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Resumo

Agoglia, Luciana Vanessa. Avaliacao da esteatose e da fibrose hepatica em pacientes com
psoriase: 0 papel do metotrexate, da sindrome metabolica, de fatores genéticos e a
associagdo com o risco cardiovascular.

Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado em Clinica Médica — Area de concentracio
Hepatologia) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

Introducdo: Uma alta prevaléncia de doenca hepatica esteatdtica metabolica (MASLD)
tem sido descrita na psoriase. A influéncia da presenca de fatores metabdlicos, dos
polimorfismos dos genes PNPLA3 e TM6SF2 e da dose acumulada de metotrexate
(MTX) na progressdo da doenca esteatotica necessita melhor avaliagdo. O risco
cardiovascular também ¢é aumentado na MASLD e a presenca de ateroesclerose
subclinica pode representar um marcador do processo inflamatério que une os
componentes da hip6tese do eixo hepato-dérmico na psoriase. Objetivos: Avaliar o
impacto dos polimorfismos dos genes PNPLA3 e TM6SF2, dos pardmetros metabolicos
e da dose cumulativa de MTX na esteatose e fibrose hepatica avangada em pacientes com
psoriase. Avaliar a associacdo de esteatose e fibrose hepatica avancada com
ateroesclerose subclinica nestes pacientes. Métodos: Estudo transversal com incluséo
prospectiva de pacientes ambulatoriais com psoriase, submetidos a analise clinica e
laboratorial, elastografia hepatica transitoria (TE) com controlled atenuated parameter
(CAP) com o equipamento FibroScan® (Echosens,Fr). Todos os pacientes realizaram a
genotipagem para os polimorfismos PNPLA3/TM6SF2. A medida da velocidade de onda
de pulso cardtido-femoral (VOP-cf) foi adotada como medida de rigidez aortica (rAO).
A esteatose foi definida por CAP >275 dB/m, fibrose hepética avangada como rigidez
hepética >10 kPa, aumento da rAo como VOP-cf >10m/s. Dose cumulativa significativa
de metotrexato foi definida por >1500 mg (MTX1500). A analise de regresséo logistica
avaliou as variaveis independentes relacionadas a esteatose e fibrose hepatica avancgada e
ao aumento da rigidez adrtica; valor de p<0,05 foi considerado significativo. Resultados:
Foram incluidos 199 pacientes (idade 54,6 £12,6 anos, 57,3% mulheres). A prevaléncia
de sindrome metabdlica (SM), esteatose e fibrose hepatica avangada foi de 55,8%, 54,8%

e 9%, respectivamente. As frequéncias dos genotipos PNPLA3 e TM6SF2 foram CC



42,3%ICG 49,5%/GG 8,2% e CC 88,7%/ CT 11,3%/TT 0%. SM (OR3,01 I1C95% 1,51-
5,98; p=0,002) e indice de massa corporal (OR1,17 1C95% 1,08-1,26; p<0,01) foram
independentemente associados a esteatose. Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (OR10,76
IC95% 2,42-47,87; p=0,002) e a presenca de pelo menos um alelo PNPLA3 G (OR5,66
IC95% 1,08-29,52; p=0,039) foram associados a fibrose hepatica avancada, mas nao o
polimorfismo TM6SF2 ou dose cumulativa de MTX. Para a andlise das variaveis
relacionadas com o aumento da rAo, um sub-grupo com 80 pacientes (idade 56,2+11,5
anos, 57,5% mulheres, IMC 28,6+5,3kg/m?), com prevaléncias de SM, DM2,
dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica, esteatose e fibrose hepética avancada de
57,5%, 40,0%, 67,5%, 70,0%, 50,0% e 16,3%, respectivamente, foi avaliado. Com
relacdo ao tratamento da psoriase, 45% receberam dose de MTX>1500 mg e 33,8%,
tratamento imunobioldgico- Neste grupo, a prevaléncia deVOP-cf>10m/s foi de 21,2%.
Na andlise de regressao logistica, a idade foi independentemente relacionada com o
aumento da rAo (OR: 1,21; 1C95%:1,06-1,38; p=0,003), mas nédo a esteatose ou fibrose
hepética avancada. MTX1500 foi um fator protetor cardiovascular (OR: 0,18; 1C95%:
0,038-0,87; p=0,033), mas ndo a terapia imunobiologica. Conclusbes: Em individuos
com psoriase, SM e DM2 conferem maiores chances de esteatose e fibrose avancada,
respectivamente. O alelo PNPLA3 G, mas ndo o polimorfismo TM6SF2, impacta em
risco 5 vezes maior de fibrose hepética avancada. O aumento da rAo € associado a idade,
mas nao a esteatose ou fibrose avancada. Um efeito cardiovascular protetor do MTX foi

encontrado em uma populacao psoriase com alta prevaléncia de SM e seus componentes.

Palavras-chave:
Psoriase - Polimorfismos Genéticos - Esteatose Hepéatica - Fibrose Hepatica —

Elastografia Hepatica- Rigidez Adrtica - Aterosclerose - Metotrexato.
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Abstract

Agoglia, Luciana Vanessa. Avaliacao da esteatose e da fibrose hepatica em pacientes com
psoriase: 0 papel do metotrexate, da sindrome metabolica, de fatores genéticos e a
associagdo com o risco cardiovascular.

Rio de Janeiro, 2024. Tese (Doutorado em Clinica Médica — Area de concentracio
Hepatologia) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2020.

Introduction: A high prevalence of metabolic dysfunction-associated steatotic liver
disease (MASLD) has been described in psoriasis. The influence of the presence of
metabolic factors, PNPLA3 and TM6SF2 gene polymorphisms and the cumulative dose
of methotrexate (MTX) on the progression of steatotic disease requires further evaluation.
Cardiovascular risk is also increased in MASLD and the presence of subclinical
atherosclerosis may represent a marker of the inflammatory process that joins the
components of the hepato-dermal axis hypothesis in psoriasis. Objectives: To evaluate
the impact of PNPLA3 and TM6SF2 gene polymorphisms, metabolic parameters and
cumulative MTX dose on steatosis and advanced liver fibrosis in patients with psoriasis.
To evaluate the association of steatosis and advanced fibrosis with subclinical
atherosclerosis. Methods: Cross-sectional study with prospective inclusion of outpatients
with psoriasis, submitted to clinical and laboratory analysis, transient elastography (TE)
with controlled attenuated parameter (CAP), with FibroScan® (Echosens,Fr). All patients
underwent genotyping for PNPLA3/TM6SF2 polymorphisms. The measurement of
carotid-femoral pulse wave velocity (PWV-cf) was adopted as a measure of aortic
stiffness (AoS). Steatosis was defined by CAP >275 dB/m, advanced liver fibrosis as liver
stiffness >10 kPa, increased AoS as PWV-cf >10m/s. Significant cumulative dose of
methotrexate was defined as >1500 mg (MTX1500). Logistic regression analysis
evaluated the independent variables related to to steatosis and advanced liver fibrosis and
increased AoS; p value <0.05 was considered significant. Results: 199 patients were
included (age 54.6 £12.6 years, 57.3% feminine). The prevalence of metabolic syndrome
(MetS), steatosis and advanced liver fibrosis was 55.8%, 54.8% and 9%, respectively.
The frequencies of the PNPLA3 and TM6SF2 genotypes were CC 42.3%/CG 49.5%/GG
8.2% and CC 88.7%/CT 11.3%/TT 0%. MetS (OR3.01 95% CI 1.51-5.98; p=0.002) and
body mass index (OR1.17 95% CI 1.08-1.26; p<0.01) were independently associated with
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steatosis. Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) (OR10.76 95% CI 2.42-47.87; p=0.002) and
the presence of at least one PNPLA3 G allele (OR5.66 95% CI 1.08-29.52; p =0.039)
were associated with advanced liver fibrosis, but not the TM6SF2 polymorphism or
cumulative dose of MTX. To analyze the variables related to increased AoS, a sub-group
with 80 patients (age 56.2+11.5 years, 57.5% feminine, BMI 28.6+5.3kg/m2), with
prevalences of MetS, DM2, dyslipidemia, systemic arterial hypertension, steatosis and
advanced liver fibrosis of 57.5%, 40.0%, 67.5%, 70.0%, 50.0% and 16.3%, respectively,
was evaluated. Regarding psoriasis treatment, in this group, 45% received a dose of
MTX>1500 mg and 33.8%, immunobiological treatment. The prevalence of PWV-
cf>10m/s was 21.2%. In the logistic regression analysis, age was independently related
to increased AoS (OR: 1.21; 95% CI: 1.06-1.38; p=0.003), but not steatosis or advanced
liver fibrosis. MTX1500 was a cardiovascular protective factor (OR: 0.18; 95% CI:
0.038-0.87; p=0.033), but not immunobiological therapy. Conclusions: In individuals
with psoriasis, MetS and DM2 confer a greater risk for steatosis and advanced fibrosis,
respectively. The PNPLA3 G allele, but not the TM6SF2 polymorphism, impacts a 5-fold
increased risk of advanced liver fibrosis. Increased AoS is associated with age, but not
with steatosis or advanced fibrosis. A protective cardiovascular effect of MTX was found

in a psoriasis population with a high prevalence of MetS and its components.

Key words:
Psoriasis - Genetic Polymorphisms - Hepatic Steatosis - Liver Fibrosis — Hepatic
Elastography — Aortic Stiffness — Atherosclerosis — Methotrexate.
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1. Introducdo

A psoriase € uma doenca inflamatdria crbnica sistémica que possui associacdo
epidemioldgica forte com co-morbidades metabdlicas tais como obesidade, dislipidemia,
hipertensao arterial sisttmica, doencas cardiovasculares (DCV) e diabetes mellitus tipo 2
(DM2) (AZFAR; GELFAND, 2008) . A Sindrome Metabdlica (SM) é definida por um
conjunto de fatores metabdlicos que prediz maior risco de doencas ateroscleréticas
cardiovasculares e DM2 (KASSI et al., 2011). Ha maior prevaléncia de SM em pacientes
com psoriase quando comparado a populacdo geral (AZFAR; GELFAND, 2008;
GISONDI et al., 2007, 2018).

A SM tem estreita relacdo com a doenca hepatica esteatotica metabdlica, do inglés
“metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease” (MASLD), prevalente em
cerca de 30% da populacdo geral adulta mundial (RINELLA et al., 2023a). E definida
pela presenca de esteatose identificada por exame de imagem ou bidpsia hepética, e é
incontestavelmente mais prevalente nos pacientes com psoriase (BELLINATO et al.,
2022; CANDIA et al., 2015; GISONDI et al., 2009b, 2018; MIELE et al., 2009). Existe
associacao da doenca esteatética hepatica e psoriase independente de fatores de risco
metabdlicos (VAN DER VOORT et al., 2014), o que levou a hip6tese de um eixo hepato-
dérmico (MANTOVANI et al., 2016), onde mecanismos sobrepostos de inflamacéo
sistémica de baixo grau poderiam contribuir para a associacdo entre a psoriase e a
MASLD, sobrepondo-se as alteracGes metabolicas que coexistem em doentes psoriaticos.
Notavelmente, o risco de MASLD parece ter ligagdo com a gravidade da psoriase, e ser
mais prevalente em pacientes com artrite psoridtica que entre aqueles com psoriase
cutanea isolada (BELLINATO et al., 2022).

A presenca de esteatohepatite e fibrose hepatica sdo os preditores primarios de progresséo
da MASLD. A progressao ¢ influenciada por muitos fatores, como a presenca e gravidade
de co-morbidades metabdlicas, perfil genético e epigenético e fatores ambientais
(RINELLA et al., 2023a). No caso da psoriase, a dose acumulada do Metotrexate (MTX)
é historicamente motivo de preocupacao devido a potencial inducao de fibrose hepética
nesta populacdo (AITHAL et al., 2004).

Apesar da introdugdo de medicamentos imunobiologicos, o MTX continua sendo uma
droga crucial no tratamento da psoriase. Ha cerca de vinte anos seu papel como causa
isolada de doenca hepatica vem sendo questionado (BERENDS et al., 2006; LANGMAN;
HALL; TODD, 2001). Diretrizes para o monitoramento da hepatotoxicidade pelo
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metotrexate foram revisitadas, enfatizando a presenca dos fatores de risco metabolicos
relacionados a génese da fibrose hepética (KALB et al., 2009) e ndo & dose acumulada de
MTX.

As caracteristicas histologicas da lesdo hepatica induzida por MTX incluem esteatose
macrovesicular, infiltrado inflamatério crénico portal, fibrose perivenular e portal, e
cirrose. Nenhuma lesdo, ou mesmo uma combinacdo de lesdes, é patognoménica, e as
caracteristicas histoldgicas sdo semelhantes as encontradas na MASLD. A sobreposicao
de fatores metabdlicos ou uso crénico de alcool torna impossivel atribuir os resultados
histologicos anormais apenas ao MTX. (LANGMAN; HALL; TODD, 2001). A ndo
associacdo clara entre dose cumulativa de MTX e fibrose foi sedimentada mais
recentemente (ATALLAH et al., 2023; MAYBURY et al., 2014), e a impressdo € de que
0 MTX poderia aumentar o risco de fibrose, principalmente nos pacientes que ja
apresentam MASLD, e ndo de forma isolada.

Os polimorfismos genéticos dos genes PNPLA3 e TM6SF2 impactam o metabolismo
lipidico, levando a esteatose hepatica e graus mais avancados de fibrose na MASLD
(KOZLITINA et al., 2014; ROMEO et al., 2008). No entanto, até o presente momento,
nenhum estudo avaliou o seu papel como fator adicional para a presenca de estagios mais
avancados de fibrose com impacto progndstico em pacientes com psoriase.

A doenca cardiovascular € uma das principais causas de mortalidade na psoriase, e apesar
dos fatores de risco cardiovascular exercerem papel preponderante neste aumento de
mortalidade, ndo a explicam completamente. A rigidez aortica (rAo), tendo como padréo-
ouro para a sua avaliacdo a velocidade da onda de pulso carotideo-femoral (VOP-cf), é
um marcador preciso de lesdo subclinica de 6rgdos no processo aterosclerotico.
Individuos com psoriase apresentam aumento da rigidez arterial bem estabelecido quando
comparados aos controles (BERGER; FESLER; ROUBILLE, 2021; SHAHARYAR et
al., 2014; TRIANTAFYLLIAS et al., 2023) e, na maioria dos estudos, a associacdo €
independente da presenca dos fatores de risco cardiovasculares tradicionais, como
tabagismo, hipertenséo arterial sistémica e obesidade.

O estado inflamatorio a longo prazo esta associado a SM e a aterosclerose (ARIAS DE
LA ROSA et al., 2022). A MASLD foi recentemente definida pela presenca de esteatose,
associada a critérios cardiometabolicos, na auséncia de outra causa secundaria de
esteatose (RINELLA et al.,, 2023b). A MASLD € per se risco para aterosclerose
(GANZETTI, 2016). A rAo, portanto, pode representar um marcador mais precoce nao

sO risco cardiovascular, mas também da magnitude do quadro inflamatério e suas
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possiveis repercussdes na esteatose e fibrose hepaticas. Os multiplos mecanismos
inflamatorios mediados por citocinas da hip6tese do eixo hepato-dérmico
(MANTOVANI et al., 2016; PRUSSICK; MIELE, 2018), poderiam estar representados
pelo aumento da rAo nos pacientes com psoriase.

Assim, considerando a potencial associacdo entre Pso, doenca esteatética hepatica e
doenca cardiovascular, o objetivo deste estudo é avaliar a prevaléncia de fibrose e
esteatose hepéticas, respectivamente por elastografia hepéatica transitéria (TE)
(FibroScan®) e o Controlled Attenuation Parameter (CAP) e a associacdo com fatores
metabolicos, polimorfismos genéticos PNPLA3 e TM6SF2, dose cumulativa de MTX e

rigidez adrtica (avaliada pela medicdo da VOP-cf) em pacientes com psoriase.
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2. Revisdo da Literatura

2.1 Psoriase e sindrome metabolica

A psoriase é uma doenca inflamatoria cutanea cronica, imunomediada, dependente de
fatores genéticos e ambientais. E caracterizada pela formag#o de placas cutaneas elevadas
e descamativas, derivadas de hiperproliferacdo epidérmica, preferencialmente nos
cotovelos, joelhos, couro cabeludo, regido umbilical e lombar. H& diferenciacdo
queratinocitica anormal, hiperplasia e ectasia vascular, além de infiltragdo inflamatéria
principalmente as custas de linfocitos T (KRUEGER; BOWCOCK, 2005). A prevaléncia
em adultos, em paises ocidentais, é de cerca de 2-4% (PARISI R; SYMMONS D P M;
GRIFFITHS C E M, 2013), e esta associada com perda na qualidade de vida, mesmo em
casos leves, e aumento de mortalidade em casos graves. Afeta igualmente ambos 0s sexos
e pessoas de todas as idades, com picos de incidéncia no inicio da vida adulta (20 anos) e
no final da vida adulta (50 e 60 anos). A maioria dos pacientes, aproximadamente 80%,
tem doenca limitada (<10% da area de superficie corporal), mas aproximadamente 20%
tem envolvimento mais extenso da pele (>10% da area de superficie corporal) (TORRES;
BETTENCOURT, 2014). Aproximadamente 10-30% dos pacientes com psoriase
desenvolvem artrite psoriatica. No entanto, o desenvolvimento de artrite psoriatica pode
exigir estimulos ambientais ou fatores genéticos adicionais. Na artrite psoriatica ndo ha
destruicdo, mas sim proliferacdo de sinovidcitos, mediado por células T (KRUEGER;
BOWCOCK, 2005).

