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RESUMO

Os pacientes com psoriase relatam grande insatisfagdo com o tratamento disponivel
para doencga, seja devido a falta de eficacia ou aos efeitos colaterais. O tratamento
com baixas doses de naltrexona (BDN) € inovador e surge como uma terapia
complementar ao tratamento convencional. As lesdes psoriaticas foram induzidas por
imiquimode, aplicado na pele do dorso de camundongos Swiss fémeas (exceto no
grupo naive) por 5 dias (n = 6/grupo). Diariamente os animais foram tratados por via
oral (gavagem) com baixas doses de naltrexona (BDN) (6,25 mg/kg), betametasona
(0,25 mg/kg), veiculo (agua, 100 pL), morfina (1 mg/kg) ou uma combinacdo de BDN
com morfina (6,25 mg/kg de naltrexona e 1 mg/kg de morfina). Foram avaliados
parametros de eficacia como o indice de gravidade por area da psoriase (PASI), o
tempo para o desaparecimento das lesdes e a acantose epidérmica; e parametros de
seguranga como O peso corporal, o consumo de agua/ragcdo, a deambulagcédo e
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Para avaliar o mecanismo de agédo do
tratamento com BDN foram quantificadas as concentragbes de TNF, IL-17A, IFN-y,
TGF-B1 por Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA) e a expresséo do receptor
opioide p por Western blotting, em amostras da pele dos animais. O tratamento com
BDN atenuou o PASI e diminuiu a acantose. Como esperado o imiquimode causou
reducdo do peso, diminuicdo do consumo de ragcdo e da ingestdo de agua e
leucocitose. BDN n&o alterou o comportamento locomotor dos camundongos. BDN
atenuou as concentragdes das citocinas pro-inflamatorias TNF, IL-17A e IFN-y
envolvidas na patogénese da psoriase e aumentou a expresséo do receptor opioide
M, evidenciando a eficacia e seguranga do tratamento com BDN em um modelo animal

de psoriase.

Palavras-chave: Naltrexona; Psoriase; Imiquimode; Inflamacgéo.



ABSTRACT

Psoriasis patients report great dissatisfaction with the treatment available for the
disease, either due to lack of effectiveness or the associated effects. Treatment with
low doses of naltrexone (LDN) is innovative and appears as a complementary therapy
to conventional treatment. Psoriatic lesions induced by imiquimod, applied to the skin
of the back of complemented Swiss mice (except in the naive group) for 5 days (n =
6/group). Daily the animals were treated orally (gavage) with low doses of naltrexone
(BDN) (6.25 mg/kg), betamethasone (0.25 mg/kg), vehicle (water, 100 yL), morphine
(1 mg/kg) or a combination of BDN with morphine (6.25 mg/kg of naltrexone and 1
mg/kg of morphine). Efficacy parameters were defined as the severity index by area of
psoriasis (PASI), the time for the loss to disappear and the epidermal acanthosis; and
safety parameters such as body weight, water/feed consumption, walking and
biochemical and hematological parameters. To assess the mechanism of action of
BDN treatment, TNF, IL-17A, IFN-y, TGF-B1 were quantified by Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay (ELISA) and expression of p opioid receptor by Western
blotting, in the skin. of the animals. Treatment with BDN attenuated PASI and
decreased acanthosis. As expected, imiquimod caused weight reduction, decreased
feed intake and water intake and leukocytosis. BDN does not alter the exploratory
behavior of mice. BDN attenuated as required by the pro-inflammatory TNF cytokines,
IL-17A and IFN-y involved in the pathogenesis of psoriasis and increased the
expression of p opioid receptor, demonstrating the efficacy and safety of treatment with
BDN in an animal model of psoriasis.

Keywords: Naltrexone; Psoriasis; imiquimod; inflammation
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1. INTRODUGAO

A psoriase é uma doenga cronica inflamatoria e sua patogenia ainda nao é
completamente esclarecida. A doenca apresenta varias formas clinicas e ela tem sido
considerada a doenga autoimune mais prevalente mundialmente, acometendo cerca
de 1 a 3% da populagao'2. As principais formas de psoriase sdo dermatologicas (leves
a graves) e formas artriticas. As formas dermatoldgicas representam a grande maioria
dos casos, podendo representar aproximadamente 90% dos pacientes®. A psoriase
artritica normalmente acompanha a psoriase dermatolégica. Em um estudo
populacional multinacional (n = 3.426), cerca de 21% dos pacientes relataram
apresentar além da forma dermatoldgica também a forma artritica da doenga*. A
psoriase causa perdas socioecondmicas, principalmente nos casos graves, onde os
sintomas sao dolorosos e até estigmatizantes em pacientes que apresentam lesdes
aparentes. Uma boa parcela desses pacientes desenvolve problemas psiquiatricos
ligados a baixa autoestima, o que influencia no desenvolvimento social, educacional
e laboral®.

Os pacientes com psoriase relatam uma forte insatisfacdo com o tratamento
disponivel para doenga, seja devido a falta de eficacia ou aos efeitos colaterais®. Nos
Estados Unidos, estima-se que a psoriase custa aproximadamente 65 bilhdes de
délares ao ano’. A terapia farmacoldgica é apenas paliativa e um estudo revelou que
até 46% dos pacientes considera seus efeitos piores do que aqueles da prépria
doenca. Mais de 85% deles acredita na necessidade de desenvolvimento de novos
farmacos*.

Sendo a psoriase uma doenga autoimune®, o tratamento feito com anti-
inflamatorios convencionais produz resposta pouco satisfatéria®, pois a eficacia dos
farmacos depende de uma agdo moduladora sobre o sistema imunoldgico e
tegumentar, isto é, indugdo de uma reprogramacéo da fungéo celular e da expresséo
génica em componentes destes sistemas’®. Estudos anteriores ja& mostraram
evidéncias contundentes de que a imunopatogenia da psoriase € complexa, incluindo
fatores de fundo genético que levam a fendtipos clinicos, nos quais é possivel
observar desde disfungdo dos queratindcitos, disfuncdo epitelial da secrecdo de
peptideos antimicrobianos, alteragbes genéticas em receptores do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC), alteragdo da fungdo de células dendriticas e,
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notavelmente, secrecdo anormal de determinadas citocinas que causam um processo
inflamataorio crénico (o infiltrado inflamatério nas lesdes psoriaticas contém tipicamente
linfécitos, células dendriticas, neutrdfilos e macrofagos)? 113,

Relatos recentes de recuperagédo significativa de pacientes portadores de
doengas autoimunes tratados com baixas doses de naltrexona (BDN) tém despertado
interesse por parte dos pesquisadores e da industria farmacéutica'. Em principio, a
naltrexona € um farmaco disponivel comercialmente, cuja dispensagédo depende de
prescricdo médica. A naltrexona € um antagonista opioide de agao prolongada e nao
seletiva, com forte afinidade para receptores opioides u (MORs)'S. Originalmente, a
naltrexona tem sido utilizada na clinica para o tratamento de sintomas da abstinéncia
causada pela adicgdo aos opioides ou etilismo'®. Em humanos, as doses indicadas de
naltrexona, no geral, variam entre 50 e 150 mg/dia, geralmente administradas por via
oral. Existem também formas injetaveis, administradas geralmente entre uma a trés
vezes por semana, ou diariamente, por cerca de trés semanas’’.

O tratamento com BDN representa uma inovacédo no tratamento de doencas
autoimunes. A naltrexona é administrada em doses tdo baixas quanto 0,1 mg/kg, n&o
ultrapassando 5 mg/dia, por periodos prolongados'®. Uma série de relatos de caso e
artigos cientificos tém sido publicados relatando melhoria significativa de pacientes
tratados com BDN com doencgas autoimunes, tais como: esclerose multipla’®-23,
doencga de Crohn?*, condigdes dermatoldgicas?®, e também em sindromes idiopaticas,
como a fibromialgia?®??, entre outras?®. E possivel encontrar na literatura estudos
avaliando BDN principalmente no contexto da esclerose mdltipla, em modelo animal?°
e em estudos clinicos'®?°. No cendrio da dermatologia, alguns relatos sugerem
melhora de pacientes com doenga de Hailey-Hailey e esclerodermia?®. Até o presente
momento, no contexto da psoriase, o que existe na literatura sdo apenas 4 relatos de
casos3%-33 e um estudo clinico ndo randomizado publicado recentemente, que avaliou
a eficacia de BDN34. Todos estes relatérios cientificos sugeriram efeitos benéficos do
tratamento com BDN no estudo da psoriase. Todavia, no que se refere aos relatos de
caso, todos eles foram realizados com um tamanho de amostra extremamente
pequeno, alguns deles tdo pequeno quanto apenas um paciente30-33,

O estudo clinico foi desenvolvido por uma equipe de cientistas paquistaneses,
e publicado em 2020 na revista Journal of the College of Physicians and Surgeons
Pakistan. Entre os pontos fortes desta publicacao, pode ser citado o pioneirismo, uma
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vez que foi o primeiro ensaio clinico publicado e registrado no registro de ensaios
clinicos da biblioteca americana de medicina (ClinicalTrials.gov, identificador
NCT04250792) e que avaliou 71 pacientes (37 homens e 34 mulheres), com idade
entre 13 e 60 anos que receberam naltrexona na concentragdo de 6 mg ao dia por
trés meses. Além disso, o estudo avaliou o efeito sobre a qualidade de vida dos
participantes, sugerindo um efeito benéfico sobre esta variavel. Como pontos fracos,
pode-se citar que a publicacio foi em uma revista de baixo fator de impacto, o ensaio
nao foi randomizado nem controlado com placebo. Além disso, apos a intervencgao o
estudo avaliou apenas o efeito de BDN sobre a severidade das lesdes psoriasiformes.
O estudo quantificou a severidade das lesdes por duas ferramentas utilizadas para o
mesmo fim, o indice da area e severidade da psoriase, do inglés Psoriasis Area
Severity Index (PASI) e o indice Area de Superficie Corporal, do inglés Body Surface
Area (BSA), concluindo que o tratamento com BDN atenuou a severidade das lesbes
psoriaticas®®.

A proposta do presente estudo foi avaliar a eficacia de BDN no tratamento
experimental de camundongos com lesdes psoriasiformes induzidas por imiquimode
(um quimioterapico topico capaz de induzir inflamag&o da pele, sendo atualmente o
modelo animal de psoriase mais amplamente aceito), junto com aspectos do
mecanismo de agdo e seguranga desse tratamento. Devido ao tratamento ser
baseado em um antagonismo parcial de receptores opioides, o estudo levou em
consideragao a hipbtese de que caso BDN exercesse um efeito benéfico, este poderia
ser oriundo de uma associacdo entre a expressao de receptores MORs e uma
alteragao sobre o padrao de secre¢ao de citocinas protagonistas da imunopatogénese
da psoriase. As perguntas de pesquisa formuladas para este projeto foram: O
tratamento de lesdes psoriasiformes em camundongos com BDN é eficaz? Caso
positivo, quais sdo as caracteristicas do mecanismo de ag&o dessa terapia? Para
responder estas perguntas foi proposto um ensaio pré-clinico experimental in vivo. Os
resultados deste projeto podem contribuir para a elucidagdo do mecanismo de agéo e
para avaliagdo da seguranga de BDN no contexto da psoriase.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Estruturacao e funcao da pele

A pele é o maior 6rgao do corpo humano e tem como principal fungéo servir de
barreira entre o meio externo e interno®. A pele tem como caracteristica o transporte
de nutrientes e a absorcdo de vitaminas lipossoluveis, além de participar da
metabolizagdo de hormdnios, como por exemplo a vitamina D que é primariamente
relacionada a fisiologia osteomineral, em especial no metabolismo de calcio. O
sistema tegumentar participa também no controle do fluxo sanguineo e na regulagéo
térmica, além de proteger os queratinodcitos contra a radiagdo ultravioleta (UV) a partir
da sintese de melanina. A agua representa uma boa parcela da composi¢ao quimica
da pele, sendo ela responsavel pelo transporte de sais minerais para toda o corpo.
ions como calcio, magnésio, potassio, zinco, fésforo, entre outros, sdo responsaveis
pela ativacdo do metabolismo celular, pela sintese proteica e participam no
mecanismo de diferenciacdo e maturagdo celular'8-187,

A pele age como uma barreira quimical/fisica contra microorganismos
patogénicos. O tecido tegumentar é caracterizado por diferentes camadas de células.
A camada mais externa € denominada epiderme, a camada subjacente de tecido
conjuntivo é chamada de derme, seguida por um tecido subcutaneo denominado
hipoderme. Além disso, o tecido tegumentar € composto por anexos importantes na
manutengao do sistema, incluindo as glandulas, unhas, cabelos, pelos e receptores
sensoriais 82183,

A epiderme esta localizada na regido avascular da pele. Esse epitélio € formado
por um numero variavel de camadas celulares (principalmente queratinocitos) e é
classificado com o epitélio pavimentoso estratificado queratinizado, pelo fato da
maioria das camadas (estratos) serem constituidos por queratindcitos achatados,
dispostos em mais de uma camada queratinizada. Além disso, nessa regido
encontram-se algumas terminagcbes nervosas que permitem o tato sensorial,
melandcitos responsaveis pela sintese de melanina e, as células de Langerhans que
participam principalmente do sistema imunolégico tegumentar. O epitélio epidérmico

€ composto por pelo menos cinco camadas denominadas estratos, estando na
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seguinte ordem partindo da derme para a superficie: basal, espinhosa, granulosa,
licida e cornea®t-38,

A camada basal € o bergo das células germinativas que se encontram em grande
atividade mitotica. De todas as camadas da epiderme essa € a regidao é mantida as
custas de nutrientes derivados da vasculatura da derme, pois a camada basal repousa
sobre o inicio da camada dérmica, sobre uma regido conhecida como lamina basal. A
camada basal consegue o aporte nutricional necessario para o desenvolvimento
mitético a partir dos capilares dérmicos. Os queratindcitos sao responsaveis pela
sintese de queratina, uma proteina secundaria composta por cerca de 21 aminoacidos
que possui propriedades particulares como impermeabilizar o tecido, evitar a perda
de agua e fornecer resisténcia e elasticidade. O processo completo de ciclagem dos
queratinécitos acontece em torno de 28 dias. Na camada basal € possivel encontrar
as células de Merkel, um tipo de célula abundante na ponta dos dedos e na mucosa
oral, e na base dos foliculos pilosos. A base desta célula esta em contato com fibras
nervosas, e por isso, é tida como mecano-receptor. Ainda na camada basal
encontram-se 0s melandcitos, células responsaveis pela sintese de melanina. A
melanina é produzida nos melandcitos e armazenada nos queratindcitos,
determinando assim a cor da pele dos individuos®-3°. A figura 1 a seguir exibe as

camadas que compode a epiderme.

