de mediadores inflamatérios
intraluminais. Portanto, a caracterizacdo do MI pode con-
tribuir na compreensao sobre a patogénese de doencas
inflamatorias sistémicas como psoriase, doenga de Crohn,
artrite reumatoide e obesidade, pois ha indicios de que a
composicao do Ml esteja envolvida no curso das mesmas.®
Estudos clinicos foram conduzidos para explorar a relagao
entre Ml e a atividade clinica da psoriase, com resultados
ainda conflitantes.” Entretanto, considera-se a modulagao
do MI por meio de tratamento dietético, suplementacoes
com probiodticos e transplante fecal, com potencial de
interferir, além da atividade da psoriase, no curso de comor-
bidades, além de maximizar sua resposta terapéutica.®
Lipopolissacaridio (LPS) é uma endotoxina que compde
a parede celular de bactérias gram-negativas e promove
ativacao do sistema imune a partir da estimulacao direta
de macrofagos, mondcitos, células dendriticas e linfoci-
tos B, desencadeando febre, vasodilatacao (6xido nitrico) e
secrecao de eicosanoides.’ A proteina de ligacao de lipopo-
lissacaridios (LPB) liga-se ao LPS e transfere monémeros de

LPS para as células inflamatorias através de CD14. Os niveis
plasmaticos de LPB sao influenciados pelas concentragoes
circulantes de LPS, que tém meia-vida muito curta. A
exposicao ao LPS induz um aumento duradouro da producao
de LPB no figado dentro de 15 a 30 minutos, com nivel
sérico maximo ocorrendo ap6s 24 a 48 horas. O complexo
LPS-LBP-CD14-MD2 induz uma resposta pro-inflamatoria pela
ativacdo de NF-«B mediada pelo receptor Toll-like-4 (TLR4)
e, como tal, os niveis circulantes de LPB foram associados
a inflamacao sistémica. Além disso, niveis plasmaticos da
proteina C reativa quantitativa ultrassensivel (PCRqt), um
biomarcador sérico de inflamacéao sistémica sintetizado pelo
figado, estao associadas ao aumento de LPS."°

Na América do Sul, sao raros os estudos controlados que
caracterizem o Ml de pacientes com psoriase. Assim, o obje-
tivo desta investigacao foi caracterizar o Ml de homens
adultos brasileiros com psoriase, comparando-os com con-
troles onivoros e vegetarianos.

Método

Estudo transversal envolvendo 42 homens adultos (21-65
anos) - 21 com psoriase (PSO) e 21 controles sem psoriase,
dos quais 14 onivoros (ONI) e sete vegetarianos (VEG).

Todos os participantes incluidos eram nao tabagistas,
nao etilistas, nao apresentaram alteracdes na dieta nos
ultimos trés meses; nao usaram antibidticos, laxantes,
anti-inflamatorios, ou referiram alteracdes intestinais na
ultima semana, auséncia de doenca inflamatéria intestinal,
infecgoes, doengas autoimunes e uso de probioticos. A amos-
tra de homens adultos do interior do estado de Sao Paulo foi
escolhida para reduzir a variabilidade do MI, que também
€ influenciada por sexo, idade e localizagcao geografica da
populacéo.

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Botu-
catu (FMB/UNESP) sob o parecer n° 3.743.366. Todos os
participante assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

A pesquisa foi realizada no Ambulatério de Dermatolo-
gia da FMB, no periodo de marco de 2020 a fevereiro de
2021. A populagéo teve origem entre moradores da regiao
de Botucatu (SP), pacientes com diagndstico de psoriase,
seus acompanhantes e convidados vegetarianos.

Foram obtidos dados clinicos, demograficos, socioecond-
micos e dietéticos por meio de entrevistas presenciais; as
avaliagoes antropométrica e dietética foram realizadas por
nutricionista experiente (T.C.F.P.).
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A avaliacao dietética foi obtida pelo Recordatério de 24
horas (R24h), a partir do relato detalhado do consumo ali-
mentar nas ultimas 24 horas, com dados sobre os tipos de
alimentos e bebidas, além do tamanho, porgées, volume ou
medidas caseiras. Posteriormente, os dados foram transfor-
mados em gramas, valores de energia, macronutrientes e
micronutrientes pelo software NDSR (Nutritional Data Sys-
tem for Research).

Para estimar a gravidade da doenca, foi utilizado o escore
PASI (Psoriasis Area and Severity Index), avaliado por der-
matologista titulado (L.D.B.M. ou M.R.R.L).

Para avaliar o MI, coletaram-se amostras de fezes para
obtencdo do material genético. Os individuos foram orien-
tados a realizar a coleta de fezes da primeira evacuacao do
dia em tubo especifico em sua residéncia. Apos a coleta,
as amostras foram entregues a pesquisadora responsavel
(T.C.F.P.) e transportadas refrigeradas (gelo seco: —28°C)
até o laboratério Biotecnologia Pesquisa e Inovagao (BPI,
Botucatu-SP), e armazenadas em freezer —80°C até o
momento da extragao do DNA.

Para extracao do material genético, foram utilizadas ali-
quotas de 1g e o kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep
(Zymo Research), de acordo com protocolo descrito pelo
fabricante. Posteriormente, o material passou pelo teste de
qualidade por meio da quantificagao por fluorescéncia com a
utilizacao do equipamento Qubit® 3.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific).

Para as reacoes de amplificacao da regiao 16S foram rea-
lizadas triplicatas de amostras, tendo como volume final de
20 L, contendo 10 pL de GoTaq® Colorless Master Mix 2 x
(Promega, USL), 0,3 uM de oligonucleotidio forward e 0,3
M de oligonucleotidio reverse, 3 uL de DNA gendmico e
agua ultrapura estéril suficiente para completar 20 pL. As
reacoes de amplificacao foram conduzidas em termociclador
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Apos a reacao de amplificagao do DNA de cada amostra, a
comprovacao da amplificacao foi realizada por eletroforese
em gel de agarose 2% corado com gel Red (Uniscience), apro-
ximadamente 300 bp (tamanho do amplicon). Submeteu-se
PCR para etapas de purificacdo utilizando bead magnética
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter) para remogao de
fragmentos muito pequenos da populagao total de moléculas
e restos de primers da reacao. Apos essa etapa, foi reali-
zada a quantificacao pela metodologia de PCR em tempo real
utilizando termociclador QuantStudio 3 Real Time (Applied
Biosystems) e kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit -
Illumina/Universal), todos de acordo com protocolo do fabri-
cante.

Foi gerado um pool equimolar de DNA, por meio da
normalizacdo de todas as amostras a 3 nM para a realizacao
do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando o sis-
tema Illumina MiSeq de sequenciamento de nova geracao
(Ilumina Sequencing) e kit MiSeq Reagent Kit V2 Nano 300
ciclos - leitura de 2 x 150 pb.

Utilizou-se o banco de dados Greengenes 13.8 99% OTUs
from 515F/806R region of sequences para identificacao das
sequéncias de taxons e foram consideradas apenas sequén-
cias com mais de 97% de analogia (confiabilidade).

A abundancia relativa das unidades taxondomicas (UTN)
nas amostras foi explorada a partir de seus componentes
extraidos pelo método Partial Least Squares (PLS), com
dados escalonados pelos desvios-padrao.

As principais variaveis do estudo sao a diversidade da
flora intestinal identificada em cada Ml avaliado, segundo
cada categoria de UTN: abundancia relativa dos grupos,
pelos indices de diversidade de Hill (riqueza, Shannon e
Simpson), a relacdo entre os filos Firmicutes/Bacteroidetes,
abundancia dos géneros bacterianos (alfa diversidade) e os
componentes dos padroes PLS (beta diversidade) identifica-
dos para os grupos. Define-se riqueza como nimero total de
UTN identificadas na amostra.

Foram ainda coletadas amostras de 10 mL de sangue dos
pacientes no ambulatorio de dermatologia, pela médica res-
ponsavel pelo tratamento dos pacientes (M.R.R.L.), para
avaliagao do LPB e PCRqt séricos. Apos as coletas, as amos-
tras foram imediatamente levadas sob refrigeracao para a
Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da FMB-Unesp,
para centrifugacdo e extracao do soro. Para a analise do
LPB, foi utilizado o método ELISA sandwich, conforme as
orientacées do fabricante do kit (Human LBP DuoSet ELISA
- DY870-05, R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, EUA). As
amostras foram diluidas na fragcao 1:500. As concentragoes
finais de LPB foram determinadas conforme a curva padrao.
As analises do PCRqt foram realizadas pelo método de
imunoturbidimetria. Adotaram-se como valores normais de
PCRqt < 3 mg/dL, e de LPB < 10 mg/mL.

Variaveis qualitativas foram representadas pelos percen-
tuais. Variaveis quantitativas foram representadas como
médias e desvios-padrao, se a normalidade for verificada
pelo teste de Shapiro-Wilk, ou medianas e quartis (P25-P7s),
se indicado. As abundancias dos géneros foram comparadas
entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis. Os indices de
diversidade ecologica foram comparados entre os grupos por
modelos lineares generalizados, ajustado pela idade dos par-
ticipantes. Os modelos foram ajustados para as distribuicoes
de probabilidade mais adequadas a cada amostra (p. ex.,
gama), e a correcao para m}]ltiplas comparagées foi reali-
zada pelo procedimento de Sidak.

As cargas dos componentes PLS foram correlacionadas
com dados nutricionais, niveis de LPB e de PCRqt pelo teste
de correlagao de Spearman, e representado como mapa tér-
mico. Os dados foram tabulados em Excel 2010 e analisados
nos softwares IBM SPSS 25v e Statistica 10v. A significancia
estatistica foi definida como p < 0,05; bicaudal.

Como se trata de estudo exploratorio, foi utilizada
amostragem por conveniéncia a fim de se determinar
o comportamento global dos grupos e fundamentar a
analise pormenorizada de amostras a posteriori. Além
disso, o método PLS nao exige amostragem minima para
sua execucdo. Para as andlises de correlagcdo bivariada,
considera-se suficiente uma amostra de 41 participantes
para a detecgdo de correlagdao moderada (rho <0,70), con-
siderando «=0,01 e poder de 90%.

Resultados

Os principais dados clinicos, demograficos, alimentares, LPB
sérico e PCRqt estao dispostos na tabela 1. Idade e IMC dos
grupos PSO e ONI foram maiores que do grupo VEG. Do ponto
de vista alimentar, os grupos PSO e ONI relataram maior con-
sumo de carboidratos e proteinas que o grupo VEG. Quanto
as fibras alimentares, o grupo PSO relatou menor ingesta de
fibras que ONI e que VEG. Os niveis plasmaticos de LPB, assim
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Tabela 1 Principais dados demograficos, alimentares, LPB e PCRqt séricos dos participantes (n =42)

Controles onivoros (n=14) Controles vegetarianos (n=7) Psoriase (n=21) p-valor
Idade (anos)* 41,6 (11,3)* 25,4 (2,5) 51,1 (11,1) <0,001
IMC (kg/m?)* 31,1 (9,2)° 24,4 (2,5) 29,5 (6,2)" <0,001
Energia (cal)* 3.859,4 (1297,5)* 2.314,3 (129,9) 3.058,0 (512,0)*° <0,001
Carboidratos (g)* 539,5 (185,7)* 362,2 (22,8) 466,9 (86,8)° <0,001
Proteinas (g)* 198,9 (76,0)* 58,4 (21,6) 133,4 (39,3)*° <0,001
Lipidios (g)* 101,2 (45,5)° 72,0 (9,7) 73,9 (23,2) 0,022
Fibras (g)* 21,1 (9,3)° 42,4 (7,1) 13,8 (7,4)*° <0,001
LPB (mg/mL)" 6,1(2,9) 4,8 (1,5) 7,6 (2,9)° 0,007
PCRqt (mg/dL)* 2,6 (3,2) 1,0 (0,6) 5,2 (9,2)*° 0,003

IMC, indice de massa corporal; LPB, proteina ligadora de polissacaridios; PCRqt, proteina C reativa ultrassensivel, teste quantitativo.

* Média (desvio-padrao).
2 p < 0,05 - comparado ao vegetariano.
b p < 0,05 - comparado ao onivoro.