A sindrome metabdlica é uma desordem complexa com alto custo socioeconémico e é
definida por uma juncéo de fatores interconectados que aumentam diretamente o risco de
doenca coronariana, outras formas de doencas cardiovasculares ateroscleroticas e
diabetes mellitus tipo 2. A associa¢do da SM com o risco aumentado de DCV e DM2 esta
bem estabelecida (GISONDI et al., 2018; KASSI et al., 2011). Seus principais
componentes sdo dislipidemia (elevacédo de triglicerideos e diminuicdo de lipoproteinas
de alta densidade - HDL), hipertensdo arterial sistémica, obesidade e resisténcia
insulinica. Apesar de critérios diagnosticos diferentes e da variagdo com relagdo ao sexo,
raca e etnias, a prevaléncia no mundo ocidental e em adultos é de aproximadamente 34%
e aumenta com a idade: aproximadamente 20% dos homens e 16% das mulheres com
menos de 40 anos de idade, 41% dos homens e 37% das mulheres entre 40-59 anos, e
52% dos homens e 54% mulheres com 60 anos ou mais (KASSI et al., 2011).
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A psoriase é o protétipo de uma doenca inflamatoria mediada por células T, com producao
de citocinas Th-1. Da mesma forma, a inflamacéo cronica via ativagdo Th-1 é importante
para a fisiopatologia da SM, DM2 e aterosclerose. A prevaléncia de SM em pacientes
com psoriase chega a 50%; o risco de SM é o dobro em pacientes com psoriase em
comparac¢do com individuos controle sem psoriase. A SM também é mais comum em
pacientes com psoriase grave (GISONDI et al., 2018). Danielsen et al conduziram um
estudo de base populacional confirmando um aumento na prevaléncia de SM em
pacientes com psoriase em comparacdo com controles. Curiosamente, uma tendéncia
diferente foi enfatizada entre os sexos: foi encontrada uma probabilidade 3,8 vezes maior
de SM em mulheres jovens (<30 anos), com uma reducéo da razéo de probabilidade com
0 aumento da idade. Por outro lado, os homens apresentaram uma razdo de chances 1,35
vezes maior de SM, independentemente da idade. Houve uma prevaléncia maior de
sindrome metabdlica em homens e mulheres com psoriase em comparagdo com aqueles
sem psoriase em todas as faixas etarias (DANIELSEN et al., 2015).

Niveis circulantes de citocinas Th-1, elevados na psoriase, obesidade e doenca arterial
coronariana, possuem efeitos na sinalizacdo da insulina, adipogénese e metabolismo
lipidico (AZFAR; GELFAND, 2008). Adicionalmente, a disfuncdo do tecido adiposo
subcutaneo também contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, e existem
evidéncias de que o tecido adiposo subcutaneo é disfuncional diretamente abaixo das
lesGes cutaneas psoriaticas. Portanto, esse pode ser um mecanismo fisiopatoldgico
plausivel para a associacao entre psoriase e sindrome metabolica. (CATON et al., 2017).
Citocinas inflamatérias e horménios produzidos por condi¢Ges tais como obesidade,
diabetes e ateroesclerose também podem influenciar na patogénese da psoriase
aumentando a susceptibilidade ou gravidade da doenca ja estabelecida. O TNF-alfa (fator
de necrose tumoral- alfa), por exemplo, & uma citocina inflamatdria Th-1 secretada no
tecido adiposo e pode levar a resisténcia a insulina através da inibicdo da atividade da
tirosina quinase (do receptor da insulina) e ativando o receptor ativado por proliferador
de peroxissoma-gama (PPAR-gama). O mesmo promove a proliferacdo epidérmica e
também suprime a secre¢do de adiponectina dos adipdcitos, que é uma importante
molécula anti-inflamatdria e que regula a sensibilidade a insulina (AZFAR; GELFAND,
2008). Os niveis baixos de adiponectina e altos niveis de leptina presentes na psoriase,
além de outras citocinas inflamatorias também produzidas pelo tecido adiposo, como IL-
1, IL-6, IL-17, tém repercussdao na patogénese da doenca cutdnea e metabolica
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(GANZETTI, 2016; GISONDI et al., 2018). A psoriase ja foi associada a hiperleptinemia
de forma independente a SM. (CHEN et al., 2008).

Alguns genes relacionados a susceptibilidade para psoriase também sdo associados a
susceptibilidade para doencas metabolicas. Os loci PSORS2, PSORS3, e PSORS4,
responsaveis por maior susceptibilidade a psoriase sdo também associados a loci de
susceptibilidade a sindrome metabdlica, diabetes tipo 2, hiperlipidemia familiar e doenga
cardiovasculares. Além disso, genes com impacto comprovado no risco cardiovascular,
como a isoforma ApoE4 do gene ApoE sdo significativamente mais prevalentes em
pacientes com psoriase em placa que em controles (AZFAR; GELFAND, 2008).

A possibilidade de existéncia de um “eixo hepato-dérmico” baseado nessas evedéncias
foi levantada, onde o tecido adiposo visceral seria a conexdo entre o figado esteatético,
componente hepatico do espectro da SM, e a pele psoriatica (MANTOVANI et al., 2016).
O figado esteatotico, aléem de contribuir ativamente para a gravidade da psoriase através
da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, também é um dos mecanismos subjacentes
para a aterogénese (GISONDI et al., 2009b).

2.2 Psoriase e doenca esteatotica hepatica

Doenca esteatotica hepatica e Doenca esteatOtica hepéatica associada a disfuncao
metabdlica (MASLD)

A doenca esteatdtica hepéatica é um termo abrangente que inclui todos os estagios da
doenca e se refere ao acometimento por esteatose macrovesicular de mais de 5% dos
hepatdcitos. A prevaléncia em adultos € estimada entre 25% e 30% na populacédo geral.
O espectro da doenga inclui a esteatose hepatica macrovesicular, que pode ser
acompanhada por inflamacao leve, e a esteatohepatite, que € adicionalmente caracterizada
pela presenca de inflamagéo e lesdo celular (balonizagdo), com ou sem fibrose, e
finalmente cirrose, caracterizada por septos fibrosos levando a formagdo de nodulos
cirroticos e alteracdo da arquitetura hepatica. Pacientes com esteatohepatite e fibrose em
estagio 2 (F2) tém um risco comprovadamente maior de morbidade e mortalidade
relacionadas ao figado. A progressao da fibrose € influenciada por muitos fatores, como
a presenca e gravidade das co-morbidades metabolicas, o perfil genético e fatores

ambientais. Entre pacientes com cirrose, a progressao para descompensacao clinica varia
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de 3% a 20% ao ano. A inflamacéo sistémica, particularmente decorrente do tecido
adiposo disfuncional, contribui para a progressao da doenga e a resisténcia a insulina tem
papel central na doenca (RINELLA et al., 2023a).

Ao longo dos altimos anos, a mudanca da nomenclatura da doenca esteatotica hepéatica
se tornou mais afirmativa, e os critérios diagndsticos foram selecionados para se
alinharem aos fatores de risco cardiometabdlicos associados a resisténcia a insulina, ja
bem validados no contexto das doencas cardiovasculares. Assim, a resisténcia insulinica
toma seu papel central na doenca. Pacientes com esteatose e qualquer um dos critérios
cardiometabdlicos (sobrepeso, intolerancia a glicose, hipertenséo arterial ou dislipidemia)
seriam considerados portadores de doenca esteat6tica hepéatica associada a disfuncéao
metabdlica, ou, em inglés, metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease
(MASLD), na auséncia de uma causa secundaria, como drogas, desnutricdo e causas
monogenéticas, em individuos que bebem pouco ou nenhum alcool (definido como <20
g/d para mulheres e <30 g/d para homens) (RINELLA et al., 2023Db).

O figado é um local chave de acdo da insulina: € a principal fonte de producéo endégena
de glicose, um importante local para a sintese e eliminacao de lipidios e o principal local
de degradacdo da insulina. Portanto, os efeitos deletérios da resisténcia
insulinica/hiperinsulinemia compensatéria no figado potencializam cada fator de risco
associado isoladamente a ela. Isto pode explicar a crescente evidéncia de que a MASLD
é um marcador e promotor de resisténcia insulinica/hiperinsulinemia. Ou seja, o figado
ndo seria um “simples expectador” neste complexo fisiopatogénico. O acumulo de
lipidios hepéaticos na MASLD prejudica o metabolismo hepatico da glicose e dos lipidios,
aumentando ainda mais o risco de DM2 e de doenca cardiovascular, independentemente
dos fatores de risco estabelecidos. A incidéncia, prevaléncia e gravidade destas
complicagdes sdo proporcionais a gravidade histologica da lesdo hepatica, sugerindo que
a MASLD, particularmente a esteatohepatite, tambem pode contribuir para o estado
inflamatdrio de baixo grau atraves da liberacdo sistémica de varios marcadores de
inflamacdo, stress oxidativo e de fatores pro-coagulantes (VANNI et al., 2015).

Na populagéo geral, pacientes com suspeita de MASLD (com base em fatores de risco
metabolicos) ou incidentalmente identificados como tendo esteatose por exames de
imagem, devem ser submetidos ao rastreio de fibrose avangada, inicialmente pelo calculo
do escore FIB-4, seguidos pela elastografia hepatica no caso de célculo do FIB-4 maior
do que 1,3. Assim, a TE tem sido uma ferramenta muito utilizada na prética clinica. A
elastografia hepatica transitéria ou métodos baseados em ultrassom (elastografia por
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onda de cisalhamento de ponto [p-SWE] e elastografia de onda de cisalhamento
bidimensional [2D-SWE]), sdo preferidos a elastografia por ressonéncia magnética,
devido a consideracfes de custo. A bidpsia hepética é reservada para quando ha incerteza
diagnostica, como resultados discordantes ou indeterminados dos testes ndo-invasivos,
quando ha discordancia dos testes ndo-invasivos e caracteristicas clinicas, radiograficas
ou laboratoriais sugerindo diagnoéstico de fibrose avancada, ou possiveis diagnésticos
concorrentes ou concomitantes (RINELLA et al., 2023b). A medida da rigidez hepética
por TE avaliada através do FibroScan® é a mais validada na MASLD (BERZIGOTTI et
al., 2021)

A TE foi validada usando a histologia hepatica como padrédo de referéncia. Isto permitiu
comprovar a associacdo entre rigidez e fibrose hepatica. No entanto, em se medindo a
rigidez, que esta relacionada ndo apenas a fibrose (mas também a congestéo, inflamacao
ou infiltracdo), a interpretacdo dos valores de rigidez usando uma classificacdo
histoldgica de fibrose hepatica pode ser imprecisa. Além disso, a rigidez é uma estimativa
quantitativa em uma escala continua, enquanto os sistemas de pontuagao histolégica para
fibrose hepatica sdo baseados em escalas categoricas. Assim, mesmo que em condicdes
“ideais”, uma sobreposi¢@o entre estagios consecutivos de fibrose hepética é inevitavel
quando se utiliza a rigidez hepatica como um marcador quantitativo de fibrose hepatica.
Deve-se ressaltar que o espectro de fibrose avancada (estagio F3) e cirrose (estagio F4) é
um continuum em pacientes assintomaticos e muitas vezes nao é possivel diferenciar
clinicamente os dois estagios. E mais relevante descartar ou incluir doenca clinicamente
significativa. Todas as técnicas de elastografia tém melhor desempenho na avalia¢do de
fibrose avancada/cirrose e na exclusdo da doenca, do que na identificagdo de estagios
iniciais de fibrose hepéatica (FERRAIOLI; ROCCARINA, 2022; WONG et al., 2019).
H& discrepancia nos pontos de corte sugeridos para a exclusdo de fibrose avancada na
MASLD. Guidelines publicados recentemente recomendam a avaliagdo com dois
métodos ndo-invasivos de forma sequencial, o FIB4 (Fibrosis4-Index) e posteriormente
a TE, com ponto de corte de 8 kPa (RINELLA et al., 2023a; TACKE et al., 2024). A
presenca de fibrose avancada pode ser excluida independentemente da sonda utilizada (M
ou XL, de acordo com o indice de massa corporal), com valores de rigidez hepatica
menores que 10kPa na MASLD (WONG et al., 2019), ou mesmo independente da
etiologia (DE FRANCHIS et al., 2022). A fibrose avancada € o inicio do espectro
histolégico da doenca hepética crbnica avancada compensada, que inclui os pacientes

com risco de hipertensdo porta clinicamente significativa e descompensacfes hepéticas.
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A exclusdo de fibrose avancada, portanto, exclui o risco para estes desfechos,
independente da sua etiologia (DE FRANCHIS et al., 2022; WONG et al., 2019).

A TE também permite o diagndstico de esteatose com 0 CAP — “Controlled attenuation
parameter” - através da analise da atenuacio da onda de baixa frequéncia do FibroScan®.
Valores acima de 275 dB/m podem ser usados para diagnosticar esteatose, com
sensibilidade superior a 90% (BERZIGOTTI et al., 2021). A quantificacdo da esteatose
através deste método é influenciada por fatores como a etiologia da doenca hepatica, pela
presenca de DM2 e pelo IMC (KARLAS et al.,, 2017), e mesmo em pacientes
exclusivamente com MASLD a acurécia da quantificacdo é regular (CARDOSO et al.,
2020).

Psoriase e Doenca hepética esteat6tica associada a disfuncdo metabdlica (MASLD)

A prevaléncia de esteatose, diagnosticada por ultrassom, é notavelmente maior em
pacientes com psoriase (47% vs. 28%, p<0,0001) do que em pacientes sem psoriase,
mesmo quando controlados para a idade, sexo e indice de massa corporal (GISONDI et
al., 2009b). Achados semelhantes subsequentes também evidenciaram a presencga de
esteatose (diagnosticada por ultrassonografia) em 46,2% dos pacientes com psoriase em
comparagdo com 33,3% dos controles (p=0,005) em grande estudo de coorte prospectivo
de base populacional (parte do Estudo de Rotterdam) onde 2.292 participantes (com idade
maior que 55 anos) foram incluidos, dos quais 118 (5,1%) tinham psoriase. A psoriase foi
significativamente associada a MASLD mesmo ap0s ajuste para consumo de alcool,
tabagismo e presenca de sindrome metabdlica (OR 1,7, 1C95% 1,1-2,6) (VAN DER
VOORT et al., 2014). Revisdes subsequentes confirmam a maior prevaléncia de esteatose
(diagnosticada por imagem ou por histologia) em pacientes com psoriase (ocorrendo em
até 50% desses pacientes) quando comparados a individuos controle, mesmo apds ajuste
para componentes da SM (BELLINATO et al.,, 2022; GISONDI et al., 2018;
MANTOVANI et al., 2016).

Em meta-anélise avaliando o risco de MASLD em pacientes com psoriase, incluindo seis
estudos controlados com pacientes sem psoriase (n = 267.761) a analise agrupada indicou
gue 0s pacientes com psoriase possuiam duas vezes mais risco de MASLD que 0s

controles, e este risco parece estar aumentado em pacientes com psoriase mais grave ou
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com artrite psoriatica. Em analises de sub-grupos, varidveis como indice de massa
corporal (IMC) e presenca DM2 ndo demostraram diferenca estatistica em relagdo a
presenca de MASLD (CANDIA et al., 2015).

Em recente revisao sistematica e meta-analise de estudos observacionais que avaliaram a
associacdo entre psoriase e MASLD, diagnosticada por imagem ou codigos da
Classificacdo Internacional de Doencas, a psoriase foi associada a MASLD (n = 11
estudos; OR 1,96, IC 95% 1,70-2,26; 12 = 97%, p < 0,01). Pacientes com psoriase e
MASLD tiveram uma média do indice de area e gravidade de psoriase (psoriasis area
and severity index- PASI) mais alta do que seus pares sem MASLD (BELLINATO et al.,
2022). Este indice mede a gravidade das lesdes psoriaticas (avaliando o grau de eritema,
espessura e descamacdo das placas psoriaticas em quatro areas distintas do corpo) com
base na cobertura da area e na aparéncia da placa (MANTOVANI et al., 2016). Cabe
ressaltar que este indice é dindmico, uma vez da melhora com tratamento ou piora a

despeito dele.

Uma consideracdo fundamental é a validacéo de todos esses dados ap6s a nova definicao
e nomenclatura do espectro da doenca esteatotica hepatica. Esses estudos usaram o termo
doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA). Para abordar o impacto da nova
definicdo (MASLD), existe evidéncia de que 98% dos registros existentes de pacientes
com DHGNA preencheriam os novos critérios para MASLD. Conceitualmente, os
pacientes com a definicdo anterior (DHGNA) podem agora ser considerados
completamente abrangidos pela categoria de MASLD (RINELLA et al., 2023b). E
importante ressaltar ainda que os estudos de avaliacdo de esteatose em psoriase ndo
separam claramente o componente de uso de alcool nesses pacientes.