Figura 1 - Camadas da epiderme e anexos
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Fonte: Ana et al.*°
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Na camada espinhosa, as células apresentam-se unidas por estruturas
denominadas desmossomo, jun¢des comunicantes que dao a aparéncia espinhosa
para essa regido. Os desmossomo e a queratina s&o responsaveis por inibir que a
resisténcia e que o atrito atrapalhe o processo de homeostasia celular. As células de
Langerhans apresentam em maior quantidade nesta regido, desempenhando papel
imunitario cutaneo®®°. Ja na camada granulosa a divisdo mitdtica torna-se
inexistente. O que € mais marcante nas células que compdem este estrato € a
expressao de queratina, que em principio é responsavel por granulos citoplasmaticos,
razao pela qual este estrato € denominado como granuloso. As células apresentam-
se em camadas, podendo variar entre trés e cinco fileiras sobrepostas de células em
formato poligonais. A perda de agua em nivel celular nesta regido permite a formagao
de gréos cerato hialinos. O material lipidico € depositado no meio extra celular,
funcionando como barreira hidrofobica, impedindo assim a perda de agua e a
penetragdo de substancias3®3°. A camada lucida é uma regido da epiderme onde se
encontra muitas células achatadas e anucleadas. Essa camada é mais proeminente
em regides onde a pele se encontra mais espessa, ou seja, regides onde se tem
grande contato com o meio externo, como por exemplo as a palma das maos e a
planta dos pés*'. Por fim, a camada coérnea € a que se encontra em constante
descamagao, caracterizada por grandes placas de queratindcitos achatados sem vida,
servindo como barreira contra a radiagao solar e perda de agua'8>18,

A derme é a regido vascularizada rica em tecido conjunto que da o suporte as
glandulas e seus anexos. Essa vascularizagdo entrega ao tecido oxigénio, vitaminas
e minerais necessarios para o metabolismo célular. As glandulas sdo responsaveis
por manter a hidratagdo da pele e, se dividem em sebaceas e sudoriparas
responsaveis pela produgdo de sebo e suor respectivamente®’38, As glandulas
sudoriparas ajudam na regulacdo da temperatura corporal e na eliminagdo de
substancias toxicas do organismo, bem como na secre¢cdo de alguns restos
nitrogenados do metabolismo proteico, como por exemplo a ureia, acido urico e cloreto
de sédio. As glandulas se dividem em apdcrinas e écrinas. As apocrinas liberam suor
a partir de uma ligagao direta com o foliculo piloso e as écrinas individuais liberam
suor diretamente nos portos da superficie da pele. Os musculos que envolvem essa

regiao estéo relacionados com o sistema de piloere¢cdo, mecanismo natural que ajuda
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a aumentar ou diminuir a temperatura corporal®®3°. Na Figura 2 a seguir, & possivel

observar as estruturas do tecido tegumentar.

Figura 2 - Estruturas do tecido tegumentar.
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Fonte: Junqueira, LC.%?

Na camada dérmica ainda € possivel encontrar os fibroblastos, células com
capacidade de produzir um meio rico em polissacarideos, fibronectinas,
glicosaminoglicanas e proteoglicanas, essas necessarias para sustentacdo e
regeneracao da pele, além de auxiliar uma elasticidade e cicatrizagdo. A derme se
diferencia em duas regides especificas denominadas derme papilar e derme
reticular.®'® A derme papilar compreende a regido onde se encontra as cristas
epidérmicas, onde o tecido conjuntivo € mais frouxo e da o suporte para a camada
basal da epiderme. A derme reticular € composta por um tecido conjuntivo denso nao
modelado e esta abaixo das cristas epidérmicas. O tipo de colageno produzido pelos
fibroblastos depende da codificagao genética que cada célula carrega, ou seja, o pole
se classificar em colageno do tipo I, Il e lll. O colageno do tipo | é encontrado
principalmente nos tendbes e em cartilagens fibrosas, no tecido conjuntivo frouxo
comum e no tecido conjuntivo denso. O colageno do tipo Il € produzido pelos
condrocitos e aparece na cartilagem hialina e na elastica. O colageno do tipo Ill é o
segundo mais abundante e € encontrado na pele, utero, vasos arteriais e

intestinos186.187
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Por final, localiza-se logo abaixo da derme a regido denominada hipoderme. Uma
regido altamente vascularizada, composta por uma grande quantidade de adipdcitos
que sdo células responsaveis por armazenamento de energia na forma de gordura.
Essa regido apresenta tecido conjuntivo com fungdo de sustentagdo e modelagem
corporal, diferenciando o corpo feminino do masculino. Essa camada isola e protege
0s oOrgaos internos e ossos. A hipoderme também conecta a pele aos tecidos
subjacentes por meio de colageno, elastina e fibras reticulares que se estendem a
partir da derme. Outros componentes da hipoderme incluem vasos linfaticos, nervos,
foliculos capilares e leucdcitos, principalmente células dentriticas, macréfagos e
linfocitos residentes (sentinelas)*345,

Outro aspecto que € pertinente de ser descrito nesta secado é o papel da pele
como parte inerente do sistema imune. Primeiro, porque a pele, como ja apresentado,
desempenha um papel de barreira fisica que impede a invasdo do organismo por
substancias exdgenas estranhas e patogenos. Depois, como ilustrado na Figura 3,
células do sistema imune fazem parte da constituicdo da pele. Inclusive, os
queratinoécitos, que séo células epiteliais, sdo considerados parte inerente do sistema
imune, com capacidade de apresentar antigenos via MHC | e secretar citocinas e
quimiocinas*647.

Nos ultimos anos, esta cada vez mais evidente que os sistemas imunes regionais
participam de forma ativa na defesa do organismo. As respostas imunes que ocorrem
em 6rgéos periféricos, como a pele, sado igualmente importantes comparado aquelas
que ocorrem nos orgaos linfoides primarios. Um desequilibrio na biossinalizagdo neste
nivel do sistema pode levar ao surgimento de doengas de hipersensibilidade e
autoimunidadet-52.

As células imunologicas estdo presentes em todas as camadas estruturais da
pele em numerosas populacdes capazes de entrar e sair da pele como parte do
programa de migracdo de cada uma delas. Entre estas células, as principais
populagdes correspondem: as células de Langerhans, varias subpopulagdes de
células dendriticas (DCs), macrofagos e distintas células T. A eficacia desse sistema
depende fortemente da comunicagdo entre células imunes e células residentes do
tecido, como por exemplo os queratindcitos e fibroblastos, além de constituintes do
sistema linfatico drenante®®:52. Na figura 32 seguir é possivel observar algumas das

celulas imunoldgicas que compde o tecido tegumentar.
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Figura 3 — Sistema imune na pele
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Os queratindcitos, neutrofilos e as células epiteliais compreendem um grupo de
células capazes de liberar uma grande quantidade de peptideos antimicrobianos com
uma vasta atividade defensiva contra bactérias, virus e fungos. Um desiquilibrio nessa
sintese pode levar ao desenvolvimento de doencgas inflamatérias da pele e
suscetibilidade a infecgdes microbianas*®4°. A expressdo desses peptideos pode ser
regulada positivamente por algumas citocinas pré-inflamatoérias, como a IL-17 e IL-22.
Além disso, os queratindcitos sdo capazes de produzir IL-6, IL-10 e TNFs#7:53,

Os queratindcitos expressam distintos RRPs, como por exemplo, receptores toll-
like e receptores de citocinas e quimiocinas. Na psoriase, 0S mesmos expressam
varios receptores de quimiocinas, tais como: CXCL9, CXCL10, CXCL11 e CCL2046:51,

Diferentes tipos de DCs, além das células de Langerhans, sdo encontradas na
pele. Essas células possuem grandes granulos chamados granulos de Birbeck; que
tém papel quando células fazem endocitose de particulas estranhas. Essas células
captam, processam e apresentam antigenos aos linfécitos T4%%*. As células de
Langerhans expressam alguns marcadores tipicos de superficie tais como o HLA-DR,
o CD29, CD1a, langerina e E-caderina®'. Nas respostas imunes, as DCs participam
da apresentagao de antigenos a partir do alongamento de seus dentritos que passam
pelas jungdes epidérmicas para capturar antigenos. Esse mecanismo permite o
reconhecimento de antigenos pelos linfécitos que poderdo coordenar uma resposta
imune celular e/ou humoral. As DCs séo especializadas na apresentagéo de antigenos
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e podem fazé-lo através de MCHs de classe | e/ou 114654, As DCs dérmicas podem ser
distintas por moléculas de adesao que expressam, citocinas que secretam e pela
capacidade de estimular células T e/ou B®".

Mastocitos também sdo encontrados na pele e estao localizados principalmente
na derme, sendo responsaveis por proteger o organismo contra infec¢des e estresse
causado durante o reparo de lesdes. O papel mais conhecido dos mastdcitos esta
relacionado com reacgdes de hipersensibilidade, pois eles contém granulos de
histamina que s&o liberados a partir de um estimulo alergénico ou patoldgico*d-5°.
Além disso, os mastocitos respondem secretando enzimas (triptase, quimase,
carboxipeptidase e catepsina), responsaveis pela degradagao das proteinas da matriz
extracelular®’. Na inflamagao crbnica da pele, como por exemplo na psoriase, 0s
mastdcitos secretam citocinas, tais como o IFN-y46:51.54,

As subpopulacdes de linfocitos na pele correspondem a células T, em uma
populagéo tamanha que representa quase o dobro daquela presente no sangue®'. O
posicionamento (homing) dos linfocitos na pele depende principalmente da
apresentacao de antigenos pelas celulas de Langerhans. A maioria dos linfocitos T
presentes na pele sdo do tipo de memoria, uma vez que, o epiteliotropismo linfoide
ocorre a partir de um estimulo (exemplos: bacterianos, inatos, entre outros). Os
linfocitos Th17, Th1 e Th2 sdo células efetoras importantes quando ocorrem
processos inflamatorios na pele*®54. Se por um lado a pele exerce um papel crucial
na defesa do organismo, por outro lado elementos do sistema imune encontrados na
pele também tém um funcgao vital que esta relacionada a tolerancia imunolégica, sem
a qual a vida do individuo estaria ameacada ou relacionada a morbidades. As
principais células da pele que atuam para garantir a inibicdo de respostas indesejadas
sdo as Tregs que correspondem a cerca de 10% dos linfécitos da pele®’.

1.1.2 Psoriase

A psoriase € uma doenga crbnica inflamatoria imunomediada de causa
poligénica que se manifesta principalmente sob formas dermatolégicas ou
artropaticas. Essa doenca acomete mais de um sistema do corpo humano envolvendo

o sistema imunoldgico, a pele, as articulagdes, entre outros®.
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A psoriase representa um desafio significativo para a saude publica, afetando
aproximadamente 125 milhdes de pessoas em todo o mundo®®. O clima parece ser
um fator importante na manifestagdo da doenga, uma vez que, o agravo das lesdes &
maior nas populagbes que vivem em latitudes mais altas®. Os caucasianos
apresentam uma tendéncia maior de desenvolvimento da doenga. Em um relatorio
realizado pela Organizagdo Mundial da Saude em 2016, foi constatado que a
prevaléncia global em caucasianos, negros e hispanicos seja de cerca de 3,6, 1,9 e
1,6% respectivamente®. Atualmente, ndo existe um censo que estime a prevaléncia
de psoriase na populacao brasileira, porém, dados prévios de um censo realizado pela
Sociedade Brasileira de Dermatologia em 2005 estimou uma frequéncia de cerca de
2,5% a partir de consultas dermatoldgicas realizadas no pais neste periodo.®”.

A psoriase foi o décimo diagnostico dermatoldgico mais frequente em 2006
(2,5% dos pacientes), e em 2018 essa frequéncia subiu para (4,4%)%. Um estudo
realizado por Alves e colaboradores avaliou o perfil dos pacientes atendidos na
unidade de atendimento dermatolégico da Universidade do Sul de Santa Catarina
(UNISUL), campus Tubar&o/SC, no ano de 2007. Nesse estudo, onze dermatoses
foram responsaveis por 72% dos diagnosticos e dentre elas, a psoriase foi a doenga

mais frequente entre os pacientes, sendo mais recorrente entre as mulheres®.

1.1.2.1 Qualidade de vida

A psoriase muitas vezes leva a restrigdes significativas na vida cotidiana das
pessoas. A coceira e a dor podem tornar as coisas do dia a dia, como caminhar ou
dormir um desafio. Além disso, muitos dos afetados sofrem com preconceito e
desigualdade social. Para muitos pacientes, usar camiseta e shorts ou ir a piscina no
verdo ndo € uma questdo natural. Pacientes com psoriase também s&o
frequentemente afetados por comorbidades psiquiatricas como ansiedade e
depressao. Esses pacientes utilizam frequentemente estratégias de esquiva, fuga e
autocontrole quando comparados aos pacientes com outras dermatoses crénica. O
impacto na vida sexual dos pacientes pode chegar a 71% dos casos®°. Ja foi relatado
que a psoriase esta associada a um aumento de 39% na depressdo e 31% na
ansiedade®’.
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O prejuizo fisico e mental é comparavel ou maior do que o experimentado por
pacientes de outras doengas crénicas, como cancer, artrite, hipertensio, cardiopatias
e depressdo. Os tratamentos disponiveis para tratar psoriase nao funcionam de forma
igual para todos, uma vez que, fatores genéticos e ambientais estéo relacionados com
a doenca. O tratamento ideal para cada caso depende de um diagnostico clinico e
pode ser um processo demorado e oneroso. Além disso, os pacientes sofrem com
efeitos colaterais consideraveis e a grande maioria relata frustragdo com a eficacia do

tratamento®0:62,

1.1.2.2 Diagnostico e formas clinicas de psoriase

Os dermatologistas s&o habitualmente os médicos que diagnosticam e tratam
a psoriase. O diagnostico € realizado por meio da apresentacédo clinica dos sinais e
sintomas do paciente, exames clinicos e diagndsticos de imagem (no caso das formas
artriticas da doenga). As formas dermatologicas de psoriase sao de longe, as mais
prevalentes. Elas também s&o principal foco de atencdo do presente trabalho e,
portanto, o diagndstico dessas formas sera mais enfatizado nesta segdo. Em termos
de diagnostico das formas dermatologicas da doenga podem ser observadas
alteragbes relacionadas a pele e ao sistema imune?.

O diagnéstico é iniciado em principio considerando a idade, o contexto, a
severidade e a morfologia das lesdes. Tipicamente, a doenga apresenta-se na forma
de placas espessas e eritematosas cobertas de escamas esbranquicadas e
nacaradas em um tecido fortemente descamativo. O diagndstico da doenga
geralmente é determinado em ambito clinico. O que n&o significa dizer que o
diagndstico seja uma tarefa extremamente facil. Em alguns casos, ele pode levar um
bom periodo de tempo®3. O diagnostico pode ser feito de forma diferencial. O clinico
diferenciar a doenca de eczemas, micoses, lupus cutaneo, liquen plano, pitiriase rubra
pilar, pitiriase résea, doenga de Bowen e sifilis secundaria®. Se houver suspeita de
envolvimento articular (psoriase artropatica), uma ultrassonografia ou ressonancia
magnética da articulagao afetada pode auxiliar no diagnostico. Na area dermatoldgica,
ainda em casos duvidosos, uma biopsia da pele pode ser solicitada e auxiliar no
diagnostico.
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Na analise histoanatomopatoldgica de amostras de pele psoriatica é possivel
observar acantose, paraceratose, hiperceratose, edema dérmico, infiltrado de células
T, neutrdfilos, mondcitos e macrofagos. Os queratindcitos apresentam-se em um
estado hiperproliferativo e com diferenciagdo anormal, o que leva a um espessamento
da epiderme com descamacao intensa, com cones epiteliais alongados (acantose). O
estrato corneo da pele apresenta-se com depositos exagerados de queratindcitos
anbmalos com diferenciacdo incompleta e com retengdo dos nucleos celulares na
camada cornea da pele, processo denominado paraceratose®. A diferenciacdo
descontrolada dos queratindcitos esta fortemente ligada com as interleucinas
liberadas pelos linfocitos T.