Tabela 2 Indices de diversidade ecolégica do microbioma intestinal entre os grupos (n =42)
Controles onivoros Controles Psoriase p-valor®
(n=14) vegetarianos (n=21)
(n=7)
Abundancia relativa (10%)° 62,0 (12,6) 63,7 (13,7) 63,6 (11,0) 0,989
Diversidade de Hill"
q=0 (Riqueza) 141,2 (53,6) 136,6 (21,1) 138,5 (49,8) 0,353
q=1 (Shannon) 38,0 (18,0) 33,6 (15,2) 39,4 (18,1) 0,507
q=3 (Simpson) 13,4 (6,7) 11,8 (7,3) 14,5 (7,5) 0,813
Abundancia segundo o filo®
Firmicutes (10°) 40,1 (37,9-46,6)° 35,1 (29,6-37,0) 39,1 (33,1-48,8)¢ 0,049
Bacteroidetes (10°) 17,7 (6,5-23,1) 32,0 (10,9-40,4) 13,1 (6,8-23,5) 0,335
Relagio F/B 2,5 (1,8-6,0) 1,0 (0,9-3,5) 3,1 (2,2-5,9)¢ 0,045

F/B, Firmicutes/Bacteroidetes.
a p-valor ajustado para idade e indice de massa corporal.
b Média (desvio-padrao).
¢ Mediana (P25-P7s).
d p < 0,05 - comparado aos vegetarianos;
b p < 0,05 - comparado aos onivoros.

como os niveis de PCRgt, foram maiores no grupo PSO em
relacdo ao VEG, porém, PCRqt foi maior no PSO em relacao
ao ONI.

Nenhum controle VEG nem ONI eutrdficos apresentou
valores elevados de LPB; porém, um ONI obeso, um PSO
eutrofico e dois PSO obesos apresentaram LPB >10 mg/mL.
Do mesmo modo, nenhum controle VEG nem ONI eutroficos
apresentou valores elevados de PCRgt, porém dois ONI obe-
sos, quatro PSO eutrdficos e trés PSO obesos apresentaram
PCR> 3 mg/mL.

Entre os pacientes com psoriase, oito (32%) apresentavam
doenca articular, seis (24%) eram tratados exclusivamente
com topicos, seis (24%) utilizavam metotrexato, oito (32%)
utilizavam acitretina e cinco (20%) utilizavam secuquinu-
mabe. O PASI variou entre 1 e 18, com mediana (P;5-P7s)
de 4 (1-7).

Quanto as comorbidades, entre os pacientes com
psoriase encontraram-se dois (17%) com diabetes mel-
litus, trés (25%) com hipertensao arterial e cinco
(42%) com dislipidemia. Entre os onivoros, dois (13%)
eram diabéticos, quatro (28%) hipertensos e seis (43%)

com dislipidemia. Nenhum dos vegetarianos apresentava
comorbidades.

A analise do MI dos participantes resultou na identificacao
de 1.496 diferentes UTN, reunidos em 94 géneros (tabela
suplementar 1). Os indices de diversidade ecoldgica do MI
diferiram entre os grupos e estdo representados na tabela
2. Quando ajustado pela idade e IMC, o filo Firmicutes foi
menos abundante em VEG, e a relacao F/B foi maior no grupo
PSO que no VEG.

Quando comparados os obesos com psoriase e controles
obesos, a relacao F/B nao apresentou diferenca (p=0,078).
Entretanto, quando sao comparados eutroficos com psoriase
e controles eutrodficos, os portadores de psoriase apresenta-
ram maiores valores médios (DP) da relacao F/B (12,1 [2,9]
vs. 2,0 [1,0]; p <0,01).

Em relacao a alfa-diversidade, entre os 13 géneros mais
prevalentes nos trés grupos (fig. 1), foi identificada maior
proporgao do género Prevotella (36%) no grupo VEG e Blautia
em PSO (14%) e ONI (18%).

Em relacdo ao grupo PSO, houve diferenca na abun-
dancia dos géneros Prevotella, Mogibacterium, Dorea,
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Alfa-diversidade. Distribuicdo da proporcao dos 13 géneros mais prevalentes entre os grupos PSO (psoriase), VEG
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Figura 2  Alfa-diversidade. Comparacdo da mediana da abundancia dos géneros que apresentaram diferenca entre os grupos (p
<0,05) PSO (psoriase), VEG (controles vegetarianos) e ONI (controles onivoros)

Bifidobacterium e Coprococcus, quando compararados com
VEG. Ja os géneros Mogibacterium, Collinsella, Desulfovi-
brio diferiram entre os grupos PSO e ONI (fig. 2).

Quanto a beta-diversidade, dois componentes PLS
representaram até 79,5% da varidncia dos subgrupos. A
figura 3 apresenta a projecao dos casos de acordo com
a carga de seus componentes, individualizando-os em
quadrantes distintos. O padrdao plsPSO pode ser com-
preendido como os carregamentos negativos de PLS1 e
2 (plsPSO = —PLS1—PLS2); inversamente, o padrao plsVEG
pode ser representado pelos carregamentos positivos de
PLS1 e 2 (plsPVEG = PLS1+PLS2); ja o padrao plsONI pode ser
representado pelo carregamento positivo de PS1 e negativo
de PS2 (plsONI = PLS1-PLS2).

Os carregamentos das UTN segundo PLS1 e PLS2 estdo
dispostos na figura suplementar 1. Segundo os componen-
tes plsPSO, as bactérias com maior carregamento do padrao
de MI do grupo PSO foram do género Coprococcus, Lach-
nospira, Paraprevotella, e as espécies Faecalibacterium
prausnitzii sp., Prevotella stercorea sp., Prevotella copri

sp. e Ruminococcus callidus sp. Ja as com menor carre-
gamento foram dos géneros Lactobacillus, Streptococcus,
Dialister, Megasphera, Slackia, e as espécies Bacteroides
fragilis sp., Bacteroides uniformis sp., Blautia pro-
ducta sp., Butyricoccus pullicaerum sp. e Parabacteroides
distasonis sp.

Afigura 4 apresenta as correlagdes entre os niveis de LPB,
PCRqt, ingesta nutricional e os padrées de MI: PSO, ONI, e
VEG. Os niveis de LPB se correlacionaram inversamente com
a ingesta de fibras (rho=-0,53; p <0,01), porém, positiva-
mente com o componente do padrao de Ml dos pacientes com
psoriase (rho=0,39; p=0,02). O comportamento do PCRqt
nao se associou ao componente do padrao plsPSO (rho=0,28,
p=0,11), mas com a ingesta de carboidratos (rho=0,41;
p=0,02) e com os niveis de LPB (rho=0,46; p <0,01). Do
ponto de vista alimentar, o componente do padrao de MI
plsPSO se correlacionou de maneira fortemente negativa
com a ingesta de fibras (rho=-0,71; p <0,01), assim como a
menor ingesta de fibras se associou a maiores niveis de LPB
e PCRqt.
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CHg - 0.255 0.406
PRg 0.219 0.172

LIPg - 0.143 0.143 0.328
FIBg — -0.341

plsPSO - 0390 0278 0.282

I I I
\?0 oqp‘: OQ\Q,

N4

0.219 0.143 0.390
0.172 0.143 -0.341 0.278
0.328 0.282
0.052 -0.411 0.176
0.052 -0.298 -0.045
-0.411 -0.298
0.176 -0.045
I I I 1
& L & L

&€

Figura4 Mapa térmico com as correlagdes bivariadas entre os niveis de LPB, PCR, caracteristicas nutricionais da dieta e o padrao

de microbioma intestinal dos pacientes com psoriase

LPB, nivel sérico da proteina de ligacao de Lipopolissacarideos; PCRgt, nivel sérico da proteina C reativa ultrassensivel (teste
quantitativo); CHg, carboidratos (em gramas); PRg, proteinas (em gramas); LIPg, lipidios (em gramas); FIBg, fibras (em gramas);
plsPSO, componente PLS do microbioma intestinal dos participantes com psoriase.
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Figura 3  Carregamento dos participantes segundo os compo-

nentes PLS (n=42). Em destaque, composicdes que discriminam
0s grupos

PLS, componente partial least squares; ONI, controles onivoros;
VEG, controles vegetarianos; PSO, psoriase.

Discussao

Nosso estudo indicou que caracteristicas do Ml de homens
adultos com psoriase diferiram dos controles onivoros e

vegetarianos residentes de uma mesma regiao do Brasil.
Aspectos etarios, alimentares e de composicao corporal
também podem contribuir por parte dessas diferencas. "’

Nessa amostra, o grupo PSO apresentou maior ingesta
de carboidratos, porém baixa ingesta de fibras, mostrando
ainda maior relagcao F/B no MI que o grupo VEG, que contou
com maior ingesta de fibras e menor abundancia de Firmi-
cutes. Além disso, os habitos alimentares dos pacientes com
psoriase mostraram-se desequilibrados, pois também foram
identifcados aumento de gorduras de baixa qualidade e alta
densidade caldrica, caracteristicas da dieta ocidental que é
associada a disbiose intestinal e reducao de diversidade bac-
teriana. Tais habitos dietéticos podem se correlacionar com
a gravidade da doenca e das comorbidades, ja que gordu-
ras saturadas, agucares, carne bovina e alcool interferem no
status inflamatorio sistémico, enquanto a ingesta de fibras
alimentares pode contribuir com a supressao de certas vias
inflamatorias e na indugéo de células-T reguladoras.'* "

A disbiose intestinal também atua no desequilibrio dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), dos quais butirato e
acetato sao os mais estudados, e sao produzidos a partir
da fermentacao de fibras pelas bactérias intestinais. Ace-
tato é associado a producao de grelina, que controla o
apetite e a resisténcia a insulina; ja o butirato é fonte de
energia para células intestinais, associado com prevencao
e reducao da inflamagao sistémica e aumento da diversi-
dade bacteriana, favorecendo a proliferacao de bactérias
do filo Bacteroidetes. Dietas com alto teor de fibras, vege-
tais e frutas promovem aumento de Bacteroidetes, e por
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consequéncia maior diversidade bacteriana. Por outro lado,
dietas com excesso de frituras, sodio, proteina e gordura
animal podem propiciar maior ativagao pré-inflamatoéria sis-
témica e proporcao F/B no MI."> Além disso, os AGCC sao
moduladores diretos da sintese de interleucina 17 (IL-17)
por linfocitos-T."®

A disbiose intestinal pode promover o aumento intralu-
minal de LPS," e dietas com baixa qualidade nutricional
(p. ex., dieta ocidental), estresse fisico e psicologico, cer-
tos medicamentos (p. ex., antimicrobianos) sao fatores que
favorecem o aumento da permeabilidade intestinal. Um
intestino mais permeavel propicia a translocacao de LPS
para a corrente sanguinea (endotoxemia metabdlica), favo-
recendo resisténcia a insulina, inflamagéo no tecido adiposo,
infiltracdo tecidual de mondcitos/macrofagos, que aumen-
tam o risco de doengas como esteatose hepatica, obesidade,
diabetes. Assim, parte da resposta inflamatoria sistémica
pode ser atribuida a composicao do MI."®"?

Em modelo murino de psoriase induzida por imiquimode,
a administracdo oral de Staphylococcus aureus e Strepto-
coccus danieliae levou a inflamagao cutanea e ao aumento
da expressao de TNF e IL17, subsidiando a hipotese de que
a disbiose intestinal possa levar a piora clinica da doenga.?’

Este estudo investigou, de maneira original, relacoes
entre niveis plasmaticos de LPB, PCRqt, e padrao alimen-
tar em onivoros, vegetarianos e pacientes com psoriase,
demonstrando que os niveis de LPB se correlacionaram
inversamente com o consumo de fibras. Nessa amostra,
os participantes com psoriase apresentaram niveis de LPB
maiores que os vegetarianos, levando a hipotese de que a
modulagdo do MI (p. ex., pode meio da dieta) contribua
com a redugdo dos niveis de LPB séricos; portanto, esses
achados subsidiam que a salde intestinal pode ser modu-
lada por meio de escolhas alimentares. Além disso, os niveis
de PCRgt foram maiores em PSO, associados a ingesta de
carboidratos e LPB. Apesar de a permeabilidade intestinal
nao ser avaliada de maneira direta, os niveis elevados de
LPB e PCRqt podem indicar maior permeabilidade intestinal
em pacientes com psoriase.

Pesquisas com niveis séricos de LPB em humanos sao
escassas, mas existem evidéncias de que o LPB esteja ele-
vado em pacientes com psoriase, havendo correlagdao com
os niveis de PCRqt. Desse modo, LPB pode ser um indicador
de inflamagé@o sistémica e progressao para sindrome meta-
bélica em pacientes com psoriase.?' E importante ressaltar
que, recentemente, o LPB revelou-se um biomarcador paraa
permeabilidade intestinal em adultos, independentemente
de idade, IMC e género.??

Em estudos controlados que analisaram o Ml de pacien-
tes com psoriase, utilizando grupos populacionais diversos,
foram encontrados achados diferentes.”? Em um estudo
israelense que avaliou a diversidade beta em pacientes
com psoriase (n=24) em comparacdo com controles (n=46)
sem psoriase, pareados por idade, IMC e comorbidades,
identificou-se aumento significante em Ruminoccocus gna-
vus, Dorea formicigenerans e Collinsella aerofaciens no MI
da psoriase, enquanto Prevotella copri e Parabacteroides
distasonis foram significantemente menores em comparacao
com os controles* — um padrao algo diverso da estrutura de
MI encontrada em nossa amostra.