Com base na evidéncia de que ha forte associacdo entre psoriase, uma doenca per se
inflamatdria, e MASLD, uma doenca néo restrita ao figado no que se refere a contribuicao
para o estado inflamatorio de baixo grau, a hipotese de um eixo hepato-dermico, onde
figado e pele liberem uma série de substancias pré-inflamatorias, pré-coagulantes, pro-
oxidantes e pro-fibrogénicas € bastante plausivel (MANTOVANI et al., 2016). A
associacao, independente de fatores metabdlicos comuns, ndo explica, no entanto, o papel
central do tecido adiposo expandido descrito nesta hipotese.

Historicamente, a preocupacao com a fibrose hepatica em pacientes com psoriase precede
0 conhecimento da associacdo entre psoriase e MASLD, e até mesmo a descri¢do da
doenca esteatdtica hepética per se . O metotrexate é usado ha mais de 50 anos como
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tratamento eficaz para psoriase, € uma droga esteatogénica e com potencial de evolucédo
para esteatohepatite e fibrose hepética (LIEBE et al., 2021) e seu uso é anterior & época

de ensaios clinicos randomizados.

Metotrexate

O metotrexate atua na inibicdo competitiva da enzima dihidrofolato redutase, diminuindo
a sintese de co-fatores do folato e, por conseguinte, dos acidos nucléicos. Essa droga
possui efeito anti-inflamatério na resposta imuno mediada por células T e bloqueia a
proliferacdo rapida de células epidérmicas (BERENDS et al., 2006). Décadas ap0s sua
introducdo, o MTX continua sendo um tratamento eficaz no arsenal terapéutico da
psoriase. Apesar da introducdo das drogas imunobioldgicas, é ainda regularmente
utilizado isoladamente ou em combina¢do com os imunobiolégicos para o tratamento da
psoriase (DI MARTINO et al., 2023; KALB et al., 2009)

Os primeiros casos de fibrose hepatica associada ao tratamento com MTX foram
notificados por volta das décadas de 1950 e 1960, em criancas, na utilizacdo de doses
altas para tratamento de leucemia (COLSKY; GREENSPAN; WARREN, 1955).
Posteriormente, resultados de diversas séries com acompanhamento histolégico
identificaram taxas de cirrose de 25% entre pacientes com psoriase tratados com MTX,
precedidas pelo aparecimento de esteatose macrovesicular e inflamacdo portal
(ZACHARIAE; KRAGBALLE; SOGAARD, 1980).

A classificacdo histoldgica de lesdo hepética induzida pelo MTX foi formulada por
Roenigk, e foi usada por dermatologistas desde a década de 1970 até meados da década
de 2000 (DI MARTINO et al., 2023).

As diretrizes iniciais para monitoramento, também elaboradas por Roenigk e seus
colaboradores em 1972, foram revisadas posteriormente em 1988 e 1998 (ROENIGK et
al., 1988, 1998; ROENIGK; MAIBACH; WEINSTEIN, 1972). Todas essas diretrizes
recomendavam bidpsia hepatica inicial ou proximo ao inicio do tratamento com MTX e
apos cada dose cumulativa de 1,5 g, para detectar alteracGes histologicas. Pacientes com
fibrose moderada, emissdo de septos fibrosos portais e alargamento de trato portal
(Roenigk I11a) deveriam ser reavaliados em 6 meses com nova biopsia hepatica, e aqueles
com fibrose moderada a acentuada (Roenigk I11b ou IV) deveriam suspender a droga. No

entanto, na época ndo havia exclusdo de hepatopatias virais, e evidéncias comegaram a
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surgir relacionando o grau de fibrose a maior ingestdo alcoolica (ndo excluida nos
estudos), e ndo a dose cumulativa do MTX (ZACHARIAE, 2000). Pela primeira vez em
1998, as recomendacdes de bidpsia pré-tratamento foram flexibilizadas (KALB et al.,
2009).

No inicio da década de 2000, ja com o conhecimento da doenca esteatotica do figado, a
época denominada doenca hepéatica gordurosa ndo-alcodlica, Langman et al foram os
primeiros a observar que as caracteristicas histopatoldgicas de toxicidade hepética pelo
MTX assemelhavam-se a esteatohepatite ndo-alcodlica, e que em tais circunstancias seria
dificil ou impossivel atribuir a histologia anormal ao metotrexate isoladamente. Essa
sobreposicdo sugeria mecanismos fisiopatogénicos semelhantes que poderiam resultar
em lesdo hepética na psoriase com o uso prolongado de MTX e/ou, que a doenga hepatica
gordurosa ndo-alcoolica pre-existente, possivelmente agravada pelo MTX, poderia ser a
principal causa de lesdo hepatica. A correlacdo da toxicidade do MTX com a dose
cumulativa da droga, no entanto, foi mantida pelo estudo (LANGMAN; HALL; TODD,
2001).

Aithal et al, em 2004, mostrou que a progressdo para fibrose hepatica avancada
(utilizando ja a classificagdo histologica de Ishak >4, usada para hepatites virais e proxima
a Roenigk >3b) com terapia com baixas doses de MTX seria menos frequente do que
relatado anteriormente, com probabilidade de fibrose avangcada < 2,6% com uma dose
cumulativa de até 4g (AITHAL et al., 2004). A partir deste estudo, a dose cumulativa de
3,5 a 4g de MTX foi considerada de maior risco isolado para lesdo hepatica. Em 2006,
estudo conduzido por Berends et al encontrou prevaléncia de fibrose avangada (segundo
classificacdo de Roenigk) de 15%, ndo associada a dose cumulativa, dose semanal de
MTX, idade ou duracdo do tratamento, mas sim a presenca de DM2 e obesidade
(BERENDS et al., 2006). De forma semelhante, Rosemberg et al encontraram fibrose
avancada (utilizando classificacdo ja propria para doenga esteatdtica hepatica, descrita
por Kleiner e Brunt em 2005) em 38% dos pacientes com fatores de risco metabdlicos,
principalmente DM2 e sobrepeso (mediana da dose cumulativa de MTX 1,69),
comparado a 9% no grupo sem fatores de risco (mediana da dose cumulativa de MTX
2,19) (p = 0,0012) (ROSENBERG et al., 2007). Estudos sucessivos, ainda utilizando a
classificacdo de Roenigk para avaliacdo de fibrose mantiveram os achados, evidenciando
auséncia de fibrose avancada (equivalente a Roenigk I11b) em um estudo prospectivo com
54 pacientes e dose cumulativa média de MTX de 4,3g (LINDSAY et al., 2008), e 12%
de fibrose grau 111 de Roenigk em 59 pacientes asiaticos com dose cumulativa média de
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MTX de 1,59 (YEO, 2013) , ambos tendo como associacgdo a fibrose hepética apenas 0s
componentes da SM.

Por fim, em 2014, Maybury et al realizaram uma revisdo sistematica de estudos
observacionais sobre MTX e fibrose hepatica em pacientes com psoriase. Incluiram
somente estudos com mais de duas biopsias consecutivas no mesmo paciente em uso de
MTX, na tentativa de avaliar se de fato 0 MTX aumenta o risco de fibrose hepéatica. Nos
resultados, pode-se afirmar somente que houve um risco aumentado de 22% de “qualquer
fibrose” na bidpsia ap6os o uso de MTX. A dose cumulativa e a duracdo da terapia com
MTX ndo foram associadas a fibrose/cirrose na biopsia (como variaveis independentes).
A concluséo do estudo é de que 0 MTX aumenta o risco de fibrose, mas ndo em todas as
pessoas ou ndo por si s6, onde a SM e seus componentes ou fatores genéticos
determinariam quem desenvolveria toxicidade medicamentosa (MAYBURY et al.,
2014).

Estudos experimentais mostram que a toxicidade hepéatica do metotrexato é aguda, dose-
dependente e histologicamente caracterizada por esteatose microvesicular e lesdes
microvasculares do figado, que ndo mimetizam lesbes de MASLD. In vitro, foi
demonstrado que a homocisteina e a adenosina, duas moléculas que se acumulam nos
hepatdcitos expostos a altas doses de metotrexato, sdo capazes de ativar células estreladas
e, portanto, a fibrogénese. No entanto, seu efeito na inibicdo da fibrindlise ndo é
conhecido, portanto a comprovacdo da fisiopatogenia da fibrose hepatica em humanos é
ainda falha (DI MARTINO, 2023).

A luz das evidéncias atuais, parece improvavel que o metotrexato por si so seja capaz de
induzir doenca hepatica crénica, sendo o risco de lesdo hepatica induzida por MTX
principalmente de natureza aguda. No entanto, 0 MTX pode ter um papel indireto na
progressao das lesbes da MASLD através da indugdo de danos mitocondriais e da redugao
das concentracOes de folato circulante e hepatico. Apesar de, na exposicdo crénica ao
MTX, varios aspectos poderem se combinar para promover a fibrogénese hepatica através
da transformacéo de células estreladas hepaticas, a dose cumulativa de metotrexato néo
parece ter valor preditivo para ocorréncia de fibrose (DI MARTINO et al., 2023).

A triagem pré-tratamento €, portanto, aconselhavel para verificar a possivel presenca de
doencga hepatica em pacientes considerados para tratamento com MTX. Cabe ainda
ressaltar que a avaliacéo histologica do figado, ainda sendo o padréo ouro de avaliacao
de fibrose hepética, possui limitagGes quanto a erros de amostragem e a variabilidade intra
e inter-observador. Neste contexto, no final da década de 2000 a avaliacdo de fibrose
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hepéatica em pacientes com psoriase comecou a ser avaliada através da rigidez hepatica

com TE, com diferentes pontos de corte.

Avaliacdo de fibrose hepética por elastografia hepatica transitoria na psoriase

Berends et al, em 2007, avaliou 20 biopsias e concluiu que a TE conseguiu excluir
corretamente 88% dos casos sem fibrose significativa, usando a classificacdo de Metavir
(F2 Metavir) com o ponto de corte de 7,1kPa (BERENDS et al., 2007). Com 0 mesmo
desenho de estudo, porém utilizando tanto as classificagdes histologicas de Roenigk
quanto a de Metavir, um grupo asiatico confirmou a boa performance da TE em excluir
fibrose significativa, onde 10 dos 41 pacientes desenvolveram lesdo hepatica induzida por
MTX (grau Roenigk >3a) e dois deles tiveram fibrose hepatica significativa (estagio de
fibrose Metavir >2). O ponto de corte de 7,1 kPa teria 50% de sensibilidade e 83,9% de
especificidade para detectar lesdo hepatica induzida por MTX e 50% de sensibilidade e
76,9% de especificidade para identificar fibrose hepatica significativa (RONGNGERN et
al., 2017).

Desde a década de 2010, portanto, os estudos relacionados a avaliacéo de fibrose hepatica
na psoriase utilizaram a TE como ferramenta ndo-invasiva, substituindo
progressivamente a biopsia hepatica nessa pratica clinica.

Em uma avaliacdo transversal de pacientes idosos (n=1535), 4,7% tinham o diagnostico
de psoriase. A prevaléncia de fibrose hepética avancada foi de 8,1%, versus 3,6% no
restante da coorte (p=0,05) , definida por elastografia hepatica >9,5kPa, que seria o ponto
com mais alto valor preditivo positivo em estudo de Wong e colaboradores na MASLD
(WONG et al., 2010). Os pacientes com psoriase, todos sem uso de MTX no estudo,
teriam duas vezes mais probabilidade de ter fibrose hepatica avancada, e quatro vezes
mais probabilidade no sub-grupo de pacientes com MASLD. Anélises de regressao
logistica neste sub-grupo mostrou que os pacientes com psoriase tinham um risco 4 vezes
maior de fibrose hepatica avancada em comparagdo com a populagdo de referéncia
(OR4,2, IC 95% 1,1-16,0). Este risco permaneceu 4 vezes aumentado apos ajuste para
idade, sexo, consumo de alcool, ALT e presenca de sindrome metabdlica em um modelo
de regressdo logistica multivariavel (OR4,1, IC 95% 1,01-17,0) (VAN DER VOORT
2016). Apesar das restricdes que podem ser feitas com relacdo a ndo correlagdo

histologica e ao ponto de corte da elastografia, este estudo populacional da a ideia da
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magnitude do risco de fibrose hepéatica em pacientes com psoriase, independente do uso
de MTX, quando comparados a populagdo geral e populacdo com MASLD.

No mesmo ano, em estudo menor incluindo 165 pacientes (PONGPIT et al., 2016), a
presenca de fibrose significativa (F2) foi de 11% e se associou principalmente ao
diagnostico de DM2. O ponto de corte da elastografia foi de 7,1 kPa, tendo um valor
preditivo negativo de 84% para fibrose significativa na MASLD (WONG et al., 2010).
No inicio da década, no entanto, um estudo prospectivo incluindo 518 pacientes tratados
com MTX por varias doencas inflamatorias crénicas, dos quais 111 apresentavam
psoriase, ja havia demonstrado que a dose cumulativa do metotrexate (>1,5g) ndo se
associava a maior rigidez hepatica [prevaléncia de 12% de fibrose avancada com ponto
de corte 7,9kPa, com sensibilidade de 91% para afastar de fibrose avancada (WONG et
al., 2010)], mas sim o diagnostico de psoriase, e a presenca de sindrome metabdlica
(LAHARIE et al., 2010).

Em uma populacdo de pacientes com psoriase grave, um estudo com 333 pacientes
encontrou 14,1% de fibrose hepética avancada diagnosticada por TE, usando o ponto de
corte de 8,7kPa [valor preditivo negativo de 95% para o diagndstico de fibrose avancada
na MASLD (WONG et al., 2010)]. Esta prevaléncia é em torno de 7 vezes maior em
comparagdo com a prevaléncia na populacdo em geral; os fatores clinicos que se
associaram a fibrose avancgada foram circunferéncia abdominal, resisténcia a insulina,
nivel de aspartato aminotransferase, contagem de plaquetas e gravidade da doenca
psoriase. A dose cumulativa de MTX ndo foi avaliada, apesar de 21% estarem em uso
ativo da droga e 85% terem sido expostos a mesma (MAYBURY et al., 2019). Em 2021,
meta-analise com cinco estudos (majoritariamente com pacientes com o diagnéstico de
artrite reumatoide), que utilizaram elastografia para rastreio de fibrose, ndo encontraram
correlacdo significativa entre as medidas de rigidez hepética e a dose cumulativa de MTX
(AZZAM; JIYAD; O’BEIRNE, 2021).

Em 2023, o maior estudo de coorte longitudinal com 999 pacientes (876 expostos aos
MTX, com dose cumulativa média de 4,89 e média de 6 anos de duracéo de tratamento),
sendo 308 com diagnostico de psoriase e o restante da populacdo composta por pacientes
com artrite reumatoide, ndo encontrou associagdo entre dose cumulativa de MTX e
fibrose avancada [prevaléncia de 15,3% de fibrose avancada com ponto de corte 7,9kPa,
com sensibilidade de 91% para afastar de fibrose avancada (WONG et al., 2010)]. O fator
de risco que mais se associou a rigidez hepatica aumentada foi o diagndstico de DM2
(OR 3.19 1C95% 1.95 - 5.20 p <0.001) (ATALLAH et al., 2023).



29

Polimorfismos genéticos

A MASLD ¢é uma doenca geneticamente complexa e os polimorfismos em genes-chave
podem determinar a suscetibilidade &8 MASLD e progressao da doenca independente de
fatores metabolicos.

O polimorfismo 1148M (rs738409) do gene 3 da adiponutrina — Patatin-like
Phospholipase 3 Gene (PNPLA3) emergiu como um dos principais determinantes
genéticos da MASLD, independentemente do IMC, DM2, e uso de alcool (ROMEO et
al., 2008; TREPO et al., 2016). Romeo et al descreveram maior frequéncia alélica em
hispanicos (0,49), seguido por euro-americanos (0,23) e afro-americanos (0,17). A
presenca de um alelo do polimorfismo 1148M (rs738409) foi fortemente associada ao
aumento dos niveis de gordura hepatica (avaliados por ressonéncia magnética) e a
inflamacdo hepética (avaliado pelos niveis da enzima alanina aminotransferase)
(ROMEOQ et al., 2008). Esse polimorfismo de nucleotideo Unico, que exibe uma transicao
de citosina para guanina (C>G), resultando na substituicdo de isoleucina por metionina,
estd relacionado a perda da atividade da hidrolase (lipase) sob triglicerideos
hepatocitarios, promovendo o acimulo lipidico (HE et al., 2010). Os achados de Romeo
et al foram estendidos com relacdo a gravidade histologica, incluindo associacdo com
esteatohepatite, apds ajuste para idade, sexo, IMC e resisténcia a insulina (SOOKOIAN
etal., 2009). Estudos subsequentes confirmaram estes achados (mantendo em sua maioria
a ndo-associacdo com IMC, resisténcia insulinica e dislipidemia); duas meta-analises
exclusivamente em populagdes com MASLD, comparando os genotipos CC e GG,
mostram o risco aumentado para todo o espectro da doenca: esteatose (OR = 3.26 1C95%
2.73-3.90), esteatohepatite (OR = 3.26 1C95% 2.15-4.95) (SOOKOIAN; PIROLA, 2011)
e fibrose hepética (OR = 3.11 IC95% 2.66-3.65) (XU et al., 2015).