Nas amostras de pele psoriatica, a existéncia de queratindcitos hiperplasicos é
prevalente e o infiltrado de células imunologicas constante. As papilas dérmicas
também se encontram alongadas e edemaciadas (papilomatose) e a camada
granulosa fortemente diminuida ou ausente, em todas as formas dermatoldgicas de
psoriase. Dentro das placas psoriaticas existem queratindcitos hiperplasicos,
monacitos infiltrantes e células endoteliais ativadas (angiogénese psoriatica)®®. Na
Figura 4 foram ilustradas caracteristicas da pele normal em comparagdo a pele
psoriatica.

Figura 4 - Comparagao histolégica entre pele saudavel e psoriatica
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Fonte: Wagner et al.®®.

Os exames bioquimicos e hematologicos ndo s&o muito uteis para diagnosticar

a doenga, embora sejam necessarios para avaliar qualquer comorbidade associada,
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como diabetes, colesterol alto, hipertensdo e funcédo renal. Avaliagbes periddicas
devem ser feitas principalmente para monitorar a evolugéo da doencga, portanto, para
adaptar a terapia com base na evolugao clinica da doenca.

A forma mais comum da doenca é a forma dermatolégica chamada de psoriase
vulgar, que aparece na forma de placas com as caracteristicas tipicas descritas
anteriormente. Quando em exacerbacao, aparecem lesdes principalmente no couro
cabeludo, joelho, unhas, cotovelos, genitalias, bragos, maos, entre outros®’. A forma
vulgar apresenta maior prevaléncia entre os pacientes, chegando a praticamente 90%
dos casos dermatoldgicos, causando lesdes sobre a pele que sdo vermelhas na base
e cobertas por escamas prateadas®.

Outra forma dermatolégica menos prevalente € a psoriase gutata que causa
pequenas lesdes em formato de gota disseminadas pelo corpo, particularmente na
regido do tronco, membros e no couro cabeludo®. S&o cobertas por uma fina escama,
diferente das placas tipicas da psoriase que sédo grossas. Ja a psoriase flexural ou
psoriase inversa é responsavel por desencadear lesdes lisas e avermelhadas nas

regides intertriginosas da pele®. Ela chega a acometer até 26% dos pacientes®.

Figura 5 - Caracteristicas das lesdes psoriaticas em humanos.
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Fonte: Jones et al.”®

Na psoriase palmar e plantar, as lesbes aparecem como fissuras nas palmas
das maos e nas "plantas" (solas) dos pés, onde apresenta-se com intensa
hiperqueratose, prurido e dor. Geralmente, as lesbes aparecem de maneira bilateral e
simétrica’!. Na psoriase ungueal as unhas dos dedos das maos e dos pés ficam
esbranquicadas. Elas podem crescer anormalmente com descoloracdo podendo
soltar-se e cair®®. Ja a psoriase pustulosa, manifesta-se de forma generalizada ou

localizada, causando bolhas cheias de pus estéril. As exacerbacbes podem ser
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causados por infecgdes secundarias, medicamentos, estresse ou determinados
produtos quimicos’?. Esta forma tem prevaléncia estimada entre 1,1% e 12% dos

casos®.

Figura 6 - Caracteristicas das lesdes psoriaticas em humanos.
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Fonte: Jones et al.”

Na psoriase artropatica, as articulagbes apresentam-se doloridas, inchadas e
com grande processo inflamatorio’> e estima-se uma prevaléncia global de
aproximadamente de 0,1%73. Trata-se de uma forma de artrite semelhante a artrite
reumatoide, mas € fator reumatoide negativa. Esse tipo de psoriase pode afetar
qualquer articulagdo desencadeando rigidez e danos articulares progressivos que, nos
casos mais graves, podem levar a deformidade permanente. A psoriase eritrodérmica
€ a forma dermatologica mais severa da doenga, sendo caracterizada por lesdes que
podem se tornar sistémicas e generalizadas, acometendo cerca de 90% da superficie
corporal. Se n&o tratada, pode ser fatal®. As lesGes avermelhadas s&o muito
pruriginosas’®. Na psoriase eritrodérmica a prevaléncia global estimada ¢ de
aproximadamente 4% e 7% dos casos®.

Figura 7 - Caracteristicas das lesdes psoriaticas em humanos.

Psoriase artropatica ~_ Psoriase eritrodérmica i
Fonte: Junior et al.®®
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1.1.2.3 Ferramentas utilizadas para definicdo da modalidade terapéutica

Atualmente, o tratamento disponivel para psoriase ainda € somente paliativo.
No entanto, nos ultimos anos, houve forte avango no desenvolvimento de alternativas
terapéuticas modernas que chegam a permitir, por exemplo, o desaparecimento
completo das lesdes, mesmo que transitoriamente. Inclusive, muitas vezes, bastante
prolongado, o que tem causado um impacto muito mais favoravel na qualidade de vida
do paciente quando comparado ao passado. Existem varias modalidades terapéuticas
para psoriase, que podem ir desde alteragbes comportamentais, fototerapia; sendo
verdade que a maioria delas s&o alternativas farmacolégicas. Sendo assim, para
definir qual modalidade terapéutica € mais apropriada para cada paciente, ou seja,
para individualizar o tratamento, durante a avaliacdo clinica, os pacientes sao
classificados como visto anteriormente’ 7% Atualmente existem instrumentos que
permitem graduar a gravidade da lesdo (Physician Global Assessment — PGA)’¢, a
extensdo da psoriase pelo Psoriasis Area and Severity Index (PASI)’” e a qualidade
de vida dermatoldgico do paciente (DLQI)8.

O PGA permite de forma rapida e pratica avaliar e graduar a psoriase a cada
consulta médica a partir de uma impressao em relagao ao aspecto do doente. Neste
método se avalia individualmente a severidade de lesdes partindo dos critérios de
eritema, infiltragcdo ou descamacéo. Esta avaliagao resulta em escores entre: escore
0 - remissao completa; escore 1 - psoriase quase em remissao; escore 2 - psoriase
leve; escore 3 - psoriase leve a moderada; escore 4 - psoriase moderada; escore 5 -
psoriase moderada a grave; escore 6 - psoriase grave’®.

O PASI trata-se de uma estimativa subjetiva calculada pelo avaliador onde o
corpo € divido em membros inferiores, membros superiores, tronco e cabeca. Para
tanto, o clinico avalia o eritema, infiltracdo e descamagao, dando uma nota que
decorre entre 0 e 4. A pontuacao desses fatores € multiplicada pela extensdo da
doenga em cada regido e, posteriormente, também pela porcentagem de superficie
corporal que aquela regiao representa. No final, pode-se obter resultados de 0 a 72
que corresponde a psoriase em leve (PASI igual ou inferior a 10) e moderada a grave
(PASI superior a 10). O indice mais frequentemente utilizado para documentar a
efetividade de terapias individuais para psoriase extensa é o PASI-75 que representa
melhora superior a 75% do escore medido pelo PASI®O.
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Em relacdo a qualidade de vida do paciente, o DLQI trata-se de um questionario
individual que avalia o impacto da doenga na vida do paciente. Esse questionario é
composto por dez perguntas considerando seis diferentes aspectos: Sintomas e
sentimentos, atividades diarias, lazer, trabalho e escola, relacbes pessoais e
tratamento. Cada item € pontuado de 0-3, e o escore total varia de 0-30, sendo melhor
a qualidade de vida quanto menor o escore. Uma reducao de 5 pontos no escore total
tem demonstrado significancia clinica como desfecho positivo de uma intervencéo
terapéutica’®.

No geral, o resultado da avaliagdo dos pacientes indica que as formas mais
prevalentes da doenga sao formas dermatologicas que podem representar mais de
90% dos casos®. Casos leves sdo a maioria, quando acomete menos de 5% da
superficie corporal. Uma estimativa indicou que aproximadamente 80% dos casos sao
leves a moderados’. Cerca de 20%-30% dos pacientes com psoriase irdo
desenvolver artrite psoriatica, e cerca de 84% dos pacientes com artrite psoriatica
desenvolvem lesbes cutaneas®®.1.1.6.4 Tratamentos topicos

1.1.2.4 Tratamento tépico

De acordo com a CONITEC, o tratamento tépico deve ser direcionado para
pacientes com psoriase tegumentar leve, ou seja, aqueles pacientes que
apresentarem escore PASI igual ou inferir a 10, com acometimento igual ou inferior a
10% da superficie corporal e DLQI igual ou inferior a 10 (a maioria dos casos)®7°.
Sempre que possivel, o tratamento por via tépica € preferido porque apresenta como
vantagem a possibilidade de minimizar os efeitos colaterais. Usualmente, estes casos
sdo tratados principalmente com corticoides formulados em pomadas, cremes ou
logcdes emolientes, o que pode incluir ureia na formulagdo em concentragao que varia
de 5 - 20% ou queratoliticos como o &cido salicilico em concentragéo de 3 a 6%°5%7°.
Para dar inicio ao tratamento, é necessario levar em consideracéo as indicacdes e
contraindicacbes dos farmacos, o perfil socioeconbmico de cada paciente e as
comorbidades existentes®’.

A administracdo de propionato de clobetasol, valerato de betametasona e
propionato de fluticasona sdo os principais exemplos de farmacos utilizados na
corticoterapia por via topica. O mecanismo de acdo dos corticoides é mediado
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intracelularmente, a partir de receptores de glicocorticoide (GR) encontrados no
citoplasma ou nucleo das células. Eles sdo quase que onipresentes na pele. O
receptor de glicocorticoides possui duas isoformas que sdo chamados de GRa e
GRp®'.

Os corticoides entram na célula por difus&o passiva e ligam-se ao seu receptor,
causando efeito relacionado a alteragdo da transcricdo de até 100 genes. Os
corticoides reduzem a quimiotaxia leucocitaria, modulam a sintese e a liberacéo de
citocinas e quimiocinas, diminuem a sintese de DNA e inibem a fosfolipase A2, que
por sua vez inibe a formagéo de prostaglandinas e leucotrienos. Além disso, inibem o
fator de transcricdo nuclear NF-kB, que é relacionado a resposta inflamatéria. Estes
farmacos ainda podem diminuir proteinas de ades&o leucocitaria e fatores de
crescimento; eles inibem a COX281.

O uso prolongado de corticoides esta relacionado com efeitos colaterais
indesejaveis, tais como: atrofia epidérmica e dérmica, hipertricose, eritema,
telangiectasias e dermatite. Os corticoides sdo contraindicados em dermatoses e
dermatites em criangas com menos de 1 ano de idade, no caso de infecgbes cutaneas
ou no couro cabeludo n&o tratadas, na presengca de rosacea, acne vulgar e
tuberculose da pele; na infeccdo por herpes simples e varicela; dermatite perioral e
prurido genital e perianal®®.

Outra modalidade terapéutica € representada pelo farmaco calcitriol (o
metabdlito ativo da vitamina D) e o calcipotrieno; um analogo sintético da vitamina D.
Eles modulam a diferenciacdo e inibem a hiperproliferacdo dos queratinécitos,
regulando a expressdo génica®?. Na psoriase, existe uma série de fatores pro-
inflamatorios que regem a sinalizagdo autoimune. As IL-12, IL-23 e TNF
desempenham papel fundamental no processo inflamatério nos casos de psoriase.
Os analogos de vitaminas D inibem a biossintese das citocinas pro-inflamatorias. Essa
classe de medicamentos é segura e a maioria dos efeitos colaterais esta relacionada
a reagdes nas areas de aplicagdo, como eritema, prurido e sensagéo de queimagéo®.
A hipercalcemia é uma contraindicag&o®.

O tazaroteno € um retinoide de terceira geragao que foi langado na metade da
década de 90. Foi o primeiro farmaco retinoide indicado para uso topico e aprovado
para tratamento da psoriase®. Na psoriase, o processo de maturagdo ou

diferenciagdo das células epiteliais € anormal e precoce, aumentando assim o
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deposito de queratindcitos na camada cornea da pele®. O tazaroteno liga-se
especificamente nos receptores de acido retinoico encontrados no tecido epitelial,
regulando negativamente os mediadores de diferenciagdo e proliferacdo dos
queratinécitos, além de suprimir a expressdo dos receptores foll-like®*. O farmaco
induz a expressdo de genes que medeiam um efeito antiproliferativo®®28. Os efeito
colateral mais comum do tazaroteno é a irritacdo local na pele®’. Os derivados
retinoides topicos séo contraindicados no periodo de gestagao, lactagcado e quando o
paciente possuir hipersensibilidade a outros derivados retinoides (isotretinoina,
etretinato, dentre outros)®°.

O alcatrao de carvao foi um recurso utilizado em lesdes psoriaticas ha mais de
um século, porém, caiu em desuso por conta das manchas e sujeiras que causava as
vestimentas. Antes mesmo do surgimento dos corticoides , ja era reconhecido os
efeitos benéficos que o alcatrdo exercia, aliviando a sensacdo de coceira. O
mecanismo pelo qual o alcatrdo reduz a manifestagédo psoriatica até hoje n&o foi bem
esclarecido, porém, os efeitos parecem ser baseados em interferéncia na sintese de
DNA, o que leva a reducgao da hiperproliferacdo da pele psoriatica responsavel pelo
espessamento da epiderme®8°. Além do desconforto relacionado as manchas e a
sujeira, o alcatrdo do carvédo pode, em alguns casos causar dermatite de contato
irritativa, foliculite e fotossensibilidade aos raios UVA, como efeitos colaterais

indesejaveis.

1.1.2.5 Fototerapia na psoriase

A fototerapia € normalmente prescrita por um dermatologista. Ela € baseada
em exposigdes regulares da pele a radiagao ultravioleta (UV)%. Ndo ha como negar
que a fototerapia € efetiva para o tratamento da psoriase. No entanto € indicada em
casos de acometimento extenso da pele, ou seja, quando acomete mais de 10% da
area corporal®'. Apesar das terapias tdépicas e sistémicas apresentarem maior
efetividade, a radiagdo UV constitui uma abordagem relativamente segura (se
prescrita com critério) e eficaz. Como vantagens, a fototerapia dispensa alguns
medicamentos e n&o necessita de cuidados extremos apos as sessdes®. Esta
modalidade terapéutica foi utilizada em larga escala ha mais de 75 anos e a melhor
dose terapéutica parece permanecer entre 254-313 nm. Entretanto, é dividida em UVA
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(400 — 320 nm) e UVB (320 — 290 nm), alcancando a derme e a epiderme,
respectivamente. Existe ainda, a radiagdo UVC (290 — 200 nm) que n&o é natural, ou
seja, refere-se a um tipo de radiagédo que ndo chega a superficie terrestre®.

A radiacdo UVB causa imunossupressao local, redugao da hiperproliferagao
epidérmica, apoptose de linfocitos T, interfere na produgédo de proteinas e acidos
nucleicos, além de causar reducdo do numero de células apresentadoras de
antigenos (células de Langerhans)®. A terapia com UVB parece diminuir os niveis
séricos do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e de IL-8 em pacientes
com psoriase®. A fototerapia com radiagdo UVB esta indicada para pacientes que
nao toleram medicamento por via oral, que muitas vezes relatam rapida melhora com
exposicao solar, que apresentam lesdes de espessura fina, pacientes em gestagéo
ou lactagéo e pacientes pediatricos®.

