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1. INTRODUZIONE
1.1. MICROBIOMA CUTANEO

Il microbiota cutaneo ¢ I’insieme dei microrganismi, batteri, archea, protisti, funghi e

virus presenti sulla cute, che vivono in simbiosi con il nostro organismo (1).

Nonostante sia un’ambiente inospitale, ogni cm? di epidermide ospita numerosi
microrganismi, che I’organismo tollera e da cui trae benefici. La cute ha tra le sue
funzioni principali quella di difesa; infatti, ¢ ricca di meccanismi di sorveglianza, tra
cui le cellule di Langherans e 1 Toll-like receptors (TLRs). Per adempiere in modo
corretto a questa funzione primaria, ¢ di fondamentale importanza mantenere un
equilibrio tra il microbioma e i1 potenziali microrganismi patogeni. L’ alterazione di
questo equilibrio ¢ definita disbiosi, le cui cause sono una variazione nella
composizione del microbioma, un’alterata risposta immunitaria o entrambe; le
conseguenze della disbiosi possono indurre una risposta inflammatoria eccessiva, che
¢ alla base dell’insorgenza di alcune patologie, sia cutanee che sistemiche (2). 1
meccanismi responsabili del mantenimento di questo equilibrio sono quasi del tutto
sconosciuti, ma ¢ noto che la competizione all’interno e tra le specie ¢ fondamentale
per lo sviluppo e il mantenimento dell’eterogeneita del microbioma. L’esatta
composizione del microbioma cutaneo varia da persona a persona, ma rimane stabile

nel tempo.

Uno studio longitudinale della durata di due anni ha dimostrato che il microbiota
cutaneo in adulti sani risulta invariato, nonostante i numerosi cambiamenti ¢ insulti
ambientali che riceve quotidianamente. Fondamentale per la conservazione di tale
stabilita ¢ il mantenimento dei ceppi nel tempo (3). I campioni che subiscono meno
variazioni sono le comunita batteriche e fungine dei siti sebacei, mentre le meno stabili
sono quelli della pianta del piede, probabilmente per la presenza transitoria di funghi

e virus a DNA (4).

1.1.1. Metodologie di analisi del microbioma

Il metodo con cui tradizionalmente venivano studiati 1 microrganismi cutanei ¢ quello
delle colture. Tale metodologia si ¢ rivelata essere imprecisa, in quanto favorisce la
crescita di determinati organismi facilmente coltivabili in vitro a discapito di altri,

andando cosi a impoverire la variabilita del campione. Ad esempio, il genere cutaneo



Staphylococcus ¢ coltivabile piu facilmente di Propionibacterium spp. o
Corynebacterium spp. che sono stati spesso sottostimati nelle indagini basate sulle
colture (4). Pertanto, per eludere questo limite e per analizzare piu precisamente la
diversita del microbioma, ¢ stato proposto I’utilizzo dei metodi di sequenziamento.
Questi metodi hanno utilizzato dapprima la variazione di sequenza nei marcatori
tassonomici conservati come se fossero delle impronte digitali molecolari, per
identificare 1 diversi membri delle varie comunita microbiche. In particolare, per i
batteri si usa il gene dellRNA ribosomiale 16S (rRNA), mentre per i funghi si
preferisce la regione dell’internal transcribed spacer 1 (ITS1) del DNA ribosomiale
eucariotico (5). Con il progredire delle tecnologie di sequenziamento, dallo sviluppo
e uso del sequenziamento Sanger al sequenziamento Illumina, il metodo ¢ stato
progressivamente migliorato e adattato per effettuare una lettura sempre piu precisa e
per utilizzare delle lunghezze di lettura piu brevi. Tali modifiche sono state possibili
per l'introduzione di nuovi primer per ampliconi piu corti, di metodi di
raggruppamento per superare gli errori di sequenziamento e di metodi di assemblaggio
per combinare letture paired-end. Utilizzando ampliconi di lunghezza inferiore ¢
possibile analizzare solo una sottoregione del gene 16S rRNA. Cid richiede primer
ottimizzati che si legano a regioni specifiche del gene 16S rRNA per rilevare la
diversita genetica della popolazione batterica; le coppie di primer utilizzate negli studi
sul microbioma cutaneo devono essere ottimizzate per amplificare e distinguere i taxa

microbici cutanei prevalenti (6).

Nonostante la maggior parte delle indagini sul microbioma cutaneo sia stata effettuata
utilizzando il sequenziamento di ampliconi, negli ultimi anni importanti progressi
tecnici e analitici hanno reso possibili studi di sequenziamento metagenomico shotgun

(figura 1).
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Figura 1

La metagenomica shotgun non sequenzia regioni target specifiche, ma acquisisce in
maniera simultanea tutto il materiale genetico di un campione, compreso il materiale
umano, batterico, fungino, virale e degli archei consentendo di determinare le
abbondanze relative di ogni regno, con la limitazione che il DNA di microrganismi
diversi puo essere estratto in modo diverso a seconda del metodo di preparazione del
campione (7). Un altro vantaggio di quest'ultima tecnica ¢ che questi set di dati
forniscono una risoluzione sufficiente per differenziare le specie e persino i ceppi
all'interno di una specie. Tale capacita ¢ fondamentale per identificare 1 membri del
genere Staphylococcus, difficili da classificare a livello di specie con la maggior parte

degli approcci di sequenziamento di ampliconi (8).



La capacita di differenziare tra i vari ceppi risulta molto importante in quanto un
numero crescente di studi rivela le differenze funzionali che esistono tra i ceppi

all'interno di una stessa specie (9).

1.1.2. Composizione del microbioma cutaneo

All’interno del microbioma cutaneo il regno piu rappresentato ¢ quello dei batteri,
mentre i funghi sono i meno numerosi (10). La variazione della composizione del
microbioma ¢ dovuta in primis al sito analizzato, in particolare alle caratteristiche di
€sso, se ¢ un microambiente umido, sebaceo o secco. Ad esempio, nei siti sebacei
sono predominanti i Propionibacterium, mentre in quelli umidi gli Stafilococchi e
Corynebacterium (11).

A differenza dei batteri, la variabilita dei funghi in base alla sede non ¢ cosi ampia.
Tuttavia, sono disponibili molti pit genomi di riferimento batterici rispetto a quelli
fungini, il che potrebbe contribuire parzialmente a questa differenza.

Contrariamente a ci0 che avviene per funghi e batteri, la colonizzazione da parte di
virus a DNA non dipende dalla sede ma bensi dall’individuo. Inoltre, non presentando
nessun marker genetico diffuso universalmente nel regno dei virus, 1’identificazione

risulta molto complessa (12).

La superficie cutanea su cui vive il microbioma ¢ un ambiente poco ospitale, carente
di molte proteine e lipidi di base, freddo, acido e secco. I microrganismi si sono
adattati per sopravvivere sfruttando i metaboliti presenti nel sudore, nel sebo e nello
strato corneo (1). Un esempio € Propionibacterium acnes, anaerobio facoltativo, che
prospera nella ghiandola sebacea anossica attraverso 1’uso di proteasi, che liberano
I’aminoacido arginina dalle proteine cutanee e di lipasi per la degradazione dei
trigliceridi del sebo (13). I trigliceridi del sebo sono utilizzati anche dalle specie
auxotrofie Malassezia e Corynebacterium che non sono in grado di produrli. Lo
Staphylococcus spp. ha sviluppato capacita di essere allotollerante e di utilizzare 1'urea
presente nel sudore come fonte di azoto; oltre a ci0, produce adesine per aumentare

I’adesione alla pelle e proteasi per liberare nutrienti dallo strato corneo (1).

La composizione del microbioma dell'adulto rimane stabile per almeno due anni, ma

durante la crescita dell'individuo subisce numerose modificazioni. Nei neonati



I’iniziale colonizzazione della cute dipende dalla tipologia di parto. I neonati nati con
parto vaginale acquisiscono i batteri che colonizzano la vagina materna, mentre quelli
nati con taglio cesareo quelli associati alla pelle (14). La stabilizzazione del
microbiota intestinale avviene intorno ai 3 anni d’eta, mentre per quello cutaneo
bisogna attendere I’aumento dei livelli ormonali della puberta. Da un ambiente ricco
di  Firmicutes (Streptococcaceae spp.), Bacteroidetes e Proteobacteria
(betaproteobacteria e gammaproteobacteria) ¢ di molte specie fungine, il
cambiamento ormonale stimola la produzione di sebo, favorendo la crescita di
microrganismi lipofili, come 1 batteri Propionibacterium spp. € Corynebacterium spp.
e 1 funghi Malassezia spp. Non € ancora noto se queste specie derivino da nuovi ceppi
acquisiti dall’ambiente esterno o se il loro aumento sia dovuto a variazioni
quantitative di ceppi gia presenti (15).

La variazione del microbioma ¢ correlata all’eta, come lo ¢ I’insorgenza di
determinate patologie dermatologiche. I casi di dermatite atopica associata a
Staphylococcus diminuiscono all’avvicinarsi della puberta, mentre la pitiriasi

versicolor associata a Malassezia ¢ piu comune negli adulti (16).

L'interazione tra i diversi microrganismi ¢ fondamentale per mantenere la stabilita e
la funzionalita del microbioma. Le varie specie possono interagire tra loro in modo
competitivo escludendosi vicendevolmente oppure in modo sinergico ottenendo
vantaggi reciproci.

Lo Staphylococcus aureus colonizza le narici di un terzo della popolazione. Nell’80%
dei casi di infezione clinica di tale patogeno viene isolato lo stesso ceppo di
Staphylococcus aureus identificato nelle narici (17). Data I’antibiotico resistenza di
questo patogeno sono stati sperimentati diversi modi per la sua eradicazione (18). Un
metodo risultato efficace prevede ['utilizzo di un sottogruppo di ceppi di
Staphylococcus epidermidis che esprimono la serina proteasi glutamil endopeptidasi
(Esp o GIuSE) (19). Tale proteasi degrada alcune proteine fondamentali di
Staphylococcus aureus nella formazione del biofilm e nell’adesione all’epidermide.
Anche Staphylococcus lugdunensis inibisce la crescita di Staphylococcus aureus

attraverso la produzione di lugdunina, un peptide ciclico contenente tiazolidina (20).

Altro esempio di interazione nel microbiota ¢ il Corynebacterium accolens che

modifica I'ambiente locale causando inibizione alla crescita del patogeno opportunista



Streptococcus pneumoniae. Tale modifica inibitoria consiste nell’aumento di acidi
grassi prodotti dalla lipasi LipS1 (21). Anche un clado di Propionibacterium acnes ha
attivita antimicrobica elevata contro Staphylococcus epidermidis probabilmente per
la presenza di un tiopeptide conservato tra i ceppi di tipo I-2. Al contrario, la maggior
parte dei ceppi di Staphylococcus epidermidis ¢ in grado di inibire la crescita di

Propionibacterium acnes (22).

Nella pelle umana sana si trovano phyla batterici - Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes e Proteobacteria e 1 generi batterici - Cutibacterium, Corynebacterium e
Staphylococcus (23). La composizione del microbiota pud variare in modo
significativo a seconda della regione geografica, dell'area corporea, dell'eta, della
presenza di comorbidita, del livello di igiene, dei farmaci utilizzati e delle condizioni

esterne (24).

1.1.3. Interazioni con il sistema immunitario

Lo sviluppo del sistema immunitario ¢ strettamente correlato al microbioma, per
consentire il mantenimento di partner commensali e contemporaneamente
l'eliminazione di possibili agenti patogeni. Affinché quest’equilibrio funzioni in modo
ottimale il microbiota cutaneo, le cellule epiteliali e il sistema immunitario innato e
adattativo devono comunicare tra loro efficacemente. I cheratinociti percepiscono i
microrganismi, in particolare rilevano i pattern molecolari associati ai patogeni
(PAMP), attraverso i recettori di riconoscimento dei pattern (PRR) (24). Il legame dei
PAMP ai PRR innesca le risposte immunitarie innate, con conseguente secrezione di
peptidi antimicrobici in grado di uccidere e inattivare rapidamente una vasta gamma
di microrganismi, tra cui funghi, batteri e parassiti. Come prima linea di difesa contro
gli agenti patogeni, alcuni peptidi antimicrobici sono espressi costitutivamente (25),
mentre l'espressione di altri pud essere transitoria e controllata dai membri del

microbiota cutaneo (26).

Esiste una costante interazione tra i TLRs, le proteine di riconoscimento dei
peptidoglicani, i peptidi antimicrobici, le citochine e il microbiota della pelle umana.
Le catelicidine (LL-37), peptidi antimicrobici prodotti dai cheratinociti in seguito al

contatto con i microrganismi commensali, sono in grado di legarsi agli acidi nucleici



delle cellule epiteliali esposti per apoptosi in seguito a fattori esterni (ad esempio,
batteri, virus, stress meccanico) in soggetti predisposti (27). LL-37 legato al DNA
stimola la produzione di interferoni di tipo I da parte delle cellule dendritiche
plasmacitoidi (pDC), mentre se legato all’RNA causa la produzione di TNFa e ossido

nitrico sintasi inducibile (iNOS) da parte delle cellule dendritiche mieloidi (27).

Il microbioma cutaneo ¢ essenziale per la formazione del sistema immunitario (28).
Nel periodo postnatale, il sistema immunitario immaturo consente la colonizzazione
microbica in assenza di risposte inflammatorie (29). Questa tolleranza dipende dalle
cellule T regolatorie (Trwg) (30). Successivamente al periodo iniziale di tolleranza,
diversi microrganismi possono provocare effetti diversi sul sistema immunitario. Ad
esempio, la colonizzazione di Staphylococcus epidermidis induce un aumento dei
livelli della citochina interleuchina-la (IL-1a) (26), che stimola la produzione di
citochine da parte dei linfociti T, favorendo I’inflammazione cutanea (28). In
particolare, in condizioni di stato stazionario, l'induzione di cellule T effettrici (Terr)
in risposta a microrganismi cutanei avviene in assenza di inflammazione classica, in
un processo definito “immunita omeostatica” (31). Questo processo rappresenta un
meccanismo essenziale in base al quale diversi commensali educano aspetti distinti
del sistema immunitario a rispondere a future esposizioni a patogeni (28). Attraverso
I’immunita omeostatica risposte immunitarie agli agenti patogeni avvengono nel
contesto di risposte di richiamo piu ampie a diversi antigeni microbici (32). Questo
concetto ¢ stato dimostrato in modelli murini che avendo gia avuto contatti con
Staphylococcus epidermidis risultavano avere una maggiore protezione nei confronti
di infezioni cutanee fungine e parassitarie (26). Al contrario, quando Staphylococcus
epidermidis viene introdotto tramite iniezione intradermica (anziché topicamente) in
tali modelli murini, sono state osservate risposte infiammatorie -classiche,
caratterizzate dall'infiltrazione di monociti e neutrofili, oltre all'interferone-y (IFN)
prodotto dalle cellule Tesr. Questa variazione nella risposta ¢ fondamentale affinché
Staphylococcus epidermidis venga mantenuto come commensale sulla superficie
cutanea, ma sia bersaglio della risposta immunitaria del soggetto qualora superi la

barriera cutanea (33).