Evidéncias ja demonstraram que o polimorfismo 1148M influencia todo o espectro da
MASLD, chegando até ao carcinoma hepatocelular. Além disso, é também determinante
de progressao da esteatohepatite relacionada ao alcool e progressao da fibrose hepatica
na hepatite cronica pelo virus da hepatite C, bem como em outras doencas hepaticas.
Portanto, esse polimorfismo pode representar um modificador da fibrogénese em doengas

hepéticas. Notavelmente, o efeito dessa variante na fibrose é independente da esteatose e
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inflamacdo hepaética, sugerindo um efeito na biologia das células hepaticas além dos
hepatdcitos, promovendo diretamente a fibrogénese. (DONGIOVANNI, 2013).

Os portadores da mutacdo 1148M apresentam retencdo intracelular de retinol em células
estreladas hepaticas in vitro. Em resposta a inflamacao cronica, as células estreladas
hepaticas alteram seu fenotipo de células de estoque de retinol quiescentes para células
miofibroblasto-like ativadas, que secretam o colageno (TREPO et al., 2016). In vivo, 0
PNPLAS3 é de fato expresso nas células estreladas hepaticas; evidéncias recentes mostram
uma forte contribuicdo do PNPLA3 para o fendtipo de miofibroblasto-like nas células
estreladas: a expressdo hepatica do PNPLA3 aumenta durante a progressao da fibrose
hepéatica em pacientes com esteatohepatite relacionada a MASLD (BRUSCHI et al.,
2020). Ao final de 2022, Vilar-Gomez et al evidenciaram através de modelos com
caracteristicas histologicas intermediarias que, na MASLD, quase metade do efeito total
do alelo rs738409 G na gravidade da fibrose pode ser explicado por uma via direta,
ativando vias fibrogénicas especificas e que uma grande propor¢do do efeito indireto do
rs738409 na gravidade da fibrose é mediada por inflamagéo portal (VILAR-GOMEZ et
al., 2022).

Em meta-analise para avaliacdo do efeito do PNPLA3 na progressdo de fibrose hepética
e desenvolvimento de carcinoma hepatocelular envolvendo 9.915 pacientes, 0 PNPLA3
foi associado a gravidade da fibrose (OR 1,32 IC 95% 1,20-1,45), com um risco
consistentemente aumentado entre varias etiologias de doenca hepatica. Em nove estudos
(2.937 pacientes), o PNPLA3 foi associado ao aumento do risco de carcinoma
hepatocelular em pacientes com cirrose (OR 1,40, IC 95 % 1,12-1,75). Na anélise de
subgrupos, 0 aumento do risco de carcinoma hepatocelular foi demonstrado em pacientes
com cirrose relacionada a MASLD ou alcool (OR 1,67 IC 95 % 1,27-2,21), mas ndo
naqueles com outras etiologias de cirrose (OR 1,33 IC 95 % 0,96-1,82) (SINGAL et al.,
2014).

Embora o polimorfismo do PNPLAS3 néo seja diretamente associado aos fatores de risco
metabolicos, eles podem ser o gatilho para o impacto do PNPLA3 na esteatose e
fibrogénese. As relagcbes complexas entre esses fatores ndo devem ser dissociadas, ja que
0 aumento da suscetibilidade a danos no figado observado com o rs738409 [G] ocorre
predominantemente na presenca de um insulto hepatico concomitante, como por
exemplo, obesidade, consumo de alcool, infeccdo viral (TREPO et al., 2016). Em
humanos, a interacdo entre adiposidade e PNPLA3 1148M foi demonstrada em duas
grandes coortes da populacdo geral, onde o impacto da variante 1148M no acumulo de
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esteatose, inflamacdo (usando niveis de alanina aminotransferase) e o risco de cirrose foi
modulado pelo IMC. A maior parte do efeito foi observada em individuos obesos (IMC
de 30-35 kg/m?) ou muito obesos (IMC >35 kg/m?), indicando que o impacto da variacdo
do PNPLAZ3 na histdria natural da MASLD ¢é fortemente dependente do IMC (TREPO;
VALENTI, 2020).

Além do polimorfismo do gene da PNPLAS3, o polimorfismo do human transmembrane
6 superfamily member 2gene (TM6SF2) também se associa 8 MASLD e a niveis mais
elevados de alanina aminotransferase. Estudos em ratos in vitro mostram que a perda de
funcdo do TM6SF2 aumenta a concentracao de triglicerideo intra-hepatico em trés vezes.
Essa variante E167K (rs58542926), também esté associada a MASLD e é independente
do efeito da variante 1148M do PNPLAS3, mas igualmente ndo associada ao IMC, a
resisténcia insulinica e ao consumo de alcool (KOZLITINA et al., 2014).

O polimorfismo rs58542926 C>T, que codifica a variante E167K do TM6SF2, favorece
0 acimulo de goticulas lipidicas no hepatdcito, diminuindo a secrecdo de lipoproteinas
de densidade muito baixa (VLDLSs), levando assim ao aumento da suscetibilidade a
esteatohepatite e fibrose. Ao mesmo tempo, a variante E167K confere menor risco
cardiovascular, uma vez da reducdo dos lipideos circulantes. A frequéncia da variante
TM6SF2 foi maior em individuos de ascendéncia europeia (7,2%) do que em afro-
americanos (3,4%) ou hispanicos (4,7%) (KOZLITINA et al., 2014).

Em uma coorte com 1201 pacientes submetidos a bidpsia hepatica por suspeita de
esteatohepatite relacionada a MASLD, 188 individuos (13%) eram portadores da variante
E167K (presencga do polimorfismo de um Gnico nucleotideo). Eles tinham niveis lipidicos
séricos mais baixos do que os ndo portadores (p<0,05), apresentavam esteatose,
necroinflamacdo, balonizacdo e fibrose mais graves (p <0,05) e, maior risco de
esteatohepatite (OR 1,84; 1C95% 1,23-2,79) e fibrose avangada (OR, 2,08; IC 95%: 1,20-
3,55) apos ajuste para idade, sexo, IMC, resisténcia insulinica e variante de risco 1148M
(PNPLAZ3); adicionalmente, os portadores da variante E167K tiveram menor risco de
desenvolver placas carotideas (OR, 0,49; IC 95%: 0,25-0,94). Neste mesmo estudo, no
grupo controle de 1819 pacientes, os portadores da variante E167K apresentaram niveis
mais elevados de alanina aminotransferase e niveis lipidicos mais baixos (p <0,05), bem
como uma menor incidéncia de eventos cardiovasculares (HR 0,61; IC 95%: 0,39-0,95)
(DONGIOVANNI et al., 2015).
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N&o é conhecido, até 0 momento, o impacto dos polimorfismos dos genes PNPLAS3 e
TM6SF2 em pacientes com psoriase, uma populacdo com maior prevaléncia de MASLD

e maior risco cardiovascular.

2.3 Psoriase e risco cardiovascular

O estado inflamatdrio a longo prazo esta associado a SM e a aterosclerose (ARIAS DE
LA ROSA etal., 2022). A associacdo entre psoriase e SM € clinicamente relevante, pois
a SM é um fator de risco para doencas cardiovasculares. O risco cardiovascular de
pacientes com psoriase é sabidamente aumentado, mas se a psoriase em si € um fator de
risco cardiovascular independente ou se esta relacionada a concomitancia de muitos
fatores de risco ainda estad em aberto (GISONDI et al., 2018).

Ahlehoff et al , em um estudo de coorte dinamarqués (1997 a 2006) com 34.371 pessoas
com psoriase leve, 2.621 com psoriase grave e 4.003.265 controles, demonstraram
aumento no risco de morte por causa cardiovascular (RR 1,14 IC 95% 1,06-1,22 para
psoriase leve e RR 1,57 IC 95% 1,27— 1,94 para grave), com 0 maior aumento entre
jovens (idades entre 18 e 50 anos, RR 2,98, IC 95% 1,32-6,73) com doenca grave. No
que se refere ao desfecho composto avaliado (infarto do miocérdio, acidente vascular
cerebral e morte por causa cardiovascular) o risco foi também aumentado para psoriase
leve e grave (RR 1,20 1C95% 1,14-1,25e RR 1,58 IC 95% 1,36-1,82, respectivamente).
O risco foi semelhante em pacientes com doenca cutanea grave isoladamente e naqueles
com artrite psoriatica (AHLEHOFF et al., 2011).

Meta-analise com 33 estudos observacionais que avaliaram as taxas de eventos
cardiovasculares em pacientes com psoriase em comparagdo com controles mostrou um
risco aumentado de infarto do miocérdio (OR 1,25 IC 95% 1,03-1,52 na psoriase
exclusivamente cutanea e 1,57 IC 95% 1,08-2,27 na artrite psoriatica), em comparagdo
com a populagéo geral, e permaneceu significativamente elevado apds o controle dos
principais fatores de risco cardiovasculares. A meta-analise identificou uma associacdo
pequena, mas significativa, entre psoriase e doenca arterial coronariana (OR 1,19 IC 95%
1,14-1,24 para estudos transversais, OR 1,20 IC 95% 1,13-1,27 para estudos de coorte e
OR 1,84 1C 95% 1,09-3,09 para estudos caso-controle), principalmente em pacientes com
psoriase grave ou de inicio precoce. A avalia¢do do risco de acidente vascular cerebral
apresentou resultados inconclusivos: 0s estudos transversais sugeriram um  risco

ligeiramente maior de acidente vascular cerebral (OR 1,14 IC 95% 1,08-1,99) em
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pacientes com psoriase, enquanto a meta-analise de estudos de coorte ndo conseguiu
mostrar uma associagdo. Neste estudo ndo houve aumento de mortalidade cardiovascular
entre pacientes com psoriase ou artrite psoriatica (HORREAU et al., 2013).

A rigidez adrtica (rAo) é considerada um importante marcador pré-clinico do
desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares, e ganhou reconhecimento como
fator de risco em pacientes com hipertenséo arterial e outras doengas cardiovasculares. O
consenso de especialistas sobre a medicdo da rigidez adrtica na pratica clinica (VAN
BORTEL et al., 2012) definiu a velocidade da onda de pulso carotideo-femoral (VOP-cf)
como o padrdo ouro para medicao da rigidez arterial. Neste documento e nas diretrizes da
Sociedade Europeia de Hipertenséo e da Sociedade Europeia de Cardiologia de 2013 para
0 manejo da hipertensdo arterial (MILAN et al., 2019), o valor de VOP-cf superior a 10
m/s é indicado como um indice de dano organico subclinico, 0 que aumenta o risco
cardiovascular global, sendo portanto um marcador preciso para aterosclerose subclinica.
O valor preditivo da rigidez adrtica medido pela VOP-cf foi superior no Framingham
Heart Study a rigidez da artéria braquial (VOP carotideo-radial) (VAN BORTEL et al.,
2012). A padronizacgdo da técnica de medicdo, e o valor de corte de 10m/s usando 80%
da distancia entre artéria carétida comum e a artéria femoral comum passaram a ser
adotados desde 2012 (VAN BORTEL et al., 2012) e devem ser utilizados na comparagéo
entre estudos clinicos.

MASLD é per se um fator de risco para aterosclerose (GANZETTI, 2016; VILLELA-
NOGUEIRA et al., 2016). Curiosamente, foi descrita a associacdo entre aumento da rAo
e fibrose hepatica avancada, independente de outros fatores de risco cardiometabdlicos
tradicionais (VILLELA-NOGUEIRA et al., 2016). Em pacientes com DM2 e MASLD, a
rigidez adrtica aumentada ou progressivamente maior foi preditor de fibrose hepética
avancada, avaliada por TE (LEITE et al., 2016).

A avaliacdo da rigidez adrtica em pacientes com psoriase poderia ser util, portanto, para
predizer o risco de fibrose hepatica e cardiovascular nesta populacdo. O aumento da rAo
pode ser um marcador que ligaria os maltiplos mecanismos inflamatérios e mediados por
citocinas da hipétese do eixo hepato-dérmico (MANTOVANI et al., 2016; PRUSSICK;
MIELE, 2018), pois reflete os efeitos a longo prazo de riscos estabelecidos e fatores
desconhecidos (TRIANTAFYLLIAS et al., 2023) para complicagdes cardiovasculares e
hepaticas.
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Ateromatose subclinica na psoriase

Individuos com Pso apresentam aumento da rigidez arterial bem estabelecido quando
comparados a controles (BERGER; FESLER; ROUBILLE, 2021; SHAHARYAR et al.,
2014; TRIANTAFYLLIAS etal., 2023); na maioria dos estudos é independente do efeito
de fatores de risco tradicionais, como tabagismo, hipertensdo arterial sistémica e IMC. Ja
houve associacdo independente entre idade e aumento da rAo, o que reflete 0s processos
fisiopatoldgicos causados pelo envelhecimento nas paredes arteriais da matriz
extracelular composicdo (ANGOFF; MOSARLA; TSAO, 2021; TRIANTAFYLLIAS et
al., 2023).

A variacdo da VOP-cf em pacientes com psoriase na maioria dos estudos que usaram a
velocidade de onda de pulso entre a carétida e a artéria femoral para analise comparativa
foi de 7,0 m/s a 10,4m/s, com grupos vaiando entre 30 a 59 pacientes com psoriase
(ALTEKIN, 2012; BALTA et al., 2014; DATTILO et al., 2018; GISONDI et al., 2009a;
IKONOMIDIS et al., 2015). Quando comparado aos controles, todas as diferencas
tiveram significancia estatistica. Variacbes com relacdo ao método de medida entre a
carotida e a artéria femoral occorreram entre os estudos, mesmo sendo realizada apés as
recomendacdes de 2012 (VAN BORTEL et al., 2012). Outros estudos caso-controles
usando a VOP car6tida-braquial encontraram da mesma forma significancia estatistica
com relacdo a maior rAo entre os pacientes com psoriase (COSTA et al.,, 2012;
OLIVEIRA et al., 2019; SHEN et al., 2015; SUNBUL et al., 2014).

Todos os estudos anteriores na psoriase foram caso-controle e nenhum deles utilizou o
valor de corte padrdo da cf-PWV de 10 m/s (estabelecido em 2012) para predicdo de
eventos cardiovasculares. Em 477 pacientes da coorte de estudo de DM2 do Rio de
Janeiro - Rio de Janeiro Type 2 Diabetes Cohort Study- (CARDOSO et al., 2015),
também uma populag@o com alto risco cardiovascular, foi encontrada prevaléncia de 25%

de rAo maior ou igual a 10m/s.

Terapia anti-inflamatoria e risco cardiovascular

Algumas terapias medicamentosas utilizadas no tratamento da psoriase podem piorar
alguns parametros metabolicos. Por exemplo, a ciclosporina pode ter um impacto
negativo nos lipidos e glicose séricos, bem como pode induzir ou agravar a hipertensao

arterial sistémica. O efeito potencialmente diabetogénico do tratamento com ciclosporina
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pode estar relacionado a inibicdo da secrecédo de insulina pelas células beta pancreaticas,
um efeito que pode ser ainda mais pronunciado em pacientes com psoriase e obesidade.
Semelhante a ciclosporina, a acitretina pode induzir hipertrigliceridemia e/ou
hipercolesterolemia (GISONDI et al., 2018).

Apesar da hepatotoxicidade do MTX ser historicamente discutida, e da mielotoxicidade
associada ao uso de MTX também ser motivo para monitoramento regular (KALB et al.,
2009) o efeito protetor do MTX na aterosclerose se baseia na acdo sobre o processo
inflamatdrio que liga a patogénese da psoriase e a DCV. Portanto, a terapia anti-
inflamatdria (incluindo as drogas imunobioldgicas, que representam o avango das Ultimas
décadas no tratamento da psoriase) poderia ser relevante no tratamento e prevencao
dessas patologias.

Os dados clinicos disponiveis na artrite reumatoide sdo consistentes e convergem para a
conclusédo de que o MTX melhora o risco cardiovascular de forma dose-dependente. No
entanto, este impacto positivo do MTX parece ser menor do que a terapia imunobioldgica,
provavelmente em paralelo com a eficécia clinica e bioldgica. Na psoriase, os dados
disponiveis sdo escassos e insuficientes para permitir tirar conclusdes solidas
(VERHOEVEN et al., 2021).

Na avaliagdo de artrites inflamatdrias, h4 maior prevaléncia de fatores de risco
cardiovasculares na artrite psoriatica, seguida pela artrite reumatoide, em comparagao
com o resto das artrites inflamatorias (BARBARROJA et al., 2022).

Em 2011, quando ainda os imunobioldgicos ndo eram difusamente utilizados, uma meta-
analise de 10 estudos observacionais em pacientes com psoriase, artrite reumatoide e
poliartrites, o metotrexato foi associado a um risco 21% menor de DCV total (n=10
estudos, IC 95% 0,73-0,87, p<0,001) e risco 18% menor de infarto do miocéardio (n=5
estudos, IC 95% 0,71-0,96, p=0,01) (MICHA et al., 2011).