A fototerapia com radiagdo UVA, também denominada PUVA, é outra
alternativa de tratamento, especialmente utilizada nos casos em que a terapia com
radiacdo UVB néao foi suficiente. Na PUVA, & necessaria a utilizagdo de um farmaco
fotossensibilizador, ou seja, uma pomada contendo psoralenos, Esta classe de
farmacos possui como caracteristica quimica o fato de causar aumento da
sensibilidade da pele aos raios UV®. Os psoralenos sdo farmacos utilizados
amplamente na terapia fotodinamica. Sua principal natureza quimica sao
furocumarinicos triciclicos, derivados de plantas como Ammi majus, Psoralea
coryfolia ou derivados fabricados sinteticamente. O mais utilizado € o 8-
metoxipsoraleno (conhecido como 8-MOP)%,

Meia hora ap6s a administragao do psoralenos na regido foco de tratamento, a
pele é exposta a radiagdo UVA. Os psoralenos liberam energia que causam danos as
células psoriaticas, diminuem a concentragao de interleucinas no local, além de ligar-
se as bases pirimidinicas do DNA, causando apoptose célular, em uma espécie de
fotoquimioterapia. Nesse caso, a geragdo de espécies reativas de oxigénio fazem
parte do efeito beneficio do tratamento, uma vez que, danificam estruturas das células
patogénicas e promovem lesdo na regido de tecido acometido®. A PUVA esta
indicada para pacientes com placas espessas, com envolvimento palmoplantar, com
lesdes ungueais e pacientes que apresentaram falha terapéutica a fototerapia com
radiagdo UVB®°.
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Algumas modalidades fototerapéuticas s&o possibilidades disponiveis para o
tratamento na infancia®'. E totalmente contraindicada para pacientes com albinismo,
lupus sistémicos, portadores de xeroderma pigmentoso e histérico de melanoma. As
duas formas de fototerapia apresentadas podem ser combinadas, ajustando certos
parametros. Entretanto, ainda faltam estudos relacionados sobre a fotocarcinogénese

que é considerada uma possibilidade’.

1.1.2.6 Formas de tratamento sistémico

De acordo com a CONITEC®?, o tratamento sistémico deve ser iniciado por
pacientes com psoriase tegumentar moderada a grave, ou seja, aqueles pacientes
que apresentarem escore PASI superior a 10; acometimento maior que 10% da
superficie corporal; DLQI maior que 10; psoriase palmoplantar resistente aos
tratamentos tépicos de uso padrao com uso continuo por mais de 3 meses; psoriase
acometendo areas especiais, como genitalia e rosto, resistentes aos medicamentos
tépicos com uso continuo por mais de 3 meses; ou psoriase acometendo
extensamente o aparelho ungueal (onicélise ou onicodistrofia em ao menos duas
unhas)®. Os medicamentos orais sdo utilizados nos casos em que somente o
tratamento topico n&o foi suficiente para conter a severidade das lesdes. Muitas vezes,
nos casos severos, medicamentos topicos e sistémicos sdo administrados
simultaneamente®°.

A administragdo oral ou parenteral de corticoides € utilizada somente na
psoriase eritrodérmica, artrite psoriatica e nas formas mais graves de psoriase (PASI
superior a 10), podendo ter como efeitos colaterais a sindrome de Cushing,
osteoporose, diminuigdo do cortisol plasmatico, dentre outros®’. Os efeitos colaterais
sistémicos estéo relacionados com aumento da pressao sanguinea, aumento do risco
de infecgdes, retencdo hidrica, depressdo, imunossupressao, danos 0sseos e
musculares, dente outros®.

O metotrexato é um antimetabdlito, em principio, utilizado pela oncologia.
Devido ao seu potencial imunossupressor, a sua participacdo na modulacao
imunoldgica na psoriase, passou a ser utilizado em pacientes oncoldgicos que eram
portadores de lesbes psoriaticas em placas. Foi entdo que os médicos perceberam
que a melhora era significativa e a partir de entdo por alguns anos o metotrexato foi



34

introduzido no tratamento da psoriase®. O mecanismo de agdo do metotrexato na
psoriase nao estd bem estabelecido, porém, ¢é sabido que uma de suas
caracteristicas farmacologicas € a reducdo da sintese de acidos nucleicos em
linfécitos T ativados e queratinécitos’®. O metotrexato € um inibidor de enzimas de
biossintese de purinas, pirimidinas e tetraidrofolato, o que influencia os niveis séricos
de adenosina. E um antagonista do folato, levando a um bloqueio na sintese de DNA,
principalmente em células de rapida divisao'%°'. A atividade anti-inflamatoria do
metotrexato na psoriase ainda ndo € bem compreendida, porém, acreditasse até o
momento que exista uma relacdo com inducdo de apoptose e delecdo clonal de
células T ativadas, supressdo na biossintese de purinas, inibicdo de citocinas
inflamatorias e inibicdo de moléculas de adesao de leucocitos02.

O uso do metotrexato foi descontinuado por conta da excessiva toxicidade e
efeitos colaterais. Dentre os efeitos adversos mais comuns, a imunossupressao era a
mais preocupante, visto que aumentava o risco de infecgbes. Causava funcao
hepatica alterada e leucopenia (pela supressdo da medula 6ssea) acompanhada por
um pacote de outros efeitos colaterais. O metotrexato tem contraindicagdo absoluta
em casos de gestacado, lactagdo e concepgao (homens e mulheres), insuficiéncia
hepatica e renal graves, sindromes de imunodeficiéncia, discrasias sanguineas
(hipoplasia medular, leucopenia, trombocitopenia ou anemia)®°.

A acitretina € uma droga pertencente ao grupo dos retinoides muito utilizada na
forma oral pelos pacientes com psoriase severa'®. O mecanismo de agdo ainda ndo
estd bem esclarecido, mas se sabe que os retinoides ligam-se em receptores
nucleares e alteram a expressao de varios genes®. Sua principal caracteristica ¢ a
modulagao da proliferacdo e diferenciacdo das células da epiteliais. Na derme, a
acitretina inibe a migracdo de glébulos brancos para a epiderme e reduz em
aproximadamente 65% os linfécitos T CD25 na lesado. A acitretina € um medicamento
com baixa citotoxicidade'%4. Dentre os efeitos colaterais, a teratogenicidade é a mais
preocupante, entretanto, esse farmaco € o agente sistémico mais seguro para
tratamentos a longo prazo. Hiperlipidemia e toxicidade hepatica podem ser
recorrentes se o uso for indiscriminado. A acitretina reduz a ocorréncia de canceres
cutaneos e é utilizada na quimioprofilaxia em pacientes que tenham desenvolvido
carcinomas de pele a partir de terapias carcinogénicas'®. Este medicamento é
totalmente contraindicado para gestantes, no periodo de lactagdo, pacientes com
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insuficiéncia hepatica ou renal graves, quadro de hipertrigliceridemia grave e
etilismo®0.

Outro imunossupressor muito utilizado € a ciclosporina, da classe dos
inibidores de calcineurina’®. Extraida de um fungo chamado Tolypocladium inflatum,
consegue atuar na diminuicdo da secre¢do de citocinas pro- inflamatorias. Esse
medicamento foi desenvolvido e aprovado para prevencdo e rejeicdo de oOrgaos
transplantados. Atualmente, seu papel na terapia da psoriase ja esta bem
estabelecido, exercendo efeito inibitorio sobre a ativagédo dos linfocitos T'%7. Apds a
administragao do farmaco, o agente liga-se a uma imunofilina denominada ciclofilina,
formando um complexo que inibe a enzima calcineurina, uma fosfatase proteica
serina/treonina dependente de calcio e calmodulina. A calcineurina ativa o fator
nuclear da célula T, que no nucleo regula positivamente a expresséao de interleucinas.
Esse bloqueio inibe o sinal de transdugao célular que por fim inibe a producéo de
citocinas pro-inflamatoérias como IL-2 e interferon-y. A diminuicdo dos fatores pro-
inflamatorios, consequentemente reduz a ativagao de linfocitos T, estes sensiveis a
acéo da ciclosporina®®.

A ciclosporina € uma substancias muito efetiva na terapia da psoriase em
placas, em casos moderados a graves em adultos®®. Sua associagdo com acitretina e
metotrexato era muito recorrente entre os dermatologistas, o que permitia doses
menores com maiores chances de eficacia. Antes de o metotrexato cair em uso
somente em excecgbes, observava-se que a combinagdo de ciclosporina com
metotrexato aumentava o efeito terapéutico e minimizava os efeitos adversos que
eram desenvolvidos com o uso persistente de um unico agente em doses mais altas.
No controle de exacerbagbes agudas a associagdo medicamentosa ainda é
considerada util para conter a proliferagdo queratindcitica’. Aydin et al., conduziram
um estudo com 20 pacientes portadores de psoriase em placas, onde 0os mesmos
foram tratados com a combinagé&o de ciclosporina 3,5mg/kg/dia em duas doses iguais
e metotrexato 10mg intramuscular em dose Unica semanalmente. Em
aproximadamente 9 semanas, a melhora das lesdes ja eram significativas em 70%
dos participantes da pesquisa e em determinados pacientes a resposta ao tratamento
era quase que imediata’®. Ja a associagdo feita com ciclosporina e acitretina é
realizada com a intengdo de minimizar o alastramento das les6es pré-malignas que

ocorrem a partir dos efeitos adversos da ciclosporina’.
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A ciclosporina apresenta rapida melhora nas lesdes psoriaticas e a relagao
risco-beneficio é aceitavel para um tratamento de curta duracdo (maximo 12
semanas). Entretanto, esse farmaco possui diversas contraindicagdes, tais como:
gravidez e lactacdo, insuficiéncia renal, disfungdo hepatica, hipertensao, infec¢des
nao controladas, doengas malignas, uso concomitante com fototerapia, uso
concomitante com agentes imunossupressores, retinoides ou uso prévio, em longo
prazo, de metotrexato®°.

Protocolos de tratamento com associagbes de medicamentos sistémicos (tais
como retinoides ou ciclosporina) apresentam resultados positivos na contencao das
dermatoses. Geralmente a associacdo de uma ou mais classes de farmacos esta

relacionado com o grau de severidade das lesdes®.

1.1.2.7 Compostos biologicos

Nas ultimas décadas, a industria farmacéutica alcangou grandes contribuigdes
para a medicina por meio do desenvolvimento de medicamentos biologicos eficazes
para tratar diversas doencgas, inclusive as autoimunes, gragas as inovagdes
tecnoldgicas dos compostos bioldgicos®. A produgéo de farmacos sintéticos parece
diminuir enquanto a biotecnologia contribui na obtengcédo de anticorpos monoclonais,
hormonios, citocinas, fatores de crescimento, entre outros''®. A quimica se fez
parceira da biologia molecular e industria farmacéutica, antes inimaginaveis. Agora
sdo produzidos farmacos a partir do cultivo célular. O dominio da técnica de DNA
recombinante na década de 1970 deu suporte para essa nova fase, revolucionando
varias areas de conhecimento'".

Entre os compostos biologicos estdo principios ativos de medicamentos
inovadores para o tratamento de doengas crdnicas, como céancer, diabetes, artrite
reumatoide, psoriase, outras doencgas autoimunes e muitas outras. Os medicamentos
bioldgicos sao produzidos e extraidos de organismos vivos, como bactérias e células
humanas. Das bactérias, tendo como exemplo a E. coli, sdo obtidos por tecnologia de
DNA recombinante, insulina, eritropoietina, horménio do crescimento, entre outros, ao
passo que, os anticorpos monoclonais sdo obtidos a partir de um linfocito B
monoclonal e sdo administrados em especial em doengas autoimunes''?. Diferente

dos medicamentos sintéticos tradicionais, que sdo em geral pequenas moléculas
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constituidas por dezenas ou centenas de atomos, os medicamentos biolégicos s&o
formados por macromoléculas constituidas de milhares de atomos. Por esse motivo,
os biofarmacos precisam ser administrados por via parenteral, uma vez que sua
estrutura pode ser digerida ou n&o absorvida pelo trato gastrintestinal''3.

A obtengao das macromoléculas foi possivel a partir do dominio da tecnologia
chamada de DNA recombinante''*. As células hospedeiras recebem um gene com
uma sequéncia especifica de acidos nucleicos de interesse, transformando-a em uma
fabrica de anticorpos monoclonais, por exemplo. Apds o cultivo célular e produgao da
proteina, inicia-se o processo de separacao e purificacdo do produto obtido,
envolvendo procedimentos complexos de modo a garantir a esterilidade e estabilidade
das proteinas/anticorpos/peptideos. Usados no tratamento de doengas importantes,
os biofarmacos mais importantes sao as citocinas, horménios, fatores de crescimento
e de coagulagdo sanguinea, os anticorpos monoclonais e as vacinas''2.

Diferentes dos medicamentos sistémicos tradicionais que afetam todo o
organismo, os farmacos bioldgicos sdo gerados para atuar em um alvo especifico’s.
Na psoriase, o tratamento com anticorpos monoclonais ja € uma realidade e alvos
como o TN, IL-17, IL-12 e IL-23 ja possuem mais de um medicamento que atuam
sobre eles. A indicagéo para o uso se da quando o paciente ja possui idade superior
a 18 anos, quando as terapias medicamentosas classicas se mostrarem ineficazes ou
ndo toleradas e para pacientes com incapacidade fisica devido a artrite psoriatica’"®.

O adalimumab’, um anticorpo monoclonal anti-TNF foi o primeiro anticorpo
monoclonal que veio ao encontro do tratamento da psoriase, desenvolvido pela
primeira vez em 2002 pelo laboratorio Vetter Pharma-Fertigung, sediado em
Ravensburg (Alemanha). O tratamento com o do adalimumabe é recomendado como
primeira etapa de segunda linha apds falha, intoleréncia ou contraindicagéo ao uso da
terapia classica''’. Anos posteriores outros nomes apareceram no mercado, tais
como: etanercept®® em 2004, infliximab''® no ano de 2006 e certolizumab''® em 2018.
Atualmente’®, o etanercept é o Unico farmaco bioldgico aprovado para o uso em
pacientes pediatricos (menores de 17 anos), e esta recomendado como primeira etapa
de segunda linha apds falha o tratamento classico. O bloqueio da produgao de TNF
ajuda a interromper o ciclo inflamatério da doenga psoriatica®. No entanto, o
composto nao é isento de efeitos adversos que podem ser graves e decorrem entre

aumento na incidéncia de infec¢cdes oportunistas, reativacdo da hepatite B,
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tuberculose, doenca desmielinizamte do sistema nervoso central, desenvolvimento
de linfomas, reag¢des alérgicas, imunossupressao, alteragdes cardiacas, alteragdes
hepatobiliares dentre outros'?.