Outro estudo conduzido na China evidenciou que paci-
entes com psoriase tém perfis de MI significantemente

perturbados, pois ao analisar o Ml de 35 pacientes com pso-
riase e 27 controles, mostrou diferenca nas abundancias
relativas de Firmicutes e Bacteroidetes, com aumento de
Bacteroides, Actinobacteria e reducédo de Firmicutes, Prote-
obacteria e Bifidobacterium.?> Em contrapartida, um estudo
espanhol de pacientes com psoriase (n=19), em comparacao
com um grupo controle saudavel (n=20), mostrou menor
diversidade bacteriana e diferente abundancia relativa de
certos taxons bacterianos em pacientes com psoriase, com
aumento de Actinobacteria, Firmicutes e reducao de Bacte-
roidetes, Proteobacterias e Fecalibacterium.?®

Em uma analise do MI de 52 pacientes com psoriase
(PASI > 6) em comparagao com populagao saudavel (n=300),
evidenciou-se maior frequéncia do padrao chamado entero-
tipo 2, com tendéncia a apresentar translocagao bacteriana
mais frequente e maior estado inflamatorio (71%) do que
outros enterdtipos, havendo predominio de Akkermansia,
Faecalibacterium, Ruminococcus e menor proporcao de
Bacteroidetes.”” Nossa amostra também indicou maiores
propor¢oes de Faecalibacterium e Ruminococcus, além de
menores indices de Bactroidetes no perfil (PLS) dos pacien-
tes com psoriase.

Recentemente, um estudo conduzido na Argentina
demonstrou mudancas na composicdo do MI dependendo
do status da psoriase, com aumento de Firmicutes e
deplecao de Bacteroidetes em 55 pacientes com psoriase,
em comparacao com 27 controles. Além disso, os géneros
Faecalibacterium e Blautia foram maiores em pacientes com
psoriase, enquanto Bacteroides e Paraprevotella foram mai-
ores em controles sem psoriase.”® Como nossos pacientes
estavam em tratamento e a maior parte com PASI <4, nao
foi possivel estratificar o Ml de acordo com a gravidade da
doenca.

Outro estudo de caso-controle na Asia Central, com paci-
entes entre 30 e 45 anos, com psoriase (n=20) e controles
(n=20), pareados por idade e sexo, encontrou associacao
com psoriase e niveis elevados de Firmicutes, Faecalibac-
terium e abundancia reduzida de Oscillibacter e Roseburia,
mas nao houve diferenca na diversidade e relacao F/B, bas-
tante alinhado com nossos resultados.?’

Um estudo brasileiro mostrou menor diversidade no Mi de
mulheres com psoriase (n=21) em comparagao com contro-
les (n=24), identificando aumento do género Dialister e da
espécie Prevotella copri sp., mas reducao nos géneros Rumi-
nococcus, Lachnospira, Blautia e nas espécies Akkermansia
muciniphila sp.*°

No presente estudo, o perfil de Ml encontrado nos homens
adultos portadores de psoriase foi associado aos descritos
em outras comorbidades, como na sindrome metabdlica,
obesidade e doencas afetivas, o que pode decorrer do estilo
de vida ocidental. Ainda de acordo com a literatura, o
Coprococcus foi associado a doengas afetivas como depres-
sdo, obesidade e ma qualidade do sono;*' Lachnospira foi
associado ao desenvolvimento de diabetes mellitus;*> e
Paraprevotella com maior ingestéo de gorduras.** Apesar de
haver associacdo com dietas vegetarianas, Prevotella tam-
bém é relacionada a elevada ingesta de carboidratos, e como
apresenta alta diversidade genética dentro e entre espécies,
podem explicar sua descricdo tanto em MI saudaveis como
em disbidticos; uma carga elevada de Prevotella no M foi
associada a obesidade, resisténcia a insulina, hipertensao e
doenca hepatica gordurosa nao alcoélica.*
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A composicao do MI de psoriase encontrado nessa amostra
se opds a encontrada nos vegetarianos, ricos em Bacteroides
e Lactobacillus, associados a menor permeabilidade intes-
tinal. De fato, a prevaléncia de psoriase em vegetarianos é
excepcional, e a dieta vegetariana leva a melhora de lesoes
cutaneas da psoriase, o que sugere que a modulacao do MI
possa subsidiar o desenvolvimento de doencas inflamatoérias
como a psoriase.*>*¢

Estudos metagendmicos do MI apresentam alta varia-
bilidade de resultados entre as publicacdes. Diferencas
populacionais étnicas, culturais e alimentares podem expli-
car os resultados controversos entre os estudos que
caracterizaram MI em psoriase.

Assim, ainda nao foi definido o que constitui um MI
saudavel, quando excluidas as bactérias sabidamente pato-
génicas. Por isso, é essencial destacar que as espécies
comensais nao devem ser consideradas absolutamente
“*boas’’ ou ‘‘ruins’’, ja que todas desempenham funcoes
no ecossistema intestinal. A problematica emerge do dese-
quilibrio, ou seja, a predominancia de grupos de espécies
comensais que promovem alteracdes na permeabilidade
intestinal. Além disso, quando se caracteriza o Ml de um
grupo, pretende-se entender o padrao de desequilibrio, ape-
sar de a composicao do MI ser unica em cada individuo,
adquirida nos primeiros anos de vida e moldada pelas carac-
teristicas ambientais, como os habitos alimentares, ao longo
da vida.*’"*

Este estudo apresenta limitacdes ligadas a amos-
tra modesta, nao aleatorizada, o que nao impediu a
identificacao de padroes de MI entre os grupos; além disso,
a origem comum quanto ao grupo populacional maximiza
a homogeneidade da amostra. O efeito dos tratamentos
da psoriase no Ml é tema a ser investigado, e nossos
participantes utilizaram diversos medicamentos diferentes;
entretanto, o uso de adalimumabe nao mostrou modificar
o padrao de Ml em 10 pacientes.’” Nossos participantes
ainda apresentavam escores de PAS| baixos, decorrente do
controle da doenga com a terapéutica estabelecida. Na ver-
dade, sao necessarios estudos de MI com pacientes com
psoriase sem tratamento sistémico. Outro aspecto se refere
a amostragem do microbioma fecal, que consiste na flora
transitoria do célon, em contrapartida a flora permanente
que é ligada a mucosa, menos sujeita a variagao. Final-
mente, LPB é utilizado como proxy da medida de LPS,
em decorréncia de sua labilidade. As variacdes alimentares
podem dificultar as comparacdes entre os grupos, visto que
mesmo dentro dos grupos onivoros, vegetarianos e psoriase,
existem alimentos que podem atuar de maneira diferente
no MI.

Estudos clinicos controlados em psoriase que visem
a manipulacdo do MI, quer com transplante de fezes,
intervencoes dietéticas (p. ex., adequagcdo de fibras),
pro/pré-bidticos ou sais biliares, devem ser conduzidos para
melhor compreensao do papel do Ml na atividade clinica da
psoriase.

Conclusao

Identificou-se diferenca no Ml de homens adultos brasileiros
com psoriase em relag@o a onivoros e vegetarianos sauda-
veis. O padrao de MI encontrado correlacionou-se com a

ingesta de fibras alimentares, com os niveis séricos de LPB.
Mudancas nos habitos alimentares podem remodelar o MI, e
por consequéncia, auxiliar no controle clinico da psoriase.
Ressalta-se a necessidade de conscientizacao da importan-
cia nutricional no tratamento da doenca e no manejo das
comorbidades.
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Gut microbiome diversity and serum levels of
lipopolysaccharide-bound protein (LPB) in men with
psoriasis under different systemic therapies

Dear Editor,

Psoriasis is a chronic, immune-mediated inflammatory dis-
ease associated with systemic comorbidities and alterations in
the composition of the gut microbiome (GM)." The immunologi-
cal mechanism underlying psoriasis involves the production of
inflammatory cytokines, which is accentuated when there is
exposure to bacterial antigens. Changes in the cutaneous and
gut microbiome (GM) induce the activation of Th17 lympho-
cytes, leading to the modulation of disease activity.”

Lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin present in the
outer membrane of gram-negative bacteria that activates the
immune system by directly stimulating macrophages, monocytes,

Table 1 Main clinical and demographic data of the 36 adult
men with psoriasis

Variables Results
Age (years), mean (SD) 52.58 (5.3)
PASI, mean (SD) 5.95 (5.3)
BMI, mean (SD) 29.61 (29.56)
>30Kg/m? 15 (41.6%)
LPB (mg/ml), mean (SD) 6.8 (6.4)
>10 mg/ml 3 (8.3%)
Comorbidities
Diabetes 5 (13.8%)
Hypertension 9 (25.0%)
Dyslipidemia 7 (19.4%)

BMI, body mass index; LPB, lipopolysaccharide-binding protein;
PASI, Psoriasis Area Severity Index.

International Journal of

Dermatology

dendritic cells, and B lymphocytes. The inflammatory response to
LPS is mediated by lipopolysaccharide-binding protein (LBP),
which plays a key role in the innate immune response.®

GM diversity in patients with psoriasis is reduced, and gut dys-
biosis favors the impairment of the integrity of the intestinal wall,
with the permeation of endotoxins that induce an immune and sys-
temic inflammatory response. Recent studies suggest that sys-
temic therapies for psoriasis can modulate the composition of the
microbiome.** However, few studies explore GM, or LPS levels, in
patients with psoriasis, considering their systemic treatments.

A cross-sectional study was conducted involving 36 patients
with plaque psoriasis treated at the dermatology outpatient clinic
of HC-Unesp (Botucatu-SP, Brazil).

The sample contained only adult men who live in the same
area to reduce GM variability, which is influenced by sex, age
group, and geographic location. Smokers, alcoholics, and
patients with inflammatory bowel disease, infections, and other
autoimmune diseases, who used laxative drugs or antibiotics
within the last 2 weeks, were not included.

Morning stool samples were collected for metagenomic anal-
ysis (16S), and 10 ml of blood was collected for serum LBP
measurement (Human LBP DuoSet ELISA - DY870-05). GM
ecological diversity indices (richness, Shannon and Simpson),
and the relationship between the phyla Firmicutes/Bacteroidetes
(F/B) and LPB levels were compared between groups by gener-
alized linear models (pos hoc Sidak). Significance was set as
the P-value of <0.05.

The main clinical and demographic data of the sample are
shown in Table 1. The anti-interleukin agents were secukinu-
mab (anti-IL-17), risankizumab (anti-IL-23), and ustekinumab
(anti-IL-12/23).

Table 2 Results of gut microbiome diversity indices and LPB levels among the therapeutic groups

Variables Acitretin Methotrexate Anti-interleukin* Topical P-value*
n 9 10 11 6

LPB (mg/ml) 6,699 (1,436)° 8,386 (3,853)° 5,317 (1,807) 7,271 (4,498) 0.015
n 6 5 6 2 -
Firmicutes 26,344 (4,014) 34,008 (13,642) 37,013 (21,883) 31,093 (7,860) 0.586
Bacteroidetes 7,246 (5321) 10,930 (8078) 12,498 (7574)° 24,305 (16,292)" <0.001
F/B 8.0 (8.4) 5.6 (6.4) 43 (3.1)° 1.8 (1.5)° 0.045
Richness 155 (60) 201 (51) 183 (92) 165 (21) 0.204
Shannon 27.3 (13.0) 37.4(8.2) 33.5(19.6) 32.9 (8.6) 0.417
Simpson 8.7 (4.7) 12.7 (3.2) 9.7 (6.5) 11.1 (4.6) 0.333

2P < 0.05 in comparison with anti-IL.
°P < 0.05 in comparison with acitretin.
*P-value adjusted for BMI.

© 2023 the International Society of Dermatology.
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The results of the therapeutic groups regarding diversity indi-
ces and levels of LPB are presented in Table 2. The data from
LPB were available for all participants, however, the data from
GM were available for 19 patients.

Patients under acitretin presented higher LPB levels and F/R
ratio than those under anti-interleukins. Those under methotrex-
ate showed higher LPB levels than the patients under anti-inter-
leukins. Patients under only topical treatments presented a
lower F/R ratio, despite the fact that it was not different from
the patients under anti-interleukin drugs.

A study carried out in Taiwan (2019) which enrolled 34
patients with psoriasis showed that secukinumab induced
changes in the GM, with an increase in the abundance of the
Proteobacteria phylum and a decrease in Bacterioidetes and
Firmicutes. In contrast, there were no significant changes with
the use of ustekinumab, except for the increase in abundance
of only the genus Coprococcus after 6 months of treatment.’
Our study did not separate the two classes of immunobiologi-
cals, however, it showed a lower F/B ratio compared with other
systemic treatments. Furthermore, the anti-interleukin group
accounted for the lowest levels of LPB.