Em uma primeira meta-analise ja na era da terapia imunobiologica, apenas seis estudos
com pacientes com psoriase e artrite psoriatica foram incluidos. Houve uma redugéo nos
eventos cardiovasculares com terapia sistémica (incluindo MTX e anti-TNF) na artrite
psoriatica (RR 0,75; 1C 95% 0,63 a 0,91). Dada a escassez de estudos em psoriase, foi
avaliado somente o efeito da terapia sistémica em comparacdo com nenhuma terapia
sistémica sobre o risco de todos os eventos cardiovasculares (ROUBILLE et al., 2015) .

Em estudo prospectivo mais recente avaliando o risco comparativo de eventos
cardiovasculares maiores (sindrome coronariana aguda, angina instavel, infarto do

miocardio e acidente vascular cerebral) com 5.468 pacientes com psoriase tratados com
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adalimumabe, etanercepte, ustequinumabe e MTX, ndo encontraram diferencas
significativas no risco de eventos cardiovasculares maiores entre as terapias biologicas
(RUNGAPIROMNAN et al., 2020)

Em uma sub-analise da revisdo sistematica de Horreau et al (HORREAU et al., 2013),
exclusivamente em pacientes com Pso, dois grandes estudos retrospectivos encontraram
um efeito protetor do MTX na incidéncia de eventos cardiovasculares maiores. Em um
deles, o tratamento com MTX e agentes biolégicos também foi associado a reducéo do
risco de morte e eventos de doengas cardiovasculares em pacientes com psoriase grave
em uma analise subsequente de mundo real (AHLEHOFF et al., 2013).

Os dados da avaliacdo do papel do MTX e imunobioldgicos no risco cardiovascular
subclinico (e ndo de eventos cardiovasculares) na psoriase S80 escassos.

O estudo PSARA (Psoriatic Arthritis, Ankylosing Spondylitis, Rheumatoid Arthritis
Study), que teve como objetivo observar os efeitos na funcdo endotelial (avaliada pela
tonometria arterial periférica com hiperemia reativa, expressa pelo razdo entre a
magnitude da amplitude média da onda de pulso p6s-obstrutiva e pré-oclusdo) do MTX
em monoterapia, MTX em combinacdo com inibidores de TNFalfa e 0 mesmo em
monoterapia nas artrites inflamatorias, observou uma melhora na funcdo endotelial apos
6 meses de tratamento em todos os trés grupos de tratamento. O efeito foi mais forte no
grupo de pacientes tratados com MTX em monoterapia (ATZENI et al., 2021; DEYAB
etal., 2017).

A velocidade da onda de pulso foi avaliada apenas em pacientes com artrite reumatoide
tratados com MTX ou diferentes drogas modificadoras de doenca sintéticas ou bioldgicas
de forma prospectiva, e 0 MTX foi capaz de controlar o enrijecimento arterial em uma
segunda avaliagdo da rAo (BALANESCU et al., 2019). N&o ha estudos do efeito do MTX
ou drogas imunobioldgicas na ateroesclerose subclinica.

Cerca de 20% dos pacientes com historia de doenca cardiovascular aterosclerotica na
populacédo geral sofrerdo eventos cardiovasculares, apesar do tratamento farmacoldgico
pleno. Isto realgca a presenca de risco cardiovascular residual numa proporcao
significativa de pacientes e a necessidade de terapias novas que tenham como alvo as vias
inflamatdrias e imunitarias. O metotrexato vem fazendo parte de varios estudos
prospectivos que investigam o seu efeito nos desfechos cardiovasculares, morbidade e
mortalidade para definir o papel terapéutico exato do metotrexato neste contexto
(MANGONI et al., 2018).
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3. Objetivos

Obijetivo geral:

Avaliar o impacto dos polimorfismos genéticos PNPLA3/TM6SF2, dos pardmetros

metabolicos e da dose cumulativa de metotrexato na esteatose na fibrose hepatica em

pacientes com psoriase.

Obijetivos especificos:

1)

2)

3)

4)

5)

4.

Determinar a frequéncia de esteatose hepatica e fibrose hepatica avancada através
do CAP e da elastografia hepatica transitoria (FibroScan®) em pacientes com
psoriase.

Determinar a frequéncia de sindrome metabdlica em pacientes com psoriase.
Determinar a frequéncia dos gendtipos PNPLA3/TM6SF2 em pacientes com
psoriase.

Determinar a associacdo da sindrome metabdlica, da dose cumulativa de
metotrexato e dos gendtipos PNPLA3/TM6SF2 com a esteatose hepatica e fibrose
hepética avancada em pacientes com psoriase.

Avaliar a associacdo da ateroesclerose subclinica, avaliada pela velocidade de
onda de pulso carotido-femoral, com a presenca de esteatose e fibrose hepatica
avangada, sindrome metabolica e a dose cumulativa de metotrexate em pacientes

com psoriase.

Casuistica e Métodos

A casuistica e métodos de nossos estudos estdo descritos nos dois artigos, um ja publicado

e outro submetido para publicacdo, apresentados a seguir.
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Introduction and Objectives: A high prevalence of steatotic liver disease has been described in psoriasis. How-
ever, the influence of genetic polymorphisms has yet to be investigated in this scenario. This study aims to
determine the frequency of steatosis, advanced liver fibrosis and PNPLA3/TM6SF2 genotypes in individuals
with psoriasis and to evaluate the impact of genetic polymorphisms, metabolic parameters and cumulative
methotrexate dose on steatosis and fibrosis.
Materials and Methods: Cross-sectional study that prospectively included psoriasis outpatients, submitted to
clinical and laboratory analysis, transient elastography (FibroScan®, Fr) and PNPLA3/TMGSE2 genotyping.
Steatosis was defined by CAP >275 dB/m and advanced liver fibrosis as transient elastography >10 kPa.
Logistic regression analysis evaluated the independent variables related to steatosis and fibrosis; p-value<
0.05 was considered significant.
Results: One hundred and ninety-nine patients were enrolled (age 54.6 + 12.6 years, 57.3% female ). Metabolic
syndrome (MetS), steatosis and advanced liver fibrosis prevalence were 55.8%, 54.8% and 9%, respectively.
PNPLA3 and TM6SF2 genotypes frequencies were CC 42.3%/CG 49.5%/GG 8.2% and CC 88.7%/ CT 11.3%/ TT 0%,
MetS (OR3.01 95%CI 1.51-5.98; p = 0.002) and body mass index (OR1.17 95%C1 1.08-1.26; p < 0.01 ) were inde-
pendently associated with steatosis. Diabetes Mellitus (T2DM) (OR10.76 95%Cl 2.42-47.87; p = 0.002) and
harboring at least one PNPLA3 G allele (OR5.66 95%C1 1.08-29.52; p = (.039) were associated with advanced
fibrosis, but not TM6SF2 polymorphism or cumulative MTX dose.
Conclusions: MetS and T2DM confer higher odds for steatosis and advanced fibrosis in individuals with psori-
asis. PNPLA3 G allele, but not TM6ESF2 polymorphism, impacts a 5-fold odds of advanced liver fibrosis.

© 2024 Fundacién Oinica Médica Sur, A.C. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open access article

under the CCBY-NC-ND license ( http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)

1. Introduction

Psoriasis (Pso) is a chronic, immune-mediated inflammatory skin
disease whose severity depends on environmental and inherited fac-

Abbreviations: Pso, psoriasis; MetS, metabolic syndrome; SLD, steatotic liver disease;
T2DM, type 2 diabetes mellitus; MTX, methotrexate; PNPLA3, patatin-like phospholi-
pase domain-containing 3 gene; BMI, body mass index; TMG5F2, transmembrane 6
superfamily member 2 gene; CAP, controlled attenuation parameter; TE, transient elas-
tography; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; GGT,
gamma-glutamyl transferase; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipopro-
tein; LSM, liver stiffness measurement; IQR, interquartile interval; kPa, kilopascals; dB/
m, decibels per meter; MASLD, metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease

* Corresponding author.

E-mail address: luagoglial 3@gmail.com (L. Agoglia).

https:{/doi.org/10.1016/j.a0hep.2024.101477

tors [1]. Prevalence in Western countries is around 2-4% of the popu-
lation, depending on age and ethnicity [2], and it is associated with
metabolic syndrome (MetS) [3,4]. Psoriatic patients have a two-fold
risk of Steatotic Liver Disease (SLD) compared to non-psoriatic con-
trols [5]. SLD is bi-directionally associated with MetS and its compo-
nents, which increases the risk of advanced fibrosis and cirrhosis [6],
especially in specific populations like patients with type 2 Diabetes
Mellitus (T2DM) and medically complicated obesity [7]. A new

1665-2681/© 2024 Fundacién Clinica Médica Sur, A.C. Published by Elsevier Esparia, S.L.U. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses /by-nc-nd/4.0/)
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perspective of the liver as "a non-innocent bystander” in the steatosis
scenario has emerged, as hepatic lipid accumulation also impacts glu-
cose and lipid metabolisms [8].

Observational studies have demonstrated associations between
Pso and SLD in recent decades, even independently of MetS [9,10]. In
retrospective studies, liver fibrosis in Pso has been linked to MetS
and SLD more than the cumulative methotrexate (MTX) dose despite
difficulties in histological differentiation since both MTX and SLD
share common histological aspects [11-15]. A recent large longitudi-
nal cohort study found no association between cumulative MTX dose
and elevated liver stiffness or serologic markers of fibrosis, showing
that T2DM was the most significant risk factor associated with liver
stiffness [16].

Since 2016, a Hepato-Dermal Axis hypothesis has emerged, dem-
onstrating multiple inflammatory and cytokine-mediated mecha-
nisms shared by the steatotic liver and Pso, coming from a unique
trigger, such as the expanded and inflamed adipose tissue [17].
Although it appears reasonable, there may be additional factors to
justify the independent association between SLD and Pso and, espe-
cially, fibrosis.

Patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene (PNPLA3)
polymorphism 1148M (rs738409) has emerged as one of the key
genetic determinants of SLD, metabolic steatohepatitis and progres-
sive liver fibrosis, irrespective of body mass index (BMI), insulin resis-
tance and dyslipidemia [18,19]. In addition, a polymorphism of the
transmembrane 6 superfamily member 2 gene (TM6SF2), variant
E167K (rs58542926), has also been associated with SLD indepen-
dently of PNPLA3 variant 1148M effect, but equally not associated
with BMI and insulin resistance [20]. So far, the impact of both poly-
morphisms has not been evaluated in Pso patients.

Considering the potential association between Pso and SLD, this
study aimed to determine the frequency of steatosis, advanced liver
fibrosis, PNPLA3 and TM6SF2 genotypes in this population. Addition-
ally, we sought to evaluate the impact of genetic polymorphisms,
metabolic parameters and cumulative MTX dose on steatosis and
advanced liver fibrosis in individuals with psoriasis.

2. Material and methods
2.1. Study design and patients

This bicentric cross-sectional study included outpatients with
established Pso diagnosis (clinically and/or histologically), at least
18 years old, regardless of the type of Pso-specific treatment, from
dermatology divisions at tertiary hospitals, Federal Hospital of Bonsu-
cesso and Clementino Fraga Filho University Hospital of the Federal
University of Rio de Janeiro, Brazil.

Exclusion criteria were: HIV, hepatitis B and hepatitis C, as well as
those with other etiologies for chronic liver diseases; use of hepato-
toxic drugs in the last six months, steatogenic drugs (except MTX)
like systemic corticosteroids, amiodarone, valproic acid and tamoxi-
fen in the last two years or systemic chemotherapy in the last five
years; daily alcohol intake greater than 20g for women and 30g for
man in the last five years; conditions that could interfere with liver
stiffness analysis (liver congestion, ascites, serum aminotransferase
values greater than five times the upper standard limit, cholestasis
and pregnancy).

2.2, Study procedures

Individuals included in the study were submitted to clinical and
laboratory evaluation and liver stiffness /controlled attenuation
parameter (CAP) measurements using transient elastography (TE)
(FibroScan® TOUCH 502, Echosens, Fr). Blood sample collection for
PNPLA3/TMGSF2 genotyping, metabolic evaluation, and TE were per-
formed on the same day.
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2.3. Demographic, clinical and laboratory variables

Demographic (sex, age), anthropometric (BMI, abdominal circum-
ference) and clinical data (diagnosis of T2DM, systemic arterial
hypertension, dyslipidemia and MetS according to ATPIII criteria [21]
were collected. Data regarding clinical psoriasis characteristics were:
time since psoriasis onset (time since the first cutaneous lesion onset,
reminded by the patient), time of dermatological follow-up (defined
as the time since any dermatologic treatment/follow-up until the
study enrollment date), use of immunobiological (anytime) and
cumulative MTX dose. Cumulative MTX doses =1500 mg were con-
sidered at risk for steatosis and fibrosis [13].

Laboratory data included alanine aminotransferase (ALT), aspar-
tate aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT),
total cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol, triglycerides, gly-
cated hemoglobin and platelet count. Liver enzymes (AST, ALT and
GGT) were analyzed as absolute values and indexes (absolute value/
upper standard limit).

2.4. Liver stiffness measurement (LSM) and controlled attenuation
parameter (CAP)

Liver stiffness measurement was performed with at least 3 hours
of fasting by a single experienced operator using Fibroscan® TOUCH
502 (Echosens, France) with M and XL probes designed for this
device. The technique used was previously described [22]. Only
results with ten valid shots, success rate > 60% and an interquartile
interval (IQR) /median liver stiffness ratio <30% were included in the
analysis. The results were expressed in kilopascals (kPa). The CAP
was simultaneously evaluated within valid LSM and was expressed
in decibels per meter (dB/m). The XL probe, designed to evaluate
measurements between 35 mm and 75 mm in depth (against 25-65
mm in the M probe), was used in those patients who failed to obtain
valid measurements with the M probe. The best cut-off for advanced
liver fibrosis was 10 kPa [23]. CAP results equal to or greater than 275
dB/m are defined as the presence of steatosis [24].

2.5. Genetic analysis of PNPLA3 and TM6SF2 polymorphisms

DNA extraction was performed according to the procedures rec-
ommended by the manufacturer of the “Qiamp DNA Mini Kit" (Qia-
gen), followed by quantification and determination of the degree of
purity via spectrophotometric readings at 260 and 280 nm in an
Epoch equipment (BioTek Instruments). The polymorphisms
15738409 (C | G) of the PNPLA3 gene and rs58542926 (C | T) of the
TMB6SF2 gene were genotyped using specific allele TagMan® (Applied
Biosystems) probes via real-time polymerase chain reaction (gPCR),
using the CFX96 thermocycler (Bio-Rad), under universal amplifica-
tion conditions. The identified alleles characterized three genotypes
of PNPLA3 (CC, CG and GG) and TM6SF2 (CC, CT and TT). After geno-
typing, the SNP analysis tool (https://www.snpstats.net/start.htm)
was used to determine whether the studied sample was in Hardy-
Weinberg equilibrium. The presence of at least one allele G for the
PNPLA3 gene and at least one allele T for the TM6SF2 gene were con-
sidered for analysis.

2.6. Statistical analysis

Data was recorded in case report forms and entered in SPSS 21.0
software (IBM Corp, Armonk, New York). Categorical and continuous
variables were analyzed and expressed as frequencies for categorical
variables. Continuous variables were expressed as means with stan-
dard deviation or medians with interquartile intervals in the case of
parametric or non-parametric distribution, respectively. Univariate
analysis was performed using the Chi-square or Fisher test for cate-
gorical variables and Student’s t-test or Mann-Whitney test for
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continuous variables as appropriate. Binary logistic regression analy-
sis was performed to identify variables independently associated
with steatosis and fibrosis. The variables included in the model were
those with clinical plausibility or p-values < 0.20 in the univariate
analysis. The significance level adopted was 5%, with descriptive lev-
els (p) below this value being considered statistically significant.

2.7. Ethical statements

Written informed consent was obtained from each patient
included in the study and the study protocol conforms to the ethical
guidelines of the 1975 Declaration of Helsinki as reflected in a priori
approval by the Ethics Committee of Hospital Universitdrio Clemen-
tino Fraga Filho, Federal University of Rio de Janeiro (CAAE
13459019.2.0000.5257) and Hospital Federal de Bonsucesso (CAAE
13459019.2.3001.5253).

3. Results

Two hundred and eight patients were selected; eight lost follow
up, and one was excluded due to unreliable LSM. Thus, one hundred
and ninety-nine patients were enrolled for the analysis. All patients
had blood collected adequately. Unequivocal PNPLA3 and TMGSF2
genotyping data were achieved in 194 and 177 patients, respectively
(Fig. 1). Demographic, clinical and laboratory data, PNPLA3/TM6FS2
genotypes, TE and CAP data were shown in Table 1. The distribution
of genotypes for PNPLA3/TM6FS2 on this studied sample was in
Hardy-Weinberg equilibrium (data not shown).

3.1. Analysis of steatosis and advanced liver fibrosis evaluated by TE

The comparative analysis regarding patients with and without
steatosis and advanced liver fibrosis evaluated by TE are shown in
Table 2 and Table 3, respectively.

Variables included on logistic regression for steatosis were BMI,
MetS, GGT index and cumulative MTX dose (the latter was included
based on dinical plausibility). Abdominal circumference, arterial
hypertension, dyslipidemia, HDL and triglycerides were also statisti-
cally significant but not included as they were competitive with BMI
and MetS. MetS and BMI were independently associated with steato-
sis (Table 4).