1.1.4. Microbioma cutaneo nelle patologie dermatologiche

Le interazioni tra i membri del microbiota modellano la comunita microbica residente
e prevengono la colonizzazione da parte di batteri patogeni in un processo definito
“resistenza alla colonizzazione” (34). Tuttavia, in alcuni contesti, i1 batteri
normalmente benefici per i loro ospiti possono diventare patogeni. Molte malattie
cutanee sono associate a cambiamenti nel microbiota, ossia alla disbiosi (35). Questa

disbiosi ¢ spesso determinata da specie commensali comuni.

L’interazione tra la flora batterica cutanea e I’immunita dell’ospite ha un ruolo
importante nella patogenesi dell’acne. Propionibacterium acnes si localizza nelle aree
ricche di sebo ed ¢ parte del microbioma cutaneo con altri microrganismi come
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes e alcune specie di Pseudomonas
(36). La proliferazione superiore al normale di Propionibacterium acnes ¢ coinvolta
nello sviluppo della patologia. Pazienti con 1’acne hanno un’alterazione del
microbioma e 1’uso di antibiotici sistemici puo aiutane la regolazione, cambiandone
la composizione e varieta, specialmente di Propionibacterium acnes, che correla con

la severita della manifestazione patologica (37).

La dermatite atopica ¢ una patologia inflammatoria cronica recidivante ad eziologia
multifattoriale. Tra i fattori scatenanti la patologia vi sono la compromissione della
barriera epidermica, l'attivazione delle cellule immunitarie e le alterazioni della
comunitd di microrganismi cutanei associati (38). Il sequenziamento genomico di
campioni derivanti dai siti di lesione ha evidenziato come [’abbondanza di
Staphylococcus spp., in particolare Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis, aumentava nell’esacerbazione della patologia, per poi ridursi nei periodi
di quiescenza negli stessi pazienti (4). Nonostante la correlazione tra Staphylococcus
aureus ¢ 1’esacerbazione di malattia sia ben documentata, non € noto se 1’aumento
della popolazione di Staphylococcus aureus sia una conseguenza della patologia o se

il batterio stesso contribuisca alla comparsa della patologia.

La psoriasi € una patologia inflammatoria cronica immunomediata. Variazioni del
microbiota locale sono state implicate come potenziale causa della patologia, in
quanto le lesioni psoriasiche hanno mostrato diversita rispetto alla pelle sana (39). La

diminuzione di batteri come Staphilococcus epidermidis e Propionibacterium acnes
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a livello delle lesioni potrebbe essere alla base dell’aumento della colonizzazione
dello Staphylococcus aureus, nota causa di inflammazione cutanea (40). Le specie
Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteria, Schlegelella, Streptococcaceae,
Rhodobacteraceae, Campylobacteraceae e Moraxellaceae sono maggiormente
presenti in questi pazienti, mentre le specie di Actinobacteria sono meno rappresentate

(41).

Anche alle ferite si associa un cambio di microflora locale dovuto alla lesione e
all’attivazione della risposta immune. I probiotici topici sono stati studiati in questo
ambito per la prevenzione delle infezioni, per la regolazione dell’inflammazione e per
incrementare la guarigione (42). L’uso di Lactobacillus plantarum come potenziale
agente terapeutico per il trattamento locale di ustioni infette da Pseudomonas
Aeruginosa ha avuto risultati positivi (43). Lo stesso batterio ¢ stato studiato anche

nel trattamento di ulcere diabetiche € non diabetiche (44).

1.2. PSORIASI

1.2.1. Definizione ed epidemiologia
La psoriasi € una patologia inflammatoria cronica. Puo insorgere a qualsiasi eta, anche
se ¢ piu frequente tra 1 50 e 1 69 anni. La sua prevalenza varia a seconda dei paesi tra

lo 2% e il 4%, in Italia ¢ stimata essere il 2,8% (45).

L’eziologia ¢ poco chiara, nonostante vi siano prove di una predisposizione genetica
(46). Un ruolo fondamentale tra gli agenti causali lo ha il sistema immunitario;
sebbene si ipotizzi che sia una patologia autoimmune, non ¢ stato ancora definito un

autoantigene che possa essere responsabile (47).

La psoriasi pud essere provocata da fattori scatenanti come traumi lievi, scottature
solari, infezioni, farmaci sistemici (f-bloccanti, litio, antimalarici e FANS) (48) e

stress (49).
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1.2.2. Manifestazioni cliniche

Nel 90% dei casi la psoriasi si manifesta nella forma a placche anche detta psoriasi
volgare. Si presenta con placche eritemato-desquamative a margini netti. Queste
placche possono essere presenti in numero ridotto oppure possono essere piu
numerose ed estendersi su aree piu ampie fino ad arrivare alla manifestazione piu
grave di eritrodermia generalizzata (49). Pud presentarsi ubiquitariamente sulla
superficie corporea, le localizzazioni piu frequenti sono le superfici estensorie degli
arti con predilezione per gomiti (figura 2) e ginocchia, la regione lombosacrale (figura

3), il cuoio cappelluto (figura 4) e la regione retroauricolare (50).

Il coinvolgimento ungueale ¢ presente in quasi meta dei pazienti alla diagnosi, con
un’incidenza nell’arco della vita del 90% (figura 5). Le alterazioni psoriasiche lievi
delle unghie comprendono pitting e scolorimento con macchie gialle o marroni sotto
la lamina ungueale. Le unghie si ispessiscono e si sgretolano fino alla distrofia

completa dell’unghia (51).

Figura 2 Placca psoriasica eritemo-desquamativa
del gomito

Figura 3 Lesioni del dorso
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Figura 5 Interessamento ungueale

Figura 4 Leisone del cuoio cappelluto

Oltre alla psoriasi volgare sono presenti altri sottotipi di psoriasi come la psoriasi

inversa, la psoriasi guttata, la psoriasi pustolosa e la psoriasi eritrodermica.

La psoriasi inversa (figura 6) ¢ una
variante sito-specifica della psoriasi che
si manifesta nelle aree soggette a
sfregamento. Solitamente le lesioni sono
prive di squame a causa dell'attrito e
dell'umidita delle localizzazioni come

inguine e area perineale (51).

La psoriasi guttata (figura 7) ¢ caratterizzata dalla
comparsa improvvisa di lesioni psoriasiche
multiple di piccole dimensioni. Il tronco e le
estremita prossimali sono i siti pitl coinvolti. E la
manifestazione clinica principale del bambino e del
giovane adulto senza precedenti di

patologia (52). Esiste una forte associazione con

un'infezione recente, di solito una faringite

streptococcica (53). I
Figura 7 Psoriasi guttata

La psoriasi pustolosa (figura 8) ¢ una forma di

psoriasi che puod avere complicazioni pericolose per la vita. La variante piu grave si
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presenta con la comparsa acuta di eritema
diffuso, desquamazione e pustole sterili
superficiali che tendono a confluire tra loro.
Spesso ¢ associata a malessere, febbre,
diarrea, leucocitosi e ipocalcemia (54). Tra le

cause vi sono la gravidanza, le infezioni e la

sospensione dei glucocorticoidi orali (55). La

Figura 8 Psoriasi pustolosa

maggior parte dei casi di psoriasi pustolosa

generalizzata ¢ dovuta a una mutazione recessiva dell’interleuchina-36RN.

1.2.3. Diagnosi
La diagnosi della psoriasi ¢ clinica e basata sul riconoscimento delle manifestazioni

cutanee. In casi dubbi si puo ricorrere alla biopsia cutanea (56).

Istologicamente la patologia ¢ caratterizzata da acantosi, ipercheratosi e paracheratosi.
Le creste epidermiche e le papille dermiche sono allungate.

A livello dermico si ha aumentata vascolarizzazione; 1 vasi appaiono dilatati e
contorti. Vi ¢ la presenza di un infiltrato inflammatorio di linfociti T e un aumento del

numero di macrofagi, mastociti e granulociti neutrofili (56).

1.2.4. Fisiopatologia

Nonostante innumerevoli studi, la patogenesi della psoriasi ¢ complessa e non ancora
del tutto chiara. Non ¢ dovuta a un'unica causa, ma coinvolge molti fattori genetici,
immunologici e ambientali che stimolano la secrezione di citochine pro-infiammatorie

da parte dei cheratinociti (50).

La psoriasi ¢ una malattia del sistema immunitario innato e adattativo in cui
cheratinociti, cellule dendritiche e cellule T svolgono un ruolo centrale (57). Durante
lo sviluppo della psoriasi si verificano diverse anomalie, tra cui la presentazione
dell'antigene, l'attivazione della via di segnalazione del fattore nucleare kappa-B, nella
differenziazione della popolazione delle cellule T helper (Th) (in particolare delle

cellule Th17) e nell'aumento delle risposte all'lL-17 (58).
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L'attivazione dall'antigene dei linfociti T stimola la produzione anche di TNF-a, IL-
1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-23 p19/p40, INF-y, fattore di stimolazione delle
colonie di granulociti-macrofagi (GM-CSF) e fattore di crescita endoteliale vascolare
(VEGF), che agiscono sui cheratinociti e sui vasi sanguigni. Questi mediatori prodotti
dall’attivazione dei linfociti T determinando un'iperproliferazione anomala dei
cheratinociti, lo sviluppo di paracheratosi dovuta alla riduzione del processo di
maturazione dei cheratinociti nell'epidermide e un'angiogenesi anomala con la
formazione di vasi contorti e fragili con una maggiore permeabilita nelle regioni delle

lesioni cutanee (59).

IL-23 induce la differenziazione delle cellule Th17 che producono successivamente
IL-22 e IL-17 (60). Le cellule Th17 giocano un ruolo predominante nella patogenesi
della psoriasi e di altri disturbi inflammatori (61). L'espansione e la sopravvivenza di
queste cellule T dipendono dalla produzione di IL-23 da parte delle cellule mieloidi,
che guida il differenziamento di tali cellule (62). Una volta attivate, le cellule Th17
producono diversi mediatori, come le IL-17A, IL-17F e IL-22, che stimolano la
proliferazione dei cheratinociti. Nella cute psoriasica, I'IL-17 viene prodotta dai
linfociti T CD4", dai linfociti T CD8" dell'epidermide, dai neutrofili, dai mastociti, dai

linfociti neutrofili, mastociti e macrofagi (49).

La complessa disregolazione di quasi tutti i tipi di cellule cutanee, tra cui la
proliferazione e la produzione di citochine da parte dei cheratinociti epidermici, ¢
regolata dalla via del TNFa e dalla via dell'asse IL-23/Thl17. Inoltre, 1 peptidi
antimicrobici, le citochine e le chemochine secrete dai cheratinociti agiscono da
chemoattrattori per le cellule immunitarie infiltranti (63). Pertanto, nella psoriasi
esiste un circuito di feedback positivo tra le cellule del sistema immunitario e le cellule
epiteliali residenti. Anche le cellule endoteliali vascolari sono strettamente legate alla
malattia psoriasica, poiché¢ l'ambiente inflammatorio porta all'induzione e

all'attivazione di una serie di fattori pro-angiogenici (64).

1.2.5. Comorbidita
Per comorbidita si intende una condizione morbosa che insorge in un paziente affetto

da una determinata patologia, spesso in relazione a meccanismi patogenetici comuni
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ma con sviluppo indipendente del punto di vista temporale. I pazienti affetti da
psoriasi hanno una prevalenza aumentata di determinate patologie rispetto alla
popolazione generale. Tra queste malattie si ricorda l'artrite psoriasica, il morbo di
Crohn, il cancro, la depressione, la steatosi non alcolica, la sindrome metabolica (o
componenti di essa) e disturbi cardiovascolari (65). Queste comorbidita, in particolare
quelle che coinvolgono I’apparato cardiorespiratorio, sono responsabili dell’aumento
della morbilita e alla mortalita dei pazienti (66) e della riduzione dell’aspettativa di

vita (67).

L'associazione della psoriasi con le sue comorbidita potrebbe essere dovuta a
somiglianze nelle basi genetiche di queste malattie, anche se questa ipotesi ¢ ancora
oggetto di dibattito (68). Ad esempio, I'aumento della mortalita cardiovascolare ¢ stato
a lungo attribuito all’accumulo di fattori di rischio cardiovascolari, ma solo i pazienti
con psoriasi grave presentano un aumento del rischio cardiovascolare e la ragione di
ci0 non ¢ chiara (69). Fondamentale per I’aumento del rischio sembra essere lo stato
di inflammazione sistemica indotto dalla psoriasi (70). L'inflammazione sistemica
induce resistenza insulinica, che a livello endoteliale induce una riduzione del rilascio
di fattori vasodilatatori come l'ossido nitrico. La riduzione dei fattori vasodilatatori
favorisce I’instaurazione dello stato di disfunzione endoteliale, che si associa
all’espressione di molecole di adesione, le quali sostengono la formazione di placche

aterosclerotiche (71).

1.2.6. Alterazione del microbioma cutaneo nei pazienti affetti da psoriasi

I cambiamenti del microbiota locale sono una potenziale causa della patologia in
quanto sulle lesioni psoriasiche risiede un microbiota diverso rispetto alla cute sana
(39). La diminuzione di Dbatteri come Staphylococcus epidermidis e
Propionibacterium acnes nel microbioma della pelle psoriasica potrebbe causare
I’aumento della colonizzazione da parte dello Staphylococcus aureus, nota causa di
inflammazione cutanea (40). Le specie Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteria,
Schlegelella, Streptococcaceae, Rhodobacteraceae, ~Campylobacteraceae e

Moraxellaceae sono piu presenti in questi pazienti, mentre le specie di Actinobacteria

16



sono diminuite (41). Infezioni sistemiche da parte di Streptococchi B-emolitici di

gruppo A sono correlati alla psoriasi guttata (72).

Nelle sedi di lesione cutanee, inoltre, si rileva una diminuzione della quota di
Cutibacterium, Burkholderia spp. e Lactobacilli e un aumento di quella di
Corynebacterium kroppenstedii, Corynebacacterium simulans, Neisseria spp. €
Finegoldia spp. (73). L'abbondanza di Corynebacterium ¢ maggiore nelle lesioni
cutanee piu inflammate, mentre 1’abbondanza di Staphylococcus e Corynebacterium

¢ direttamente correlata con I’indice PASI (73).