A study from Denmark that analyzed 10 patients under adali-
mumab did not find relevant changes in GM among the evaluated
patients, despite their profile differing from the healthy controls.*

The interpretation of the results from studies on GM must be
cautious since GM is highly variable among the populations,
and there is no well-defined standard healthy GM, nor was an
absolutely beneficial bacteria recognized. This study was limited
by the modest sample size, which included only adult men, as
well as the absence of patients under anti-TNF drugs, photo-
therapy, and cyclosporine. Nevertheless, this did not hinder
detection of differences between the groups with important clas-
ses of drugs in this homogeneous sample. Further studies are
needed to explore the relevance of the modifications of the GM
induced by these drugs and the course of psoriasis.

In conclusion, systemic treatments for psoriasis can modify the
diversity of the GM and the serum levels of LPB. Anti-interleukin
drugs promote lower changes than acitretin and methotrexate.
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TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
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ANEXO 1

(Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE 3)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) - 3
RESOLUCAO 466/2012
(Participante maior de 18 anos)

CONVIDO o Senhor (a) para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Suplementagdo
de acido ursadesoxicélico na modulagao do LPB sérico e na gravidade clinica da psoriase: Um
estudo tipo prova de conceito.”, que sera desenvolvido por mim Mariana Righetto de Ré, médica
residente de Dermatologia, com orientagdo do profissional médico Dr. Hélio Amante Miot e
docente da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

A pesquisa consta na administragdo do acido ursaodesoxicélico, um comprimido por dia por
30 dias e medir bactérias nas suas fezes antes e apds o final do tratamento.

Os principais efeitos colaterais sdo fezes pastosas e diarreia.

O tratamento de psoriase prescrito pelo dermatologista, ndo deve ser alterado.

Seu beneficio em participar sera auxiliar os pesquisadores na obtengdo do conhecimento
dos resultados da pesquisa, podendo auxiliar o tratamento futuro de outros individuos.

Fique ciente de que sua participagdo neste estudo é voluntdria e que mesmo apds ter dado
seu consentimento para participar da pesquisa, vocé podera retird-lo a qualquer momento, sem
qualquer prejuizo na continuidade do seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
sendo que uma via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 22 a 62 feira das 8.00
as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n2 em Rubido Janior — Botucatu - Sdo
Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descritos.

Apods terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO EM
PARTICIPAR de forma voluntéria, estando ciente que todos os meus dados estardo resguardados
através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que os resultados desse
estudo poderdo ser publicados em revistas cientificas, desde que minha identidade ndo seja
revelada.

Botucatu, / /

Pesquisador Participante da Pesquisa
Nome (Pesquisador): Mariana Righetto de Ré Nome (Orientador): Hélio Amante Miot
Endereco: Rubido Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970  Endereco: Rubido Junior - Botucatu/SP - CEP 18618-970
Telefone: (14) 38880-1750 Telefone: (14) 3880-1267
e-mail: marianardere @gmail.com e-mail: heliomiot@gmail com
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ANEXO 2

Bula do acido biliar Ursacol®

Acido Ursodesoxicélico, para o que ¢ indicado e para o que serve?

Este medicamento é indicado para doengas hepato-biliares e colestaticas crénicas nas
seguintes situagoes:

Dissolugdo dos calculos biliares formados por colesterol em pacientes que
apresentam colelitiase ou coledocolitiase sem colangite ou colecistite por calculos
nao radiopacos com didmetro inferior a 1,5 cm, que recusaram a intervengao
cirirgica ou apresentam contraindicacdes para a mesma, ou que apresentam
supersaturagao biliar de colesterol na analise da bile colhida por cateterismo
duodenal;

Tratamento da forma sintomatica da cirrose biliar primaria;

Litiase residual do colédoco ou sindrome pés-colecistectomia;

Dispepsia na vigéncia de colelitiase ou pds-colecistectomia;

Discinesias de conduto cistico ou da vesicula biliar e sindromes associadas;
Hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia;

Terapéutica coadjuvante da litotripsia extracorpérea para a dissolugdo dos calculos
biliares formados por colesterol em pacientes que apresentam colelitiase;

Alteracdes qualitativas e quantitativas da bile (colestases).

Quais as contraindicagdes do Acido Ursodesoxicélico?

Acido Ursodesoxicélico é contraindicado nos casos de:

Hipersensibilidade a substancia ativa ou a algum de seus excipientes;
Ulcera péptica ativa;

Doenga intestinal inflamatéria e outras condigées do intestino delgado, colon e
figado, que possam interferir com a circulagdo entero-hepatica de sais biliares
(ressecgao ileal e estoma, colestase intra e extra hepatica, doenga hepatica severa);

Colicas biliares freqlientes;

Inflamagao aguda da vesicula biliar ou trato biliar;

Oclusao do trato biliar (oclus@o do ducto biliar comum ou um ducto cistico);
Contratilidade comprometida da vesicula biliar;

Célculos biliares calcificados radiopacos.

Categoria B: Este medicamento ndo deve ser utilizado por mulheres gravidas sem
orientacdo médica ou do cirurgidao dentista.

Como usar o Acido Ursodesoxicélico?
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A disponibilidade de apresentagdes de 50, 150 e 300 mg permite que se adote diferentes
esquemas posolégicos de acordo com cada indicagao clinica especifica. Todos estes
esquemas posoldgicos ficam facilitados ajustando as administragées de comprimidos de
50, 150 e 300 mg de acordo com a dose diaria total.

Para uso prolongado, com o intuito de se reduzir as caracteristicas litogénicas da bile, a
posologia média é de 5 a 10 mg/kg/dia. Na maior parte desses casos, a posologia média
fica entre 300 e 600 mg (apds e durante as refeicdes e a noite). Para se manter as
condicdes ideais para dissolugao de calculos ja existentes, a duragédo do tratamento deve
ser de pelo menos 4 a 6 meses, podendo chegar a 12 meses ou mais, ininterruptamente
e deve ser prosseguido por 3 a 4 meses apds o desaparecimento comprovado
radiologicamente ou ecograficamente dos mesmos calculos. O tratamento ndo deve,
entretanto, superar dois anos. Nas sindromes dispépticas e na terapia de manutengéo,
geralmente sao suficientes doses de 300 mg por dia, divididas em 2 a 3 administragoes.
Estas doses podem ser modificadas a critério médico, particularmente considerando-se a
6tima tolerabilidade do produto, que permite de acordo com cada caso adotar doses
sensivelmente maiores. Em pacientes em tratamento para dissolugéo de calculos biliares
é importante verificar a eficacia do medicamento mediante exames colecistograficos a
cada 6 meses.

Na terapéutica coadjuvante da litotripsia extracorpérea, o tratamento prévio com Acido
Ursodesoxicdlico aumenta os resultados da terapéutica litolitica. As doses de Acido
Ursodesoxicélico devem ser ajustadas a critério médico, sendo em média de 600 mg ao
dia.

Na cirrose biliar primaria as doses podem variar de 10 a 16 mg/kg/dia, de acordo com os
estagios da doenca (1, Il, Il e IV) ou a critério médico.

E recomendado realizar acompanhamento dos pacientes através de testes de fungéo
hepatica e dosagem de bilirrubinas.

A dose diaria deve ser administrada em 2 ou 3 vezes, dependendo da apresentacao
utilizada, apoés as refeicoes. Podera ser administrada a metade da dose diaria apdés o
jantar. Ingerir os comprimidos com um copo de agua.

Quando o paciente esquecer-se de tomar o medicamento no horario de costume, devera
administra-lo imediatamente caso nao esteja muito préximo da dose subsequente.

Este medicamento nao deve ser partido ou mastigado.

Quais as reagdes adversas e os efeitos colaterais do Acido Ursodesoxicélico?

A avaliagao dos efeitos indesejaveis sdo baseados em dados de frequéncia.

Reagao comum (>1/100 e <1/10)

Relatos de fezes pastosas e diarreia.

Reagao muito rara (<1/10.000)

Severa dor abdominal superior direita durante tratamento de cirrose biliar primaria;
descompensagao hepatica foi observada em terapia de estagios avangados de cirrose
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biliar primaria que regrediu parcialmente apés a descontinuidade do tratamento; urticaria;
calcificagao de calculos.

Notificagao de Evento Adverso

Para a avaliagao continua da seguranga do medicamento é fundamental o conhecimento
de seus eventos adversos. Notifique qualquer evento adverso ao SAC Zambon (0800 017
70 11 ou www.zambon.com.br).

Em casos de eventos adversos, notifique ao Sistema de Notificagdes em Vigilancia
Sanitaria - Notivisa, disponivel em www.anvisa.gov.br, ou para a Vigilancia Sanitaria
Estadual ou Municipal.

Interagdo medicamentosa: quais os efeitos de tomar Acido Ursodesoxicélico com outros
remédios?

Acido Ursodesoxicdlicondo deve ser usado com drogas que inibem a absorgao intestinal
de acidos biliares, como a colestiramina, colestipol ou antiacidos a base de aluminio. Se o
uso destas substancias for necessario devem ser tomadas ao menos 2 horas antes ou
ap6s Acido Ursodesoxicélico.

Estrogénios, contraceptivos orais e agentes redutores de lipidios (como o clofibrato)
aumentam a secregao hepatica de colesterol, o que pode causar a formagao de calculos
de colesterol e, portanto, podem ser prejudiciais no que se refere & agdo do Acido
Ursodesoxicolico no tratamento de calculos biliares.

O Acido Ursodesoxicélico pode afetar a absor¢do da ciclosporina pelos intestinos,
podendo desta forma ser necessario ajustar a dose com base nos niveis de ciclosporina.

Em casos isolados Acido Ursodesoxicélicopode reduzir a absorgéo de ciprofloxacina.

Em um estudo clinico realizado em voluntarios saudaveis utilizando Acido
Ursodesoxicélico (500 mg/dia) e rosuvastatina (20 mg/dia) concomitantemente, resultou
em uma leve elevagao nos niveis de plasma da rosuvastatina. A relevancia clinica desta
interagdo também no que diz respeito a outras estatinas & desconhecida. O Acido
Ursodesoxicélico tem demonstrado redugdo nos picos de concentragdo plasmatica
(Cméax) e na area sob a curva (AUC) de um antagonista de calcio nitredipina, em
voluntarios sadios. O monitoramento do resultado do uso simultdneo de nitredipina e
Acido Ursodesoxicélico é recomendado. Um aumento na dose de nitredipina pode ser
necessario.

Uma interagdo com a redugdo do efeito terapéutico de dapsona foi reportado. Estas
observagdes em conjunto com achados de estudos in vitro podem indicar um potencial de
Acido Ursodesoxicélico induzir enzimas do citocrormo p450 3A. Esta indugdo, contudo,
nao tem sido observada em um estudo bem desenhado de interagdes com budesonida
que é um conhecido substrato de citocromo p450 3A.

Alteragbes de exames laboratoriais

Acido Ursodesoxicélicoaltera alguns exames laboratoriais, por isso, caso precise realizar
exames, informe ao seu médico que est4 fazendo uso de Acido Ursodesoxicélico.

Recomenda-se que ao iniciar tratamentos a longo prazo, seja feito um controle das
transaminases, da fosfatase alcalina e da gama-glutamil transferase (GAMA-GT).

BULA ACIDO URSODESOXICOLICO
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Quais cuidados devo ter ao usar o Acido Ursodesoxicolico?

Durante os primeiros 3 meses de tratamento, os parametros de fungdo hepatica AST
(TGO), ALT (TGP) e gama GT devem ser monitorados pelo médico a cada 4 semanas e
depois a cada 3 meses. Este monitoramento, além de identificar os pacientes
respondedores e nao respondedores que estdo em tratamento, também permitira a
detecgao precoce de uma potencial deterioragdo hepatica, particularmente em pacientes
com estagio avangado de cirrose biliar primaria.

Quando usado na dissolugao de calculos biliares de colesterol

Um pré-requisito para iniciar o tratamento que visa dissolver calculos vesiculares com o
Acido Ursodesoxicélico é a sua origem no colesterol. Um indicador confiavel é a sua
radiotransparéncia (transparéncia aos raios - X).

Os calculos biliares com grande probabilidade de dissolugdo sdo os de pequenas
dimensoes, numa vesicula biliar funcionante.

Em pacientes sob tratamento de dissolugdo de calculos biliares, € adequado verificar a
eficacia da droga por meio de colecistografia ou exames ecograficos a cada 6 meses.

Se nao for possivel visualizar a vesicula biliar em exames de raio-X, em casos de calculos
biliares calcificados, comprometimento da contratibilidade da vesicula biliar, ou episddios
freqlientes de colica biliar, Acido Ursodesoxicélico ndo deve ser utilizado.

Pacientes femininas fazendo uso de Acido Ursodesoxicélico para dissolugdo de célculos
devem utilizar métodos contraceptivos nao-hormonais efetivos, visto que métodos
contraceptivos hormonais podem aumentar a litiase biliar.

No tratamento de cirrose biliar primaria em estagio avangado casos muito raros de
descompensagao de cirrose hepatica regrediram parcialmente apés a descontinuidade do
tratamento.