As terapias direcionadas para o eixo IL-23-IL-17 € a classe mais recente
estudada, uma vez que a IL-23 induz linfocitos T auxiliares a secretar a IL-17 que em
nivel de queratinécitos aumenta a secregdo de quimiocinas, TNF e INF gama. O
primeiro anticorpo monoclonal desenvolvido para esse eixo foi o ustekinumab'??, em
2009 pela empresa farmacéutica Cilag AG, sediada em Schaffhausen (Suiga).
Posteriormente a industria farmacéutica colocou no mercado o guselkumab, que em
2017, foi o primeiro inibidor da IL-23 aprovado para o tratamento de psoriase em
placas e, em 2018, foi aprovado para tratamento de artrite psoriatica’®?, além do
tildrakizumab'?* (em 2018) e o risankizumab'?® (2019). Percebe-se que sdo inovagoes
recentes. Se por um lado estes compostos representam avancgos, a indicacao deles
depende de uma criteriosa avaliagao na relacéo risco-beneficio, pelo custo alto dos
mesmo e porque efeitos adversos importantes comegam a ser relatados. Os efeitos
adversos mais pertinentes que podem fazer o paciente ndo suportar esta modalidade
terapéutica sdo: aumento de infecgbes virais, reativacdo de infecgdes latentes,
reacbes de hipersensibilidade, insuficiéncia hepatica e renal'?6.

A estratégia do bloqueio da IL-17 em pacientes com psoriase parece ser a mais
promissora, pois a IL-17 é indicada pela maioria dos estudos cientificos como a
principal citocina efetora envolvida na patogenia da psoriase. Nas lesdes psoriaticas,
existem niveis elevados de IL-17 que por sua vez, na resposta inflamatoria, traduz-se
em recrutamento e acumulo de neutrdfilos, linfécitos e fatores pro-inflamatoérios nas
lesbes. Atualmente, dois anticorpos monoclonais sao capazes de inibir o eixo de
biossinalizagdo da IL-17: o secukinumab'?’ desenvolvido em 2015 pela Novartis
Pharma Stein, sediada em Stein (Suicga) e ixekizumab'?®, desenvolvido em 2017 pela
empresa farmacéutica Eli Lily and Company, sediada em Indianapolis (EUA). Segundo
a CONITEC, o secuquinumab é indicado na segunda etapa ap0os a falha, intolerancia
ou contraindicagdo ao adalimumabe (anti-TNF)'?°. O brodalumab®, outro composto
desenvolvido, atua de forma um pouco diferente; ele boqueia o receptor da IL-17,
diminuindo assim a biossinalizagdo mediada pela mesma. E indicado no tratamento
da psoriase em placas (nas formas moderada, crénicas e severas). No entanto,

também comegam a aparecer relatos de efeitos adversos significativos, tais como:
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aumento de Infecgdes por bactérias e virus, reativacao de tuberculose, reagdes de
hipersensibilidade e imunogeniciadade'°.

Cuidados especiais no armazenamento dos medicamentos biologicos é de
suma importancia para garantir eficacia deles, uma vez que, a estabilidade é garantida
quando armazenados sob refrigeracdo, ndo podendo ser congelados. Em altas
temperaturas, os medicamentos perdem sua eficacia. Apesar de serem formas de
tratamento modernos com diversas possibilidades, esses tratamentos envolvem um
custo bastante alto e podem acompanhar uma serie de efeitos adversos, tais como:
ocorréncia de infecgdes, reagdes infusionais, reagdes hematoldgicas, neuroldgicas,
gastrointestinais, cardiovasculares, entre outros3!.

O wuso de pequenas moléculas que neutralizam (interferem na) a
biossinalizagdo por citocinas por meio de agentes biologicos melhorou
significativamente a eficacia terapéutica do tratamento de doencgas autoimunes,
incluindo a psoriase. Esses medicamentos sao geralmente seguros e bem tolerados,
mas, como qualquer medicamento novo, efeitos indesejaveis também comegam a ser
relatados. Na psoriase, os riscos basicamente associados ao tratamento com estes
biofarmacos incluem o aumento do risco de infec¢g&o no trato urinario, gastrintestinal,
infecgdo no trato respiratorio superior e inferior, peles e outros tecidos moles,
infecgbes heréticas e artrite séptica’®?.

Ja tem sido registrado que pacientes tratados com inibidores da IL-17 tem risco
aumentado de infec¢ao por Candida albicans, ao passo que, pessoas com défice de
IL-23 s&o susceptiveis a bactéria salmonela’3. Shalom em 201534, observou em seu
trabalho que o uso de produtos bioldégicos em combinagdo com o metotrexato, pode
aumentar o risco de reativacdo de uma infecg¢ao por varios virus, tendo como exemplo
o virus Herpex zoster. A tuberculose € uma das condigdes mais graves e recorrentes
em pacientes em tratamento com biologicos. Esses pacientes costumam aparecer
com diagnéstico de tuberculose extrapulmonar e disseminada precocemente ou
tardiamente. Tratamentos com adalimumabe e Infliximabe (anti-TNF) podem
predispor a ativacido de casos de tuberculose latente, podendo culminar em ébito. Nos
casos de tuberculose latente ndo é recomendado o uso de adalimumabe e etanercept

e os bioldgicos indicados pela CONITEC s3o os ustequinumabe ou secuquinumab?.
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1.1.2.8 Limitagbes, desafios e desenvolvimento de novos medicamentos

Como demonstrado, existem varias opc¢des terapéuticas para tratar psoriase
atualmente. Por outro lado, um estudo muito significativo foi publicado por uma
parceria multinacional de pesquisadores originarios da América do Norte (Canada e
Estados Unidos) e mais cinco paises da Europa (Reino Unido, Espanha, Franca,
Alemanha e lItalia); um estudo realizado desta forma para reduzir ao maximo viéses
determinados por fronteiras geograficas e de estudos baseados em dados obtidos de
amostras de sujeitos originarios de clinicas em especifico. Este estudo teve autoria de
Lebwonhl et al.” e foi publicado no Jornal da Academia Americana de Dermatologia.
Foi um estudo populacional multinacional que envolveu 3.426 pacientes com psoriase
e 781 médicos/clinicos. Este estudo, entre outros, embasaram um relatorio sobre
psoriase que foi apresentado e discutido na 67° Assembleia da OMS. Nesta
assembleia foi reconhecida a necessidade de aumentar a conscientizacdo em relagao
a doencga da psoriase, o combate a estigmatizagao sofrida por pessoas com psoriase,
e em particular, através de atividades realizadas anualmente. Foi criada a Resolugéo
EB133.R2'% que instituiu o dia 29 de outubro nos Estados-Membros como o dia
mundial da psoriase’%136, Os proponentes solicitaram ao Diretor-Geral: (1) para
chamar a atencdo para o impacto da psoriase na saude publica, publicando um
relatorio global sobre a psoriase, incluindo a incidéncia e prevaléncia globais,
enfatizando a necessidade de mais pesquisas sobre psoriase e identificagcdo de
abordagens bem-sucedidas para integrar a gestdo em servigos existentes para as
doencas nao transmissiveis, para as partes interessadas, em particular os decisores
politicos, até ao final de 2015; (2) incluir informagdes sobre o diagndstico, tratamento
e cuidados da psoriase no site da OMS, com o objetivo de aumentar a conscientizag&o
publica sobre a psoriase e seus fatores de risco compartilhados, e para proporcionam
uma oportunidade de educagao e maior compreensdo sobre a doenga e o risco de
desenvolvimento de comorbidades, que s&o inumeras, como por exemplo: artrite,
depressdo, doenga inflamatéria do intestino (Doenga de Crohn), doencgas
cardiovasculares, linfomas, Doenca de Parkinson, ansiedade; além das doencas
relacionadas ao tratamento, tais como: dislipidemia, nefrotoxicidade, hipertenséao,
hepatotoxicidade, entre outros®”.
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O estudo de Lebwohl et al.” revelou um forte descontentamento dos pacientes
sobre os tratamentos disponiveis para psoriase. Menos de 25% relatou alguma
satisfagdo em relacao a terapia. A maioria dos pacientes relatou insatisfacéo devido a
baixa seguranga (muitos efeitos adversos, imunossupresséo (re)ativagao de doengas
oportunistas), baixa tolerabilidade e baixa eficacia dos tratamentos disponiveis. Os
pacientes com casos moderados a severos; para 0s quais foram prescritos
medicamentos de administragdo por via oral, quase 60% deles haviam descontinuado
o tratamento devido alguns dos motivos mencionados, que muitas vezes pareceram
ser comuns entre estes pacientes. Cerca de 60% dos pacientes com psoriase
artropatica ndo estavam tratando os problemas nas suas articulacbes devido aos
mesmos motivos’.

Todos os inconvenientes relatados para os tratamentos tradicionais, também
foram relatados pelos pacientes para os quais foram prescritos terapias com
compostos biologicos. Devido a forma de administracdo destes medicamentos (por
via injetavel), muitos pacientes relataram ter descontinuado o tratamento, novamente
devido a baixa seguranca, tolerabilidade e eficacia. Somado a esses fatores, esses
pacientes ainda relataram muita ansiedade, medo e desconforto causados pelas
injecbes, que no geral, precisam ser autoaplicadas. Todos os estes foram motivos
relatados pelos pacientes para ndo aderir aos tratamentos disponiveis. O estudo
revelou que até 46% dos pacientes consideram os efeitos colaterais do tratamento
piores do que aqueles da propria doenca e mais de 85% deles acredita na
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos’.

A associacao de medicamentos orais, topicos e fototerapia precisa ser avaliada
com o clinico, onde a relagao risco/beneficio deve ser avaliada criteriosamente, uma
vez que, a maioria dos medicamentos deve passar pelo figado e as substancias
resultantes do metabolismo podem levar a uma toxicidade hepatica ou até mesmo

manifestar uma outra doenga’.
1.1.2.9 Imunopatogénese da psoriase
A psoriase é uma genodermatose multifatorial que esta associada com fatores

genéticos, ambientais e até sociais®. Na verdade, ja foram identificados mais de 15
loci com pontos de mutagdes de susceptibilidade para psoriase. Os principais genes
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envolvidos pertencem ao sistema antigeno leucocitario localizado no cromossomo 6,
relacionado com imunidade inata e adaptativa, responsavel pela expressdo dos
receptores do complexo principal de histocompatibilidade'®”. Dados apontam que
existe um papel importante de variantes génicas envolvidas na patogenia da psoriase,
tais como: genes envolvidos na apresentacdo de antigenos, polarizagéo de respostas
de célula T, eixo IL-23 / IL-17, interferon tipo 1, entre outros'3.

Descobertas vem apontando uma regido do cromossomo 6 como proponente
adjunto na psoriase, ou seja, loci do sistema antigeno leucocitario humano. Um unico
locus génico n&do determina a susceptibilidade de uma patogenia, porém, hoje é
sabido que existe uma associagdo genética importante na manifestagdo da psoriase
com o locus HLA-Cw6, e caucasianos tem 10x mais chances de desenvolver
psoriase’®. A partir de 2006, HLA-Cw6 passou a ser tratado como um locus alelo da
susceptibilidade a psoriase PSORS1'%, Pacientes portadores do PSORS1 sozinho
nao desenvolvem psoriase, entretanto, um estudo recente mostrou que portadores
dominantes de psoriase gutata eram portadores desse alelo'!.

Por outro lado, a resposta imunoldgica classica da psoriase se da a partir da
biossinalizagdo mediada Th1, Th17, DCs e macrofagos. Entretanto, nos ultimos anos
outros Th estdo sendo associados a progressédo da doenga, tais como: Th9, Th21 e
Th22'42, A teoria melhor aceita até o momento € apontada por Nestle e colaboradores
(Figura 8)". Acompanhando a Figura 20 é possivel observar que fatores genéticos e
ambientais est&o relacionados a patologia da doenca.

A partir de uma “gatinho”, como por exemplo a exposi¢do a microorganismos,
estresse e traumas, inicia-se uma biossinalizacdo que inclui a formagao de um
complexo que inclui o DNA + catelicidina LL-37 (autoantigeno), que por sua vez
estimula a secrecao de diversos fatores pré-inflamatérios. Esse complexo DNA-LL-37
é levado pelas APC até os linfonodos e apresentados aos ThO, que a partirda IL-12 e
IL-23 os diferencia em células efetoras Th1 e TH17 respectivamente. Os linfécitos que
expressam os receptores de quimiocinas CCR6, CCR4 e CXCR3 migram para o tecido
da pele ao longo dos gradientes de quimiocinas. Os principais fatores pro-

inflamatdrios envolvidos nessa doenca discorre entre a IL-23, IL-17, IL-22, TNF, INT-
Y143_



Figura 8 - Mecanismo imunopatolégico da psoriase
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Fonte: adaptada de Nestle et al."’

Essas citocinas atuam principalmente sobre os queratinécitos levando a
hiperproliferacdo e maturacdo precoce dos mesmos, além de induzir a producao de
peptideos antimicrobianos (catelicidina LL-37 e B-defensinas) e quimiocinas (CXCLA1,
CXCL9,CXCL11 e CCL20)'3. O TNF também é secretado pelos Th1 e Th17 e séo
responsaveis pela hiperproliferacdo dos queratinécitos e pela estimulagcdo da
angiogénese. A secregédo de TNF promove a liberagao da IL-19, IL-20 e IL-24, essas
responsaveis por atuar a nivel de transducdo de sinal, a partir da fosforilacédo de
Stat3'44. A IL-17 sinaliza grande parte das células imunoldgicas e estimulam os
queratindcitos a liberar mais citocinas que interagem na resposta imunoldgica'®. O

interferon-y é responsavel por ativar o fator nuclear kappa B, um fator de transcri¢ao
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de proteinas proé-inflamatérias recorrentes na sinalizagdo da imunopatogénese da
psoriase'. O Th17 secreta também o fator de crescimento transformante B, um
ligante do fator de crescimento epidérmico responsavel por promover a maturagao
precoce dos queratindcitos, o que promove um espagamento descontrolando da
camada cornea'®. Um ponto chave que ocorre nesse mecanismo € o
epiteliotropismolinfoide de células T controlado através da interagéo da integrina a1p31.
Além dos linfécitos T, no epitélio inflamado é possivel encontrar células NK e
neutréfilos'43.

Nos ultimos anos, estudos clinicos experimentais vem apontando uma possivel
sinergia entre subgrupos de T helper capazes de ocasionar um ciclo vicioso com
liberagéo de interleucinas ativadoras de linfocitos™2. O Th9 parece participar do
processo inflamatério que ocorre no inicio das lesdes. Foi possivel observar uma
quantidade elevada de Th9 e IL-9 nas lesbes psoriaticas’®. Sua ativagado se da a partir
da liberagao de IL-4 e IL-2 pelos Th17. Consequentemente, a IL-9 liberada por Th9,
ativa Th17 que ira orquestrar a sinalizagdo de outros subgrupos de células Th'’. O
Th21 também parece estar associado a progressao da doenga, uma vez que, a partir
da IL-21 ocorre o aumento da demanda de Th17, NK e células CD8. A IL-21 parece
atuar a nivel de transcricdo de sinal potencializando a efeito mitogénico nos
queratinécitos™?. O fenotipo das lesbes psoriaticas parecem ter relagdo com a
intensidade da secregdo da IL-22 pelos Th-17"¢ e Th22'2 no tecido epidérmico. Em
um modelo de imiquimode envolvendo camundongos com deficiéncia de IL-22, foi
possivel observar uma diminuicdo na formacdo de lesdes psoriasiformes, em
particular na formacgéo de acantose'#.