I dati di letteratura inoltre indicano una sovraespressione del phylum Firmicutes e una

riduzione della popolazione di Actinobacteria (74).

Il ruolo patogenetico della Malassezia nella psoriasi non € ancora oggi chiaro (75). 1l
fungo Malassezia sympodialis pud aumentare la produzione delle citochine
proinfiammatorie come TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 e stimolare cosi la proliferazione
cheratinocinica. Puo, inoltre, stimolare la maturazione proinfiammatoria di cellule
dendritiche e la proliferazione mastocitaria, entrambe alla base dello stato

inflammatorio osservato nei pazienti affetti da psoriasi (76).

1.2.7. Ruolo del microbioma cutaneo nella patogenesi della psoriasi

Come gia precedentemente indicato, il microbioma cutaneo ¢ essenziale per la
formazione del sistema immunitario (28). Numerosi studi hanno approfondito
I’interazione esistente tra i microrganismi presenti sull’epidermide di alcuni pazienti

affetti da psoriasi e la manifestazione clinica della malattia.

I1ligando B-glucano del fungo Candida albicans interagisce con le cellule dendritiche
stimolando la produzione di IL-36a, che porta allo sviluppo del fenotipo psoriasiforme

(77).

Studi su un modello murino hanno dimostrato che gli animali trattati con antibiotici o
tenuti in un ambiente privo di germi non sviluppavano un'inflammazione cutanea
cronica € mostravano una ridotta formazione di placche simili alla psoriasi (78).
Queste relazioni possono indicare il ruolo potenziale del microbioma nello sviluppo

dell'inflammazione cutanea e nella formazione della psoriasi.
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La proteina M dello Streptococcus pyogenes, che colonizza la pelle con la psoriasi in
quantita significativa, mostra un mimetismo molecolare con la cheratina di tipo I da
50 kDa. Questo attiva le cellule T autoreattive e stimola la I'inflammazione, portando

allo sviluppo della psoriasi (79).

L'importanza del ruolo del microbioma cutaneo nella psoriasi pud essere dimostrata
anche dal fatto che la concentrazione di beta-defensine, una proteina antimicrobica
del sangue e della cute, ¢ correlata alla concentrazione di IL-17, che € considerata la
principale proteina infiammatoria nella patogenesi della psoriasi. La concentrazione
di questa proteina diminuisce dopo il trattamento con secukinumab, che ¢ un anticorpo

anti-IL-17 e € un anticorpo anti-IL-17 ed ¢ direttamente proporzionale al PASI (80).

1.2. 8. Microbioma intestinale e I’asse intestino — cute nella psoriasi

Il microbioma intestinale ¢ I’insieme di microrganismi quali batteri, virus, funghi e
protozoi che colonizzano il tratto gastrointestinale di ogni individuo; in particolare la
comunitda microbica del tratto intestinale si localizza nel colon. Si pensa che il
microbioma intestinale sia coinvolto nello sviluppo delle cellule Th17e che possa
quindi influenzare patologie infiammatorie croniche come la psoriasi, in cui

I’attivazione di Th17 ¢ un elemento fondamentale nella patogenesi (81).

L’asse intestino — cute descrive I’influenza che I’intestino e il suo microbioma hanno
sull’integrita cutanea mediante la loro capacita di influenzare numerose proprieta
metaboliche e immunologiche. Nonostante sia difficile individuare una stretta
correlazione causa-effetto tra il microbioma intestinale e differenti patologie
dermatologiche, questa connessione ¢ stata evidenziata in molti studi. Il 10-25% dei
pazienti affetti da patologie gastrointestinali quali rettocolite ulcerosa, morbo di Crohn
e malattia celiaca sono affetti anche da patologie di pertinenza dermatologica, in

particolare psoriasi e ulcere cutanee (82).

Nonostante ’esatto meccanismo di interazione nell’asse intestino — cute non sia
ancora stato individuato, molto probabilmente coinvolge il sistema immunitario.
L’ipotesi ad oggi piu probabile ¢ quella che sostiene che I’inflammazione, sia essa a

livello intestinale o cutaneco, pud essere innescata dalla disbiosi (83). Lo
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sbilanciamento del microbiota determina I’attivazione delle cellule T e la produzione
di citochine proinfiammatorie, che interferiscono con I’immunotolleranza nei
confronti del microbiota stesso.

Altra ipotesi altrettanto probabile vede alla base di quest’asse I’alterazione della
permeabilita intestinale e il conseguente passaggio di batteri al circolo sanguigno, da
cui possono raggiungere gli altri organi (84). A sostegno di quest’ipotesi ¢ stato
individuato un aumento di DNA batterico nel circolo sanguigno dei pazienti con

patologie dermatologiche croniche infiammatorie (85).

Vari studi finalizzati all’analisi del microbioma intestinale hanno rilevato la presenza
di alcune differenze della sua composizione tra pazienti affetti da psoriasi e la
popolazione di controllo sana (85). Una variazione rilevata ¢ la diminuzione della
popolazione di Akkermansia muciniphila. Tale batterio ¢ coinvolto nel mantenimento
dell’integrita della barriera cutanea intestinale e ha un ruolo protettivo nei confronti
di patologie infiammatorie quali le patologie infiammatorie croniche intestinali,

I’obesita e I’aterosclerosi (86).

La diversita microbiomica intestinale dei pazienti affetti da psoriasi ¢ diminuita, in
particolare sono ridotte le specie Akkermansia, Ruminococcus e Pseudobutyrivibrio

(87).

In concomitanza dell’esacerbazione della patologia psoriasica si ha un aumento della
colonizzazione nel microbiota intestinale di Staphylococcus aureus, Candida albicans

e Malassezia, come avviene a livello cutaneo (88).

La disbiosi del microbioma intestinale ha un impatto negativo sulla struttura e
I’integrita cutanea nei pazienti affetti da patologie dermatologiche (89). Il microbioma
intestinale pud influenzare I’omeostasi cutanea attraverso la regolazione della
differenziazione epidermica e del sistema immunitario (90). Alcuni batteri patogeni
possono produrre dei metaboliti come fenoli e il p-cresolo, che sono in grado di
alterare D’integrita della barriera cutanea e la differenziazione epidermica,
riducendone 1’idratazione e alterando la cheratinizzazione (90). Inoltre, alcuni
componenti del microbioma intestinale possono stimolare le cellule Treg € 1 linfociti a
promuovere risposte antinflammatorie attraverso I’azione di alcuni metaboliti come

’acido retinoico e il polisaccaride A (91).
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Il microbioma intestinale pud produrre anche acidi grassi a corta catena (SCFAs),
metaboliti coinvolti nell’attivazione e nell’apoptosi delle cellule immunitarie (90).
Studi su modelli animali hanno evidenziato come 1’inflammazione sistemica cronica
¢ conseguenza di una disbiosi intestinale, a causa dello squilibrio tra la permeabilita
epiteliale e 1’attivazione di linfociti T per secrezione di citochine proinfiammatorie

(90).

Modifiche del microbioma intestinale possono quindi causare alterazioni cutanee, tra
cui anche patologie infiammatorie come acne, dermatite seborroica e psoriasi. Sulla
base di queste evidenze, I'uso di probiotici per via orale deve essere preso in

considerazione come possibile opzione terapeutica (92).

1.2. 9. Microbioma e terapia
Avendo il microbioma un ruolo importante nella patogenesi della psoriasi, sono stati
condotti numerosi studi per determinare come una variazione del microbioma possa

essere utilizzata come proposta terapeutica nel trattamento della patologia.

Ad esempio, il calcipotriolo topico puo inibire 1'abbondanza della popolazione di
Malassezia tipica della cute psoriasica. La riduzione di tale fungo ¢ dovuta alla

produzione del peptide antimicrobico catelicidina (93).

Le radiazioni ultraviolette a banda stretta (NB-UVB) nei pazienti affetti da psoriasi
riducono gli indicatori dello stress ossidativo e permettono di ottenere un
miglioramento del microbioma cutaneo (94). NB-UVB influiscono anche sul
metabolismo della vitamina D, che esplica un'influenza significativa sulla microfiora
intestinale e andando ulteriormente a confermare 1'esistenza dell'asse cute-intestino.
Pertanto, si pud presumere che l'efficacia della terapia con terapia NB-UVB nei
pazienti affetti da psoriasi possa derivare non solo dall'influenza diretta di queste
radiazioni sulla pelle, ma anche indirettamente attraverso l'influenza sul microbioma

intestinale (95).

Studi condotti esaminando la modifica del microbioma cutaneo in seguito a terapia
per la psoriasi hanno dimostrato come il trattamento con I'anticorpo monoclonale

umano anti-Th17 Secukinumab ha determinato una maggiore espressione del phylum
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Proteobacteria e una minore abbondanza di Firmicutes e Bacteroidetes rispetto alla
terapia con Ustekinumab (inibitore di IL12-23) (96). Inoltre, con la stessa terapia si
osserva una maggiore espressione di Enterobacteriacea e Pseudomonadaceae. 11
microbioma puo essere utilizzato come importante biomarcatore dell'efficacia della

terapia con Secukinumab (96).

Al contrario, con il trattamento con Ustekinumab non sono stati osservati
cambiamenti significativi nel microbioma intestinale, ad eccezione del genere

Coprococcus (96).

1.2.10. Terapia probiotica

I probiotici sono un insieme di microrganismi viventi che vengono somministrati al
fine di apportare effetti benefici all’ospite attraverso la regolazione dell’equilibrio
microbiotico intestinale; hanno un ruolo importante anche nella regolazione del
sistema immunitario (97). Possono essere utilizzati anche come topici per il
trattamento di patologie cutanee, ambito in cui hanno dimostrato una notevole
efficacia (98). L’efficacia ¢ dovuta all’effetto sul sistema immunitario e sul
miglioramento della riparazione cutanea attraverso la riduzione della carica batterica

cutanea e all’effetto antagonista verso gli agenti patogeni (99).
L’uso di probiotici ha un effetto positivo nel decorso della psoriasi.

L’utilizzo di Lactobacillus probiotic-65 ¢ stato dimostrato ridurre la severita della
psoriasi in modelli murini e contemporaneamente ridurre i livelli delle citochine
proinfiammatorie come IL-17A, IL-19, and IL-23 (100).

La diminuzione delle citochine proinfiammatorie ¢ indice di un potenziale ruolo
antinfiammatorio dei probiotici, probabilmente dovuto alla regolazione delle cellule

dendritiche CD103", fondamentali nel processo di presentazione dell’antigene (101).

La somministrazione di Bifidobacterium adolescentis CCFM667, Bifidobacterium
breve CCFM1078, Lacticaseibacillus paracasei CCFM1074 e Limosilactobacillus
reuteri CCFM1132 ha comportato un miglioramento nelle manifestazioni cliniche
della psoriasi. Il risultato terapeutico ¢ dovuto alla riduzione della secrezione di 1L-23

da parte dei Th17. Tutti 1 ceppi efficaci hanno aumentato il contenuto di acidi grassi
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a catena corta, che sono stati correlati negativamente con i livelli di citochine

inflammatorie (102).

Eseguendo il sequenziamento del gene 16S rRNA ¢ stato dimostrato come tutti i ceppi
efficaci hanno apportato alcune modifiche specifiche alla composizione del
microbiota intestinale. Ad eccezione di Bifidobacterium breve CCFM1078, tutti gli
altri ceppi hanno ridotto 1'abbondanza della famiglia delle Rikenellaceae, che ha

correlazione positiva con le caratteristiche patologiche della psoriasi (102).
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2. SCOPO DEL LAVORO

Numerose evidenze scientifiche hanno dimostrato che la psoriasi ¢ una patologia
immunomediata, con prevalente coinvolgimento del sistema immunitario cellulare e
in particolare dei linfociti Th17. Un ruolo nella patogenesi ¢ svolto anche dal
microbioma cutaneo, che risulta alterato nella popolazione psoriasica. Considerando
la stretta correlazione tra microbiota intestinale e cutaneo, pare possibile intervenire
sui pazienti psoriasici modificandone il microbiota a scopo terapeutico, attraverso una
supplementazione di probiotici selezionati in grado di andare ad interferire con la

produzione delle citochine inflammatorie.

Lo studio clinico sperimentale esposto in questa tesi si pone 1’obiettivo di valutare
I’effetto della somministrazione di probiotici sistemici e topici per un periodo di
tempo di tre mesi in pazienti affetti da psoriasi di grado lieve. Il progetto consiste in

uno studio clinico sperimentale no-profit controllato randomizzato in doppio cieco.
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3. MATERIALI E METODI

3.1. PAZIENTI

I pazienti sono stati arruolati tra quelli che hanno effettuato un accesso per visita
dermatologica presso 1’ambulatorio generale della SCDU di Dermatologia dell’AOU
Maggiore della Carita di Novara.

I criteri di inclusione ed esclusione per lo studio erano i seguenti:
Criteri di inclusione:

- Consenso informato scritto

- Eta maggiore di 18 anni

- Psoriasi lieve (PASI < 10)

- Assenza di terapia sistemica nei tre mesi precedenti e di terapia topica nel mese
precedente I’arruolamento e durante il periodo di studio (consentiti unicamente topici

idratanti).

Criteri di esclusione:

- Eta inferiore a 18 anni

- Psoriasi moderata-grave (PASI > 10)

- Terapia sistemica in atto o nei tre mesi precedenti, terapia topica in atto o nel
mese precedente

- Antibiotici e/o probiotici assunti nel mese precedente 1’arruolamento
- Patologie gravi in corso
- Sindrome dell’intestino corto.

Ad ogni paziente ¢ stato assegnato un codice numerico € i pazienti sono stati distribuiti
equamente in due bracci di trattamento. La randomizzazione ¢ stata effettuata con una
randomizzazione a blocchi permutata della dimensione di quattro con un rapporto di

allocazione 1:1 al fine di garantire 1'equilibrio tra i gruppi di trattamento.
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Entrambi i gruppi hanno ricevuto il prodotto topico per la durata complessiva dello
studio. In associazione al topico, un solo gruppo di pazienti ha ricevuto il probiotico
sistemico per tutta la durata dello studio, mentre i1 pazienti del restante gruppo hanno

ricevuto il prodotto sistemico con il solo placebo.

3.2. MATERIALI
Probiotical S.p.A. ha fornito gratuitamente il prodotto in studio opportunamente
confezionato in bustine, identiche tra loro. Nello specifico ha fornito una formulazione

attiva sistemica, il placebo e la formulazione attiva per uso topico.

La formulazione attiva per uso sistemico, come descritto nella tabella 1,contiene
un’associazione dei ceppi Lactobacillus salivarius LS03 (DSM 22776), Lactobacillus
reuteri LRE02 (DSM 23878) e Bifidobacterium breve BR03 (DSM 16604) alla carica
di 2x10° UFC/ceppo/bustina.