Em pacientes com cirrose biliar primaria, em raros casos os sintomas clinicos podem
piorar no inicio do tratamento, por exemplo, a coceira pode aumentar. Neste caso a dose
de Acido Ursodesoxicélico deve ser reduzida e gradualmente elevada novamente. A dose
deve ser reduzida em caso de diarréia e se persistir a terapia deve ser descontinuada.

Pacientes com raros problemas hereditarios de intolerancia a galactose, deficiéncia de
Lapp lactase ou ma absorgao de glicose galactose, ndo devem tomar este medicamento.

Acido Ursodesoxicélico ndo tem influéncia sobre a capacidade de conduzir e utilizar
maquinas.

Uso em idosos

Devem-se seguir as orientagdes gerais descritas para o medicamento, salvo em situagdes
especiais.

Gravidez e lactagao
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Estudos em animais ndo demonstraram influéncias no uso de Acido Ursodesoxicélico na
fertilidade. Dados humanos quanto aos efeitos na fertilidade durante o tratamento com
Acido Ursodesoxicélico ndo estdo disponiveis. Nao ha dados quanto ao uso de Acido
Ursodesoxicdlico, particularmente em mulheres gravidas. Experimentos com animais
demonstraram toxicidade reprodutiva durante os estagios iniciais da gravidez.

Por motivos de seguranga, ndo devem ser tratadas mulheres gravidas a nao ser que seja
claramente necessario com Acido Ursodesoxicélico.

Mulheres em idade fértii s6 devem ser tratadas se estiverem usando métodos
contraceptivos nao-hormonais ou anticoncepcionais orais com baixo teor de estrégenos.
Contudo pacientes fazendo uso de Acido Ursodesoxicélico para dissolugdo de célculos
devem utilizar métodos contraceptivos nao-hormonais efetivos, visto que métodos
contraceptivos hormonais orais podem aumentar a litiase biliar. Uma gravidez em curso
deve ser descartada, antes de iniciar o tratamento. De acordo com o0s poucos casos
documentados de mulheres que estejam amamentando, os niveis de Acido
Ursodesoxicdlico no leite sdo muito baixos e provavelmente nao havera reagdes adversas
nas criangas que estao recebendo leite materno.

Este medicamento ndo deve ser utilizado por mulheres gravidas sem orientagdo médica
ou do cirurgido-dentista.

Este medicamento contém Lactose.

Qual a agdo da substancia Acido Ursodesoxicélico?
Resultados da Eficacia

Um ensaio clinico ndo controlado avaliou o uso de Acido Ursodesoxicélico (AUDC) em 42
pacientes com calculos biliares radiotransparentes. Os participantes receberam 9 mg/kg/
dia de AUDC por 1 ano, com controles radiolégicos da dimensao dos calculos aos 3, 6 e
12 meses de seguimento. Dissolugdo completa dos calculos de colesterol foi reportada
em 40% dos casos, com algum grau de dissolugdo dos calculos em 73% dos pacientes. A
tolerancia foi considerada excelente e nenhum caso de diarreia ocorreu. A melhora da
dispepsia e de cdlicas abdominais também foi significativa (p<0,001) durante o tratamento
com AUDC (Voirol M, 1983).

O uso de Acido Ursodesoxicélico em doses variadas (3 mg/kg/dia a 16 mg/kg/dia) foi
avaliado em um ensaio clinico ndo controlado, que incluiu 40 individuos com calculos
biliares radiotransparentes. Pacientes com calculos de até 15 mm foram aleatoriamente
divididos em 3 grupos com doses diarias diferentes de Acido Ursodesoxicélico (3-6 mg/kg/
dia, 8-10 mg/kg/dia e 14-16 mg/kg/dia) e acompanhados por 12 meses. Pacientes com
célculos maiores que 15 mm eram alocados em um grupo a parte, com dose de Acido
Ursodesoxicdlico de 8-10 mg/kg/dia. Dissolugdo do calculo era considerada parcial
quando havia redugdao de no minimo 50% em numero e didmetro dos calculos ao
colecistograma. Pacientes tratados por um ano nao apresentaram alteragées de colesterol
ou triglicérides durante o tratamento e relataram diminuicdo de cdlicas, flatuléncia e
distensdo abdominal. Acido Ursodesoxicdlico aparentemente se mostrou eficaz na
dissolugado de calculos biliares em vesiculas funcionantes com doses que variaram de 5 a
10 mg/kg/dia com baixo indice de efeitos adversos. Apesar de ndo haver diferenga
estatistica, o grupo que fez uso de doses mais altas (14-16 mg/kg/dia) mostrou uma
tendéncia a menor taxa de dissolugdo dos calculos em avaliagdo ap6s 6 e 12 meses de
uso de Acido Ursodesoxicélico (Attili A. e cols, 1981).
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Com relagéo as alteragbes quali e quantitativas da bile e da discinecia causados pela
cirurgia bariatrica e pela rapida perda ponderal, o Acido Ursodesoxicélico demonstrou
eficacia e seguranga tanto em gastroplastia/gastrectomia vertical quanto na derivagao do
trato gastrointestinal conforme os estudos realizados e descritos abaixo:

Gastroplastia ou gastrectomia vertical

+  Aredugéo da colestase foi confirmada em meta-analise (Uy, 2008) que, a despeito
da heterogenicidade decorrente em boa parte de regimes posolégicos diversos (300
a 1200mg), houve redugéo significativa de 27,7 para 8,8% na colelitiase apods
cirurgias bariatricas (p<0,01) com o uso do Acido Ursodesoxicélico;

+  Em outro estudo (Adams, 2015) com 75 pacientes foram divididos entre grupos
Acido Ursodesoxicélico 300mg (dose minima recomendada nos concensos
americano e europeu) e placebo administrados apds gastrectomia vertical. Destes
75, 59 chegaram até 6 meses de acompanhamento — aonde do grupo placebo 40%
e 11% do grupo Acido Ursodesoxicdlico apresentaram colelitiase ao ultrassom, com
redugao do risco relativo de p=0,032;

+  Em um estudo com amostragem mais expressiva de 406 pacientes (Abdallah,
2017) com uso de Acido Ursodesoxicélico 600mg também houve resultado positivo
em termos da administragdo de Acido Ursodesoxicélico nesta populagdo: 5% dos
pacientes do grupo placebo e nenhum do Acido Ursodesoxicélico apresentaram
colelitiase (p=0,0005).

Derivacao do trato gastrointestinal

+  Estudo em 319 pacientes apds derivagdo em Y-de-Roux (Swartz, 2005) nos quais
7,5% nao usaram Acido Ursodesoxicélico e 92.5% o fizeram, mostrou risco de
progress@o para colecistectomia de 25% no primeiro grupo e 9,8% no segundo
(p<0,05), mesmo com baixas taxas de adesdo ao tratamento relatadas (48,8% dos
paciente utilizaram a medicagao);

+  Uma revisdo (Quesada, 2010) sobre as opgdes profilatica, cirirgica e uso do Acido
Ursodesoxicdlico sugere eficacia da medicagdo na redugdo do aparecimento de
colelitiase em pacientes apo6s cirurgia bariatrica.

Acido Ursodesoxicélico melhora prurido e reduz os niveis de transglutaminase glutamico
piravica (TGP) e gama-glutamil transferases (GAMA-GT) nas colestases intrahepaticas.

Em um estudo “crossover” com seguimento de 30 meses envolvendo 10 criangas, o Acido
Ursodesoxicélico melhorou o prurido em 6 pacientes. Apés 12 meses havia redugao
significativa de GAMA-GT e TGP. (Narkewicz MR. e cols, 1998).

Em um estudo com pacientes com colestase familiar progressiva, 61% dos pacientes
apresentaram melhora dos testes hepaticos com uso do Acido Ursodesoxicélico.
(Jacquemin E e cols, 2001).

A cirrose biliar primaria € uma doenga colestatica progressiva de causa desconhecida,
com provavel etiologia autoimune, para a qual ndo existe tratamento definitivo até o
momento.

Em um estudo clinico controlado, 30 pacientes portadores de cirrose biliar primaria foram
avaliados com o uso de Acido Ursodesoxicélico (AUDC) 10 mg/kg/dia associado ou néo a
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prednisolona 10 mg/dia por 9 meses. Houve redugao significativa dos niveis séricos das
enzimas hepaticas (alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase), enzimas
canaliculares (fosfatase alcalina e gama—glutamil transferase) e de imunoglobulinas nos
dois grupos. Na analise comparativa das bidpsias hepaticas realizadas no inicio e ao final
do tratamento, houve melhora histoldgica significativa (p<0.003) no grupo que tomou a
associagdo: Acido Ursodesoxicélico e prednisolona (Leuschner M. e cols, 1996).

Pacientes portadores de CBP em uso de AUDC na dose de 10mg/kg/dia ha pelo menos 6
meses e sem normalizagdo dos niveis séricos de enzimas hepaticas, canaliculares e
imunoglobulinas foram convidados a participar de um estudo multicéntrico randomizado
controlado que comparou a utilizacdo de AUDC nas doses de 10 mg/kg/dia e 20 mg/kg/
dia (Van Hoogstraten HJF. e cols, 1998). Sessenta e um pacientes foram incluidos e
divididos em dois grupos de acordo com a dosagem de AUDC a ser administrada
diariamente por 6 meses. Foram avaliados sintomas, marcadores bioquimicos hepaticos e
enriquecimento biliar com AUDC. No grupo que tomou a dose de 20mg/kg/dia, houve
reducdo significativa nos valores séricos de enzimas hepaticas, canaliculares,
imunoglobulina M e colesterol. Notou-se ainda um enriquecimento biliar com AUDC de
37% para 46% no grupo que tomou a dose de 20 mg/kg/dia (p=0.02). Nao houve
diferengas significativas entre os valores iniciais e finais dos mesmos marcadores ou
enriquecimento biliar entre os pacientes que tiveram a dose de AUDC mantida em 10 mg/
kg/dia. Nao houve diferenga nos relatos de sintomas ou nos niveis de bilirrubinas entre os
grupos (Van Hoogstraten HJF. e cols 1998).

Em um estudo randomizado, controlado com placebo, cento e noventa e dois pacientes
foram acompanhados por 2 anos, com realizagdo de bidpsia hepatica no inicio e ao final
do estudo (Pares A. e col, 2000). Verificou-se que o uso de AUDC na dose de 14 a 16 mg/
kg/dia diminuiu os niveis séricos de enzimas hepaticas e canaliculares e de colesterol,
assim como também houve melhora do prurido, da fadiga e da presenga de xantomas.
Observou-se, através da andlise histolégica, melhora da inflamagao portal e da necrose
lobular (Pares A. e cols, 2000).

O uso de Acido Ursodesoxicélico é seguro e indicado na prevengdo da progressio da
cirrose biliar primaria.

Em estudo duplo-cego, randomizado, controlado, foi avaliado se um regime de seis
meses de tratamento com 500mg diarios de AUDC seria capaz de reduzir a incidéncia do
aparecimento de calculos biliares em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica. Dos 152
pacientes incluidos, 76 receberam AUDC e 76 receberam placebo. A formagao de caculos
foi significatvamente menor no grupo tratado na avaliagdo de ultrassom feita 12 meses
ap6s a cirurgia (3% vs 22% p=0,0018) e também 24 meses apds a cirurgia (8% vs 30%
p=0,0022) (Miller K. e cols, 2003).

Caracteristicas Farmacoldgicas
Farmacodinamica

Acido Ursodesoxicélico (AUDC), que é um &cido biliar fisiologicamente presente na bile
humana, embora em quantidade limitada (menos de 5% do total de &cidos biliares). Acido
Ursodesoxicélico tem agao colerética convertendo a bile litogénica em uma bile nédo
litogénica prevenindo a formagado e favorecendo a dissolugdo gradativa dos calculos,
porém difere de outros acidos biliares diidroxilados por nao apresentar atividade
citotoxica.
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Acido Ursodesoxicélico obtém uma dessaturacdo da bile através de uma redugdo na
absorcdo e na sintese do colesterol (por inibicao da beta-HMG CoA-redutase) sem
interferir na sintese de acidos biliares. Desta forma, altera a composigdo da bile de
supersaturada para insaturada. Em complemento a solubilizagdo do colesterol em
micelas, promove a formacdo de complexos de cristais de colesterol liquido, causando
sua dispersao em meio aquoso, 0 que acelera a remogao do colesterol da vesicula biliar
para o interior do intestino, onde é inibida sua absorgado, sendo entdo eliminada, ou seja,
proporciona uma melhora da secregao biliar. Assim, mesmo que a administragao de doses
elevadas nao resulte em concentragdo de AUDC superior a 60% do total de acidos
biliares, a bile “rica em AUDC” solubiliza o colesterol. Estas varias agbes de Acido
Ursodesoxicélico combinam-se para alterar a bile dos pacientes com calculos biliares, de
“precipitadora de colesterol”, para “solubilizadora de colesterol”.