Ainda mais recente, no ano de 2018, um trabalho realizado por Reich e
colaboradores apontou que uma possivel diferenciagao induzida pode levar o Th17 a
um fendtipo n&o patogénico e patogénico. Essa teoria leva em consideragao a IL-23,
citocina que facilita o desenvolvimento de inflamagdo em numerosas patologias
autoimunes. Na Figura 9 é possivel observar que as citocinas IL-6 e TGF-3 induzem
linfocitos T naive a diferenciarem-se em linfocitos Th17 ndo patogénicos, que
secretam |IL-17 que ira participar da resposta imune celular de forma a atenuar o dano.
O Th17 nao patogénico, ainda secreta a IL-10, que tem como principal func¢do inibir a
sintese de citocinas pro-inflamatorias, como por exemplo o IFN, IL-2, IL-12 e TNF. Por
outro lado, a secregdo anormal da citocina IL-23 origina células Th17 patogénicas,
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que secretam de forma anormal a IL-17, IL-22 e INF-y, sabidamente relacionado a
promog¢ao da doenca psoriatica’. Ja é sabido que pacientes com psoriase sofrem de
uma deficiéncia relativa na expressao cutanea de mRNA de IL-10 em comparagao a
outras dermatoses e, um estudo evidenciou que pacientes em terapia antipsoriatica
apresentaram uma expressao maior desse mRNA de IL-10, sugerindo um efeito um

antipsoriatico'".

Figura 9. Diferenciacdo induzivel de Th17 patogénico na presencga de IL-23.
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Fonte: Adaptado de Reich et al.'™

Diante do exposto, € possivel compreender que diversas células do sistema
imunolégico e subgrupos de Th atuam de forma integrada na biossinalizagao
imunologica na psoriase de diversas formas, promovendo uma ativagdo imunologica

constante.

1.1.3 Modelo de inducao de lesdes psoriasiformes com imiquimode

O uso de animais de laboratorio contribui extensivamente para o entendimento
da fisiopatologia da psoriase e esclarecimento de suas vias de biossinalizagao, uma
vez que, modelos in vivo assemelham-se muito com a lesdo psoriatica humana, pelo
fato de acometer mais de um sistema anatdbmico e mobilizar toda uma cascata de
sinalizag&o imunoldgica'®?.

Os primeiros modelos experimentais robustos para estudar psoriase no
contexto animal foram descritos somente a partir de 1999, com um estudo americano
onde xenoenxertos de pele psoriatica humana foram transplantados em camundongos
imunodeficientes, com posterior estimulagdo imunoldgica a partir da administracéo de

citocinas proé-inflamatdrias. Esse modelo se mostrou oneroso, requerendo muita
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experiéncia técnica, além de ser limitado, uma vez que utiliza animais
imunodeprimidos’3. Por motivos como esses, o modelo de indugdo de lesdes
psoriasiformes feito com a administracdo topica do farmaco imiquimode em
camundongos tem sido considerado entre os mais vantajosos.

O imiquimode foi sintetizado pela primeira vez em 1997 e seu uso clinico em
principio visava tratamento de verrugas genitais e perianais, geralmente causada pelo
virus da Herpes Simples e papiloma virus. O tratamento com imiquimode também é
util para lesdes cutdneas pré-cancerosas, tais como queratoses actinicas e
carcinomas de células basais superficiais. Devido ao tamanho relativamente pequeno
da molécula e a alta hidrofobicidade, o farmaco é adequado a administragéo topica’®.

Inicialmente, no ambito clinico, foi observado que pacientes com psoriase
controlada, que utilizavam imiquimode para tratar células pré-cancerosas,
apresentavam quadros de exacerbacdo da psoriase na area tratada e em locais
distantes de onde era feita a aplicagdo topica de imiquimode'®®. A partir desses
achados, os pesquisadores comegaram testar o imiquimode em camundongos, e foi
possivel observar que o farmaco induzia lesdes semelhantes as lesdes psoriaticas na
pele dos roedores. O modelo de imiquimode baseia-se na ativacdo do sistema imune
a partir da administragéo tépica do mesmo na pele de camundongos'*.

A ativacdo imune ocorre pela ligagdo do imiquimode com receptores tipo toll
like, tais como TLR7'%® e TLR8'%". Esses receptores sdo encontrados tanto em
humanos como em roedores. Como resposta biolégica, apos a aplicagdo de
imiquimode na pele de camundongos, € possivel observar um aumento significativo
de células dendriticas plasmocitoides na epiderme e aumento da producdo de
citocinas, tais como: TNFa, IFN-y, IL-10"%8 e IL-17'%°, todas estas caracteristicas
comuns da psoriase em humanos®%8'. Em amostras de pele de roedores estimulados
com imiquimode foi possivel observar um fenotipo muito semelhante aquele da
psoriase humana, tais como paraceratose, espessamento epidérmico e acantose'%.

Motivos como esses tornam o modelo imiquimode um modelo rapido, robusto
e relevante para a indugéo de lesdes psoriasiformes na pele de camundongos, sendo
considerado entre os melhores para pesquisas que visam o desenvolvimento pré-
clinico de novos farmacos para psoriase. Como o modelo € funcional em varias
linhagens de camundongos, esse modelo tem sido cada vez mais citado na literatura

cientifica194.161.162
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1.1.4 Sistema nervoso, pele e psoriase

A conexao entre a pele e o sistema nervoso comega no periodo embrionario a
partir das células-tronco pluripotente que dao origem aos folhetos germinativos que
originam diversos orgéos e tecidos. Os folhetos embrionarios se dividem em trés
camadas: ectoderma, endoderma e mesoderma. O ectoderma € aquele que esta em
contato com o meio externo do organismo e € deste folheto que se originam todas as
estruturas do sistema nervoso (encéfalo, nervos, ganglios nervosos, medula espinal,
sistema nervoso periférico, entre outros). Além disso, o ectoderma é responsaveis por
originar as células da epiderme (queratinécitos) e anexos epidérmicos (unhas,
glandulas e pelos), assim como as mucosas, esmalte dos dentes, hipofise, olhos, entre
outros. As células do mesoderma preenchem todo espaco entre a ectoderma e a
endoderme. O mesoderma é responsavel por formar a derme, os musculos, o sistema
circulatorio, sistema esquelético, sistema excretor e reprodutor. O endoderma € o
folheto mais interno do embrido e é responsavel por originar epitélios, como por
exemplo o epitélio da faringe, laringe, traqueia, pulmdes, trato gastrointestinal, bexiga,
vagina e uretra'63-165,

A relacao do sistema nervoso com o sistema tegumentar pode explicar de certa
forma a exacerbacdo de determinadas doengas dermatoldgicas frente as doencgas
psicologicas. Atualmente, ja esta bem esclarecido que o sistema nervoso
desempenha um papel importante ao lado dos processos imunologicos. Ha uma
conexao temporal clara com o estresse emocional, que inclui problemas financeiros,
transtornos de ansiedade e depresséo, irritabilidade e baixa autoestima'6.167 A
psoriase ndo esta relacionada apenas com as citocinas, mas também com a
biossinalizagdo nervosa, que inclui a influéncia de neuropeptidios'68-172,

A pele é abundante constituida por nervos motores autonémicos e por nervos
sensoriais somaticos, cujos corpos celulares estéo localizados dentro dos ganglios da
raiz dorsal e os ganglios sensoriais cranianos. Ja foi descrito na literatura que a
inervacdo da pele em lesbes psoriaticas € maior do que em uma pele normal'®®, A
inervacao excessiva é considerada um importante causa do prurido e hiperalgesia que
leva a alteragdes no equilibro de diversas proteinas, com por exemplo do fator de
crescimento nervoso e seus receptores. O fator de crescimento nervoso pode

participar da ativagéo de linfocitos e na promog&o da angiogénese'6%:173,
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As sensagdes de prurido e hiperalgesia sdo geradas pela ativagao de varios
receptores e, nesse contexto, podemos citar a superfamilia potencial receptor
transiente (TRP) que desempenham um papel fundamental na psoriase'®®. Ja foi
descrito na literatura que pacientes com psoriase tem concentragdes elevadas de TRP
na pele, no entanto, estudos clinicos direcionados a alteragdo de neurdnios
nociceptivos na psoriase ainda ndo estao disponiveis'’4175_ A liberagdo descontrolada
de neuropeptidios do subgrupo de TRPA1/TRPV pode causar inflamagéo
neurogénica'’s,

A ativacado dos neurdnios nociceptivos leva a liberacdo de neuropeptidios que
modulam diretamente as respostas imunolégicas locais'®®. Na pele as APC, fibras C,
queratindcitos, células endoteliais, células de Merkel, células de Langerhans,
fibroblastos e leucdcitos expressam receptores de neuropeptideos, como por exemplo
o RAMP, NKRs, VPAC1, VPAC2, tornando possivel uma polarizagdo dinamica’®®.
Niveis elevados do peptideo relacionado ao gene da calcitonina e do peptideo
intestinal vasoativo (VIP) ja foram encontrados em amostras de pele psoriaticas,
ambos relacionados com a proliferagdo de queratindcitos. Também ja foi verificado
que pacientes com psoriase possuem o conteudo de substédncia P elevado,
acompanhado por um aumento da expresséo de seus receptores’’’,

As catecolaminas  dopamina, norepinefrina e  epinefrina  sao
neurotransmissores monoaminérgicos produzido em principio pelo sistema nervoso
central. No entando, hoje ja é sabido que os queratindcitos e melandcitos por meio de
uma biotransformagéo da tirosina sintetizam essas catecolaminas. As catecolaminas
regulam a resposta imune cutdnea por meio da sintese de citocinas pro-anti-
inflamatdrias'’!. As catecolaminas modulam a fungdo do sistema imunolégico pela
inducdo de uma resposta efetora, por meio da interacdo com seus receptores
dopaminérgicos e adrenérgicos expressos nas células imunoldgicas'’’. Os receptores
de dopamina estdo localizados em especial nos queratindcitos, ao passo que, 0s
receptores adrenérgicos estdo presentes na epiderme e derme, com maior
predominancia de vasos sanguineos e queratinocitos'’”178. A ativagdo dos receptores
de adrenalina e noradrenalina ja foi relacionada com a diminui¢do da capacidade de
apresentagdo de antigenos pelas celulas de Langerhans™"®.

A histamina é um mediador da inflamagdo produzida em principio pelos
mastécitos e basdfilos. No entanto, hoje ja € sabido que a histamina é sintetizada
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pelas células do sistema neuroenddcrino e secretada pelas células do sistema
imunoldgico, tanto em nivel sistémico quanto local. Em mamiferos adultos, os
neurdnios histaminérgicos s&o encontrados exclusivamente na regido tuberomamilar
do hipotalamo posterior'8%.181 Na epiderme, os queratinécitos expressam H1R e H2R,
enquanto os melandcitos possuem apenas H2R. Ja foi descrito que as células Th1
expressam receptores de histamina H1R, que induz a sintese de IFN-y, que
consequentemente aumenta a resposta adaptativa, ao passo que, H2R parece
suprimir a resposta imune mediada por TH1 e TH2. Ainda na pele € possivel encontrar
o receptor de histamina H3R em certas fibras axonais AR que terminam nos
corpusculos de Meissner, queratinécitos e células de Merkel'71:180.181,

A serotonina € um neurotransmissor presente em eventos inflamatorios e sua
sintese é realizada principalmente por neurénios mesentéricos e do cérebro'®. Hoje
ja & sabido que queratinocitos, foliculos capilares, glandulas e vasos sanguineo
sintetizam serotonina. Com relagdo ao sistema imunoldgico, varias vias catabdlicas
produzem serotonina e o0s metabodlitos genéricos podem afetar o sistema
imunoldgico'”. O sistema serotonérgico é expresso em uma variedade de leucdcitos
e podem participar em uma variedade de efeitos imunorreguladoras, que incluem
sintese de citocinas, proliferagdo, quimiotaxia e ativagao celular. Ja foi descrito que o
receptor 5-HT1A esta expresso em mastécitos e melandcitos, o 5-HT2A é expresso
por linfécitos T e o 5-HT3 esta localizado nos queratinécitos, onde a serotonina
promove a diferenciacéo e proliferagéo’”"182,

A relacao dos neuropeptidios com citocinas pro-inflamatérias vem sendo alvo
de estudos no Ambito da psoriase’”%183, Ja foi observado que na presencga de TGF-B,
a substancia P pode induzir a diferenciacao de células Th17 por meio da mediagao do
receptor de neurocinina-1'8. Ja foi observado que citocinas pro inflamatorias, como
por exemplo a IL-17, IL-31 e IL-33, podem induzir anormalidades na sensibilidade dos
neurdnios nociceptivos'’4. Além disso, a substancia P e a taquicinina Hexokinase-1
mediados pelo receptor de neurocinina-1, podem levar as células Th17 a produzir IL-
17. In vitro ja foi possivel observar que os sinais do eixo VIP-VPAC1 na presenca do
TGF-B podem influenciar a resposta das células T CD4 em direg&o ao th17184.18
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1.1.5 BDN e doencgas autoimune

Mais recentemente, em paralelo ao contexto apresentado, relatos de casos
sugerindo remissao de doencgas autoimunes tratadas com BDN, uma forma inovadora
de administrar a naltrexona, vém aparecendo cada vez mais na literatura cientifica'®®.
Esse tratamento corresponde a uma forma de administragdo da naltrexona em doses
tdo baixas quanto 0,1 mg/kg, ndo ultrapassando 5 mg/dia, por periodos
prolongados'?°. Relatos de casos e até estudos pré-clinicos e clinicos, tém sido
publicados relatando efeitos terapéuticos de BDN em doengas crénicas autoimunes,
tais como: esclerose multipla’®20212223. ¢ doenga de Crohn?, em condi¢des
dermatoldgicas?®, como também em sindromes idiopaticas, tendo como exemplo a
fibromialgia?®-?’, entre outras?.

No caso da esclerose multipla, area na qual existem mais estudos com BDN,
ensaios clinicos'%2"22 mostraram que a terapia foi bem tolerada e n&o causou reagdes
adversas, enquanto melhorou significativamente a qualidade de vida dos pacientes.
Resultados semelhantes foram observados em modelos animas de esclerose
multipla®®23, sugerindo que BDN apresenta um potencial terapéutico, € seguro e
barato. Um estudo envolvendo 40 pacientes com esclerose multipla, realizado em
Mildo na Italia, administrou 2 mg de naltrexona em capsulas no exato momento de ir
dormir durante as 4 primeiras semanas e posteriormente 4 mg de naltrexona por via
oral durante 6 meses. Os pesquisadores conseguiram mostrar que BDN foi capaz de
aumentar a concentracido plasmatica de B-endorfina nos pacientes. A concentragao
de B-endorfina comegou a aumentar 3 meses apods o inicio da terapia, permanecendo
elevada até 1 més apos a descontinuagdo do tratamento. Esse estudo também
sugeriu segurancga e boa tolerabilidade por parte dos pacientes com esclerose multipla
a terapia com BDN?%,

Dois estudos envolvendo pacientes com fibromialgia mostraram beneficios da
terapia com BDN. No primeiro caso, 10 mulheres tomaram uma capsula por dia
contendo 4,5 mg de naltrexona durante 8 semanas. BDN causou uma reducdo de
cerca de 30% dos sintomas em relagao ao grupo placebo. O limiar de dor mecanica e
de calor foi atenuado durante o tratamento com BDN. Os autores levantam a hipotese
de que o beneficio tenha ocorrido devido a inibicdo da atividade da microglia no

sistema nervoso central, uma vez que pode ser antagonizada pela naltrexona?®.
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No segundo estudo, randomizado, duplo-cego, 14 mulheres com fibromialgia
receberam 4,5 mg de naltrexona diariamente durante 22 semanas. Foi possivel
observar uma reducgao do nivel da dor no grupo que recebeu BDN, quando comparado
ao grupo placebo. Neste estudo, nenhum efeito colateral foi relatado?’.