La formulazione attiva per uso topico, come presentato nella tabella 2, ha lo stesso
contenuto di microrganismi ma una concentrazione pari a 2x10% UFC/ceppo, per un
totale di 6x10® UFC. Per facilitare I’assorbimento topico del gel, la formulazione
contiene della gomma tara in quantita tale da formare un moderato idrogel pochissimi
minuti dopo lo scioglimento in acqua, consentendo cosi la distribuzione uniforme del
prodotto sulla superficie cutanea. Trattandosi di un idrogel, evita la creazione di un
possibile effetto barriera tra i probiotici e la superficie cutanea come potrebbe

accadere con matrici oleose o comunque idrofobiche.

Tabella 1 Composizione della formulazione attiva

Contenuto per dose

(1 bustina) Funzione
Lactobacillus salivarius LS03 |>0,5 x 10° CFU Microrganismo
Lactobacillus reuteri LREO2  |>1 x 10° CFU Microrganismo
Bifidobacterium breve BRO3  |>4x 10° CFU Microrganismo
Maltodestrina Qb Agente di carica
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Tabella 2 Composizione della formulazione topica

Contenuto per dose

(1 bustina) Funzione
Lactobacillus salivarius LS03 |>0,2 x 10° CFU Microrganismo
Lactobacillus reuteri LRE02 |>0,2 x 10° CFU Microrganismo
Bifidobacterium breve BRO3  |>0,2 x 10° CFU Microrganismo
Gomma di tara 150 mg Addensante

Biossido di silicio

1,5 mg

Anti-agglomerante

Maltodestrina

Qb

Agente di carica

Tabella 3 Composizione del placebo

Contenuto per dose

(1 bustina)

Funzione

Maltodestrina

2000 mg

Agente di carica

Il prodotto placebo, costituito da maltodestrina come descritto nella tabella 3, ¢

contenuto in una formulazione indistinguibile dalla formulazione del principio attivo.

Sia il placebo che la forma attiva sono stati consegnati al paziente in un astuccio
contenente 30 bustine da 2 g di polvere ciascuna. Il paziente ne ha assunto 1 bustina
al giorno per tutta la durata del trattamento, ossia tre mesi, a stomaco vuoto almeno
un’ora prima del pasto dopo averlo opportunamente fatto sciogliere in acqua fredda o

tiepida. Il prodotto ¢ stato conservato ad una temperatura compresa tra 2 ¢ 7°C per

tutto il tempo dello studio.

3.3. METODI

I1 dispositivo in studio ¢ stato consegnato ai pazienti al momento della valutazione
clinica al Tempo 0 (T0O), con adeguate istruzioni riguardo al corretto mantenimento e

utilizzo, un secondo campione ¢ stato fornito durante la prima visita di controllo (T1)

a 1 mese dall’inizio della sperimentazione.

Ciascun paziente ¢ stato valutato in quattro tempi durante lo studio:
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- TO: valutazione clinica al momento dell’arruolamento del paziente nello

studio, prima dell’avvio del trattamento;

- T1: valutazione a distanza di 1 mese;

- T2: valutazione a distanza di 3 mese;

- T3: valutazione a distanza di 1 mese dal termine della terapia.

Durante le valutazioni sono stati raccolti i seguenti dati:

- raccolta dei dati anagrafici e valutazione anamnestica al TO;

- valutazione anamnestica e clinica della malattia psoriasica con particolare
attenzione alla durata della malattia (in anni), alla localizzazione in zone sensibili, alla
presenza di comorbidita, alla terapia in atto e pregressa, alla familiarita per psoriasi al

TO;

- valutazione clinica in relazione alla presenza di psoriasi, con calcolo di PASI,

BSA, IGA, DLQI e VAS prurito effettuato al TO, T1, T2 e T3;

- acquisizione di documentazione fotografica ad ogni follow-up.

I1 primo parametro utilizzato per il monitoraggio clinico della popolazione durante lo
studio ¢ il PASI (figura 9), ossia lo Psoriasis Area Severity Index, che ¢ un indice
dermatologico atto a valutare la gravita delle lesioni psoriasiche e la loro estensione.
La superficie cutanea viene suddivisa in quattro aree: il viso e il cuoio capelluto, gli
arti superiori, il tronco e gli arti inferiori. Per ognuna di queste regioni si indica la
percentuale dell’area di cute presentante lesioni e il dato viene trasformato in un grado
variabile da 0 (assenza di lesioni) a 6 (oltre il 90% della zona colpita). Per ogni area
si considerano anche i parametri di eritema, infiltrazione e desquamazione classificati
singolarmente con una scala di gravita da 0 (assenza di lesioni) a 4 (estremamente

grave). I parametri di eritema, infiltrazione e desquamazione di ogni singola area
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devono essere sommati tra loro e moltiplicati per la percentuale dell’area di cute
lesionata di ogni singola regione. Il risultato deve essere ulteriormente moltiplicato
per una percentuale che rappresenta I’estensione dell’area cutanea presa in esame; in
particolare le varie regioni del corpo sono considerate in rapporto alla loro
proporzione rispetto alla superficie corporea totale: il viso e il cuoio capelluto
rappresentano il 10%, gli arti superiori il 20%, il tronco il 30% e gli arti inferiori il
40%. La somma del punteggio delle quattro aree di cute determina il punteggio finale.
Il punteggio PASI variada 0 a 72. Un PASI < 10 indica una psoriasi lieve, se compreso
tra 10 e 20 indica psoriasi moderata e se maggiore o uguale 20 indica psoriasi grave.
Raggiungere PASIS0, PASI75 o PASI90 significa un miglioramento del PASI
rispettivamente del 50%, del 75% e del 90% rispetto al valore iniziale. Raggiungere

PASI 90 o PASI 100 corrisponde a una pressoché totale o completa remissione dei

sintomi.

2 Ispessimento (placche Punteggio di superficie
jedlonelcolpores HHEnE rilevate, indurite) pesdbamazions (basato sulla reale area %)
Testa 0 = assente 0 = assente 0 = assente 0=0%

1 =lieve 1 = lieve 1 =lieve 1=1%-9%
(Il collo viene valutato come 2 = moderato 2 = moderato 2 = moderata 2 =10%—29%
facente parte della testa) 3 = grave 3 =grave 3 = grave 3 =30%-49%
4 = molto grave 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = 50%—-69%
5 =70%~-89%
6 = 90%—100%
Tronco 0 = assente 0 = assente 0 = assente 0=0%
1 = lieve 1 = lieve 1 = lieve 1 =1%-9%
(Le ascelle e linguine 2 = moderato 2 = moderato 2 = moderata 2 = 10%—29%
sono valutati come facenti 3 = grave 3 = grave 3 = grave 3 = 30%-49%
parte del tronco) 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = 50%—69%
5 = 70%-89%
6 = 90%—100%
Arti superiori 0 = assente 0 = assente 0 = assente 0=0%
1 = lieve = lieve 1 = lieve 1 =1%-9%
2 = moderato 2 = moderato 2 = moderata 2 = 10%-29%
3 =grave 3 =grave 3 =grave 3 = 30%—49%
4 = molto grave 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = 50%—-69%
5 = 70%-89%
6 = 90%—100%
Arti inferiori 0 = assente 0 = assente 0 = assente 0=0%
1 = lieve 1 = lieve 1 = lieve 1 =1%-9%
(I glutei sono valutati come 2 = moderato 2 = moderato 2 = moderata 2 =10%—29%
facenti parte degli arti 3 = grave 3 = grave 3 = grave 3 = 30%~-49%
inferiori) 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = molto grave 4 = 50%—69%

5 = 70%-89%
6 = 90%—-100%

Figura 9 PASI (103)

Il secondo parametro per il monitoraggio clinico della popolazione durante lo studio
¢ 11 BSA. Il BSA, ossia Body Surface Area, ¢ un indice numerico che valuta la gravita
della malattia psoriasica indicando la percentuale di superficie cutanea interessata da

lesioni psoriasiche. I1 BSA ¢ minore del 10% ¢ indice di psoriasi lieve, quando ¢
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compreso tra 10 e 20% ¢ indice di psoriasi moderata e moderata-severa e se maggiore

del 20% di psoriasi severa.

Sia il PASI che il BSA possono essere stimati piu rapidamente attraverso 1’uso di
calcolatori automatizzati, quali ad esempio il calcolatore PASI, sviluppato dal Centro
Studi GISED e reperibile al link:

https://www.centrostudigised.it/calcola il tuo_pasi.html.

Il terzo parametro utilizzato per il monitoraggio clinico della popolazione durante lo
studio ¢ I’ IGA. L’IGA, ossia Investigator's Global Assessment, ¢ un punteggio
variabile da 0 a 5 utilizzato per definire la gravita della malattia psoriasica. I punteggi
rappresentano: cute integra (0), cute quasi integra (1), malattia lieve (2), malattia

moderata (3), malattia grave (4), malattia molto grave (5).

Il quarto parametro utilizzato per il monitoraggio clinico della popolazione durante lo
studio ¢ il DLQI (Figura 10). I1 DLQI, ossia Dermatology Life Quality Index, un
questionario che viene proposto al paziente con il fine di misurare in maniera
oggettiva il grado di disagio sociale e psicologico connesso alla presenza della
malattia. E composto da dieci domande inerenti alla quotidianita del paziente,
I’abbigliamento, l’occupazione, le relazioni interpersonali. Il test fornisce un
punteggio variabile tra 0, ossia nessun impatto della malattia, e 30, massimo impatto

sulla qualita di vita.
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oL A

Negli ultimi 7 giorni, ha avuto prurito, dolore, o sensazioni di bruciore alla pelle?
O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente

Negli ultimi 7 giorni, si & sentito/a imbarazzato/a o a disagio a causa dei suoi
problemi alla pelle?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle ti hanno creato fastidi per fare la spesa,
occuparti della casa (o del giardino)?

O Moltissimo O Molto O Unpo O Perniente O Non riguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle hanno influenzato la scelta dei vestiti da
indossare?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente O Nonriguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle hanno influito sulle sue attivita con gli
altri, o di tempo libero?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente O Non riguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle ti hanno reso difficile praticare sport?

O Moltissimo O Molto O Unpo" O Perniente O Non riguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle hanno impedito completamente di
lavorare o di studiare?
OSi O No O Nonriguarda il mio caso

Se harisposto "no": negli ultimi 7 giorni, i suoi problemi alla pelle le hanno creato
difficolta nel lavoro o nello studio?

OMolto OUnpo O Perniente

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle ti hanno creato difficolta conil/la
tuo/a compagno/a, con gli amici intimi o con i parenti?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente O Nonriguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, i tuoi problemi alla pelle ti hanno creato difficolta di carattere
sessuale?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente O Non riguarda il mio caso

Negli ultimi 7 giorni, la cura per la pelle ti ha dato problemi, per esempio portandoti
via del tempo o sporcando in casa?

O Moltissimo O Molto O Unpo” O Perniente O Nonriguarda il mio caso

Figura 10 Questionario DLQOI
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I1 quinto e ultimo parametro utilizzato per il monitoraggio clinico della popolazione
in studio ¢ la scala VAS per il prurito. La scala VAS, ossia Visual Analogue Scale,
per la valutazione del prurito consente al paziente di valutare soggettivamente
I’intensita del prurito definendone il grado di intensita crescente da 0 a 10 in cui 0

corrisponde ad assenza di prurito e 10 corrisponde a prurito incoercibile.

3.4. ANALISI STATISTICA

E stata eseguita un'analisi descrittiva della popolazione in studio. Le variabili al basale
sono state riportate come media e deviazione standard o mediana e range interquartile
per variabili continue, mentre per quelle qualitative sono stati riportati i valori di

frequenze assolute e percentuali, come opportuno.

Le caratteristiche descrittive della popolazione in studio sono state analizzate e
confrontate nella popolazione generale, nella sottopopolazione del braccio A e nella
sottopopolazione del braccio B; le variabili continue sono state analizzate con il test

di t student, mentre le variabili continue con il test del chi quadro.

Per la valutazione dei risultati primari ¢ stato eseguito un test t bilaterale per la
differenza tra le medie. Sono state stimate le medie delle variazioni degli indici di
malattia utilizzati come criterio d’analisi separatamente per la popolazione generale,
la sottopopolazione randomizzata nel braccio A e la sottopopolazione randomizzata
nel braccio B. Successivamente sono state valutate le differenze delle medie di tali
indici tra i vari tempi di osservazione e il basale sia nella popolazione generale, che
nelle sottopopolazioni e tra loro confrontate tramite t test. Un livello di significativita
di 0,05 ¢ stato considerato per eseguire l'inferenza finale. Un livello alpha pari a 0,05

¢ stato considerato per definire un effetto statisticamente significativo.

Le analisi sono state eseguite con Microsoft Excel.
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4. RISULTATI

4.1. CARATTERISTICHE DEL CAMPIONE IN STUDIO

In considerazione dei criteri d’inclusione e di esclusione, in questo studio sono stati
finora arruolati 14 soggetti. Il processo di reclutamento e di raccolta dati sta tuttora
proseguendo, come previsto dal protocollo di studio. A seguito della randomizzazione
casuale, 7 soggetti (50%) sono stati inclusi nel braccio A, mentre i rimanenti 7 soggetti

(50%) nel braccio B.

Nel corso della sperimentazione 5 (36%) pazienti hanno interrotto la terapia per
peggioramento della malattia psoriasica, 2 di essi appartenenti al braccio A (29%), e

3 di essi al braccio B (42%)).

4.1.1. Caratteristiche demografiche

Il campione in studio ¢ costituito da 9 maschi (64%) e 5 femmine (36%); suddivisi
casualmente in 4 (57%) maschi e 3 (43%) femmine a formare il braccio A e 5 (71%)
maschi e 2 (29%) femmine il braccio B. I dati citati sono riassunti nella tabella 4. Le
differenze di genere tra le due sottopopolazioni sono caratterizzate da un chi-quadro
di 0,31 e un p-value di 0,58. Tale differenza risulta non essere statisticamente
significativa in quanto maggiore del livello alpha pari a 0,05 stabilito nel protocollo

di studio.