A acdo benéfica do Acido Ursodesoxicélico deve-se também, a um balango positivo na
retencdo de acidos biliares hidrofilicos em detrimento de acidos biliares hidrofébicos, os
quais podem causar danos celulares levando a lesées do hepatécito, apoptose, necrose
hepética e em consequéncia, a fibrose e a cirrose. Por suas propriedades, o Acido
Ursodesoxicélico inibe competitivamente a absorcdo ileal desses acidos biliares
hidrofébicos tdxicos, com estabilizagdo da membrana do hepatdécito.

Por outro lado, a administragdo cronica de AUDC parece aumentar o transporte
canalicular e o fluxo biliar. O AUDC exerce seus efeitos anticolestaticos através da
protegcdo das membranas da arvore biliar e do estimulo da secregao biliar comprometida,
pois reduz as propriedades detergentes citotoxicas dos sais biliares (litocolato,
desoxicolato e quenodesoxicolato), os quais apresentam concentragbes elevadas em
pacientes com doencgas hepaticas crénicas. A terapia com Acido Ursodesoxiclico
determina também, uma melhora dos testes de fungdo hepatica (fosfatase alcalina,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase e gama—glutamil transferase) e dos
sintomas de prurido e fadiga.

O mecanismo de agdo de Acido Ursodesoxicélico na cirrose biliar primaria ainda ndo é
totalmente conhecido. No entanto, o AUDC tem apresentado atividade imunomoduladora,
especialmente nas doengas hepaticas cronicas, pois diminui de forma significante a
expressao de antigenos de histocompatibilidade (HLA classes | e Il) nos hepatdcitos, pela
reducgao da influéncia dos acidos biliares hidrofébicos com conseqliente redugado da lesao
hepatocelular.

Desta forma, sdo reconhecidos 5 mecanismos de agao para o AUDC:

+ Reducao da bile hidrofébica e, portanto, téxica pela substituicdo de acidos biliares
hidrofébicos no “pool” de acidos biliares;

- Efeito citoprotetor da membrana dos hepatécitos e das células cuticulares dos
ductos biliares;

+ Agao imunomoduladora;
+ Estimulagao da secrecgao biliar;
+ Dissolugao de célculos biliares (gallstones).

Dependendo da fisiopatologia da doenga hepatica, o mecanismo de agdo do AUDC pode
ser diferente.
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Farmacocinética
Absorcao

Cerca de 90% da dose terapéutica é absorvida no intestino delgado por difusdo passiva
ap6s a administragdo oral de Acido Ursodesoxicdlico. O efeito terapéutico do AUDC
depende de suas concentragdes na bile, ndo sendo os niveis séricos de utilidade clinica.
O AUDC pode ser solubilizado e transportado com mais eficiéncia em meio
moderadamente alcalino, como o do ileo, além de ser rapidamente absorvido por via oral
e entrar na via entero-hepatica.

Apd6s administragdo repetida, a concentragdo do AUDC na bile alcanga o equilibrio
dinamico (steady state) apds trés meses. No entanto, a concentragdo total de AUDC
nunca é superior a 60% da concentragao total de acidos biliares, nem mesmo com o uso
de doses elevadas. Apds descontinuagdo da terapia com AUDC, sua concentragao
diminui rapidamente depois de uma semana para 5 a 10% dos niveis de equilibrio (steady
state).

A meia-vida biolégica do AUDC ¢é de aproximadamente 3,5 a 5,8 dias.

Uma resposta inicial ao tratamento (dissolugdo dos calculos biliares) é esperada em um
periodo de 3 a 6 meses de uso continuo.

Distribuicao

Ap6s a absorgao oral, o AUDC é conduzido exclusivamente para o figado através da
circulagao porta. Esta extragao é tao eficiente que somente quantidades muito pequenas
podem alcangar a circulagdo. No figado, € conjugado com os aminoacidos glicina ou
taurina e excretado para dentro dos ductos biliares hepaticos. E concentrado na vesicula
e expelido no duodeno junto com a bile durante resposta fisiolégica a alimentagdo. Em
individuos sadios, pelo menos 70% do AUDC (ndo-conjugado) ligam-se as proteinas
plasmaticas.

Metabolismo

O AUDC conjugado com taurina ou glicina é sulfatado tornando-se solivel em agua e
eliminado nas fezes. Além da conjugacao hepatica, o AUDC nao é catabolizado de forma
apreciavel pelo figado ou pela mucosa intestinal. Uma pequena parte pode sofrer
degradacao bacteriana (7- desidroxilagdo) a cada ciclo de circulagdo entero-hepatica,
transformando-se em acido 7-cetolitocélico e litocélico, os quais sao muito hidrossollveis
e sao eliminados nas fezes. Nao existe referéncia de dano hepatico associado com o
AUDC usado terapeuticamente.

Eliminagao

Os acidos biliares sdo eliminados do corpo quase totalmente por via fecal (95%) depois
de sete dias e, apenas uma quantidade residual é eliminada pela urina (menos de 1%).

Interagdo alimenticia: posso usar o Acido Ursodesoxicélico com alimentos?

Até o momento nao foi relatada interagdo entre Acido Ursodesoxicdlico e alimentos.
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Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO E MQDULAQAO DO MICROBIOMA INTESTINAL EM
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.743.366

Apresentacao do Projeto:

Segundo os pesquisadores, Psoriase &€ doenca crdnica recorrente, inflamatéria, sistémica e
imunologicamente mediada, acomete 2% a 3% da populagdo mundial e pode desencadear uma liberagdo
anormal de proteinas envolvidas no processo inflamatério. Existe influéncia da psoriase no desenvolvimento
de outras comorbidades, como a obesidade, hipertensdo, obesidade, diabetes mellitus, sindrome
metabdlica, entre outras. A prevaléncia de obesidade em individuos com psoriase & duas vezes maior
quando comparada a populagdo em geral. O microbioma humano & composto por trilhdes de bactérias
e o DNA dessas bactérias supera o genoma humano. O intestino € o maior érgao linfoide do corpo e devido
sua importancia e impacto na saude e doencga, tem sido amplamente estudado o microbioma intestinal. Na
psoriase, ha um intestino permeavel, com indicios de endotoxemia sistémica, pois os peptidoglicanos
bacterianos tém efeitos téxicos diretos no intestino, por efeito da disbiose intestinal, que consequentemente,
promove um processo inflamatério sistémico que pode refletir na pele. Em busca de alternativas eficientes e
a longo prazo, para complementar o tratamento medicamentoso convencional, o uso de acidos biliares,
como o acido ursodesoxicélico, vém sendo estudado, devido aos efeitos citoprotetores, antiapoptéticos,
estabilizadores de membrana, antioxidadentes e imunomoduladores. Nao existem estudos controlados que
avaliem o impacto da suplementagédo de acidos biliares na psoriase, assim como seu efeito no microbioma
intestinal. Da mesma forma, ndo existem estudos que
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caracterizem o microbioma intestinal na psoriase em pacientes brasileiros, assim como se ha alteragdo com
os seus subtipos e comorbidades.

O estudo pretende: (1) caracterizar o microbioma intestinal de 21 pacientes com psoriase, comparado com
15 controles (eutroficos onivoros, vegetarianos e obesos); além de (2) identificar mudancas no microbioma
intestinal apos a intervencdo de 6 semanas com acido ursoédexicolico oral em 21 pacientes com psoriase
atendidos o ambulatério de dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB), com a intencdo de
prospectar novas terapéuticas adjuvantes.

Critério de Inclusao:

A populagdo sera composta por um grupo controle (sera recrutado no ambulatério de dermatologia, entre os
acompanhantes dos pacientes) sera composto por cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo
masculino, eutréficos onivoros. O grupo psoriase sera composto por 21

pacientes portadores de psoriase nos ultimos 15 anos, adultos (18-60 anos) do sexo masculino, sem
alteragdes intestinais na ultima semana, sendo:

7 portadores de psoriase e artrite, 7 portadores de psoriase extensa, 7 portadores de psoriase obesos. Os
pacientes com psoriase serdo recrutados

no ambulatério de Dermatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Sao Paulo (FMB). A exclusividade
do sexo masculino se deve a possiveis

variagoes do microbioma intestinal quanto ao sexo, tornando os grupos comparativos mais homogéneos. A
exclusividade de adultos (18-60 anos)

também é justificada pela importédncia de homogeneizar a amostra quanto a variagcées do microbioma
devidos ao envelhecimento do trato digestorio.

Critério de Exclus&o:

Sem alteragdo na dieta nos Ultimos trés meses, sem comorbidades, sem uso de antibidticos, laxantes e anti-
inflamatérios e sem alteragdes intestinais na Ultima semana; cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo
masculino, eutréficos vegetarianos ha mais de um ano, sem alteragdo na dieta nos ultimos trés meses, sem
comorbidades, sem comorbidades, sem uso de antibidticos, laxantes e anti-inflamatérios e sem alteragoes
intestinais na dltima semana e cinco individuos adultos (18-60 anos) do sexo masculino, obesos, sem
alteracdo na dieta nos ultimos trés meses, sem

uso de antibidticos, laxantes, imunossupressores e anti-inflamatorios e sem alteragdes intestinais na dltima

semana.
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizar o microbioma intestinal dos pacientes com psoriase, identificar mudangas no microbioma
intestinal apds a intervengdo com acido ursodexicolico oral e a gravidade clinica da psoriase.
Objetivo Secundario:

-Descrever as caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com psoriase;-Comparar as
caracteristicas do microbioma intestinal de pacientes brasileiros com psoriase com controles eutréficos,
obesos e vegetarianos;-Correlacionar o microbioma intestinal com as formas clinicas de psoriase;-Avaliar o
microbioma intestinal nos pacientes com psoriase apds suplementacdo oral do acido ursddexicolico (300mg)
por 6 semanas; -Avaliar a gravidade clinica da psoriase apés suplementacado oral do &cido ursédexicolico
(800mg) durante 6 semanas;-Avaliar a tolerabilidade do acido ursédexicolico oral nos pacientes com
psoriase.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Pode ocorrer diarréia com a ingestao do acido biliar, os pacientes serdo orientados e acompanhados
durante o tratamento. E importante ressaltar que o tratamento estabelecido pelo ambulatério de
dermatologia sera mantido durante o trabalho, ndo havera interferencia no protocolo habitual, sera apenas
acrescentado a suplementagdo com o acido ursodesoxicélico. No periodo de intervengdo, podem ocorrer
efeitos colaterais como fezes

pastosas e diarreia. Estaremos em contato direto para qualquer duvida ou intercorréncia com os pacientes
em estudo. Pode haver constrangimento durante a entrevista e coleta de fezes.

Beneficios:

Os resultados deste projeto devem aumentar o conhecimento sobre a doenca e aludir ao desenvolvimento
de novos tratamentos. Os pacientes com psoriase submetidos a intervengdo com acido ursodesoxicoélico
irdo ter esta suplementagédo gratuita e assistida pelo médico responsavel.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante, exequivel. Financiamento proprio, com custo de R$23.150,55.
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Apresentou documentacgdo obrigatéria. Apresentou 3 TCLEs corrigidos, conforme solicitagdo do Colegiado,

anteriormente: a)Jum para o grupo controle; b) um para a etapa de caracterizacdo do microbioma e da

psoriase no momento inicial da pesquisa e c)outro TCLE para a intervengdo com o acido ursodesoxicolico.

Anexado documento enviado pelo pesquisador.

Ainda em relacdo aos TCLE, os TCLE 1 (Grupo controle) e TCLE 2 (Grupo psoriase mas sem
esclarecimento sobre a intervengéo) consta a informagéo equivocada que o participante sera convidado a
participar na pesquisa apos ja ter sido entrevistado quanto a seus habitos alimentares e examinado quanto a
peso e altura.

Uma observagdo menor sobre os TCLEs diz respeito ao posicionamento dos dados da orientadora
diretamente abaixo do campo dedicado a assinatura do participante, algo que pode gerar alguma confusao.
O ideal seria que abaixo da assinatura do participante constasse seu nome e que os dados da orientadora
estivessem abaixo dos dados da pesquisadora principal.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Apés analise em REUNIAO ORDINARIA, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa
apresentado.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagido do Colegiado, em REUNIAO ORDINARIA do Comité de Etica em Pesquisa
FMB/UNESP, realizada em 02/12/2019, o Projeto de Pesquisa encontra-se APROVADO.

O Projeto de Pesquisa devera ser iniciado apos aprovagdo do CEP.