Regarding liver stiffness, variables included in logistic regression
were PNPLA3 CG/GG, TM6SF2 CT/TT, T2DM, Arterial Hypertension,
BMI and cumulative MTX dose (the latter also for clinical plausibility).
Abdominal circumference, GGT index and CAP were also not included

208 patients
cvaluated
»| Lost follow up (n=8)
Unreliable LSM
199 patients (n=1)
included

PNPLA3 genotyping
(n=194)

TM6SF2 genotyping
(n=177)

Fig. 1. Study flowchart. TM6SF2, Transmembrane 6 superfamily member 2 gene;
PNPLA3, Patatin-like phospholipase domain-containing 3 gene; LSM, Liver stiffness
measurement
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Table 1
Study population characteristics.

Variables n=199
Demographic, anthropometric and clinical data

Femnale sex (%) 573

Age (years) 546126
BMI (Kg/m?) 203+57
BMI>25 Kg/m? (%) 75.0
BMI>30 Kg/m? (%) 37.7
Abdominal circumference (cm) 103.0+13.2
Type 2 Diabetes Mellitus (%) 30.7
Arterial hypertension (%) 60.8
Dyslipidemia (%) 69.8
Metabolic Syndrome (%) 55.8

Clinical psoriasis characteristics
Time since psonasis onset (months)

146.0 (78.6-264.0)

Time of dermatological follow-up (months) 45.0(16.0-97.5)
MTX treatment () 793

Cumulative MTX dose (mg) 1365 (663.7-3570)
Cumulative MTX dose > 1500mg (%) 386

Cumulative MTX dose > 1500mg (mg) 3600 (2320-5785)
Immunobiological treatment (%) 35.2

Laboratory results

ALT (U/L) 21.0(17.0-32.5)
ALT index 045 (0.29-0.66)
AST(U/L) 21.0(18.0-27.0)
ASTindex 052 (0.45-0.69)
GGT(UJL) 29.0(21.2-40.0)
GGTindex 046 (0.35-0.73)
LDL (mg/dL) 1190+ 36.7
HDL (mg/dL) 45.0(39.0-55.0)
Triglycerides (mg/dL) 127.0(91.0-169.0)
Glycated hemoglobin (%) 58(5.564)
Platelet count (x10°) 2512 +68.8
Genetic characteristics

PNPLA3 CC/CG/GG (%)" 42.3]495[8.2

G allele frequency (%) 329

TMBSF2 CC/CT/TT (%)™ 88.7/11.3/0

T allele frequency (%) 56
Elastographic characteristics

LSM (kPa) 53(4.26.7)
LSM(kPa)= 10 (%) 9

IQR (%) 15.0(10.0-20.0)
CAP (dB/m) = 275 (%) 54.8

CAP (dBm) 2758 £ 55.6
Success Rate (%) 100.0(87.0-100.0)
M Probe (%) 63.3

Values are proportion for categorical data, mean (SD) for normally distrib-
uted data and medians (interquartile interval) for non-parametric data.
BMI, Body Mass Index; ALT, AST, and GGT indexes absolute value/ upper
normal limit; LDL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein;
LSM, liver stiffness measurement; CAP, controlled attenuation parameter.

* Total PNPLA3 genotyping, n = 194,
' Total TMBSF2 genotyping, n=177.

as they were competitive with variables included in the initial model.
Both models were adjusted for age and gender. T2DM and at least
one G allele of the PNPLA3 genotype were independently associated
with advanced liver fibrosis in this population (Table 5).

4. Discussion

This is the first study to evaluate the frequency and impact of
PNPLA3 and TM6SF2 polymorphisms on SLD in a population diag-
nosed with psoriasis. We demonstrated the association between the
PNPLA3 15738409 C > G polymorphism and advanced liver fibrosis
assessed by LSM higher than 10 kPa. On the other hand, no impact
was observed either in steatosis or fibrosis due to TM6SF2 polymor-
phism.

The prevalence of SLD was elevated in this Brazilian multi-ethnic
population of Pso patients. At least one PNPLA3 G allele was associ-
ated with a 5.7-fold increased odds of advanced liver fibrosis. The
present study has also shown that the distribution of PNPLA3 and
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Table 2
Comparative analysis between patients with Pso with and without steatosis (CAP>
275dBfm) (n=199).

Variables «<275dB/m (n=90) =275dB/m(n=109) p
Female sex (%) 61.1 54.1 0.32
Age (years) 53.7+136 553+11.8 037
BMI (Kg/m?) 26.9+5.1 313454 <0.001
Abdominal circumference 97.2+114 107.7+127 <0.001
(cm)
Type 2 Diabetes Mellitus (%)  26.7 339 0.26
Arterial hypertension (%) 40.0 78.0 <0.001
Dyslipidemnia (%) 54.4 826 <0.001
Metabolic Syndrome (%) 356 725 <0.001
ALT index 0.33(0.27) 0.46(0.47) 037
AST index 0.52(0.23) 0.54(0.30) 0.75
GGT index 0.45(0.44) 0.59(0.42) 0.01
LDL (mg/dL) 1224+346 116.1+382 0.24
HDL (mg/dL) 50(11) 43(12) <0.001
Triglycerides (mg/dL) 114(59) 157(100) <0.001
Time since psoriasis onset 132.0(246.0) 1453 (183.1) 0.87
(months)
Cumulative MTX dose (mg) ~ 900(2330) 1200 (2730) 0.73
Cumulative MTX dose 389 385 0.95
>1500mg (%)
PNPLA3 CG/GG (%) 534 613 0.26
PNPLA3 GG (%) 6.8 94 0.51
TME6SF2 CT(TT (%) 114 112 097

Values are proportion for categorical data, mean (SD) for normally distributed data
and medians (interquartile range) for non-parametric data BMI, Body Mass Index;
ALT, AST and GGT indexes (absolute value/ upper standard limit}); LDL, low-density
lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein.

Table 3
Comparative analysis between patients with Pso with and without advanced liver
fibrosis (LSM3z10kPa) (n=199).

Variables <10kPa(n=181) >10kPa(n=18) p
Femnale sex (%) 56.4 66.7 0.39
Age (years) 54.4+12.6 56.7+13.0 0.46
BMI (Kg/m?) 29.0+5.3 32.9+8.0 0.056
Abdominal circumference (cm)  102.0£126 112.4=15.5 0.001
Type 2 Diabetes Mellitus (%) 254 833 <0.001
Arterial hypertension (%) 58.0 889 0.01
Dyslipidemia (%) 69.1 77.8 0.44
Metabolic Syndrome (%) 525 889 0.003
Platelet Count (x 10) 251.5+66.2 25294908 0.93
ALT index 0.45(0.36) 041(0.28) 0.69
ASTindex 0.52(0.22) 049(0.36) 0.88
GGTindex 0.46(0.33) 0.54(0.83) 0.06
Time since psoriasis onset 146.1(184.6) 142.2(249.6) 0.98
(months)
Cumulative MTX dose (mg) 980 (2564) 510(2340) 0.44
Cumulative MTX dose > 1500mg ~ 38.7 389 0.98
(%)

CAP(dB/m) 273.04554 301.8£526 0.03
CAP=275dB/m (%) 525 77.8 0.04
PNPLA3 (G/GG (%) 55.1 875 0.012
PNPLA3 GG (%) 73 18.8 01
TMGSF2 CT/TT (%) 123 0.0 0.14

Values are proportion for categorical data, mean (SD) for normally distributed data
and medians (interquartile range) for non-parametric data BMI, Body Mass Index;
ALT, AST and GGT indexes (absolute value/ upper standard limit), and CAP, controlled
attenuation parameter.

Table 4
Maodel for independently associated variables with the presence
of steatosis (CAP>275dB/m).

Covariates® Odds Ratio  p 95%CI
Metabolic Syndrome  3.01 0002 151-598
BMI 117 <0001  1.08-1.26

* Adjusted for age and sex. (I, confidence interval.
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Table 5
Model for independently associated variables with the presence of
advanced liver fibrosis as outcome (LSM>10kPa).

Covariates” OddsRatio  p 95%Cl
Type 2 Diabetes Mellitus ~ 10.76 0002 2424787
PNPLA3 (GGG 5.66 0039 1.08-2952

* Adjusted for age and sex. Cl, confidence interval.

TM6SF2 genotypes is similar to those regarding non-psoriatic SLD
South American populations [25-27]. The expanded adipose tissue/
dysmetabolism seems to be the main trigger for the hepato-dermal
axis [17], and we may hypothesize if the PNPLA3 polymorphism in
Pso may have a role in the direct hepato-dermal interplay, resulting
in a phenotype of high risk of liver disease [28]. In parallel, there is
evidence of the association between spleen longitudinal diameter
and duration of disease in psoriasis; this reinforces the hepato-der-
mal axis hypothesis, also pointing to the enlarged spleen as an indica-
tor of systemic inflammation in psoriasis [29].

Data from a well-powered meta-analysis showed that PNPLA3
15738409 C > G polymorphism impacts fibrosis in Metabolic Dysfunc-
tion-associated Steatotic Liver Disease (MASLD) patients, where GG
homozygous had a 3.2-fold higher odds of developing liver fibrosis
[30]. A similar study investigating the relationship between advanced
liver fibrosis and genetic polymorphisms in T2DM patients has also
described the impact of harboring the GG PNPLA3 genotype [27].
This finding may suggest that SLD in Pso patients may have similar
multifactorial aspects as in other populations with MASLD. In our
study, T2DM was also independently associated with advanced liver
fibrosis, as reported in previous studies involving Pso patients
[12,13,16,31]. This result reinforces the evidence that T2DM is the
major risk factor for developing MASLD and fibrosis progression in
the general population [7].

Interestingly, our study showed no association with steatosis despite
the observed relationship between PNPLA3 polymorphism and
advanced liver fibrosis. Although PNPLA3 rs738409 C > G polymor-
phism is related to loss of lipase activity towards triglycerides, increas-
ing liver fat levels [19,32], there is evidence of direct activation of
specific fibrogenic signaling pathways [33,34]. On the other hand,
TM6SF2 rs58542926 C>T polymorphism had no impact on steatosis or
fibrosis in our population, despite the fact of being a variant known for
decreasing hepatocyte lipid secretion [20] resulting in more steatosis
and liver fibrosis [35,36]. This lack of association might be due to one or
both of these factors: first, genotyping was not possible in twenty-two
patients due to obtaining dubious results, impairing the power of a pos-
sible association; and second, this is a low-frequency polymorphism in
our population, with only 11% harboring the T allele, any with the
homozygotic genotype. A larger population may be necessary to find a
potential impact. This way, further studies may better investigate the
potential association of TMESF2 polymorphism with steatosis and fibro-
sis in Pso individuals, confirming or not our finding.

Although some studies addressed the factors associated with stea-
tosis in Pso patients, with most showing steatosis prevalence ranging
between 44 and 47%, the diagnosis of steatosis was always based on
ultrasonography [37]. Ultrasonography generally detects only mod-
erate steatosis (20 and 30%), has inter-operator variability and has
reduced accuracy in patients with obesity [24]. In the present study,
we used the CAP measurement to diagnose steatosis, adopting the
recent cut-off recommendation of 275 dB/m with over 90% sensitivity
[24], and we detected a higher prevalence of steatosis of 54.8%. Of
note, our study also had a slightly higher prevalence of MetS of 55.8%,
compared to previously published studies that described a preva-
lence of 20 to 50% in Pso patients [4].

Importantly, we once again highlighted the absence of an associa-
tion between cumulative MTX dose and steatosis or advanced liver
fibrosis, even when considering cumulative doses of MTX > 1500 mg
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[13]. Less than half (38.6%) of the patients had a cumulative MTX
dose =1500 mg despite a total frequency of MTX use of 79.3%. In
recent years, there has been a greater availability of immunobiolog-
ical therapies frequently used with MTX in lower doses in more
severe Pso disease. Our study did not evaluate the impact of immu-
nobiological as an indirect protective factor in these patients since
they help maintain lower doses of MTX in more severe cases. This
hypothesis may also be better investigated in further studies with
more patients using immunobiological therapies. However, our
study’s expressive prevalence of liver fibrosis and steatosis
occurred in a population with a median cumulative MTX dose
lower than 1500 mg, reinforcing the possible low impact of long-
term MTX on liver fibrosis [16,38]. Previous studies based on TE in
patients using MTX due to Pso and other chronic inflammatory dis-
eases [39,40,31,41,42,16] adopted lower cut-offs to detect liver
fibrosis. They showed a similar prevalence of liver fibrosis from 4.8
to 15.8% compared to our findings (9%) using a cut-off of 10 kPa
(none of the patients with LSM>10 kPa (n = 18) had liver failure.
Nonetheless, three of them had clinically significant portal hyper-
tension). Cumulative MTX dose in these studies ranged from 1.38 g
[39] to 4.8 g [16], including studies with no MTX use or reported
cumulative MTX dose. Those who reported cumulative MTX doses
had no association with TE values. Noteworthy, MTX-induced liver
fibrosis has been described based on serial liver biopsies when SLD
and even viral hepatitis were not recognized [43]. Finally, the most
relevant concern would be whether MTX can worsen the natural
history of SLD in Pso [43,44]. In vitro research has recently shown
that PNPLA3 rs738409 polymorphism loss of function can also
increase sensitivity to hepatotoxins [45], an exciting finding, espe-
cially if added to the association between the presence of the
PNPLA3 rs738409 C > G polymorphism and advanced liver fibrosis
found in our study.

There are some limitations in our study. First, it was a cross-sec-
tional study, where causality cannot be proven. Second, steatosis and
liver fibrosis were not histologically proven. However, there was no
rationale to perform liver biopsy in these patients since TE and CAP
are non-invasive tools used mainly to screen steatosis and liver fibro-
sis [24,46,47] and have progressively replaced liver biopsy in clinical
practice. Third, disease severity on Pso was not measured, and associ-
ations were not performed regarding this variable. However, all
patients were followed at outpatient clinics from tertiary hospitals,
with long-term dermatological follow-up (median: 45.0 months
[16.0-97.5]), and mostly on systemic therapy (79.3% on methotrexate
and 35.2% on immunobiological therapy), suggesting more severe
disease. Lastly, TM6SF2 genotyping was not feasible in 22 patients,
which might have underpowered our results regarding its association
with liver steatosis or advanced liver fibrosis. On the contrary, this
was the first study that has shown the impact of PNPLA3 polymor-
phism in psoriasis patients, and longitudinal studies evaluating long-
term liver outcomes may be valuable to confirm it as a prognostic fac-
tor regarding fibrosis in individuals with psoriasis. As the factors
related to steatosis in the present study were all metabolic, these
individuals may also be prone to lifestyle modifications to control
metabolic syndrome and possibly steatosis.

5. Conclusions

There is a clear-cut relationship between the G allele of PNPLA3
polymorphism and the presence of advanced liver fibrosis evaluated
by TE, in addition to T2DM, independently of cumulative MTX dose,
in patients with psoriasis. TM6SF2 was not associated with SLD in
Pso patients. Metabolic risk factors are prevalent in Pso and contrib-
ute to steatosis and fibrosis development, but a new perspective
emerges, placing PNPLA3 polymorphism as an additional hypothesis
for the hepato-dermal axis.
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Abstract

Objective: To determine the relationship between anti-inflammatory therapy and
subclinical atheroselerosis in individuals with Pso, using the gold standard carotid-
femoral pulse wave velocity (ef-PWV) measurement. Additionally, to evaluate the
association between cf-PWWV, steatosis and adwvanced fibrosis (AF) using Transient
Elastography (TE) by Fibroscan®. Methods: Cross-sectional study including Pso
patients submitted to ¢f-PWV and TE. Steatosis was defined as controlled attenuation
parameter >275dB/m, AF as liver stiffness measurement >10kPa, increased aortic
stiffness (AoS) as of-PWWV=10m/s. Significant cumulative methotrexate dose was
>1500mg (MTX1500). Logistic regression analysis evaluated the independent variables
associated with increased AoS. Results: Eighty patients were included (mean age
56.2=£11.5 years. 57.5% female, BMI 28.6=5.3kg/m?). Prevalences of MetS. diabetes
mellitus, dyslipidemia, systemic arterial hypertension. steatosis and AF were 57.5%.
40.0%, 67.5%. 70.0%. 50.0% and 16.3%. respectively. MTX1500 was present in 45%,
immunobiological treatment in 33.8% and <f-PWV>10m/'s in 21.2%. On logistic
regression analysis, age was independently related to ef-PWV=10m/s (OR: 1.21; CI95%:
1.06-1.38; p=0.003) and MTX1500 was a protective cardiovascular factor (OR: 0.18;
CI195%: 0.038-0.87; p=0.033). No association was observed between steatosis. AF or
immunobiological therapy and of-PWV=10m/s. Conclusion: In patients with Pso.
increased AoS was associated with age. but not with steatosis or AF. A protective
cardiovascular effect of MTX was found in a Pso population with a high prevalence of

MetS and its components,
Keywords:

Psoriasis — Aortic Stiffness — Atherosclerosis - Steatotic Liver Disease — Methotrexate.
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Introduction

Psoriasis (Pso) is a chronic immune-mediated inflammatory skin disease. which
prevalence in western countries 1s around 2-4%[1]. and 1s associated with metabolic
syndrome (MetS)[2]. Psoriatic patients have a two-fold risk of steatotic liver disease
(SLD) compared to non-psoriatic controls[3]. and it increases the risk of advanced
fibrosis (AF). cirthosis and cardiovascular disease[4]. Methotrexate (MTX) and
immunobiological (IB) therapy are effective anti-inflammatory strategies in Pso. On the
last decades. liver fibrosis in Pso has been more associated with MetS and SLD than to

the cumulative MTX dose[5]. [6]. [7]-

Long-term inflammatory status is associated with MetS and atherosclerosis[8]. Aortie
stiffness (AoS). assessed primarily by carotid-femoral pulse wave velocity (ef-PWV), is
an accurate marker for subeclinical atherosclerosis[9]. Interestingly. it has been also
described the association between increased arterial stiffness and advanced liver fibrosis.
independent of other traditional cardiometabolic risk factors[10]. On type 2 Diabetes
Mellitus (T2DM) patients with SLD. a high or inecreasing aortie stiffness predieted

development of advanced liver fibrosis on transient elastography (TE)[11].