Tabella 4 Genere dei soggetti in studio

Genere Campione totale Braccio A Braccio B
Maschi 9 (64%) 4 (57%) 5 (71%)
Femmine 5 (36%) 3 (43%) 2 (29%)

Come riportato nella tabella 5, in generale i1 soggetti arruolati hanno un'eta che varia
trai25 e 175 anni, con un'eta mediana di 59 anni. In relazione alla randomizzazione,
1 soggetti del braccio A hanno un’eta variabile trai 25 e 1 75 anni, con una mediana di
64 anni; mentre 1 soggetti del braccio B hanno un’eta che varia trai 37 e 1 69 anni, con

una mediana di 54 anni.
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La durata della malattia psoriasica, riportata anch’essa nella tabella 5, varia tra 1 e 47
anni considerando complessivamente tutti 1 pazienti arruolati nello studio, con una
durata mediana di 9,5 anni. La sottopopolazione del braccio A ha una durata di
malattia variabile tra 1 e 30 anni, con una mediana di 10 anni; mentre quella del
braccio B ha una durata di malattia variabile tra 3 e 47 anni, con una mediana di 9
anni. La differenza tra le medie dell’eta al momento di arruolamento nello studio ha
un valore del t student pari a 0,59, pertanto tale differenza non ¢ statisticamente

significativa, cosi come la durata di malattia 1 (t student -0,72).

Tabella 5 Eta e anni di malattia dei soggetti in studio

Caratteristica in anni Campione totale Braccio A Braccio B
Eta al TO 59 [25; 75] 64 [25; 75] 54 [37; 69]
Durata di malattia 9,5[1;47] 10 [1; 30] 91[3;47]

L’anamnesi familiare del campione oggetto di studio ¢ stata condotta con particolare
attenzione alla familiaritd per psoriasi, malattie inflammatorie croniche intestinali
(IBD) e per malattie neurologiche. L’ analisi di queste caratteristiche ¢ riportata nella

tabella 6.

Tabella 6 Anamnesi familiare dei soggetti in studio

Familiarita per =~ Campione generale  Braccio A Braccio B
Psoriasi

Positiva 8 (57%) 3 (43%) 5 (71%)
Negativa 6 (43%) 4 (57%) 2 (29%)
IBD

Positiva 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativa 14 (100%) 7 (100%) 7 (100%)
Malattie neurologiche

Positiva 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Negativa 14 (100%) 7 (100%) 7 (100%)

Otto (57%) pazienti arruolati hanno una familiarita per patologia psoriasica, con un
consanguineo di primo grado affetto. In seguito alla divisione dei due bracci di studio,
nel braccio A 3 pazienti (43%) hanno familiarita per malattia psoriasica mentre nel

braccio B 5 pazienti (71%). Non vi sono differenze statisticamente significative tra i
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due gruppi anche per quanto riguarda la presenza di familiarita (chi-quadro: 1,17; p-

value: 0,28).

Tutti 1 soggetti compresi nella coorte di studio non hanno familiarita per IBD o per

malattie neurologiche.

4.1.2. Stili di vita

L'habitus dei pazienti, riassunto nella tabella 7, risulta essere caratterizzato da un
valore mediano di BMI (Body Mass Index) pari a 25,6 [18,5; 38,8] nel campione
totale. Il valore mediano del BMI nei soggetti della sottopopolazione A ¢ pari a 27,7
[18,5; 33]; mentre nei soggetti della B ¢ di 25 [22; 38,8]. I valori medi ottenuti sia
dalla popolazione generale che dalle sottopopolazioni dei due singoli bracci sono
indice di una condizione comune di sovrappeso, seppur di grado lieve, ai limiti
inferiori dell’intervallo corrispondente. Non vi sono differenze statisticamente

significative tra le due sottopopolazioni (t student: 0,34).

Tabella 7 BMI dei soggetti in studio

Caratteristica Campione totale Braccio A Braccio B

BMI 25,6[18,5;38,8]  27,7[18,5:33]  25[22;38.8]

A ci0 si aggiungono comportamenti non adeguati dei pazienti arruolati; infatti, la gran
parte di essi fuma oppure ha fumato, piuttosto che consuma alcol abitualmente o in

maniera saltuaria. I dati riguardanti queste consuetudini sono riassunti nella tabella 8.

In merito all’abitudine tabagica, considerando la popolazione generale, 4 (29%)
pazienti sono fumatori, 3 (21%) hanno storia pregressa di fumo e 7 (50%) negano di
aver mai fumato. Specificamente nel braccio A i pazienti sono 2 (29%) fumatori
abituali, 1 (14%) con storia di fumo pregresso ¢ 4 (57%) non fumatori.
Specificatamente nel braccio B 1 pazienti sono 2 (29%) fumatori abituali, 2 (29%)
storia di fumo pregresso e 3 (42%) non fumatori. La differenza dell’abitudine al fumo
nelle due sottopopolazioni risulta non essere statisticamente significativa (chi-quadro:

0,48; p-value: 0,79).
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Per quanto riguarda il consumo di alcol, invece, considerando la popolazione generale
1 soggetto (7%) dichiara un consumo abituale, 6 soggetti (43%) un consumo ai pasti,
3 (21%) un consumo saltuario e 4 (29%) affermano di essere astemi. A seguito della
randomizzazione casuale nel braccio A non si osserva nessun paziente consumatore
abituale, mentre sono 4 (57%) 1 pazienti che ne fanno uso ai pasti, 2 (29%) con
consumo saltuario e 1 (14%) astemio. Nel braccio B, diversamente, si riscontra 1
(14%) consumatore abituale, in 2 (29%) lo consumano ai pasti, 1 (14%) con consumo
saltuario e 3 (42%) astemi. Anche la differenza sul consumo di alcol nelle due
sottopopolazioni risulta non essere statisticamente significativa (chi-quadro: 3,00; p-

value: 0,39).

Tabella 8 Abitudine tabagica e consumo di alcol dei soggetti in studio

Caratteristica Campione totale Braccio A Braccio B
Fumo

Attivo 4 (29%) 2 (29%) 2 (29%)
Pregresso 3 (21%) 1 (15%) 2 (29%)
Mai fumato 7 (50%) 4 (57%) 3 (42%)
Alcol

Abituale 1 (7%) 0 1 (14%)
Ai pasti 6 (43%) 4 (57%) 2 (29%)
Saltuario 3 (21%) 2 (29%) 1 (14%)
Astemio 4 (29%) 1 (14%) 3 (42%)

La quasi totalita dei pazienti segue una dieta onnivora e varia, ad eccezione di un
paziente vegetariano randomizzato nella sottopopolazione B. All’incirca 1’intero
campione nega intolleranze alimentari, tranne un singolo paziente appartenente
anch’esso al braccio B. Tutto I’insieme dei pazienti, inoltre, riferisce regolarita per
quanto riguarda l'alvo e la diuresi, fuorché due pazienti del braccio B. I dati appena

affermati sono riassunti nella tabella 9.

Le due sottopopolazioni hanno valori sovrapponibili riguardo alla tipologia di dieta e
alle intolleranze alimentari, senza differenze statisticamente significative (chi-quadro:
10,50; p-value: 0,002). Allo stesso modo anche i dati riguardanti alvo e diuresi sono

sovrapponibili (chi-quadro: 2,33; p-value: 0,13).
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Tabella 9 Dieta, intolleranze alimentari, alvo e diuresi dei soggetti in studio

Caratteristica Campione totale Braccio A Braccio B
Tipo di dieta

Onnivoro 13 (93%) 7 (100%) 6 (86%)
Vegetariano 1 (7%) 0 1 (14%)
Intolleranze alimentari

Presenti 1 (7%) 0 1 (14%)
Nega 13 (93%) 7 (100%) 6 (86%)
Alvo

Regolare 12 (86%) 7 (100%) 5 (71%)
Irregolare 2 (14%) 0 2 (29%)
Diuresi

Regolare 12 (86%) 7 (100%) 5(71%)
Irregolare 2 (14%) 0 2 (29%)

4.1.3. Caratteristiche della malattia

In considerazione delle sedi anatomiche coinvolte dalla malattia, ¢ stato valutato in
particolare il coinvolgimento delle cosiddette “zone sensibili”, cio¢ il viso, le mani e
1 genitali. Nella popolazione valutata in questo studio, 6 pazienti (43%) presentano
lesioni in zone sensibili, in particolare 5 (36%) di essi hanno lesioni localizzate al viso,
4 (29%) alle mani e 1 (7%) a livello genitale. Nella sottopopolazione A si ritrovano 2
(29%) pazienti con lesioni in zone sensibili, entrambi a viso e mani. Nella
sottopopolazione B 1 pazienti con coinvolgimento delle zone sensibili sono 4 (58%),
di cui 3 (43%) con localizzazione al viso, 2 (29%) alle mani e uno solo (7%) ai genitali.
1 dati sopracitati sono riassunti nella tabella 10. Le sedi interessate dalla patologia non
risultano significativamente differenti nelle due sottopopolazioni (chi-quadro:1,17; p-

value: 0,28).

Tabella 10 Localizzazione della malattia dei soggetti in studio

Localizzazione della malattia Campione totale Braccio A Braccio B
Zone sensibili 6 (43%) 2 (29%) 4 (57%)
Viso 5 (36%) 2 (29%) 3 (43%)
Mani 4 (29%) 2 (29%) 2 (29%)
Genitali 1 (7%) 0 1 (7%)
Altro 8 (57%) 5 (71%) 3 (43%)
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4.1.4. Comorbidita

I dati riguardanti le eventuali comorbidita e le terapie farmacologiche assunte in
maniera cronica dai pazienti arruolati sono riassunti nella tabella 11. Nessuno dei
soggetti inclusi nello studio assume una polifarmacoterapia e risultano essere

scarsamente presenti le comorbidita comunemente associate alla malattia psoriasica..

Tabella 11 Comorbidita e terapia cronica dei soggetti in studio

Caratteristica Campione totale Braccio A  Braccio B
COMORBIDITA

Presenti 7 (50%) 5(71%) 2 (29%)
Dermatite atopica 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Ipertensione arteriosa 5 (36%) 3 (42%) 2 (29%)
Ipercolesterolemia 2 (14%) 1 (14%) 1 (14%)
Melanoma 2 (14%) 2 (29%) 0 (0%)
BPCO 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
DM2 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Gammopatia monoclonale 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Glaucoma 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Gozzo 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Obesita 1 (7%) 0 (0%) 1 (14%)
Assenti 7 (50%) 2 (29%) 5(71%)
TERAPIA DOMICILIARE

Si 8 (57%) 5(71%) 3 (42%)
Anti-ipertensivo 4 (29%) 3 (42%) 1 (14%)
Ipoglicemizzante orale 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
Statina 2 (14%) 1 (14%) 1 (14%)
Pillola E/P 1 (7%) 1 (14%) 0 (0%)
PPI 2 (14%) 1 (14%) 1 (14%)
Beta-bloccante 2 (14%) 1 (14%) 1 (14%)
Nessuna 6 (43%) 2 (29%) 4 (57%)

In dettaglio, si osserva che 5 (36%) pazienti sono affetti da ipertensione arteriosa, 2

(14%) da dislipidemia e 2 (14%) sono stati trattati per un pregresso melanoma.

Le discrepanze tra i gruppi riguardanti la presenza o assenza di comorbidita e
I’assunzione di terapia domiciliare non sono significative (chi-quadro: 2,57 € 0,33; p-

value: 0,10 e 0,58 rispettivamente).
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4.1.5. Terapie specifiche concomitanti/pregresse

In merito alla terapia per il trattamento della patologia psoriasica, al momento
dell’arruolamento in questo studio, riassunta nella tabella 12, si osserva che 10 (71%)
pazienti eseguono trattamenti topici idratanti, mentre i restanti 4 (29%) non effettuano
nessun trattamento né topico né sistemico. In particolare, la terapia topica ¢ effettuata

regolarmente da 1 (14%) paziente del braccio A e 3 (43%) del braccio B.

Tabella 12 Terapia per il trattamento della psoriasi dei soggetti in studio

TERAPIA PER PSORIASI = Campione totale Braccio A Braccio B

ATTUALE

Nessuna 10 (71%) 6 (86%) 4 (57%)
Idratante topico 4 (29%) 1 (14%) 3 (42%)
PREGRESSA

Effettuata 9 (64%) 4 (57%) 5(71%)
Nessuna 5 (36%) 3 (42%) 2 (29%)

Nonostante attualmente la maggior parte dei pazienti non effettui nessuna terapia
continuativa per il trattamento della psoriasi, 9 (64%) ne hanno fatto uso in passato,
sempre utilizzando farmaci topici e nessuno di loro ha mai effettuato terapia sistemica.
Piu nello specifico, 4 (57%) dei pazienti del braccio A ha eseguito un trattamento con
formulazioni topiche; 2 (29%) di essi hanno applicato una terapia corticosteroidea, 2
(29%) retinoidi e 1 (14%) pimecrolimus. Tra 1 soggetti randomizzati nel gruppo B, 5
(71%) di essi hanno applicato a livello topico una terapia; in particolare 1 (14%) ha
fatto ricorso a terapia corticosteroidea, 2 (29%) a calcipotriolo, 2 (29%) hanno

utilizzato idratanti e 1(14%) tacalcitolo monoidrato topico.

Non vi sono differenze statisticamente significative tra 1 due gruppi per quanto
riguarda tali terapie, sia in uso che pregresse (chi-quadro:1,40 e 0,31; p-value: 0,24 ¢

0,58, rispettivamente).
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4.2. CARATTERISTICHE DELLA MALATTIA ED EVOLUZIONE
DURANTE IL TRATTAMENTO

Per ogni paziente arruolato nello studio al TO, T1, T2 e T3 ¢ stata effettuata una
valutazione generale e il calcolo degli score PASI, BSA, IGA, DLQI e VAS prurito

utilizzati come indicatori di gravita della patologia.

4.2.1. PASI

Il nostro campione risultava essere caratterizzato al TO da un valore medio di PASI +
deviazione standard (SD) pari a 2,95 + 1,54, che indica uno stadio lieve di malattia.
Al T1 il valore medio di PASI risulta lievemente aumentato a 3,26 + 3,15. A1 T2, il
valore medio ¢ diminuito a 2,00 £+ 2,35. Il valore risulta in continua riduzione fino a
giungere al T3 a 2,00 + 1,87. I valori di tale indice sono riassunti nella tabella 13 e nel

grafico 1.

La riduzione dello score a T1 e T2 rispetto a TO non ¢ statisticamente significativa.
La differenza dello score tra TO e T3 ¢, invece, statisticamente significativa, in quanto

ha un valore t-student di 2,031, maggiore del valore tabulato di + 1,721.

I1 braccio A risultava essere caratterizzato al TO da un valore medio di PASI pari a
2,64 £ 1,54. L’andamento dell’indice ¢ analogo a quello della popolazione generale;
esso, infatti, aumenta al T1, durante la quale il valore medio di PASI riscontrato risulta
essere 3,66 = 2,98, per poi diminuire gradualmente raggiungendo un valore medio di

3,00+ 291 al T2 e di 2,25 + 2,63 al T3.

La variazione dello score nella sottopopolazione A tra TO e T1 (t-student — 0,805), tra
TO e T2 (t student - 0,251) e tra TO e T3 (t student 0,275) non ¢ statisticamente

significativa.