Ao final da execucdo da Pesquisa, o Pesquisador devera enviar o Relatério Final de Atividades, na forma de
Notificagéo, via Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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CBran

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
TCLE / Termos de |tcle_mi.pdf 04/12/2019 |SILVANA ANDREA Aceito
Assentimento / 09:30:28 | MOLINA LIMA
Justificativa de
| Auséncia
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 29/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1390834.pdf 08:26:57
Outros Cartaresposta.pdf 29/11/2019 | Tatiana Cristina Aceito
08:26:38 | Figueira Polo

TCLE / Termos de | TCLEcorrigidos.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Assentimento / 08:24:48 |Figueira Polo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |projetocomtrackchanges.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Brochura 08:23:56 |Figueira Polo

Investigador

Projeto Detalhado / |projetocompleto.pdf 29/11/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Brochura 08:23:19 |Figueira Polo

Investigador

Outros formularios.pdf 31/10/2019 | Tatiana Cristina Aceito
10:50:11__ | Figueira Polo

Outros regulamento_biorrepositorio.pdf 25/09/2019 | Tatiana Cristina Aceito
14:57:05 |Figueira Polo

Outros TermoDeAnuencialnstitucional. pdf 23/07/2019 |Tatiana Cristina Aceito
17:22:30 | Figueira Polo

Outros AnuenciaHcfmbSipepdf.pdf 23/07/2019 | Tatiana Cristina Aceito
17:21:32 | Figueira Polo

Declaracdo de AnaliseDgaaSipe240pdf.pdf 23/07/2019 |Tatiana Cristina Aceito

Instituicdo e 17:21:06 |Figueira Polo

Infraestrutura

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 23/07/2019 |Tatiana Cristina Aceito
17:19:11__ | Figueira Polo

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Néo
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intensity of clinical signs. In addition, subjective items such as daily
itching and sleep disturbance are also taken into consideration.? It
has demonstrated superior performance regarding the load of
information compared to the other instruments.

EASI assesses the severity of AD based exclusively on the
extent of skin involvement and the type of skin lesions, without
incorporating information on symptoms or sleep disturbance. In
another sample, EASI led to high intrarater reliability, however,
its interrater reliability was lower than SCORAD.®

IGA is a subjective instrument that evaluates the extent of
skin involvement as assessed by the clinician. Since it ranges
ordinally from 0 to 4, it may not detect small variations in dis-
ease severity or individual improvements in symptoms.? Despite
its lower precision, it provides a considerable amount of infor-
mation on disease severity.

POEM is a patient-oriented outcome measure that includes
seven items: pruritus, night awakenings, bleeding from lesions,
exudation, fissures, desquamation, and xerosis.”> However,
since the patient's perception of disease severity may differ
from that of clinicians, the correlation of POEM scores with the
other three instruments was lower.

Further investigations are necessary to examine how each
score performs in subgroups of AD patients, such as prurigo nodu-
laris and eczema on specific areas (e.qg., eyelids, hands, and face/
neck). Despite children and adolescents comprising most of the
AD patients,® we acknowledge the limitation of our study in that it
focused on a specific population and did not include adults. There-
fore, to validate and generalize our findings, future research should
encompass a broader range of participants to provide a more com-
prehensive understanding of the applicability and generalizability
of the study results. Finally, the comparison of the interrater agree-
ment and responsiveness of these tools are warranted.*>®

In conclusion, the objective scores used to assess the sever-
ity of AD are highly correlated with each other, although
SCORAD incorporated greater informativeness. It is important
to consider the item composition of each score in the interpreta-
tion of the specific aspects of AD severity.”

Data availability statement

The raw data of this study is available under contact with the
corresponding author.
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Abstract

Introduction: Sjogren-Larsson syndrome is a rare autosomal neurocutaneous disease, dermatologically manifested by congenital
ichthyosis, associated with para|tetraplegia and developmental delay.

Case Presentation: We present the case of two triplet patients, a girl, and a boy, 3 months old, admitted to the intensive care unit
(ICU) due to respiratory distress, swallowing, and spasticity. The dermatological evaluation was requested due to the presence of
generalized cutaneous xerosis, predominantly facial, in the girl and mild xerosis on the soles and face in the boy. The set of clin-
ical signs and symptoms, together with the histopathological examination that revealed findings of ichthyosis, corroborated the
diagnosis of this syndrome.

Conclusions: The importance of describing this case is mainly due to the rarity of the presentation, especially in the case of triplets
in which two of the brothers have the syndrome and one does not, as well as an alert to physicians for the correct diagnosis and

multidisciplinary and dermatological follow-up.

Keywords: Spastic Paraplegia, Aldehyde, Dehydrogenase, Sjogren-Larsson Syndrome, Ichthyosis

1. Introduction

Sjogren-Larsson syndrome is a rare autosomal reces-
sive neurocutaneous disorder characterized by an inborn
lipid metabolism error resulting from a mutation in the
ALDH3A2 gene. This gene encodes the enzyme fatty alde-
hyde dehydrogenase (FALDH), and its mutation resultsina
decrease in the amount of FALDH present in the body, lead-
ing to a deficit in the oxidation of the long chain of fatty
acids, generating a deposit of lipid metabolites in the tis-
sues (1, 2). Deposits in the skin and central nervous system
(CNS) are primarily manifested through the classic triad
of congenital ichthyosis, paraplegia or quadriplegia, and
mental retardation (1-3). Ichthyosis results from the dis-
organization and disruption of the transepidermal water
barrier by the agglutination of lipid metabolites in this re-
gion, while CNS manifestations originate from disorders
of myelination and demyelination of nerve fibers due to
the deficiency of oxidized fatty acids (2, 4, 5). Ocular and
visual changes are also frequent and result from deposits
of lipofuscin pigment in the retinal epithelium (2, 6). Most
reported cases have serious repercussions (1).

2. Case Presentation

We reportthe cases of two patients, one female and one
male, aged three months, triplets from consanguineous
parents (third cousins), premature at 35 weeks, present-
ing similar clinical conditions at birth, while the third
sister did not present with cutaneous or systemic mani-
festations. They exhibited erythematous and xerotic skin
at birth, evolving shortly afterward with apnea episodes,
cyanosis, dysphagia, vomiting, and malnutrition. One pa-
tient, the girl, experienced seizure episodes. The other pa-
tient, the boy, had spasticity.

Dermatological examination revealed diffuse xerosis
of the skin in both patients (Figure 1), with fine scaling and
predominance on the face; an erythematous macula ex-
tending from the glabella to the right upper eyelid; a small
scaly erythematous plaque in the right cervical region in
the girl (Figure 2); and discolored skin, diffuse cutaneous
xerosis, with fine scaling, predominantly on the face, dis-
tal third of the lower limbs and feet in the boy (Figure 3).
They presented with paronychia, nail hyperkeratosis, de-
tachment,and dystrophy of the nail plate in the nails of the
hands, with no changes in the toenails.

Copyright © 2023, Journal of Skin and Stem Cell. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0
International License (http:|/creativecommons.org(licenses/by-nc/4.0[) which permits copy and redistribute the material just in noncommercial usages, provided the

original work is properly cited.
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Figure 2. Xeroderma on the face and scaly erythematosis lesions in the glabell

region. Eryth

scaly plaque in the neck region

Together with other specialties, the diagnostic hy-
potheses of inborn error of metabolism, Otahara epilep-
tic syndrome, congenital ichthyosiform erythroderma,
and Sjogren-Larsson syndrome were proposed. Sjogren-
Larsson syndrome was considered because of the systemic
picture presented by the patients, the parents’ consan-
guinity, and skin biopsies performed in the initial evalua-
tion, revealing hyperkeratosis, accentuation of the granu-
lar layer and atrophy of the epidermis, with preservation
of the dermis and subcutaneous tissue, compatible with
ichthyosis.

Nail alterations in this syndrome have been poorly de-
scribed in the literature. The acute changes observed were
possibly due to inflammatory processes and metabolic
stress during hospitalization.

In the reported cases, intensive skin hydration was
used, which resulted in an improvement in the dermato-
logical condition, despite serious systemic repercussions.

] Skin Stem Cell. 2023; 10(2):e135792.

3. Discussion

Diffuse erythema at birth characterizes the onset of the
dermatological manifestations of this syndrome, which es-
sentially evolves with lamellar ichthyosis due to a defect
in keratinization associated with pruritus. Classically, the
folds, periumbilical, and neck regions are affected, while
the face is generally spared, which differs from the cases
presented here. Palmoplantar keratoderma can also be
seen (1,2, 7). Neurological involvement is demonstrated by
progressive delay in motor development, pyramidal syn-
drome, and spasticity. It is possible that spasticity, in more
advanced stages, affects the upper limbs and perioral re-
gion, causing speech and swallowing difficulties. Seizures,
as presented by the patient in this case, are common and
present in up to 40% of the cases. Premature birth has
been commonly reported by researchers, as also observed
in our case (7-9). The diagnosis is obtained through the
presence of the classic triad and changes in the eye fundus,
with crystalline maculopathy observed in up to100% of the
cases (2). Confirmation was made by enzymatic analysis,
with the demonstration of FALDH deficiency in fibroblast
or leukocyte cultures, which was not available in our ser-
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Figure 3. Xeroderma on the face. Fine scaling on the dorsum of the left foot

vice. It should be noted that only half of the patients with
neurological symptoms similar to this syndrome, together
with skin changes, have a fatty aldehyde dehydrogenase
deficiency. Evaluating the urinary excretion of leukotriene
B4 and its metabolites and genetic studies of the ALDH3A2
gene can help diagnose; however, it is not essential for con-
firmation. These tests should be performed whenever pos-
sible for diagnostic confirmation and genetic counseling
(1-4, 7). Furthermore, it is necessary to make a differential
diagnosis from other forms of ichthyosis, such as X-linked
recessive, vulgaris, lamellar, bullous, and non-bullous con-
genital ichthyosiform erythroderma. The treatment is
multidisciplinary, and dermatological treatment involves
the topical use of emollients, keratolytics, and, in some
cases, the use of systemic retinoids (1-4, 7).

We present this case due to its importance, and this de-
scription is extremely valid mainly because of the rarity of
the presentation, especially because these are triplet pa-
tients in which two of the twins have the syndrome and
one of the twins does not. In addition, it serves as an alert
to physicians for correct investigation, correct diagnosis,
and multidisciplinary and dermatological follow-up.
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Abstract Eccrine poroma is the term that includes benign neoplasms of the terminal duct of
the eccrine sweat glands, which may clinically and dermoscopically resemble other melanoma
and non-melanoma skin tumors. They are often located on the extremities (especially palms and
soles), presenting as normochromic or erythematous papules and nodules, measuring up to 2 cm.
Pigmented variants are uncommon, accounting for less than 20% of cases. This report describes a
37-year-old man who developed a large pigmented eccrine poroma on his right shoulder, causing
diagnostic difficulty. Histopathological examination revealed a nodular neoplasm consisting of
small, monomorphic, cuboidal cells, with ample, eosinophilic cytoplasm and well-defined bor-
ders, in addition to conspicuous intercellular bridges, with melanin deposits diffusely distributed
inside them. The absence of cytological atypia, cellular pleomorphism, increased mitotic activ-
ity, and necrosis foci corroborated the diagnostic exclusion of porocarcinoma, which can develop
from eccrine poroma.

© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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Poroma;

Neoplasms;

Skin neoplasms

Eccrine poromas (EP) are benign neoplasms of the sweat
glands consisting of epithelial cells with distal tubular differ-
entiation (acrosyringium), representing approximately 10%
of all sweat gland tumors. They are often located on the
acral regions, especially the palms and soles, due to the

* Study conducted at the Department of Dermatology, Faculty of
Medicine, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, SP, Brazil.
* Corresponding author.
E-mail: helio.a.miot@unesp.br (H.A. Miot).

https://doi.org/10.1016/j.abd.2021.10.006

high density of eccrine glands in these areas but can affect
any region of the skin.' Clinically, EPs present as nor-
mochromic or erythematous papules and nodules, but rarely
as vegetative and ulcerative tumors. Pigmented variants are
uncommon and may mimic other pigmented tumors, such as
melanoma and pigmented basal cell carcinoma.’

This report describes a young adult patient with an
atypical, pigmented EP lesion on the shoulder, clinically
resembling other pigmented neoplasms, emphasizing the

0365-0596/© 2022 Sociedade Brasileira de Dermatologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open access article under the CC

BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

94



Anais Brasileiros de Dermatologia 2022;97(5):624-627

Figure 1

Pigmented eccrine poroma on the right shoulder. (A), Brownish tumor with infiltrated base, lobulated blackened areas,

and crusted surface, at the first visit. (B), One year later, increase in tumor volume (5 x 4 cm), with a blackened, multilobulated

appearance, and evident vegetative and exulcerated areas.

relevance of histopathological examination for diagnostic
confirmation.

A 37-year-old dark-skinned male reported that he had a
tumor showing progressive growth on the posterior region
of the right shoulder, for one year and a half (Fig. 1A).
Clinical examination disclosed a brownish vegetative tumor
with a crusted surface and an infiltrated erythematous base,
measuring 4 x 3 cm. Dermoscopy of the lesion showed a
homogeneous image, without no structures suggestive of
basal cell carcinoma or any criteria for melanocytic lesions.

Due to the pandemic (COVID-19), the surgical excision
was delayed for one year, leading to lesion growth. Upon
reassessment, the patient had a vegetative, erythematous-
violaceous tumor with a blackish-brown, infiltrated surface,
with a slightly erythematous base, measuring 5 x 4 cm
(Fig. 1B), which gave off a foul odor. The patient had no pal-
pable lymph node enlargement or other relevant alterations
on physical examination.