Em uma revisdo realizada por Segal e colabores?*, dois estudos foram
identificados envolvendo pacientes que relataram um efeito terapéutico de BDN sobre
a doenca de Crohn. O primeiro estudo foi realizado com 34 pacientes adultos e avaliou
a eficacia e seguranca de BDN (4,5 mg /dia) durante 12 semanas de tratamento da
doenga de Crohn. O segundo estudo avaliou 12 pacientes pediatricos durante 8
semanas de tratamento com BDN (0,1 mg/kg, maximo 4,5 mg/kg dia). O principal
objetivo do estudo pediatrico foi avaliar a segurancga e a tolerabilidade de BDN. No
estudo realizado com adultos, foi observado que 30% dos participantes tratados com
BDN tiveram remissao clinica em 12 semanas, em comparagao com 18% dos
participantes tratados com placebo. No estudo envolvendo criangas, foi observada
remissdo da doenga em 25% dos pacientes tratados com BDN, comparada a
nenhuma remiss&o observada nos pacientes do grupo placebo?*.

Atualmente terapias com BDN vém sendo prescritas com alguma frequéncia
em consultérios médicos que atendem pacientes que aceitam submeter-se a terapia
ainda considerada experimental’®. Na area da dermatologia, mais especificamente
em relagao ao tratamento da psoriase, a realidade € que a comunidade cientifica ainda
depende de mais estudos, controlados e com maiores niveis de evidéncia em relagao
a eficacia, seguranga e mecanismo de agao.

Na area do tratamento da psoriase, até o presente momento o que existe na
literatura sdo apenas 4 relatos de casos®**3* e um estudo clinico ndo randomizado
avaliando a eficacia da naltrexona na concentragdo de 6 mg34. Esses estudos tém
despertado interesse da comunidade cientifica, o que torna oportuno o
desenvolvimento de estudos nessa area. Em 2016, na cidade de Floriandpolis (Brasil),
um relato de caso envolvendo uma paciente com psoriase eritrodérmica, sugeriu
remissao completa da doenga com a administracdo de 4,5 mg de BDN por via oral,
diariamente durante seis meses. Este relato de caso mostrou que o indice de
severidade da psoriase por area (PASI) foi de 48 a zero ao final do tratamento (o PASI
varia de zero a 72 em humanos’’). A qualidade de vida da paciente melhorou

significativamente, o que teve impacto positivo em sua rotina diaria®2.
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Em 2018, desta vez nos Estados Unidos, outro relato de caso envolvendo uma
paciente de 75 anos de idade com psoriase gutata, que foi tratada com BDN durante
a fase de exacerbacdo da doenca foi publicado na revista International Journal of
Pharmaceutical Compounding. Este relato incluiu as impressées do prescritor da
terapia, do farmacéutico que preparou o medicamento e os comentarios do paciente.
O relato sugeriu beneficios de BDN para o tratamento da doenga. Os autores apoiam
a prescricado de BDN como alternativa para pacientes que nao podem tolerar o
tratamento farmacoldgico classico para psoriase ou comprar os medicamentos devido
ao custo dos mesmos. Os autores consideraram o tratamento com BDN relativamente
barato®.

Outro relato de caso envolvendo BDN e psoriase também publicado em 2018,
realizado na cidade de Ottawa no Canada, evidenciou novamente o efeito terapéutico
de BDN um uma paciente com psoriase vulgar®'. Neste caso, ao realizar o primeiro
exame fisico, a paciente apresentava placas eritematosas, escamosas, bem
demarcadas, que cobriam cerca de 10% da superficie corporal. O PASI neste
momento foi determinado em cerca de 7,2. Depois de discutir os riscos e beneficios
da nova terapia, o clinico iniciou o tratamento com 4,5 mg/dia de BDN. As lesdes
psoriaticas melhoraram consideravelmente aos 3 meses de tratamento. A superficie
de area corporal afetada diminuiu de 10 para 1% e a pontuacdo do PASI diminuiu de
7,2 para 0,9 apd6s 6 meses de tratamento. Os autores deste estudo sugeriram que o
mecanismo de acdo de BDN poderia incluir uma inibigdo de mediadores pro-
inflamatorios devido a uma liberacéo reativa de opioides endégenos causadas pelo
bloqueio parcial de receptores opioides®'.

Em margo de 2020, um relato de caso envolvendo 15 pacientes com psoriase
(8 com artrite psoriatica) foi realizado por Marzvanyan et al.3® na cidade de
Copenhagen na Dinamarca. Os pacientes foram expostos a 4,5 mg de naltrexona via
oral por um tempo determinado. Para avaliar a remiss&o das lesdes foi utilizado uma
escala de Likert com as seguintes interpretagdes: 1 - pior; 2 - inalterado; 3 -
ligeiramente melhorado; 4 - um pouco melhorado e 5 - melhora acentuada. Nesse
estudo foi possivel observar que a resposta ao tratamento foi positiva, uma vez que,
8/15 dos pacientes apresentaram uma melhora acentuada; 2/15 dos pacientes
melhoraram um pouco; e 5/15 dos pacientes permaneceram inalterado. A melhora
acentuada foi observada em 53% dos 15 pacientes. O autor sugere que a BDN regula
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a resposta linfocitaria, reduz a biossinalizagao e provavelmente reduz a atividade dos
mastocitos.

Por ultimo, um estudo clinico ndo randomizado foi realizado por Khan et al.3
em junho de 2020. O objetivo desse estudo foi determinar a eficacia da naltrexona em
pacientes com psoriase. Para tanto, 71 pacientes com psoriase leve, moderada, grave
e muito grave, com idade variando entre 13 e 60 anos, sem nenhuma comorbidades
associada, foram tratados com 6 mg de naltrexona durante 3 meses. De acordo com
o PASI, antes do tratamento os pacientes apresentavam-se com o seguinte score:
Leve: 1 (1,4%); moderada: 20 (28,2%); grave: 24 (33,8%); muito grave: 26 (36,6%).
Apos o tratamento foi possivel observar remissao da doenga, uma vez que, os dados
permaneceram em: leve: 14 (19,7%); moderada: 23 (32,4%); grave: 23 (32,4%) e
muito grave: 11 (15,5%). O BSA e DLQI antes do tratamento foram de 11,97 + 3,873
e 22,63 + 5,235 respectivamente. Apds o tratamento, permaneceram em 8,07 + 3,650
e 16,31 + 7,056 respectivamente. O autor acredita que a naltrexona € uma terapia
eficaz para psoriase como em outras doengas dermatoldgicas crénicas.

Existem outros relatos de casos publicados na literatura descrevendo o uso de
BDN em outras dermatoses e dermatites. Estes estudos preliminares, sugeriram
sempre que BDN foi capaz atenuar uma variedade de disfungdes
dermatoldgicas?®88.189, tais como: esclerodermia’, liquen plano pilar'®', bem como
dermatomiosite’¥? e doenga de Hailey-Hailey'%3. Ainda que estes estudos tenham
incluido um numero pequeno de pacientes, € notavel que em todos eles, os pacientes

toleraram bem o tratamento com BDN.

1.1.6 Mecanismo de acao de BDN

Atualmente, é possivel considerar que sejam necessarios mais estudos para
esclarecer completamente o mecanismo através do qual BDN exerce seus efeitos
terapéuticos nas doengas autoimunes. Na terapia de pacientes adictos a heroina,
morfina, ou outros agonistas opioides exdgenos, além do etanol, acredita-se que o
alivio causado sobre os sintomas da falta do uso de tais substancias (abstinéncia) seja
devido a uma expressdao aumentada de endorfinas endogenas causadas por um
bloqueio intermitente de receptores opioides feito pela naltrexona de forma reversivel
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e competitiva. Este € o mecanismo que corresponde ao tratamento feito com
naltrexona em doses de 50 a 150 mg/dia’9415.195.82,

Alguns estudos anteriores tém rendido dados que tem auxiliado a compreender
0 mecanismo através do qual BDN atua nas doengas autoimunes. Um estudo deste
tipo na area da psoriase ainda nao foi realizado. Os dados disponiveis s&o originarios
de estudos in vitro, ou na area da esclerose multipla (encefalomielite autoimune em
camundongos) e doenga de Crohn. In vitro, foi observado que BDN reduz a produgéo
de citocinas pré inflamatérias, como TNF produzidos por mondcitos e linfécitos B
(células apresentadoras de antigenos mononucleares)'%.

Apesar do uso crescente de BDN por pessoas com disfungdes dermatoldgicas
e doencgas crdnicas e um interesse da comunidade cientifica, ainda existem duvidas
sobre a farmacodinamica, a seguranga e o mecanismo de agcdo de BDN nesse
contexto. No que se refere ao mecanismo de agao, algumas hipoteses/evidéncias tém
sido apresentadas por outros autores. As mais estudadas parecem indicar para dois
mecanismos principais. A primeira hipotese sugere que o tratamento com BDN cause
uma resposta compensatéria por parte do organismo na forma de aumento da
biossintese de endorfinas, o que resulta em um aumento de endorfinas em fendas
sinapticas, envolvendo elas o sistema nervoso e sinapses imunoldgicas'® 187197198
Zagon e colaboradores ao realizar um experimento com camundongos, descobriram
que ao aumentar a produgao de opioides endogenos, BDN pode inibir a proliferagéo
de linfécitos B'®, linfocitos T2° e as respostas imunoldgicas correspondentes.
Corroborando com esses achados, um outro estudo relatou que a administracdo de
BDN por periodos prolongados inibiu a taxa de proliferagdo de células T ativadas em
modelo de encefalomielite autoimune em camundongos?°".

A segunda hipdtese proposta em outros estudos'®'87202 sugere que BDN
cause uma resposta compensatoria na forma de aumento da expressdo dos
receptores opioides. BDN parece aumentar paradoxalmente a expressao e
sensibilidade de alguns receptores opioides, tendo como exemplo os receptores , ¢
e receptor do fator de crescimento opioide (OGFr)'97:18, Essa hipotese € intrigante,
pois um déficit inato na expressdo dos receptores opioides?°3, parece influenciar na
diferenciagdo e maturagcdo precoce de uma variedade de células, incluindo os
queratindcitos?®. Assim é valido imaginar que BDN possa modular circuitos nervosos'®

e imunoldgicos?®. Alguns autores sugerem que desta forma BDN tenha efeito
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imunossupressor??:197.204.205 Egse mecanismo ainda nio foi testado em um modelo de
psoriase.

Um estudo anterior avaliando o antagonismo opioide em modelo murino de
neuroblastoma, mostrou que o bloqueio transitorio de receptores opioides causou
aumento da expressao tanto de endorfinas, assim como dos receptores opioides. O
bloqueio intermitente possibilitou em seus intervalos uma maior interagdo opioide-
receptor, o que neste estudo foi associado a remissdo do crescimento do tumor?%.
Em outro estudo anterior, Donahue e colaboradores®® demonstraram que o
tratamento com BDN de camundongos com cancer ovariano humano em modelo de
xenoenxerto, inibiu a progressao do tumor através de um efeito associado com

aumento da expressao de receptores opioides.

1.1.7 Os opioides e o sistema opioide endégeno

1.1.7.1 Aspectos historicos dos opioides

A historia dos opioides comegou com o cultivo da papoula, originalmente nativa
da Asia Ocidental?®®. Os seres humanos apreciam o valor desta planta desde a sua
descoberta, fazendo o wuso de suas propriedades até hoje, seja na
medicina/farmacologia ou na forma de abuso. A busca pela origem do Opio remonta
os tempos preé-cristaos e esta conectada com a histéria da humanidade e da medicina.
Relata-se que a papoula ja era utilizada cerca de 3.400 a.C. na Mesopotamia pelos
sumeérios, assirios e babildonios?®®. O comércio do dpio teve inicio na dinastia egipcia
pela civilizagdo fenicia, que o transportava pelo mar mediterraneo a Europa?'®. Mais
adiante, foi introduzido na China por volta de 400 a.C., seguindo através Pérsia e india
por volta do ano 330 a.C.2"

O avanco cientifico relacionado ao 6pio teve inicio no século XVIIl, uma vez
que, Lineu discipulo de Paracelsus classificou a planta em Papaver somniferum
(familia Papaveracea), fazendo referéncia a capacidade do 6pio em induzir ao sono.
Em 1803, Friedrich Serturner sugeriu que o principal ingrediente ativo do opio fosse a
morfina. Entretanto, somente por volta do ano de 1827, a producdo comercial da

mesma foi iniciada?'2:213,



56

Foi descoberto que os principais efeitos da morfina, dos opiaceos e opioides
incluem potente analgesia, euforia, sonoléncia, alteragbes de humor, efeitos
psicotomiméticos, entre outros. Também podem causar nauseas, constipacao,
vOmitos e em doses elevadas podem causar morte por depressao respiratoria®'*. O
termo opiaceos por convengao foi sugerido para se referir a todas as substancias de
origem natural presentes no 6pio, ao passo que o termo opioides refere-se a todas
substancias naturais ou moléculas sintéticas que atuam nos receptores opioides
especificos?'5216,

Até o momento atual, os opioides s&o utilizados amplamente em cirurgias e no
tratamento de dores agudas e cronicas. Aproximadamente a partir do ano de 1843, a
morfina passou a ser utilizada na forma injetavel, mostrando-se mais potente?'. Em
2017, a produgao global de o6pio atingiu cerca de 10.000 toneladas, sendo 90%
originaria do Afeganistdo, tornando-o o maior produtor mundial. Todavia, neste pais,
a producao de 6pio nao se traduz em riqueza nacional, uma vez que, os atores desse
contexto sdo fornecedores de armas e traficantes de heroina?'’. Quantidades
importantes de papoula também s&o cultivadas na Australia, Turquia e india, sendo
estas fornecedoras de matéria prima para a industria farmacéutica?'®.

Botanicamente, a papoula € uma planta que pode atingir cerca 70 cm de altura
e geralmente possui um ou dois caules frondosos n&o ramificados, que possuem
folhas alternadas na parte inferior, estreitamente elipticas e ovaladas com margens
dentadas inconsistentes, geralmente na cor verde azulada. O fruto tem forma oval
como uma capsula glabra que é verde quando imaturo. Eles sdo geralmente
hemisféricos e achatados no topo, onde o estigma (area receptiva dos pistilos das
flores) é polinizado pelo grdao de pdlen, iniciando a germinagéo no tubo polinico. Ele
tem muitos raios ocupando o centro superior da capsula. Abaixo, as capsulas tém um
anel demarcado através do qual se unem aos caules?'9220,

A flor pode medir cerca de 8 a 10 cm com petadas que geralmente discorrem
entre a coloragdo vermelha e branca?'® (Figura 10). Contudo, é das capsulas dos
frutos imaturos da planta que é extraido o 6pio, um suco leitoso (latex) composto por
pelo menos 25 alcaloides ja identificados. O termo opiaceo é empregado para
denominar as substancias que constituem o latex. Os constituintes mais importantes
do Opio s&o alcalbides, representando mais de um quinto do peso da droga. O
alcaldide principal, tanto em relagdo a sua importancia medicinal quanto a quantidade
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em que existe, € a morfina. Além disso, foram identificados no 6pio a narcotina e
codeina que também tém importancia farmacéutica. Entre os numerosos alcaloides
remanescentes, totalizando cerca de 1% do 6pio, estdo ainda a tebaina, narceina,
papaverina, codamina, entre outros menos abundantes. O acido mecoénico existe na
extensdo de cerca de 5% combinado com a morfina. Esse acido € facilmente
identificado e é importante na investigagao toxicoldgica, corroborando com a presenga
de 6pio?%,

Figura 10 - Papaver somniferum (Papaveraceae), popularmente conhecida como

papoula

Fonte: Natural medicinal herbs??'.