L’andamento del valore PASI risulta differente nel campione arruolato come braccio
B. A1 TO il valore medio di questo gruppo di pazienti risulta infatti essere pari a 3,26
+ 1,64. La riduzione del valore ¢ continua e graduale tale da rilevare dei valori medi
al T1di2,81+3,50eal T2di 1,00+ 1,22. La media del criterio PASI torna a crescere

alla valutazione T3, assumendo un valore medio pari a 1,80 + 1,30.

Le variazioni dello score a T1 rispetto a TO (t-student pari a 0,303), non ¢ significativa.

La variazione ¢, invece, statisticamente significativa a T2, in quanto ha un t-student
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di 2,728 ossia maggiore del valore tabulato (+ 1,812). La variazione al T3 ha un valore
t-student di 1,712, inferiore di quello tabulato ( 1,812), quindi tale differenza non ¢

significativa.

Dal confronto delle medie dei valori delle due sottopopolazioni ai tempi di
osservazione si rileva che la differenza riscontrata non ¢ statisticamente significativa.
Nello specifico a T1 il t-student assume valore di 0,485, inferiore al tabulato di +
1,812; a T2 assume valore di 1,414, inferiore al tabulato di + 1,860; infine a T3 assume

valore di 0,312, inferiore al tabulato di + 1,895.

Tabella 13 Variazioni della media + SD dell’indice PASI

Campione generale Braccio A Braccio B
TO 2,95+ 1,54 2,64 + 1,54 3,26 + 1,64
T1 3,24 £ 3,15 3,66 + 2,98 2,81+ 3,50
T2 2,00 £2,35 3,00 +2.91 1,00 +1,22
T3 2,00 + 1,87 2,25+2,63 1,80 + 1,30

VARIAZIONE DELLA MEDIA DELL’INDICE PASI

8 CAMPIONE GENERALE ® BRACCIO A ® BRACCIO B
4.00

3.00

2.00 ped

1.00

0.00
TO Tl T2 T3

Grafico 1 Variazioni della media dell’indice PASI

4.2.2. BSA
Il nostro campione risultava essere caratterizzato al TO da un valore medio + SD di

BSA pari a 3,21 £ 1,89, indicante stadio lieve di malattia. La valutazione del
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parametro nel corso dello studio evidenzia una graduale riduzione; esso, difatti, risulta
avere un valore medio di 3,00 £2,61 a T1, per decrescere a 1,80 £ 2,04 a T2 e infine
ridursi fino a 1,67 = 1,41 a T3. I dati descritti sono riportati nella tabella 14 e nel

grafico 2.

La variazione dello score a T1 rispetto a TO ha un t-student pari a 0,2489; tale
differenza non significativa. La differenza a T2 ha t-student di 1,725 inferiore al valore
tabulato (= 1,717), quindi tale differenza ¢ invece significativa. L’ulteriore
diminuzione a T3 assume un t-student di 2,241 ossia un valore maggiore di quello

tabulato (+ 1,721), rendendo tale differenza significativa per p < 0,05.

Il valore medio + SD dell’indice BSA nei pazienti randomizzati nel braccio A risulta
essere al TO pari a 2,71 £+ 1,70. Contrariamente a quello che accade nella popolazione
generale, in questa sottopopolazione il valore medio risulta leggermente aumentato e
pari a 3,36 = 2,75 al T1. Il decremento atteso si manifesta con una media di 2,40 +
2,41 al T3 e progredisce ulteriormente fino a raggiungere un valore medio di a 1,25 +

1,26 nell’ultima valutazione.

La differenza degli score nella sottopopolazione A rispetto a TO assume un valore a
T1 tale da ottenere un t-student di -0,526, che risulta essere inferiore al tabulato (+
1,782). 1l valore a T2 ha un t-student di 0,250 inferiore al tabulato (£ 1,812). 1l t-
student a T3 ¢ pari a 1,626 inferiore al tabulato (= 1,833). L’inferiorita dei valori
ottenuti nell’analisi della sottopopolazione B rispetto ai tabulati rende tali differenze

non statisticamente significative per p < 0,05.

Nella sottopopolazione del braccio B alla valutazione iniziale la media dell’indice
BSA risulta pari a 2,64 £ 2,62. Analogamente al campione generale si registra una
diminuzione del valore sia a T1 che a T2 in cui si rilevano rispettivamente i valori
medi di 2,81 + 3,50 e 1,20 £ 1,64. Contrariamente alla sottopopolazione presa in
esame in precedenza e al campione generale, al T3 si ha un aumento del valore medio

che risulta di 2,00 + 1,58.

Le variazioni nella sottopopolazione B a T1 e T3 rispetto a TO non risultano essere

statisticamente significative. La variazione constatata tra TO e T2, invece, ha un t-
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student pari a 2,349; tale valore risulta essere maggiore del valore tabulato di = 1,812

e percio tale differenza ¢ significativa per p<0,05.

Dal confronto delle medie dei valori delle due sottopopolazioni ai tempi di
osservazione si rileva che la differenza riscontrata non ¢ statisticamente significativa.
Nello specifico a T1 il t-student assume valore di 0,497, inferiore al tabulato di +
1,812; a T2 assume valore di 0,920, inferiore al tabulato di + 1,860; infine a T3 assume

valore di -0,792, inferiore al tabulato di + 1,895.

Tabella 14 Variazioni della media + SD dell 'indice BSA

Campione generale Braccio A Braccio B
TO 3,21 +1,89 2,71 £ 1,70 3,71 £2,06
T1 3,00+ 2,61 3,36 £2,75 2,64 + 2,62
T2 1,80 £2,04 2,40 +2,41 1,20+ 1,64
T3 1,67 + 1,41 1,25+ 1,26. 2,00 + 1,58

VARIAZIONE DELLA MEDIA DELL’INDICE BSA

8 CAMPIONE GENERALE ® BRACCIO A | BRACCIOB
4.00

3.00

2.00

1.00

0.00
TO Tl T2 T3

Grafico 2 Variazioni della media dell’indice BSA

4.2.3. 1GA
11 valore IGA, riportato nella tabella 15 e nel grafico 3, nella popolazione generale a
TO ha una media di 1,07 + 0,26; tale valore rimane stabile anche a T1 in cui & 1,00 +

0,55; a T2 la media diminuisce a 0,60 + 0,51 fino a raggiungere 0,67 + 0,47 al T3.
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La variazione dello score a T1 rispetto a TO non ¢ statisticamente significativa, in
quanto possiede un t-student di 0,434 inferiore al valore tabulato (+ 1,706). Risultano
essere statisticamente significative le variazioni a T2 e T3 rispetto a TO;
rispettivamente sono caratterizzate da un t-student di 2,644 e 2,232 entrambi inferiori

ai rispettivi valori tabulati di + 1,717 e + 1,721.

Il valore IGA nella popolazione randomizzata nel braccio A ha una media di 1,00 +
0,00 a TO; il valore rimane stabile anche a T1 in cui € 1,00 + 0,58; diminuisce a T2 a

0,80 £+ 0,45 fino a raggiungere 0,75 + 0,50 al T3.

La variazione di tali valori rispetto al TO non risulta essere statisticamente significativa
in nessuno dei tre tempi di controllo nella sottopopolazione A, in quanto assume un

valore t-student sempre inferiore del valore tabulato.

Il valore IGA nella popolazione randomizzata nel braccio B a TO ha una media di 1,14
+0,38; il valore rimane stabile anche a T1 in cui ¢ 1,00 + 0,5; a T2 la media diminuisce

a 0,40 £ 0,55 fino a raggiungere 0,60 + 0,58 al T3.

La differenza delle medie a T1 e T3 rispetto a TO hanno rispettivamente un valore t-
student di 0,548 e 1,914; entrambi risultano inferiori ai valori tabulati di £ 1,782 e +
1,812, quindi tali differenze non sono significative. La riduzione a T2 rispetto a TO
mostra invece un t-student di 2,619; valore maggiore del tabulato di = 1,812, quindi

tale differenza ¢ significativa per p < 0,05.

Dal confronto delle medie dei valori delle due sottopopolazioni ai differenti tempi di

osservazione si rileva che la differenza riscontrata non ¢ statisticamente significativa.

Tabella 15 Variazioni della media + SD dell’indice IGA

Campione generale Braccio A Braccio B
TO 1,07 +£0,26 1,00 + 0,00 1,14 +0,38
T1 1,00 £ 0,55 1,00 £ 0,58 1,00 0,58
T2 0,60 + 0,51 0,80 £ 0,45 0,40 + 0,55
T3 0,67 +0,47 0,75+ 0,50 0,60 + 0,58
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VARIAZIONE DELLA MEDIA DELL’INDICE IGA

|8 CAMPIONE GENERALE ® BRACCIO A m BRACCIOB
1.20

1.00
0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
TO Tl T2 T3

Grafico 3 Variazioni della media dell’indice IGA

4.2.3. DLQI

Nella popolazione generale DLQI a TO ha una media + SD di 2,86 & 3,53, che aumenta
a 3,07 £ 4,51 a T1. Successivamente si ha una diminuzione al T2 con media pari a
1,44 + 2,01; questa tendenza continua fino a riscontrare un calore medio di 1,89 +

3,92 al T3. Tali valori sono riportati nella tabella 16 e nel grafico 4.

Le variazioni registrate ai controlli rispetto a TO non risultano essere statisticamente

significative.

Nella popolazione sottopopolazione del braccio A DLQI ha un andamento
sovrapponibile a quello della popolazione generale. A TO ha una media di 1,87 2,41,
che aumenta a 2,71 + 3,35 a T1. Il valore inizia a diminuire progressivamente; a T2

risulta avere media 1,60 + 2,05 mentre a T3 0,75 + 1,30.

Analogamente a quanto accade nella popolazione generale, anche le differenze
rilevate nella sottopopolazione A non sono statisticamente significative, in quanto 1

rispettivi valori t-student calcolati sono inferiori rispetto a quelli tabulati.

L’andamento dell’indice DLQI ¢ differente nella sottopopolazione arruolata nel

braccio B ed ¢ sovrapponibile all’andamento degli indici PASI e BSA. A TO ha una
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media di 3,86 + 4,33, in diminuzione a 3,43 =+ 5,71 al T1 e a 1,00 £ 1,73 al T2. Si

registra successivamente un aumento del valore a 2,80 £ 5,21 al T3.

Analogamente a quanto accade nella popolazione generale e nella precedente
sottopopolazione anche nel braccio B si registrano delle differenze dei valori non
statisticamente significative, in quanto i rispettivi valori t-student calcolati sono

inferiori rispetto a quelli tabulati.

Dal confronto delle medie dei valori delle due sottopopolazioni ai differenti tempi di

osservazione si rileva che la differenza riscontrata non ¢ statisticamente significativa.

Tabella 16 Variazioni della media + SD dell 'indice DLQOI

Campione generale Braccio A Braccio B
TO 2,86 + 3,53 1,87 £2,41 3,86 +4,33
T1 3,07 +4,51 2,71 + 3,35 3,43+5,71
T2 1,44 + 2,01 1,60 £2,05 1,00+ 1,73
T3 1,89+ 3,95 0,75 £ 1,30 2,80+ 5,21

VARIAZIONE DELLA MEDIA DELLI’INDICE DLQI

8 CAMPIONE GENERALE ® BRACCIO A ® BRACCIO B
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TO Tl T2 T3

Grafico 4 Variazioni della media dell'indice DLQOI
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4.2.4. VAS prurito

La VAS prurito ¢ il secondo parametro soggettivo preso in esame come criterio di
valutazione ed ¢ stato riassunto nella tabella 17 e nel grafico 4 dell’efficacia del
trattamento. In particolare, nella popolazione generale il valore medio di VAS prurito
¢ soggetto a un iniziale decremento con valori pari a 3,21 £2,63aT0,a 3,14+3,52 a
T1,a 2,2 +3,37 a T2 per terminare con un lieve aumento fino al valore di 2,33 + 3,43

al T3.

Le variazioni registrate ai controlli rispetto a TO non risultano essere statisticamente
significative, in quanto i rispettivi valori t-student calcolati sono inferiori rispetto a

quelli tabulati.

Considerando la sottopopolazione A, I’andamento risulta essere diverso rispetto alla
popolazione generale. Il valore medio di VAS prurito ¢ 3,14 + 3,24 a TO, aumenta a
4,00 + 4,28 a T1, per poi iniziare una progressiva riduzione fino ai valori di 2,60 +

4,36 a T2 e2,25+4,50 al T3.

Analogamente a quanto accade nella popolazione generale, anche le differenze
rilevate nella sottopopolazione A non sono statisticamente significative, in quanto 1

rispettivi valori t-student calcolati sono inferiori rispetto a quelli tabulati.

Nel braccio B I’andamento valore medio di VAS prurito ¢ differente rispetto al
campione generale e alla sottopopolazione presa in analisi in precedenza ma risulta
avere lo stesso andamento precedentemente analizzato per gli indici PASI e DLQI
della medesima sottopopolazione. In particolare, il valore medio ¢ pari a 3,29 + 2,13
al TO, con andamento decrescente a 2,29 +2,63 al T1, a 1,80 + 3,03 al T2 per terminare

con lieve aumento a 2,40 + 3,36 al T3.

Analogamente alle popolazioni precedenti, le variazioni dello score in esame ai vari
controlli rispetto al TO non risultano essere statisticamente significativi in quanto i

rispettivi valori t-student calcolati sono inferiori rispetto a quelli tabulati.

Dal confronto delle medie dei valori delle due sottopopolazioni ai differenti tempi di
osservazione si rileva che anche la differenza riscontrata non € statisticamente

significativa.
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Tabella 17 Variazioni della media + SD dell’indice VAS prurito

Campione generale Braccio A Braccio B
TO 3,21 +£2,63 3,14+324 3,29+2,13
T1 3,14 +3,52 4,00 +4,28 2,29 +£2,63
T2 2,20 + 3,37 2,60 + 4,36 1,80 + 3,03
T3 2,33 +3,43 2,25 +4,50 2,40 + 3,36

VARIAZIONE DELLA MEDIA DELL’INDICE VAS

8 CAMPIONE GENERALE ® BRACCIO A ® BRACCIO B
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TO Tl T2 T3

Grafico SVariazioni della media dell’indice VAS prurito

Sono stati analizzati tutti gli score per singolo paziente arruolato, ottenendo quattro

valutazioni, a tempi differenti, sintetizzate nella tabella 18.