The lesion was submitted to total excision, with a safety
margin, under the hypotheses of nodular melanoma, prolif-
erating trichilemmal cyst, pigmented basal cell carcinoma,
and pigmented dermatofibrosarcoma protuberans (Bednar’s
tumor).

The histopathological examination revealed a well-
defined nodular neoplasm, connected with the epidermis,
consisting of small, monomorphic, cuboidal cells, with
ample, eosinophilic cytoplasm and well-defined borders, in
addition to conspicuous intercellular Bridges. There were
melanin deposits diffusely distributed inside the neoplasm.
Moreover, intracytoplasmic lumens and ductular formations
delineated by cuticles (Figs. 2-4 ) were observed in some
tumor cuboidal cells. The tumor lobules did not show stromal
retraction or peripheral nuclear palisading.

The absence of cytological atypia, cellular pleomor-
phism, increased mitotic activity, and foci of necrosis
corroborated the exclusion of porocarcinoma as a diagnos-

Figure 2
x100). Neoplasm consisting of small cuboidal cells with ample
cytoplasm (smaller than the keratinocytes), with melanin depo-
sition diffusely distributed within the neoplasm. The neoplasm
is connected to the epidermis but there is no peripheral pal-
isading.

Pigmented eccrine poroma (Hematoxylin & eosin,

tic possibility. Polyclonal CEA (carcinoembryonic antigen)
immunostaining was negative (Fig. 5).

The first EP description was reported by Pinkus et al.
(1956), who described five cases of benign plantar tumors,
whose histological assessment indicated a neoplasm that
affected the terminal duct of the sweat glands.’

Histopathologically, EP is a benign tumor that origi-
nates in the intraepidermal portion of the sweat duct.
Its etiology remains uncertain and it is a slow-growing
tumor, with heterogeneous features; however, it is associ-
ated with trauma, radiation, and growth over scar tissue.*
The acral occurrence implies a differential diagnosis, mainly
with myrmecia, squamous cell carcinoma (epithelioma
cuniculatum), pyogenic granuloma and amelanotic nodular
melanoma. Surgical excision with complete removal of the
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Figure 3

Pigmented eccrine poroma. (A), Area with evident intratumoral melanocytes (Hematoxylin & eosin, x100). (B), Detail

of the formation of incipient intracytoplasmic lumens inside the tumor (Hematoxylin & eosin, x400).

Figure 4 Pigmented eccrine poroma (Fontana-Masson,
x100). Diffuse intratumoral deposition of melanin gran-
ules, showing a greater intensity than that of the overlying
epidermis.

neoplasm is the treatment of choice, which leads to com-
plete healing of the lesion.

The pigmented variant of EP is uncommon, corresponding
to only 17% of cases, and has been previously described in
individuals with different phototypes. Its diagnosis is chal-

y «

Figure 5
ative image of the neoplasm (Hematoxylin & eosin, x10).

lenging due to its rarity, and because it can be mistaken
for other pigmented tumors such as melanoma, seborrheic
keratosis, pigmented basal cell carcinoma, and Bednar’s
tumor.®¢ These characteristics make histopathological anal-
ysis crucial for diagnostic confirmation and exclusion of
malignancy. In these cases, there are numerous dendritic
melanocytes dispersed among the tumor cells, giving the
neoplasm the pigmented appearance. However, pigmented
forms do not imply a different prognosis or local behavior
from non-pigmented forms of EP.

Eccrine porocarcinoma, which can also be pigmented, is
the main differential diagnosis on histopathological exam-
ination, inasmuch as it has a slow growth, and incisional
biopsies may reveal components with apparent benign
characteristics, delaying the diagnosis.”® The malignant
transformation of eccrine poromas is suggested by these
intratumoral findings of porocarcinomas, which indicates
the removal of the entire suspicious lesion, whenever pos-
sible, for the anatomopathological study with an extensive
evaluation of the neoplasm, regarding cell atypia, circum-
scribed architecture, mitotic activity, foci of necrosis, and
cell pleomorphism.?'® Immunohistochemical demonstration

Pigmented eccrine poroma. (A), Negative immunostaining for polyclonal carcinoembryonic antigen (CEA). (B), Compar-
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of positivity with polyclonal CEA in the cytoplasm of tumor
cells and in glandular lumen formations, helps in the differ-
entiation from other epithelial neoplasms. It should be noted
that negative CEA immunostaining can occur in up to 23%
of porocarcinomas, especially if the monoclonal antibody is
used.5 !

Dermatologists should be aware of the diagnosis of slow-
growing pigmented tumors, even outside the palms and
soles, due to the possibility of a pigmented EP, a tumor with
a favorable prognosis after extensive surgical excision.
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Tipo de estudo: Investigacao
TiTULO: Fatores associados a variabilidade do enrugamento estimulado da pele.

Conflitos de interesse: nenhum

RESUMO

Introducao: O enrugamento estimulado da pele (EEP) € um fendmeno comum
caracterizado pelo surgimento de rugas e sulcos na pele, apds imersado prolongada em
agua. O fendbmeno depende da acdo do sistema nervoso autbnomo e da integridade das
glandulas sudoriparas, decorrendo da vasoconstricao e reducdo do volume das polpas
digitais.

Objetivo: Avaliar as variaveis fisicas, quimicas e individuais que interfiram no EEP.
Métodos: Conducao de nove experimentos consecutivos, com 14 voluntarios adultos,
de ambos os sexos, submetidos a testes repetidos do tempo para EEP com variagcao da
temperatura, pH, pressao, osmolaridade, viscosidade e estimulo simpatico (café
expresso). O desfecho foi o tempo para a identificagdo de trés rugas em um dos dedos
das maos, imersas em diferentes solucdes.

Resultados: Houve grande variabilidade individual nos tempos para o EEP com agua
filtrada (156 a 1.800s), apesar de haver assimetria consistente entre os lados, nao se
associou com a mao dominante (p=0,78). Houve variagao circadiana para o EEP, mais
rapido durante o dia, que a noite (-26%; p<0.01). Agua quente (40°C), 4gua destilada,
aumento da pressao hidrostatica, pH acido (3,5). e estimulo com café foram fatores que
aceleraram o EEP em comparagao com agua filtrada (p<0.01).

Conclusao: O tempo para EEP foi influenciado por fatores fisicos, quimicos e
circadianos. Estes resultados esclarecem elementos fisioldégicos e permitem o
desenvolvimento de testes ndo-invasivos da integridade da resposta simpatica.

FUNDAMENTOS:

O enrugamento estimulado da pele (EEP) caracteriza-se por ondulagdes
reversiveis, predominantemente nas palmas e plantas, que decorre da resposta
vasoconstrictora, que induz a reducao do volume das extremidades, a qual é controlada
pelo sistema nervoso autbnomo, e depende da integridade das glandulas sudoriparas
écrinas (GSE).

O processo de EEP ocorre em etapas, iniciando com o contato da pele e a entrada
de liquido através dos ductos sudoriparos. Em seguida, ocorrem alteragdes na
concentragao de eletrdlitos que sao sinalizados (via aferente) e desencadeiam uma
resposta simpética que reduz o didmetro dos vasos sanguineos, levando a reducao do
volume das polpas digitais e o surgimento de rugas e sulcos.
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A associacao entre o EEP e a atividade do sistema nervoso auténomo foi
estabelecida ao verificar que pacientes com lesdoes centrais, medulares ou periféricas
(nervos ou fibras finas) nao apresentam capacidade de enrugamento das polpas digitais.
Pacientes com displasia ectodérmica anidrética e hanseniase também nao enrugam, ja
portadores de fibrose cistica (aumento do Cloro no suor), enrugam com mais facilidade.

Os fatores que interferem no processo de EEP, afetando o tempo de imersao
necessario para o enrugamento digital, ainda ndo sdo completamente elucidados.

OBJETIVOS:

Avaliar elementos fisicos, quimicos e individuais que interfiram no tempo para EEP
dos dedos, tais como: temperatura, pressdao, pH, osmose e estimulo simpatico em
adultos saudaveis.

METODOS:

Ensaio experimental que executou 9 experimentos em 14 voluntarios saudaveis,
de ambos os sexos, com média de 28,2 (desvio padrdo: 9,2) anos de idade. Os
participantes nao possuiam histérico de doenca neuroldgica, ingestao de café por uma
hora ou ter praticado atividade fisica/sexual nas 3 horas anteriores ao teste.

O primeiro experimento consistiu na definicao dos dedos-teste ao realizar a
submersao de ambas as maos (exceto polegar) em agua filtrada a temperatura ambiente
(AFTA), com a determinacao do dedo que forma trés rugas em menor tempo (Figura 1),
além da simetria e a interferéncia da mao dominante.

Posteriormente, averiguou-se a interferéncia da temperatura ao comparar AFTA
com agua gelada e a 40°C, enquanto que o terceiro teste avaliou o impacto da pressao
ao contrapor a imersao em AFTA imersa a uma profundidade de 30 cm.

O quarto experimento analisou o efeito do pH com vinagre de alcool (pH 3,5) e,
apos, com solugao de bicarbonato (pH 8.0), enquanto que o quinto explorou a agao da
osmolaridade, utilizando agua destilada e solucao saturada de NaCl (36%) para
comparar com AFTA.

O sexto verificou a interferéncia do meio oleoso (6leo de soja), ao comprar a
imersao em 6leo com AFTA.

Por fim, avaliou-se a influéncia do estimulo simpatico por meio da imersao das
maos em AFTA imediatamente apds ingestao de uma dose de café expresso (Ristretto) e
a interferéncia do ciclo circadiano no processo de enrugamento, realizando-se medidas
em agua filtrada as dez da manha e as dez da noite.

O projeto foi aprovado no comité de ética. Os tempos foram registrados em
segundos. Em cada experimento, os valores de cada participante foram comparados
entre os grupos por modelo linear generalizado de efeitos mistos. Foi considerado
significativo p-valor <0,01.

RESULTADOS:
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Houve grande variabilidade individual nos tempos para o EEP com agua filtrada
(156 a 1.800s), apesar de haver assimetria consistente entre os lados, ndo se associou
com a mao dominante (p=0,78), os dedos preferenciais também variaram na amostra.

Os resultados dos experimentos de acordo com o ritmo circadiano, 4gua morna,
variacdo de pH, pressdo, osmolaridade, ou estimulo simpatico estdo dispostos nas
figuras 2 a 5, todos mostraram diferenca entre os tempos (p<0,01). Nenhum dos
participantes enrugou apos exposi¢cao ao meio oleoso.

DISCUSSAO E CONCLUSOES:

EEP é um fendbmeno complexo e mal compreendido, que pode demonstrar a
integridade dos sistemas sudoriparos écrino e neuroldgico (simpatico). Sua origem
filogenética deve se referir a maior habilidade de preensao de instrumentos em situagoes
de estresse (cacga, luta).

Sexo feminino, idade avancada e doengas crbnicas sao elementos conhecidos
como retardantes do EEP. A alteragao com o ciclo circadiano ocorre de forma similar a
outras medidas de tdnus simpatico, como a variabilidade da frequéncia cardiaca.

A temperatura e pressdao devem aumentar a efetividade que o liquido penetra no
ducto da GSE, favorecendo a resposta.

Nossos resultados avancam na compreensao de estimulos que interfiram no
tempo individual para EEP, especialmente, o vinagre aquecido resultou em uma reducao
consistente do tempo de todos os participantes. Agua destilada se aproxima da
osmolaridade do suor, podendo sinalizar para a GSE maior sudorese.

Estes resultados podem levar a viabilizagdo de testes de baixo custo da
integridade neurolégica periférica, podendo ser de grande valia na dermatologia para
rastreio precoce em doencgas que acometem o sistema nervoso, como na hanseniase.
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Figura 1. Enrugamento estimulado da pele. Desfecho principal dos experimentos, formacao de
trés ou mais rugas nos dedos das maos.
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Figura 2. Enrugamento estimulado da pele. Comparagao entre os tempos de enrugamento nos
diferentes horarios do dia (10AM e 10PM), e no mesmo momento com vinagre de alcool (pH =
3,5).
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Figura 3. Enrugamento estimulado da pele. Comparagao entre os tempos de enrugamento com
agua morna (40°C), com vinagre de alcool (pH = 3,5) aquecido.
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Figura 4. Enrugamento estimulado da pele. Comparagao entre os tempos de enrugamento com
agua destilada e com agua sob pressao de 30 cm.
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Figura 4. Enrugamento estimulado da pele. Comparagao entre os tempos de enrugamento apds

ingerir café expresso, e diferenca entre os sexos dos tempos de enrugamento.
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Figura 6. Representacao da mudanca média (IC 95%) do tempo para o enrugamento dos
experimentos em relacdo a agua filtrada a temperatura ambiente.
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