Thereby. considering the potential association between Pso. cardiovascular risk and SLD.
the aim of this study was to evaluate the prevalence of subelinical atherosclerosis assessed
by AoS and relationships with MTX and IB therapy. Advanced liver fibrosis and steatosis.
assessed respectively by transient elastography (FibroScan®) and controlled attenuation
parameter (CAP). were additionally evaluated regarding the possible independent

association with cardiovascular risk in Pso.
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Methods

Study design and patients

This was a cross-sectional study from 2020 to 2022 of outpatients with established Pso
diagnosis (clinically and/or histologically). followed by the dermatology division at two
tertiary centers, Hospital Federal de Bonsucesso and Clementino Fraga Filho University

Hospital. with at least 18 years old. regardless of the type of Pso specific treatment.

Exclusion criteria were: HIV. hepatitis B and hepatitis C infected patients, as well as those
with other etiologies for chronic liver diseases. except Metabolic-associated steatotic liver
disease (MASLD): use of hepatotoxic drugs in the last six months: use of steatogenic
drugs (except MTX). like systemic corticosteroids. amiodarone, valproic acid and
tamoxifen in the last two years or systemic chemotherapy in the last five years: daily
alcohol intake greater than 20g for women and 30g for man in the last five years:
conditions that could interfere with liver stiffness analysis (liver congestion, ascites,
serum aminotransferase values greater than 5 times the upper normal limit, cholestasis
and pregnancy). The Local Ethic Committee of both hospitals approved the study and all

patients have signed an informed consent form.

Study procedures

Individuals included in the study were submitted to anthropometrie. clinical and
laboratory evaluation, measurement of ef-PWV and liver stiffness /CAP measurements
using TE. Blood sample collection for metabolic evaluation, liver stiffness measurements

(LSM) and the measurement of ¢f-PWV were performed at the same day.

Demographic, clinical and laboratorial variables
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Demographic (sex. age). anthropometric (body mass index [BMI]. abdominal
circumference) and clinical (diagnosis of T2DM. systemic arterial hypertension.
dyslipidemia, MetS according to ATPIII criteria[12]) data were collected. Data regarding
clinical Pso characteristics were: time since Pso onset (time sinee the first cutancous
lesion onset. reminded by the patient). use of IB therapy (anytime) and cumulative MTX
dose. Cumulative MTX doses >1500mg were considersd at risk for liver fibrosis[5].
Laboratorial data included alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST). gammaglutamyl transferase (GGT). total cholesterol. HDL cholesterol, LDL
cholesterol, triglycerides, glycated haemoglobin and platelet count. Liver enzymes (AST.
ALT and GGT). were analyzed as absolute values and as indexes (absolute value/ upper

normal limit).

Liver stiffness and controlled attenuation parameter measures

Liver stiffness measurement was performed with at least 3 hours fasting by a single
experienced operator using Fibroscan® TOUCH 502 (Echosens, France) with M and XL
probes designed for this device. Used technique was previously described[13]. Only
results with 10 valid shots, success rate > 60% and an interquartile mterval (IQR) /median
liver stiffness ratio <30% were included in the analysis. The results were expressed m
kilopascals (kPa). CAP was simultancously evaluated within valid LSM and was
expressed in decibels per meter (dB / m). The XL probe. designed to ewvaluate
measurements between 35 mm and 75 mm in depth (against 25-65 mm in the M probe).
was used in those patients who failed to obtain valid measurements with the M probe.
Cut-off of 10 kPa was used to rule out advanced fibrosis[14] and CAP results equal or

greater than 275 dB/m defined the presence of steatosis[15].

Measurement of carotid-femoral pulse wave velocity (cf-PWT)




The cf-PWV was measured by the validated Complior SP device and software (Arthech
Medical. Paris, France). by a single experienced operator. Carotid and femoral waveforms
were recorded simultaneously using mechanotransducers applied directly to the skin.
positioned in correspondence to the right carotid internal artery and right femoral artery.
The software measured the difference in time (in milliseconds) elapsed between the
beginning of the carotid and femoral pulse waves. Distance between the two points. the
carotid-femoral distance (in centimeters), was measured directly and multiplied by
0.8[16]. Two measurements were obtained from each patient. the result was the mean of
the two measurements. If the difference between the two measurements was more than
0.5m/s, a third measurement was taken. CH-PVW was considered inecreased if =10

m/s[16].

Statistical Analysis

Data was recorded in case report forms and entered in SPSS 21.0 software (IBM Corp,
Armonk. New York). Categorical and continuous variables were analyzed and expressed
as frequencies for categorical variables. means with standard deviations and medians with
interquartile intervals for continuous variables. Univariate analysis was performed using
the Chi-square or Fisher test for categorical variables. and Student's ¢ test or Mann-
Whitney test for continuous variables, as appropriate. For the identification of variables
independently associated with the presence of ¢f-PWWV =10m/s. binary logistic regression
analysis was performed. The variables included in the model were those with clinical
plausibility or p-values <0.20 on the univariate analysis. The level of significance adopted
was 5%, with deseriptive levels (p) below this value being considered statistically

significant.
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Results

From 2020 to 2022, eighty patients were included (mean age 56.2 = 11.5 years, 57.5%
females, BMI 28.6 = 5.3 kg/m?). The median duration of illness was 252 months (86-383
months). All patients had successful cf-PWV and LSM measurements, as well as blood
sample collection. Demographic, anthropometric and clinical data are shown in Table 1.
In univariate analysis. only age. T2DM, systemic arterial hypertension and cumulative
MTX dose >1500mg were associated with cf-PWV >10m/s (the latter inversely
associated) (Table 2). MetS. steatosis and advanced liver fibrosis were not associated
with inereased aortic stiffness. Variables included on logistic regression were age. sex.

2DM. systemic arterial hypertension, LSM (kPa) and cumulative MTX dose >1500mg.

Beyond MTX use. age was the only other independently factor assoeciated with cf-PWV
>10m/s. Cumulative MTX dose >1500mg. presented in 45% of the population,

represented a cardiovascular protective factor, but not IB use (Table 3).

Discussion

This study. conducted on Pso patients with high prevalence of MetS and its components
such as T2DM, dyslipidemia and systemic arterial hypertension. demonstrated a
protective cardiovascular effect of cumulative MTX dose >1500 mg on subclinical
atherosclerosis. using cf-PWV measurement for AoS. Although a high prevalence of SLD

was found in this population, increased AoS was not associated with steatosis or AF.

Individuals with Pso have well stablished increased arterial stiffness when compared to
controls[9]. [17]. [18]. and in most of the studies it is independent of the effect of

traditional risk factors, like smoking status, systemic arterial hypertension and BMI. It
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suggests that psoriasis itself confers inecreased cardiovascular risk., probably due to
chronic inflammation. The medium ¢f-PWV measurement on our study was 8.8= 2.0m/s,
and it was similar with most of studies using ¢f-PWV for comparative analysis[9]. [19].
All previous studies in Pso were case-control, and none of them used the stablished
recommendations for the measurement of cf-PWV, defined by a standard cut-off value of
10 m/s for prediction of cardiovascular events[16]. Therefore. our study was the first to
report the prevalence of increased AoS using a standard value of ¢f-PVW=10m's on a

population of Pso patients.

Our prevalence of PWV=10m/s was 21.2%. similar to the 25% prevalence found on 477
patients with type 2 diabetes from the study nested within the Rio de Janeiro Type 2
Diabetes Cohort Study[20]. also a population with high cardiovascular risk. Of note.
increased AoS was not independently associated with MetS and its components in our
study, and this corroborates with the hypothesis that Pso itself could increase

cardiovascular risk.

As MASLD is itself a risk factor for atherosclerosis[10]. [21]. evaluation of aortic
stiffness may be useful to predict both cardiovascular and liver fibrosis risk in this
population. Increased aortic stiffness could be the “hallmark™ to link the multiple
inflammatory and cytokine-mediated mechanisms from the Hepato-Dermal Axis
hypothesis[22]. [23]. as it reflects the long-term effects of established and unknown risk
factors[18] for cardiovascular and hepatic complications. Our study is the first to
evaluates the association between arterial stiffness with SLD in Pso. Unfortunately, we

could not show this link between liver fibrosis and early atherosclerosis. probably due to
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a rather small sample size. Hence, studies with larger sample sizes are necessary to better

clarity this potential relation.

The independent association between age and increased AoS reflects the
pathophysiological processes caused by aging on arterial walls extracellular matrix
composition [18]. [24]. Curiously. the duration of disease in our study had no association
with increased AoS, although it has been previously reported on a case-control study[25].
which confirmed this association even after adjustment for confounders (age. weight.
height, heart rate and central mean pressure).We could hypothesize that, in our study.
patients using MTX had a benefit in cardiovascular risk. minimizing the effect of disease

duration.

The protective effect of MTX on subclinical atherosclerosis in Pso found in our study is
scarce in literature. Using carotid or brachial intima-media thickness and endothelial
function measurements, results with MTX and IB are divergent [21]. [26]. In our study,
we evaluated subclinical cardiovascular risk (not cardiovascular events) with the gold
standard method and could demonstrate the anti-inflammatory effect of MTX on
cardiovascular risk, despite the high prevalence of cardiovascular co-morbidities like
arterial hypertension, dyslipidemia and MetS itself in more than 50% of patients. This
data highlights the role of inflammation on atherosclerosis regardless of the metabolic
phenotype[27]. [28]. We could not demonstrate the same protective effect with IB
therapy. probable due to the smaller number of patients using IB and/or the fact that it is

a more recent therapy for Pso.

When analyzing cardiovascular events, three meta-analysis with patients presenting
systemic inflammation (mainly rheumatoid arthritis)[29]. [30]. [31]. MTX treatment

was associated with reduced incidence of cardiovascular events. On Horreau et al[29]
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systematic review, exclusively in Pso patients. two large retrospective studies found a
protective effect of MTX on major cardiovascular events incidence. In one of them,
treatment with MTX and biological agents was also associated with reduced risk of
death and cardiovascular disease events in patients with severe psoriasis in a subsequent

real-world analysis[32].

There are some limitations in our study. The cross-sectional design does not allow
causality to be proven. Disease severity was not measured. and associations were not
performed regarding this variable. Sample size could have compromised the potential
associations between liver fibrosis and early atherosclerosis. as well as a potential
protective effect of IB on cardiovascular risk. Nevertheless, most of case-control studies
that established significant higher AoS in Pso patients involved samples ranging from 20
to 73 patients[18]. In conclusion. a protective cardiovascular effect of MTX on subelinical
atherosclerosis was found in a Pso population with a high prevalence of MetS and its

components.
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Table 1. Clinical-demographic and laboratorial data of patients with psoriasis:

Variables

Clinical-demographic characteristics
Female gender (%)

Age (years)

BMI (Kg/m?)

Abdominal circumference (cm)
Tvpe 2 Diabetes (%)

Arterial Hypertension (%)
Dyslipidemia (%)

Metabolic Syndrome (%)

Time since psoriasis onset (months)
Cumulative MTX dose = 1500mg (%)
Immunobiological treatment (%)
Laboratory

ALT index

AST index

GGT index

LDL (mg/dL)

HDL (mg/dL)

Triglveerides (mg/dL)

Platelet count (x10%)

Liver Transient Elastography

LSM (kPa)

n=50

5.5

56.2+11.5

286%53

101L.7 +12.6

40.0

70.0

67.5

57.5

252.0 (85.8-383.3)

45.0

338

0.47 (0.34-0.67)

0.51 (0.44-0.74)

0.54 (0.37-0.79)

121.0 £37.0

46.0 (37.5-55.0)

133.5 (85.0-182.5)

2565 +76.1

5.6 (4.4-8.7)



2
LSM (kPa) = 10 (%) 16.3
CAP (dBm) 273.5+51.9
CAP (dB/m) = 275 (%) 50.0

Carotid-femoral pulse wave velocity
E-PWV (my/s) 8.8£2.0

cf-PWWV = 10m/s (%) 21.2

Values are proportions for categorical data, mean (SD) for normally distributed data and medians
(interquartile interwvals) for non-parametric data. BMI (Body Mass Index), ALT index (absolute ALT value/
upper normal limit), AST index (absolute AST value/ upper normal limit), GGT index, (absolute GGT value/
upper normal linat), LDL (low-density lipoprotem), HDL (lugh-density lipoprotein). LSM (Liver stiffness

measurement), CAP (controlled attenuation parameter), cf-PWV (carotid-femoral pulse wave velocity).
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Table

Table 2. Comparative analysis between patients with psoriasis with and without increased aortic

stiffness (ct-PWV 210m/s):

cf-PWV <10my/s cf-PWV =10m/s p-value

n=63 n=17
Age (yvears) 53.7+11.2 65.7+6.7 =0.001
Female gender (%) 58.7 52.9 0.66
BMI (Kg/m?) 28.945.5 27.6+1.6 0.18
Type 2 Diabetes (%) 3L.7 70.6 0.004
Arterial Hypertension (%) 63.5 941 0.014
Dyslipidemia (%) 63.5 §2.4 0.14
Metabolic Syndrome (%) 54 70.6 0.21
CAP (dB/m) 274.7+49.6 269.1+61.1 0.34
CAP = 275 dB/m (%) 50.8 47.1 0.78
LSM (kPa) 5.4 (3.6) 7.1(3.7) 0.20
LSM =10 kPa (%) 17.5 11.8 0.57
Time since psoriasis onset (months) 252.0 (299.4) 240 (289.5) 0.98
Cumulative MTX dose 21500mg (%) | 50.8 23.5 0.04
Immunobiological treatment (%) 36.5 23.5 0.31

Values are proportions for categorical data, means (SD) for normally distributed data and medians
(inferquartile ranges) for non-parametric data. BMI (Body Mass Index), ALT index (absolute ALT value/
upper normal limat), AST index (absolute AST value/ upper normal limit), GGT index, (absolute GGT value/
uppernormal limit), not applicable (N/A). CAP (controlled attenuation parameter), cf-FWWV (carotid-femoral

pulse wave velocity).




Table

Table 3. Final regression model for independently associated wariables with the presence of

increased aortic stiffness (ct-PWWV =10m/s):

Odds P 95%.CI
Covariates”

Ratio
Age 1.21 0.003 1.06-1.358
Cumulative MTX dose 21500mg 0.18 0.033 0.038-0.87

*Adjusted for age and sex. CI, confidence interval.
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5. Discussao

Os manuscritos contidos nesta tese tiveram como objetivo contribuir para um melhor
entendimento dos fatores de risco associados a doenca hepatica esteatdtica na psoriase e
0 papel da avaliacdo de marcadores subclinicos de doenca aterosclerética nessa
populagéo.

O presente estudo identificou uma elevada prevaléncia de esteatose em pacientes com
psoriase e teve trés principais achados: primeiro, em pacientes com psoriase, os fatores
independentes associados a esteatose avaliada pelo CAP foram a SM e o IMC. Segundo
a presenca de pelo menos um alelo do polimorfismo do PNPLA3 se associou com estagios
mais avancados de fibrose hepdtica, juntamente com o diagndstico de DM2. E,
finalmente, o0 uso do MTX parece proteger esses pacientes da presenca de aterosclerose
subclinica avaliada pela velocidade de onda de pulso carotideo-femoral.

No estudo intitulado “Psoriasis and steatotic liver disease: Are PNPLA3 and TM6SF2
polymorphisms suitable for the hepato-dermal axis hypothesis?” foram avaliados 199
pacientes adultos com psoriase, onde a presenca de um alelo G do polimorfismo do gene
PNPLAS3 se associou de forma independente a presenca de fibrose hepatica avancada,
diagnosticada pela TE, mas ndo foi observado nenhum impacto do polimorfismo
TM6SF2, seja na esteatose ou na fibrose. A dose acumulada de MTX também néo
mostrou associa¢do com a presenca de fibrose avancada.

Ap0bs os estudos descritivos dos polimorfismos do PNPLA3 e TM6SF2, uma revisao mais
recente mostra que as frequéncias alélicas das variantes 1148M do gene PNPLAS3 e
E167K do gene TM6SF2 séo, respectivamente: em hispanicos de 0,57/0,03, europeus
0,23/0,08 e africanos 0,14 /0,04 (TREPO; VALENTI, 2020). No nosso artigo, em uma
populacéo brasileira, a frequéncia alélica do polimorfismo do gene PNPLA3 foi de 0,32
e do polimorfismo do gene TM6SF2 de 0,05. A distribui¢édo dos polimorfismos dos genes
PNPLA3 e TM6SF2 também foi semelhante a de outros estudos brasileiros de pacientes
com MASLD (MACHADO et al., 2019; MAZO et al., 2019).