Tabella 18 Score di valutazione del campione generale

TO T1 T2 T3
PASI 2,95+ 1,54 3,24 + 3,15 2,00 + 2,35 2,00 + 1,87
BSA 3,21+ 1,89 3,00 £2,61 1,80 + 2,04 1,67+ 1,41
IGA 1,07 +£ 0,26 1,00 + 0,55 0,60 +0,51 0,67 + 0,47
DLQI 2,86 + 3,53 3,07 £4,51 1,44 +£ 2,01 1,89 + 3,95
VAS prurito 3,21 £2,63 3,14+ 3,52 2,20 + 3,37 2,33 +3,43

Il valore PASI alla valutazione finale risulta aumentato in un solo paziente, invariato
in 4 e diminuito in 4. La media a T3 ¢ pari a 2,00 = 1,87, in diminuzione rispetto a
quella a TO pari a 2,95 + 1,54. 1l punteggio BSA ha andamento analogo al precedente

punteggio. In particolare, risulta diminuito in tutti i pazienti a T3, ad eccezione di 2
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soggetti in cui ¢ invariato rispetto alla prima valutazione clinica. Lo score IGA,
contrariamente ai precedenti, risulta diminuito solo in 3 pazienti. La restante parte del
campione in studio ha uno score invariato, probabilmente in considerazione del grado
lieve di patologia iniziale. Per quanto riguarda i punteggi di valutazione soggettiva
DLQI e VAS prurito entrambi seguono i trend di PASI e BSA. In particolar modo il
DLQI di 8 pazienti ¢ diminuito alla valutazione finale, un solo paziente ha DLQI
invariato ¢ un solo lo ha aumentato. Per quanto riguarda VAS, invece, risulta

diminuito in 7 pazienti € aumentato in 2.

Gli score dei punteggi di valutazione della sottopopolazione del braccio A sono

riassunti nella tabella 19.

Tabella 19 Score di valutazione della sottopopolazione A

TO T1 T2 T3
PASI 2,64+ 1,54 3,66 + 2,98 3,00+2,91 2,25+2,63
BSA 2,71 £ 1,70 3,36 £2,75 2,40 +£ 2,41 1,25+ 1,26
IGA 1,00 + 0,00 1,00 = 0,58 0,80 = 0,40 0,75+ 0,50
DLOQI 1,87 + 2,41 2,71 £ 3,35 1,60 + 2,05 0,75+ 1,30
VAS prurito  3,14+3,24 4,00 + 4,48 2,60 + 4,36 2,25 +4,50

I dati analizzati riguardanti la sottopopolazione A evidenziano come il valore di PASI
alla valutazione finale risulta aumentato in un paziente, invariato in 2 e diminuito in
1 rispetto alla prima valutazione clinica. Il punteggio BSA mostra anch’esso un
andamento in diminuzione, con un valore a T3 ridotto rispetto a TO in tutti 1 pazienti.
Lo score IGA, contrariamente ai precedenti, risulta invariato in 3 pazienti su 4 giunti
alla valutazione finale. Per quanto riguarda il punteggio di valutazione soggettiva
DLQI, esso risulta diminuito in tutti i pazienti alla valutazione finale; in particolare 3
pazienti su 4 presentano un valore a T3 pari a 0 come in assenza di malattia. Lo score
VAS prurito € ridotto in tutti 1 pazienti, ad eccezione di uno; nei 3 pazienti in cui si ha

diminuzione dello score il valore finale risulta pari a 0, analogo ad assenza di malattia.

Gli score dei punteggi di valutazione della sottopopolazione del braccio B sono

riassunti nella tabella 20.
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Tabella 20 Score di valutazione della sottopopolazione B

TO T1 T2 T3
PASI 3,26 + 1,64 2,81 +3,50 1,00 + 1,22 1,80 = 1,30
BSA 3,71 £ 2,06 2,64 +2,62 1,20 + 1,64 2,00 + 1,58
IGA 1,14 +£ 0,38 1,00 + 0,58 0,40 + 0,55 0,60 = 0,58
DLOQI 3,86 +4,33 3,43+£5,71 1,00+ 1,73 2,80+ 5,21
VAS prurito  3,29+2,13 2,29+2,63 1,80 + 3,03 2,40 + 3,36

L’analisi dei valori degli score della sottopopolazione B ha evidenziato che lo score
PASI alla valutazione finale risulta aumentato in un paziente, diminuito in 2 pazienti
e aumentato in 3. Il punteggio BSA e IGA risultano entrambi invariati in 3 pazienti e
diminuiti in 2. Per quanto riguarda il punteggio di valutazione soggettiva DLQI, esso
risulta diminuito in 2 pazienti alla valutazione finale, invariato in 2 ed aumentato in
1; in particolare due dei pazienti in cui si ha una diminuzione e il paziente con valore
invariato presentano un valore a T3 pari a 0 come in assenza di malattia. Lo score
VAS prurito ¢ ridotto in 4 pazienti, ad eccezione di uno in cui risulta aumentato; in 3
di 4 pazienti in cui si ha diminuzione dello score il valore finale risulta pari a 0,

analogo ad assenza di malattia.

Durante la visita di arruolamento e le successive di controllo ¢ stata acquisita una

documentazione fotografica di ogni paziente.

Nella figura 12 sono riportate le lesioni del gomito destro di un paziente randomizzato
nel braccio A rispettivamente a TO, T1 e T2. Nella foto a TO si nota una lesione a
chiazza eritematosa ben definita e desquamante localizzata sulla superficie estensoria;
al T1 la lesione ¢ meno eritematosa € con diminuzione della desquamazione. Al
controllo T2 la componente eritematosa appare ulteriormente ridotta, mentre la

desquamativa ¢ assente.

Un decorso di malattia analogo si presenza sempre nello stesso paziente nella seconda
e ultima localizzazione di malattia, ossia superficie estensoria del gomito sinistro,

come rappresentato nella figura 13. La componente desquamativa della lesione
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psoriasica presente a TO tende a diminuire progressivamente, mentre la componente

eritematosa rimane presente, aumenta al T1 rispetto al TO per poi diminuire al T2.

Figura 13 Confronto a T0, T1 e T2 tra la lesione del gomito sinistro di un paziente della sottopopolazione A

Nella figura 14 sono riportate le lesioni del gomito destro di un paziente randomizzato
nel braccio B rispettivamente a TO, T1 e T3. Nella foto a TO si nota un’area
eritematosa al cui interno si notano zone desquamate e alcune croste dovute
probabilmente a traumatismo; al T1 la lesione non ¢ visibile. Al controllo T3 la

componente eritematosa nuovamente presente, mentre la desquamativa ¢ assente.

Lo stesso paziente presenta anche lesioni sul dorso, raffigurate al tempo TO, T1 e T3
nella figura 15. Tali lesioni si presentano al TO come numerose, ovoidali,
subcentimentriche e desquamative. Al controllo T1 si nota una netta diminuzione
della numerosita delle lesioni, che progredisce fino al T3 quando sono del tutto

assenti.
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Figura 14 Confironto a T0, T1 e T3 tra la lesione del gomito destro di un paziente della sottopopolazione B.

Figura 15 Confironto a T0, T1 e T3 tra le lesioni del dorso di un paziente della sottopopolazione B.
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5. DISCUSSIONE

La psoriasi ¢ una dermatosi inflammatoria cronica caratterizzata da manifestazioni
cliniche, che possono modificare la qualita di vita e la salute generale dei pazienti,
anche quando la malattia si manifesta in forma lieve. Recenti studi hanno confermato
che i pazienti affetti da psoriasi risultano essere caratterizzati da un’alterazione sia del
microbiota intestinale che del microbiota cutaneo, condizione dovuta non solo a
comportamenti alimentari e abitudini di vita errati, ma anche a numerose comorbidita,
tra cui malattie inflammatorie croniche intestinali, steatosi epatica, diabete mellito,
obesita e malattia metabolica, che caratterizzano il paziente psoriasico (38) (72) (73).
Come noto in letteratura, esiste un collegamento, sia diretto che indiretto tra la cute e
l'intestino denominato asse cute-intestino € proprio negli ultimi anni diversi autori
hanno segnalato e descritto la relazione tra il microbiota intestinale e la psoriasi (84)
(87). Ad oggi non ¢ noto se la disbiosi intestinale nei pazienti con psoriasi abbia un
ruolo patogenetico o se ¢ solamente risultato di un'inflammazione sistemica indotta

dalla malattia di base (91) (92) (93).

In considerazione dell’importante ruolo svolto dal microbioma nella patogenesi della
psoriasi, sono stati condotti numerosi studi per determinare se una terapia con
probiotici in grado di modificare il microbioma possa essere efficace nel trattamento

di tale patologia (95) (97) (98).

Uno studio randomizzato, in doppio-cieco con gruppo di controllo trattato con
I’utilizzo di placebo ha dimostrato che l'integrazione con Bifidobacterium longum
CECT 7347, Bifidobacterium lactis CECT 8145 e Lactobacillus rhamnosus CECT
8145 per 12 settimane ha portato a una riduzione significativa del punteggio PASI

nella popolazione oggetto di studio (104).

Sono presenti in letteratura anche alcuni studi condotti su modelli murini, in cui
l'inflammazione cutanea simile alla psoriasi ¢ stata indotta dall'applicazione topica di
imiquimod. E stato riscontrato che la somministrazione di Lactobacillus pentosus
GMNL-77 per sette giorni, provoca una riduzione delle lesioni eritematose
desquamative, diminuisce i livelli di TNF-a, IL-6, IL-23, IL-17A/F e IL-22 nella cute
e riduce il numero di cellule T CD4" a livello splenico (105). La somministrazione di

diversi ceppi di probiotici, quali Bifidobacterium adolescentis CCFM667,
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Bifidobacterium breve CCFMI1078, Lacticaseibacillus paracasei CCFM1074 e
Limosilactobacillus reuteri CCFM1132 migliora le caratteristiche patologiche simili
a quelle della psoriasi e sopprime il rilascio di citochine infiammatorie. Al contrario,
Bifidobacterium animalis CCFM1148, Lacticaseibacillus paracasei CCFM1147 e
Limosilactobacillus reuteri CCFM1040 non hanno alleviato le caratteristiche
patologiche né ridotto i livelli di citochine infiammatorie (3). L'unico studio
riguardante un'applicazione topica di probiotici riguarda 1’applicazione di un estratto
etanolico (SELOO01) isolato da Lactobacillus sakei proBio-65; ha dimostrato una
significativa riduzione dei segni d’inflammazione cutanea dovuta a imiquimod,

nonch¢ una diminuzione dei livelli di IL-19, IL-17A e IL-23 (102).

Gli studi finora pubblicati studi hanno dimostrato che i probiotici, somministrati sia
per via sistemica che per via topica possono avere un'influenza positiva sul decorso
delle patologie cutanee. Nonostante il continuo aumento di studi promettenti
sull'efficacia dell’integrazione probiotica, i dati finora pubblicati in letteratura devono
essere integrati con ulteriori studi clinici per valutare I'efficacia e la sicurezza a lungo
termine nel trattamento di pazienti con malattie dermatologiche e in particolare affetti

da psoriasi, anche di grado lieve(106).

Lo studio esposto in questa tesi si inserisce all’interno di questa gamma di
sperimentazioni riguardanti I’efficacia di una supplementazione probiotica. Il progetto
descritto rappresenta la parte iniziale di uno studio in doppio cieco ancora in corso
d'opera, per il quale non ¢ ancora stata raggiunta la numerosita statistica definitiva
individuata dal protocollo di studio. Una volta raggiunta quest'ultima sara possibile
condurre un'analisi piu approfondita delle due diverse sottopopolazioni e affermare
quale di esse abbia ottenuto il miglioramento piu significativo della patologia,
andando cosi a determinare 1’eventuale maggiore efficacia dell’utilizzo di una
formulazione probiotica per via sistemica nei pazienti in trattamento con probiotico

per via topica.

Nonostante la suddivisione in sottopopolazioni sia stata effettuata attraverso una
randomizzazione casuale, 1 due gruppi non risultano avere differenze statisticamente
significative per quanto riguarda le caratteristiche prese in considerazione. Il

campione arruolato nello studio ¢ contraddistinto da una variabilita di genere, con
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preponderanza maschile omogeneamente distribuita tra le sottopopolazioni. La
prevalenza maschile ¢ in contrasto con 1’epidemiologia della patologia, che risulta piu

frequente nella popolazione femminile secondo letteratura (107).

L’eta dei pazienti arruolati nello studio varia tra i 25 e 75, con una durata di malattia
variabile tra 1 e 47 anni; sebbene il range di anni sia molto ampio la randomizzazione
ha fatto si che fossero separati nelle due sottopopolazioni senza differenza statistica.
Le mediane dell’eta dei pazienti sono rispettivamente di 59; 64 ¢ 54 anni nella
popolazione generale, nel braccio A e nel braccio B. Tali dati sono sovrapponibili
all’epidemiologia della patologia, secondo la quale la psoriasi a un picco di incidenza

trai50 e 155 anni (108).

La maggioranza dei pazienti inoltre ha familiaritad per malattia psoriasica, mentre
nessuno di essi ha familiarita per patologie IBD o malattie neurologiche. Studi di
popolazione e familiari supportano I'esistenza di una predisposizione genetica alla
psoriasi, con incidenze piu elevate di psoriasi nei parenti di pazienti affetti rispetto
alla popolazione generale; la familiarita positiva per psoriasi in pazienti affetti risulta
essere tra 1’8,4% e il 31% (109) (110). Tale caratteristica risulta essere presente anche
nel campione preso in considerazione, ma con una frequenza piu elevata (57% nella
popolazione generale, 43% nel braccio A e 71% nel braccio B). Dal punto di vista
genetico, inoltre, ¢ stato evidenziato un aumento significativo dell'insorgenza della
psoriasi in pazienti con familiarita per malattia di Crohn; (111) ma tale risultato ¢ in
contrasto con le caratteristiche anamnestiche del campione inserito in questo studio
all’interno del quale nessun paziente risulta avere tale familiarita. Va pero notato che
le concomitanti malattie infiammatorie croniche intestinali rappresentavano un

criterio di esclusione per lo studio.

Per quanto riguarda lo stile di vita, la maggior parte della popolazione del campione
¢ sovrappeso (64% della popolazione totale, 71% del braccio A e 57% del braccio B),
seppur la mediana indichi un grado lieve di sovrappeso sia nella popolazione generale
che le due sottopopolazioni. Tale caratteristica risulta essere coerente con la
letteratura, in quanto pazienti con psoriasi hanno una prevalenza del 39% di
sovrappeso e del 37% di obesita, dimostrando una forte predisposizione dei pazienti

psoriasici a una massa corporea anormale (112).
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Le abitudini voluttuarie come quella tabagica e quella del consumo di alcol sono
presenti in parte di tali pazienti, nonostante esse siano fortemente sconsigliate. La
frequenza del fumo di sigaretta del campione, sia nel braccio A che nel braccio B, ¢
del 29%, tale frequenza ¢ inferiore a quella media riportata in letteratura, pari al 41%;
al contrario, il consumo di alcolici risulta avere frequenza del 71% nella popolazione
generale arruolata in questo studio, del 86% nel braccio A e del 57% nel braccio B

contro il 25% riportato in letteratura (113).