Em uma populagdo miscigenada como a brasileira, Mazo et al demonstraram, em estudo
com pacientes com MASLD, confirmados por bidpsia, que nos controles sadios, a
frequéncia de PNPLA3 CG + GG foi de 50,74%, e em pacientes com MASLD 68,88%
(p = 0,0044, IC 95% 1,037-2,977). Os individuos PNPLA3 GG tiveram um risco
aumentado (3,29 vezes) de MASLD quando comparados aos individuos CC, sugerindo
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que o polimorfismo do PNPLA3 (CG + GG) aumenta o risco de MASLD entre individuos
brasileiros.

Na psoriase, nosso estudo pdde avaliar que ndo hd maior prevaléncia dos polimorfismos
dos genes PNPLA3 e TM6SF2 em relacéo a populacdo geral, apesar de maior prevaléncia
de esteatose e fibrose hepatica nesta populacdo. Entretanto, a presenca do polimorfismo
do gene PNPLA3 em pacientes com psoriase (e ndo exclusivamente com o diagnéstico
de MASLD) impacta em mais de 5 vezes na chance de fibrose hepética avancada nesta
populacéo.

O tecido adiposo expandido/ dismetabolismo parece ser o principal gatilho para o eixo
hepato-dérmico (MANTOVANI et al., 2016), e o polimorfismo do gene PNPLAS resulta
em um fenotipo de alto risco de doenga hepatica. Os fen6tipos da MASLD ndo séo
dicotémicos (“metabdlico vs. genético”), mas sim uma integracdo de fatores de risco
(ARRESE et al., 2021), onde o impacto do componente genético foi comprovado nesta
populacdo, e a inflamagdo associada a psoriase poderia ser mais um fator associado, de
dificil mensuracéo.

O polimorfismo TM6SF2 rs58542926 C>T ndo teve impacto na esteatose ou fibrose
hepética na populacdo do estudo. Esta falta de associacao pode ser devida a genotipagem
ndo ter sido possivel em vinte e dois pacientes devido a obtencao de resultados duvidosos,
prejudicando o poder de uma possivel associacdo. Somado a este fato, € um polimorfismo
de menor frequéncia na populacdo geral e mais frequente em populagdes de ascendéncia
europeia (KOZLITINA et al., 2014), sendo necessaria uma maior populacdo de estudo
para avaliacdo de um potencial impacto.

A presenca de DM2 também foi independentemente associada a fibrose hepética
avancada neste estudo, e este achado ja foi relatado em estudos anteriores envolvendo
pacientes com psoriase (ATALLAH et al., 2023; BERENDS et al., 2006; PONGPIT et
al., 2016; ROSENBERG et al., 2007). Este resultado reforca a evidéncia de que o DM2 é
o principal fator de risco para o desenvolvimento de MASLD e progressdo da fibrose na
populacdo geral (RINELLA et al., 2023a) e, neste caso, em populacgdes especificas como
na psoriase. Curiosamente, neste estudo também ndo houve associa¢do do polimorfismo
do gene PNPLA3 com a presenca de esteatose, chamando a atengdo para as hipdteses da
ativacdo direta de vias especificas para a fibrogénese (BRUSCHI et al., 2020;
DONGIOVANNI, 2013; VILAR-GOMEZ et al., 2022).

Embora alguns estudos tenham avaliado a presenca de esteatose em pacientes com
psoriase, com a maioria deles apresentando prevaléncia de esteatose entre 44-47%, o
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diagnostico da esteatose sempre foi baseado na ultrassonografia (PRUSSICK; MIELE,
2018). Em recente revisdao sisteméatica e meta-analise sobre o risco de MASLD em
pacientes com psoriase, nos 11 estudos elegiveis os métodos usados para diagnostico de
MASLD foram a ultrassonografia e o codigo internacional de doencas (CID). No geral,
0S pacientes com psoriase tiveram uma razdo de chances aproximadamente dobrada para
MASLD em comparagdo com individuos controle sem psoriase (OR 1,96, IC 95% 1,70—
2,26, 12 = 97%, p < 0,001 ), e os resultados foram semelhantes quando os estudos foram
estratificados pelos métodos de diagndstico de MASLD, ou seja, por ultrassonografia (n
= 7; efeitos aleatorios agrupados OR 2,02, IC 95% 1,78-2,28, 12 = 13%, p = 0,33) ou pelo
CID (n = 4; efeitos aleatdrios agrupados OR 1,83, IC 95% 1,45-2,32, 12=97%, p < 0,001).
Ndo houve heterogeneidade significativa entre os estudos elegiveis que usaram
ultrassonografia para diagnosticar MASLD (BELLINATO et al., 2022).

No entanto, a ultrassonografia detecta melhor a esteatose moderada (20-30% dos
hepatdcitos), apresenta variabilidade interoperador e reduz sua precisdo em pacientes com
obesidade (BERZIGOTTI et al.,, 2021). No presente estudo, a medida do CAP para
diagnosticar esteatose, adotando a recente recomendacéo de corte de 275 dB/m com mais
de 90% sensibilidade (BERZIGOTTI et al., 2021), detectou prevaléncia de esteatose de
54,8%, maior que a média dos estudos, podendo representar a deteccdo de esteatose em
estagios mais precoces.

A auséncia de associagdo entre a dose cumulativa de MTX e esteatose ou fibrose hepatica
avancada foi outro achado deste estudo, mesmo quando consideradas doses cumulativas
de MTX >1,5g. Menos da metade (38,6%) dos pacientes apresentava dose cumulativa de
MTX >1,5g apesar de uma frequéncia total de uso de MTX, em algum momento no
decurso da doenca, de 79,3%. Nos ultimos anos, tem havido uma maior disponibilidade
de terapias imunobiolégicas (frequentemente associadas a0 MTX em doses mais baixas)
na psoriase mais grave.

Estudos anteriores baseados em TE em pacientes com psoriase (em uso de MTX)
adotaram pontos de corte mais baixos que 0 nosso estudo para detectar fibrose hepatica
(ATALLAH et al., 2023; LAHARIE et al., 2010; MAYBURY et al., 2019; PONGPIT et
al., 2016; RONGNGERN et al., 2017; VOORT et al., 2016). Esses estudos mostraram
uma prevaléncia de fibrose hepatica de 4,8 a 15,8%, baseado nos cortes estabelecidos, em
comparagdo com a prevaléncia de 9% em nosso estudo, usando um ponto de corte de 10
kPa. A dose cumulativa média de MTX nesses estudos variou de 1,389 a 4,8g, incluindo
estudos sem uso de MTX. Aqueles que relataram doses cumulativas de MTX também
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ndo mostraram associacdo com valores de rigidez hepatica aumentada. Portanto, a alta
prevaléncia de esteatose e fibrose hepética avangada na populacdo do nosso estudo,
mesmo com a mediana da dose cumulativa de MTX inferior a 1,5g, reforga o possivel
baixo impacto do MTX, como reportado por DI MARTINO et al., 2023.

Nas doses de MTX comumente administradas em dermatologia, a hepatotoxicidade é
incomum e caracterizada por um aumento moderado e transitorio das transaminases,
mesmo quando o MTX é mantido, provavelmente gracas a mecanismos eficientes de
defesa celular. Neste contexto, o conceito de dose cumulativa é questionavel, pois assume
gue os mecanismos de reparacao celular sdo incapazes de agir e restaurar-se ao longo do
tempo (DI MARTINO, 2023). O conceito de dose continua de MTX, e ndo simplesmente
a dose cumulativa (que pressupde o uso do MTX em qualquer momento da vida) ja foi
sugerido na literatura. No entanto, o valor de corte da dose cumulativa continua para o
inicio do dano hepatico irreversivel nao foi estudado (KHAITAN; GUPTA, 2020). A
psoriase tem tendéncia natural a remissdes e recaidas intermitentes. Portanto, quando
indicado, 0 metotrexato é usado como terapia intermitente durante a atividade da doenca
e descontinuado/reduzido gradualmente quando a remissdo € alcancada. Assim, longos
periodos sem metotrexato podem permitir que algumas alteracdes hepaticas melhorem ou
mesmo revertam completamente.

Finalmente, a preocupagdo mais relevante seria se 0 MTX poderia piorar a historia
natural da MASLD na psoriase (DI MARTINO, 2023; MAYBURY et al., 2014). Uma
pesquisa in vitro mostrou recentemente que o polimorfismo PNPLA3 rs738409 também
pode aumentar a sensibilidade as hepatotoxinas (TILSON et al., 2021). Esse achado pode
ir de encontro a associagdo entre a presenca do polimorfismo do PNPLAS3 e a fibrose
hepéatica avancada na psoriase e delimitar, enfim, o real impacto do MTX na fibrose
hepética nesta populacéo.

E importante ressaltar que um valor de rigidez < 10kPa pela TE afasta doenca hepatica
crénica avancada compensada, independentemente da sua etiologia (DE FRANCHIS et
al., 2022), e na MASLD (WONG et al., 2019). Esse conceito engloba o continuum de
fibrose avancada e cirrose, onde a relevancia clinica seria a progressao para a hipertensao
porta clinicamente significativa. Nos 18 pacientes do estudo com valores de TE >10kPa,
ou seja, onde nédo se pode excluir fibrose avancada, 3 pacientes apresentavam hipertensdo
portal clinicamente significativa. Do ponto de vista pratico, suspender o MT X no contexto

de TE >10kPa ¢ razoavel, mas a avaliagao da presenca do polimorfismo do PNPLA3 (pelo
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menos um alelo) nos pacientes com psoriase e MASLD (particularmente DM) antes do
inicio da droga, seria 0 mais indicado, tendo em vista as evidéncias do estudo.

As limitagdes deste estudo encontram-se principalmente no seu formato transversal, onde
a causalidade ndo pode ser provada, e na ndo comprovacao histologica de esteatose e
fibrose hepatica. No entanto, ndo ha justificativa para realizar bidpsia hepatica, uma vez
que as ferramentas ndo-invasivas usadas para rastrear esteatose e fibrose hepatica tém
substituido progressivamente a bidpsia hepatica na pratica clinica (BERZIGOTTI et al.,
2021). Podemos apontar ainda como limitacdo a ndo avaliacdo da gravidade da psoriase
como varidvel para associacdes. No entanto, todos os pacientes eram provenientes de
ambulatérios de hospitais terciarios, com acompanhamento dermatoldgico de longo prazo
(mediana: 45,0 meses [16,0- 97,5meses]), e principalmente a maior parte com indicacao
de terapia sistémica (79,3% em MTX e 35,2% em terapia imunobioldgica, estas duas
drogas podendo ter sido utilizadas concomitantemente), sugerindo doenca mais grave. O
calculo do PASI, indice mais comumente utilizado para avaliacdo da extensao da doenca
cuténea (e, por consequéncia, gravidade do quadro), d& a informacdo da gravidade da
doenca em um determinado momento. Em uma doenca que se apresenta em surtos e
remissdes, este dado ndo reflete a magnitude do quadro inflamatorio, principalmente em
vigéncia de tratamento.

No segundo estudo intitulado: “Psoriasis and Cardiovascular risk: associated and
protective factors”, foi avaliado o papel da rigidez adrtica como marcador de
ateroesclerose subclinica relacionada ao quadro inflamatério crénico e suas possiveis
associaches com a esteatose e fibrose hepatica, independentemente dos fatores
metabdlicos associados. Neste subgrupo de 80 pacientes dessa populacdo, apesar da alta
prevaléncia de SM e seus componentes como DM2, dislipidemia e hipertensdo arterial
sistémica , e da prevaléncia de aumento da rAo (VOP-cf>10m/s =21,2%) ser semelhante
a prevaléncia em pacientes com DM2 (CARDOSO et al., 2015), ndo houve relacdo da
ateroesclerose subclinica com a esteatose ou fibrose hepatica avancada neste subgrupo.
Esse é o primeiro estudo em psoriase que utiliza o valor de corte da VOP-cf de 10 m/s
para possiveis associa¢des com relagdo a aterosclerose subclinica.

Como o MASLD é em si um fator de risco para aterosclerose (GANZETTI, 2016;
VILLELA-NOGUEIRA et al., 2016), a avaliacdo da rAo, através do padrdo-ouro que € a
medida da velocidade de onda de pulso carotida-femoral, poderia predizer tanto o risco
cardiovascular como o de fibrose hepética avangada nesta populacdo. O aumento da

rigidez aortica poderia ser o “marcador’ que ligaria os mdultiplos mecanismos
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inflamatdrios e mediados por citocinas do eixo hepato-dérmico (MANTOVANI et al.,
2016; PRUSSICK; MIELE, 2018), pois reflete os efeitos a longo prazo de fatores de risco
estabelecidos e desconhecidos para complicagcBes cardiovasculares e hepéticas
(TRIANTAFYLLIAS et al., 2023). Este estudo € o primeiro a avaliar a associacdo entre
rAo e MASLD na psoriase. Ndo foi possivel mostrar a associacdo entre fibrose hepatica
avancada e aterosclerose precoce, podendo ter relagdo com o tamanho amostral.

Neste estudo foi encontrado um efeito protetor da dose cumulativa de MTX >1,5g em
relacdo a ateroesclerose subclinica. Esse achado € escasso na literatura. Usando a
espessura médio-intimal das artérias carotida ou braquial e medidas para a avaliacdo da
funcdo endotelial, os resultados com MTX e IB sdo divergentes (GANZETTI, 2016;
VERHOEVEN et al., 2021). Neste estudo avaliamos o risco cardiovascular subclinico [e
ndo eventos cardiovasculares como desfechos, como ja& avaliado previamente
(HORREAU et al., 2013)] com o método padrédo-ouro para a sua avaliacdo. O efeito anti-
inflamatério do MTX sobre o risco cardiovascular nesta populacdo, apesar da alta
prevaléncia de comorbidades cardiovasculares como hipertensdo arterial sistémica,
dislipidemia e SM (em mais de 50% dos pacientes), destaca o papel da inflamagdo na
aterosclerose, independentemente do fendtipo metabélico (BARBARROJA et al., 2022;
MANGONI et al., 2018). Nao conseguimos demonstrar o0 mesmo efeito protetor com a
terapéutica imunobioldgica, provavelmente pelo menor nimero de pacientes em uso ou
pelo fato de ser uma terapia mais recente na psoriase, com menos tempo de uso (nao
mensurado). Em concluséo, foi encontrado um efeito cardiovascular protetor do MTX na
doenca aterosclerética subclinica em uma populacdo de pacientes com psoriase com alta
prevaléncia de SM e seus componentes.

A associacdo independente entre idade e aumento da rAo reflete os processos
fisiopatoldgicos causados pelo envelhecimento da composicdo da matriz extracelular nas
paredes arteriais (ANGOFF; MOSARLA; TSAO, 2021; TRIANTAFYLLIAS et al.,
2023). Neste estudo, entretanto, a duracdo da doenca ndo teve associagdo com rAo
aumentada, embora tenha sido relatado anteriormente em um estudo caso-controle que
confirmou essa associacdo mesmo apds ajuste para fatores de confusdo (idade, peso,
altura, frequéncia cardiaca e pressdo meédia central) (COSTA et al., 2012).

A medida meédia da VOP-cf neste estudo foi de 8,8+ 2,0m/s, e foi semelhante a maioria
dos estudos que usaram VOP-cf para analise comparativa de pacientes com psoriase e
controles (BERGER; FESLER; ROUBILLE, 2021; GISONDI et al., 2009a). Individuos
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com psoriase apresentam aumento da rigidez arterial bem estabelecido quando
comparados a controles e na maioria dos estudos é independente do efeito de fatores de
risco tradicionais, como tabagismo, hipertensao arterial sistémica e IMC; a maioria desses
estudos envolveu amostras variando de 20 a 73 pacientes (SHAHARYAR et al., 2014;
TRIANTAFYLLIAS et al., 2023). Isto sugere que a prépria psoriase confere risco
cardiovascular aumentado, provavelmente devido a inflamacéo crénica. Sendo todos 0s
estudos anteriores caso-controle, nenhum deles utilizou a recomendagéo de valor de corte
da VOP-cf de 10 m/s para predicdo de eventos cardiovasculares e suas possiveis
associacoes (VAN BORTEL et al., 2012).

6. Conclusdes

1) Em individuos com psoriase, a sindrome metabdlica e o diabetes mellitus tipo 2
conferem maior risco de esteatose hepatica e fibrose hepatica avancada,
respectivamente.

2) A presenca de um alelo G do polimorfismo do gene PNPLA3, mas ndo o
polimorfismo do gene TM6SF2, impacta em um risco 5 vezes maior de fibrose
hepética avancada em pacientes com psoriase.

3) A ateroesclerose subclinica em pacientes com psoriase é associada a idade, mas nao
a esteatose hepética ou fibrose hepéatica avancada.

4) Um efeito cardiovascular protetor do MTX foi encontrado em uma populagdo com
psoriase com alta prevaléncia de SM e seus componentes. Este resultado requer

validagdo em estudos futuros.
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