Le abitudini alimentari del campione sono molto uniformi; infatti, un solo paziente
(7%) ¢ vegetariano mentre tutti gli altri sono onnivori. Un solo paziente (7%) ha,
inoltre, intolleranze alimentari. La stragrande maggioranza dei pazienti (86%) afferma
di avere alvo e diuresi regolare; sono solo due pazienti (14%) non rispettano questa
caratteristica ed entrambi sono stati randomizzati casualmente nel braccio B, ma,
nonostante cid, la differenza tra i due bracci dello studio non risulta essere
statisticamente significativa anche per questa caratteristica. Non sono presenti in
letteratura studi che analizzino le abitudini alimentari e la regolarita di alvo e diuresi

dei pazienti affetti da psoriasi.

I soggetti reclutati per lo studio hanno una psoriasi di grado lieve con lesioni che
affliggono zone sensibili in meno della meta dei pazienti (47%); la randomizzazione
casuale ha posto la maggioranza dei pazienti con localizzazione della malattia in zone
sensibili all'interno del braccio B, nonostante cio, la differenza tra 1 due bracci di
trattamento risulta non essere statisticamente significativa. In letteratura tali
localizzazioni sono presenti nel 45-56% dei pazienti (114), analogamente al nostro
campione in studio (47%) e alla sottopopolazione B (57%), mentre nella

sottopopolazione A tale frequenza risulta essere leggermente ridotta (29%).

Per quanto riguarda le complicanze da psoriasi, risultano essere scarsamente presenti
le tante comorbidita associata alla malattia, ma i pazienti del campione generale non
sono esenti da altre patologie. La meta dei pazienti presenta altre patologie, tra cui la
piu diffusa ¢ I’ipertensione arteriosa; la randomizzazione casuale ha posto la maggior
parte dei pazienti affetti da altre patologie all'interno del braccio A, ma tale differenza
non risulta essere statisticamente significativa.

L’artrite psoriasica ¢ la comorbidita piu conosciuta della psoriasi con una prevalenza
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variabile tra il 6 e i1 42% nei pazienti psoriasici (115); nonostante la prevalenza di tale
patologia tra i pazienti psoriasici, nessuno di quelli inclusi nel nostro studio risulta
esserne affetto, probabilmente in quanto prevalentemente affetti da forme lievi della
patologia.

Numerose pubblicazioni presenti in letteratura hanno dimostrato che la prevalenza
dell’ ipertensione arteriosa ¢ aumentata in pazienti con psoriasi rispetto alla
popolazione generale (116), in percentuale variabile tra il 39% e il 59% (117) (118),
con una gravita e una frequenza direttamente proporzionale all’indice PASI e alla
severita della malattia (116). Tale prevalenza ¢ simile a quella rilevata tra i pazienti
arruolati in questo studio sia per quanto riguarda il campione complessivo (36%), che
la sottopopolazione A (43%) e sottopopolazione B (29%); la differente incidenza
potrebbe essere in questo caso correlata al grado lieve di psoriasi dei pazienti arruolati
in questo studio. Un’ulteriore comorbidita della psoriasi ¢ la dislipidemia, presente
nel nostro campione generale con una frequenza di 21%, nella sottopopolazione A e
nella sottopopolazione B (in entrambe 14%). E stata rilevata una maggiore frequenza
di dislipidemia tra i pazienti psoriasici (119) con una prevalenza variabile tra il 34%

e 63% (120); tale frequenza risulta essere maggiore rispetto alla popolazione in studio.

Essendo affetti da altre patologie la maggior parte del campione (57%) assume
giornalmente una terapia, in particolare tra 1 farmaci piu utilizzati vi sono
antipertensivi, beta-bloccanti, statine e PPI. Analogamente alla randomizzazione per
le comorbidita, la maggior parte dei pazienti in terapia cronica domiciliare sono stati
randomizzati nel braccio A, ma tale differenza non risulta essere statisticamente

significativa.

Per quanto riguarda la terapia della patologia psoriasica attualmente 10 (71%) pazienti
eseguono trattamenti topici idratanti, mentre i restanti 4 (29%) non effettuano nessun
trattamento né topico né sistemico. Nonostante attualmente la maggior parte dei
pazienti non effettui nessuna terapia continuativa per il trattamento della psoriasi, 9
(64%) ne hanno fatto uso in passato, sempre utilizzando farmaci topici e nessuno di
loro ha mai effettuato terapia sistemica. Tale terapia ¢ coerente con quella riportata in
letteratura per i pazienti con psoriasi lieve; le opzioni di trattamento includono
corticosteroidi topici, analoghi della vitamina D, inibitori della calceurina,

cheratolitici e fototerapia mirata (121). Non sono attualmente disponibili
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pubblicazioni che analizzino la frequenza con cui queste terapie vengono

somministrate nei pazienti con psoriasi di grado lieve.

Sulla base di tutti e cinque gli score utilizzati per la valutazione della gravita della
psoriasi, sia di tipo oggettivo (PASI, BSA, IGA), che di tipo soggettivo (DLQI, VAS
prurito) si pud osservare come, per ognuno di essi, la maggior parte dei pazienti, sia
prendendo in considerazione il campione totale sia considerando le sottopopolazioni
stratificate per braccio di trattamento abbiano avuto un miglioramento, ovvero una
riduzione dei valori degli score della patologia di base dopo tre mesi. Tali dati, per
quanto preliminari, suggerirebbero un’efficacia per lo meno della formulazione ad uso

topico, fornita ai pazienti arruolati in entrambi 1 bracci dello studio.

L’utilizzo di probiotici a livello topico per il trattamento della psoriasi ¢, ad oggi,
oggetto di sperimentazione. Lo studio di Rather I.A. et al. ha dimostrato 1'effetto
protettivo dell'estratto di etanolo (SEL0O01) isolato dal ceppo probiotico Lactobacillus
sakei proBio-65 sull'infiammazione cutanea indotta dall'imiquimod (IMQ) in un
modello murino simile alla psoriasi. I cambiamenti istopatologici correlati alla
psoriasi indotta dall'MQ nei tessuti dell'orecchio e della cute del dorso dei campioni
murini sono stati significativamente inibiti dal trattamento con un farmaco standard,
il clobetasolo, e dal SELOO1. I gruppi trattati con clobetasolo ¢ SEL0OO1 hanno
registrato un livello inferiore di espressione genica di IL-19, IL-17A e IL-23 rispetto
ai gruppi trattati con IMQ e IMQ piu vaselina. Questi risultati dimostrano che SEL001
potrebbe essere un nuovo trattamento per la psoriasi e un'alternativa ad altri farmaci

che comportano una serie di effetti collaterali cutanei (100).

I risultati dello studio esaminato in questa tesi, sebbene preliminari, mostrano come
la totalita dei pazienti giunti alla valutazione finale T3 abbiano un miglioramento del
grado di malattia in seguito all’applicazione della formulazione topica. Confrontando
I’indice PASI a TO e a T3, esso risulta essere stabile o diminuito in tutti i pazienti, ad
eccezione di uno. In particolare, nella sottopopolazione A, dei quattro pazienti giunti
a termine nello studio 1’indice PASI ¢ aumentato in un paziente, invariato in due e
diminuito in uno rispetto alla prima valutazione clinica. Nella sottopopolazione B,
invece, risulta diminuito in 2 pazienti e invariato in 3. La diminuzione dello score

risulta essere statisticamente significativa tra TO e T3 nella popolazione generale e tra
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TO e T2 nella sottopopolazione B. Anche negli studi randomizzati in doppio cieco con
supplementazione probiotica presenti in letteratura, il confronto tra la popolazione
generale, la sottopopolazione trattata con probiotici e il gruppo di controllo sono state
determinate delle riduzioni statisticamente significative di tale score (104) (122)
(123). In particolare, nello studio condotto da Akbarzadeh A. et al., la popolazione
arruolata nel gruppo di controllo trattava la patologia con idrocortisone e placebo,
mentre nel gruppo in trattamento con Lactocare (contenente Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus bulgaricus,
Bifidobacterium breve, Bifidobaterium longum, Streptococcus thermophiles e il
prebiotico froctooligosaccharide) , il probiotico ¢ stato somministrato per via orale
associato a idrocortisone. Nessuna differenza significativa tra i gruppi di trattamento
e placebo in termini di punteggio PASI ¢ stata rilevata al basale e alle settimane 4 ¢ 8
post-trattamento; tuttavia, nel gruppo di trattamento ¢ stata osservata una diminuzione
significativa del punteggio PASI rispetto al gruppo di controllo alla settimana 12 post-
trattamento (122).

Nel nostro studio, il punteggio BSA ha andamento analogo al precedente. In
particolare, risulta diminuito in tutti i pazienti a T3, ad accezione di 2 soggetti,
randomizzati nella sottopopolazione B, in cui ¢ invariato rispetto alla prima
valutazione clinica. Tale variazione risulta essere statisticamente significativa tra TO-
T2 e TO-T3 nella popolazione generale e tra TO-T2 nella sottopopolazione B. La stessa
significativita statistica si riscontra nell’andamento dello score IGA. Alla valutazione
finale esso risulta essere diminuito in solo 3 dei 9 pazienti, uno randomizzato nel
braccio A e due nel braccio B. Risulta, quindi, essere statisticamente significativa tra
TO-T2 e TO-T3 nella popolazione generale e tra TO-T2 nella sottopopolazione B. Non
essendo, ad oggi, disponibili studi sulla terapia probiotica nel trattamento psoriasico
che abbiano gli indici BSA e IGA come criterio di stadiazione della malattia, non ¢

possibile effettuare delle comparazioni.

I1 DLQI di 8 pazienti ¢ diminuito alla valutazione finale, in un solo paziente risulta
invariato e un solo lo ha aumentato al T3 rispetto a T0O. Nella sottopopolazione A
risulta diminuito in tutti i pazienti; in particolare 3 pazienti su 4 presentano un valore
a T3 pari a 0 come in assenza di malattia. Nella sottopopolazione B ¢ diminuito in 2

pazienti, invariato in 2 ed aumentato in 1; in particolare due dei pazienti in cui si ha
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una diminuzione e il paziente con valore invariato presentano un valore a T3 pari a 0
come in assenza di malattia. Analogamente agli indici precedenti si nota una tendenza
verso la diminuzione, non sufficiente per essere statisticamente significativa. La
riduzione dello score, essendo indice soggettivo, evidenzia come alcuni pazienti

sembrano avere un’ottima compliance alla terapia.

Analogamente all’andamento dello score PASI anche lo score DLQI analizzato nello
studio di Akbarzadeh A. et al, che a differenza di quello preso in esame in questa tesi
affiancava alla somministrazione probiotica sistemica un topico cortisonico e non
probiotico, non ¢ stata riscontrata alcuna differenza significativa tra i gruppi di
trattamento e placebo in termini di punteggio DLQI al basale ¢ alle settimane 4 ¢ 8
post-trattamento; 1’unica diminuzione significativa del punteggio rispetto al gruppo di

controllo alla settimana 12 post-trattamento (122).

Per quanto riguarda la VAS, invece, essa risulta diminuita in 7 pazienti e aumentata
in 2. Nella sottopopolazione A ¢ ridotta in tutti i pazienti, ad eccezione di uno; nei tre
pazienti in cui si ha diminuzione dello score il valore finale risulta pari a 0, analogo
ad assenza di malattia. Nella sottopopolazione B ¢ ridotta in 4 pazienti, ad eccezione
di uno in cui risulta aumentato; in 3 di 4 pazienti in cui si ha diminuzione dello score
il valore finale risulta pari a 0, analogo ad assenza di malattia. Pur non essendo
statisticamente significativi tali risultati sono indice di parziale risoluzione del quadro.
L’aumento della VAS e quindi del prurito accusato da alcuni pazienti potrebbe essere
dovuto all’azione topica del probiotico che puod causare infiammazione locale
necessaria per la risoluzione della disbiosi. I riferimenti in letteratura sono analoghi
alle nostre osservazioni, in particolare [’unica diminuzione significativa del punteggio
VAS del gruppo in trattamento dello studio di Akbarzadeh et al. rispetto al gruppo di

controllo ¢ stata rilevata alla settimana 12 post-trattamento (122).

Il miglioramento statisticamente significativo nello studio sopracitato avviene sempre
con una latenza di 12 settimane, sia per quanto riguarda il valore PASI, che DLQI,
che VAS. Tale intervallo di tempo potrebbe rappresentare il tempo necessario affinché
la supplementazione probiotica riesca a modificare le caratteristiche del microbioma

riducendone la disbiosi.
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Tali risultati devono essere considerati nel contesto di diverse limitazioni. I dati
analizzati derivano da un campione relativamente poco numeroso (14 pazienti), in
quanto, come gia descritto, questa tesi rappresenta la parte iniziale di uno studio piu
grande tutt’ora in corso, che si concludera quando verranno reclutati 52 pazienti e
quando tutti avranno terminato il periodo di follow up previsto a 12 mesi dopo il

termine del trattamento.

I risultati sono molto preliminari per cui sara necessario attendere la conclusione per
valutare la possibile efficacia di una terapia probiotica combinata per via orale e per
via sistemica nel trattamento della psoriasi di grado lieve. Ad oggi, con i risultati della
piccola popolazione presa in considerazione in questa tesi, si pud affermare
I’importanza e I’efficacia dell’uso dei probiotici come terapia per la psoriasi di grado
lieve, in quanto riduzioni significative degli indici PASI, BSA e IGA sono state
riscontrate nella popolazione generale alla valutazione finale T3. Tale risultato
rafforza la validita degli studi gia presenti in letteratura sull’efficacia della terapia
probiotica (92) (104) (102) (124) (123). Nonostante il continuo aumento di dati
promettenti sull’efficacia dell’uso di probiotici e prebiotici nella cura della psoriasi,
sono necessari ulteriori studi clinici per valutarne l'efficacia e la sicurezza a lungo

termine (106).

Ad oggi in letteratura sono presenti solo studi riguardanti 1’efficacia della terapia
probiotica topica o sistemica e nessuno che analizzi se la combinazione di queste due
tipologie di somministrazione possa essere piu o meno efficace nella terapia della
psoriasi. I risultati di questo studio, oltre che a rafforzare 1’influenza positiva della
supplementazione probiotica, saranno in grado di definire 1’efficacia di tale

combinazione.

Attraverso il follow up telefonico previsto a 12 mesi dal termine della terapia, inoltre,
sara possibile verificare 1’ipotesi dell’efficacia probiotica nel ridurre la frequenza
dell’esacerbazione della patologia, come ipotizzato nello studio di Navarro-Lopez et

al. (104)
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