O emprego de opioides a curto e longo prazo nao sao isentos de riscos. Seu
uso € limitado por efeitos colaterais como constipacao, nauseas, vomitos, sonoléncia,
tonturas, dentre outros menos comuns e particulares. Alguns pacientes acabam
viciados a droga ou seus derivados pelos fortes efeitos psicotomiméticos e de
recompensa, aqui inclui-se especialmente a morfina e heroina, oxicodona, entre
outros. A oxicodona € um analgésico semissintético derivado da tebaina que é
indicado especialmente no tratamento da dor pds resseccdes oncoldgicas??2. E
importante ressaltar que o uso continuo de opioides causa tolerancia (necessidade de
doses cada vez maiores para se obter o efeito desejado), hiperalgesia, abuso e
dependéncia fisica. A depressao respiratoria pode ocorrer devido a uma super
dosagem, podendo levar ao 6bito?'4.
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A dependéncia pela morfina, heroina, oxicodona, entre outros, € um grande
problema que afeta a vida de varias pessoas em todo mundo. A morfina e heroina
estao entre os narcoticos que causam 6nus de doencgas e mortalidade. Os problemas
de saude relacionados com o uso indiscriminado sao infec¢gdes pelo virus da
imunodeficiéncia humana, hepatite, tuberculose e outras doencgas infecciosas, que
sdo transmitidas principalmente pelo compartilhamento de seringas utilizadas na
administracdo dos narcoticos?3.

A heroina € um entorpecente administrado preferencialmente através do
acesso endovenoso. Foi sintetizada pela primeira vez em 1874 pela Bayer, empresa
quimica farmacéutica alema. Sua sintese acontece a partir de uma reacao da morfina
com anidrido acético, rendendo um derivado chamado diacetilmorfina ou heroina??4.
Em principio, a heroina foi sintetizada com a intengdo de conter a dependéncia da
morfina, porém, apds a comercializacdo e dispensagdo, a heroina revelou-se
tragicamente muito mais perigosa do que a morfina; era uma versdo metabolizada da
mesma. Nos primordios essa droga era utilizada no tratamento de pacientes com

cancer??s,

1.1.7.2 Sistema opioide enddgeno

As pesquisas envolvendo os opioides levou a descoberta que a maioria dos
alcaloides derivados do Opio atuava por meio de receptores moleculares ja presentes
nas células do corpo e que quando ativados geravam um determinado efeito??6.
Concluiu-se que nenhum opioide gerava uma agao sem agir em receptores que ja néo
existam no corpo; eles simplesmente simulavam fungdes que ja intrinsecas do nosso
organismo??’. A partir destes achados, foi criada a teoria que em nosso corpo ja
existiam ligantes especificos para receptores especificos endogenos, o que foi
comprovado e que tem sido explorado no campo cientifico até hoje?%.

Por muito tempo, o sistema opioide foi considerado parte do sistema nervoso
central e periférico, incluindo o sistema limbico, sistema nervoso entérico, tronco
cerebral, cortex cerebral, amigdala, talamo, hipocampo, ladminas superficiais dos
cornos dorsais, entre outros??8. O sistema nervoso é constituido pelo SNC, que é
formado pelo encéfalo e pela medula espinal e a por¢ao periférica (sistema nervoso
periférico — SNP), que é constituido pelos nervos cranianos e espinhais, pelos
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ganglios e pelas terminagdes nervosas. O SNP é responsavel por conduzir o impulso
nervoso de oOrgdos e tecidos da periferia até o SNC, e vice-versa??®. Quanto a
distribuicdo das terminag¢des nervosas, elas se classificam em especiais (conectam-
se a retina, olfato, lingua e epiglote) e gerais (conectam-se a varias parte do corpo,
principalmente a pele). A classificacdo dos receptores opioides levou em consideragao
mais de um aspecto, entre eles a localizacdo deles, como por exemplo
mecanoceptores, fotoceptores, quimioceptores, nociceptores, termoceptores, entre
outros?30,

Em principio, foi considerado que o sistema opioide era composto por trés
familias distintas de peptideos opioides enddgenos, as B-endorfinas, encefalinas e
dinorfinas; essas agonistas de receptores opioides?'®. Além da localizagdo anatémica,
para a classificacdo desses receptores ainda foi levado em consideracao a afinidade
dos mesmos pelos agonistas e antagonistas opioides e pela sua conformacgéo
molecular??®. Os primeiros antagonistas de receptores opioides foram sintetizados na
década de 1940, naloxona e naltrexona?*'.A familia de receptores opioides inclui
receptores p-opioide (MORs) codificados pelo gene OPRM1, &-opioide (DORSs)
codificados pelo gene OPRD1e o k (KORs) codificados pelo gene OPRK1%%2,

Foram identificados dois subtipos de MORs, o y1 (MOR1) ao qual foi associada
a responsabilidade pela analgesia supraespinal e, o receptor y2 (MOR2) que foi
relacionado com a depresséo respiratéria e a miose induzida por opioides?®®. Os
MORs foram envolvidos com uma variedade de outras fungdes fisioldgicas,
cardiovasculares, no peristaltismo, secrecdo hormonal e na fungéo imune?33. Ainda
foram distintos pelo menos dois subtipos de DORs, &1 (DOR1) e 8%%° (DOR2), cuja
ativagao foi relacionada principalmente com modificagées de humor?. Os KORs foram
distintos em pelo menos cinco subtipos denominados K1, K2, K1a, K1b € K3, € quando
ativados promovem sintomas psicotomiméticos, efeitos na nocicepgao,
termorregulagéo e secregdo enddcrina?°®228. O quadro 1 a seguir fornece informagdes
adicionais sobre os receptores opioides, localizagdo anatdmica no sistema nervoso e

os efeitos da ativacao deles.
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Quadro 1 — Receptores opioides e caracteristicas

v o K
Nomenclatura alternativa MOR, MOP, OP3 DOR, DOP, OP1  KOR, KOP, OP2
Cortex cerebral Cortex cerebral Hipocampo
Tronco cerebral Talamo Corpo estriado
Distribuigao principal Chifre dorsal Corpo estriado Hipotalamo
Neurdnios DRG Chifre dorsal Tronco cerebral
Neurdnios DRG Corno dorsal
Agonista endégeno , . N
principal B-Endorfina Encefalinas Dinorfina A
Supraespinal e espinal Suprae§p|r|1al e Espinal
Efeito na analgesia espina
9 Moderada na dor

Dor aguda e crbnica Hiperalgesia

crénica

Efeito nos mecanismos de
recompensa e Facilita Facilita Inibe
dependéncia de drogas

Efeitos comportamentais Sedagéo Sedacao psicotomiméticos

Euforia Antidepressiva Euforia
Protecao contra

Depressao respiratoria Neuroproteg&o comulsBes?
Outros efeitos Miose Disforia
Vomito

Retencgéo urinaria

Fonte: Benarroch et al.??®

As pesquisas em nivel molecular revelaram que os receptores opioides sao
todos receptores do tipo acoplados a proteina G e foram originalmente denominados
MORSs (apds a descoberta de que a morfina ligava-se a este receptor), DORs (por
conta do ducto deferente, onde foi isolado pela primeira vez) e KORs (apos a
descoberta do primeiro ligante conhecido, a cetociclazocina,)?'®. Esses receptores
ativados causam inibicdo da abertura de canais de calcio voltagem dependente. Além
disso, facilitam a abertura dos canais de potassio nos neurdnios pos sinapticos,
provocando uma hiperpolarizagdo dessas células?'®. Esse mecanismo no geral inibe
a liberagdo de neurotransmissores, diminuindo a excitabilidade neuronal. O bloqueio
dessa sinapse dificulta que a informagdo chegue até o talamo??6.

Os ligantes endogenos dos receptores opioides tém fungao seletiva no sistema
nervoso central e periférico, interferindo em circuitos da dor, recompensa, respostas
ao estresse e controle autondbmico. Embora a ligagdo de um agonista ao receptor
opioide proporcione o bloqueio dos neurbnios pré e pds sinapticos, a distribuigao

desses receptores em outros 6rgaos e tecidos promovem uma ampla gama de
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efeitos?34. Os peptideos opioides derivam de clivagem proteolitica de precursores e
esses incluem a pré-proencefalina (PENK), pré-proopiomelanocortina (POMC) e pré-
prodinorfina (PDYN), percursores da p-encefalina, endorfina e dinorfina,
respectivamente. E possivel encontrar esses percussores nos neurénios em
praticamente todo o sistema nervoso?3®.

A farmacologia dos opioides € complexa e para se ter uma ideia seguem alguns
exemplos: Estudos farmacolégicos com nalorfina (um derivado semissintético da
morfina) em humanos mostraram que a mesma em baixas doses antagoniza os efeitos
analgeésicos da morfina. Por outro lado, o efeito analgésico da morfina retorna com
doses maiores de nalorfina. Estes achados serviram para demonstrar a existéncia de
que mais de um receptor poderia explicar esse dualismo?3¢. Atualmente, a nalorfina,
também conhecida como N-alilnormorfina; é considerada um agonista-antagonista
opioide misto com propriedades de antagonista opioide e indutor de analgesia®®’. A
nalorfina foi introduzida em 1954 e foi em principio usada como um antidoto para
reverter a overdose por opioides e em testes para determinar a dependéncia de
opioides?®. Ela age em dois tipos de receptores opioides: MORs, sobre os quais tem
efeitos antagbnicos, e KORs, nos quais exerce efeitos de agonista parcial e agonista
quase total de alta eficacia®3®.

Outro exemplo relaciona-se com as células endoteliais da retina de
camundongos. In vitro, baixas doses de morfina (1 y) mostraram ter uma agao pro-
inflamatoria e aumentaram a angiogénese em um modelo animal de inflamag&o?4°.
Doses mais altas de morfina ( faixa de dose 0,15-30 mg / kg) parecem interferir no
extravasamento plasmatico, uma vez que, no estudo foi possivel observar uma
diminuicao significativa do edema tecidual em um modelo de inflamag&o aguda na
pata de ratos?*'.

Na verdade, € sabido que interagcdes complexas entre os receptores opioides
podem ocorrer. Dentre elas a formagao de receptores heterodiméricos que pode afetar
o efeito dos ligantes opioides a partir da membrana plasmatica. Pode-se citar o
exemplo de MORs que podem formar heterodimeros com subunidades de DORs e
KORs. Os KORs parecem potencializar os efeitos de MORs e ao mesmo tempo
antagonizar o mesmo. Dados da literatura mostram que os receptores opioides podem
cooperar com as fungdes de outros receptores acoplados a proteina G, tendo como

exemplo os receptores canabinoides??8.
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Outro aspecto importante € que a atividade dos receptores opioides pode ser
limitada por meio de um fendmeno conhecido como dessensibilizacdo, que ja foi
relacionado com a fosforilagdo dos receptores opioides a partir de cinases, tendo
como exemplo as cinases de receptor acopladas a proteina G. A partir de uma
retroalimentagcdo negativa (feedback negativo), o processo pode ser iniciado,
internalizando os receptores por endocitose e levando-os a degradagio lisossomal®®2.
Enquanto os receptores ndo sio reciclados, a dessensibilizacdo pode persistir?*2. No
entanto, uma conexao direta entre retroalimentag&do negativa do receptor e tolerancia
aos opioides ainda n&o foi comprovada (REF). A inibigdo dos receptores leva a uma
queda na resposta farmacologica. Uma outra teoria aponta que a tolerancia pode ter
relacdo com a desacoplamento da proteina G dos receptores a partir da fosforilagdo
dos residuos de serina/treonina. Com isso, uma cinase chamada arrestina interage
fosforilando o receptor opioide, o que provoca o desacoplamento da proteina G228,
Outro relatdrio encontrado na literatura postula que ligantes enddégenos também
podem induzir dessensibilizagdo, endocitose e reciclagem dos receptores. Os ligantes
sintéticos, como a morfina em doses excessivas, também podem desencadear

dessensibilizagdo e endocitose dos receptores?32.

1.1.7.3 Sistema opioide fora do sistema nervoso

Desde a primeira descricdo da expressdo de MORs em queratinécitos em
1998243, varios pesquisadores tém cada vez mais apontado para uma atividade de
peptideos opioides endogenos fora do sistema nervoso central. Embora a relagdo com
o sistema imunologico ainda n&o seja totalmente esclarecida, resultados interessantes
tém sido constantemente apresentados na literatura. Os MORs ja foram identificados
em queratinocitos, melandcitos, sebdcitos, fibroblastos, nas terminagdes nervosas,
sensoriais e cutaneas?*4.

Varios estudos relacionando células imunoldgicas e sistema opioide ja foram
conduzidos?*®. Alguns resultados destes estudos mostraram que a ativagdo dos
receptores opioides em leucdcitos leva a liberacdo de metaencefalina, B-endorfina e
dinorfina A. Os leucécitos podem ser ativados por esses peptideos endogenos ou pela
biossinalizagdo leucocitaria®®6. Ja foi observado em macrofagos e linfocitos a

expressao do acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) de -endorfinas em macréfagos
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a liberacédo de peptideos opioides mediada pela sinalizagdo de TLR4247. A liberagao
de B-endorfinas também foi observada em neutréfilos, sendo dependente de influxo
intracelular de Ca?* e ativagao da via da fosfatidilinusitol-3-cinase (P13K)?42.

No sistema imune adaptativo, os linfocitos T auxiliares sintetizam e liberam £3-
endorfinas e metaencefalinas que causam efeito antinociceptivo principalmente pelos
receptores MORs e DORs em neurdnios da periferia e SNC?4°.

Um estudo realizado por Boue et al.?*? avaliou a contribuigdo das células T na
liberacdo de peptideos opioides endogenos. Nesse estudo, Linfocitos T CD4 +
iniciados com antigeno efetor gerados in vitro foram injetados por via intravenosa em
camundongos previamente imunizados com antigenos cognatos ou irrelevantes em
adjuvante completo de Freund (CFA) durante 6 dias. Foi possivel observar que as
células T CD4 e CD8 produziram peptideos opioides enddgenos diretamente no local
da inflamac&o. Nao foi encontrado diferenga significativa na concentragao liberada
pelos linfécitos Th1 e Th2. O autor afirma que a imunidade adaptativa colabora para
o efeito analgésico e depende da ativagcdo de MORs em linfécitos

De fato, os peptideos opioides agindo sobre seus receptores opioides muitas
vezes induzem analgesia, ou seja, tem efeito anti-inflamatério. O mecanismo de agéo
relacionado envolve uma série de aspectos, entre os principais: redu¢ao do numero
de leucdcitos no local da(s) lesdo(des), diminuicdo da atividade fagocitica de
macrofagos, nivel de apoptose aumentado, inibigdo da quimiotaxia, inibicdo da
atividade das células endoteliais, diminuicdo da atividade de linfocitos T CD4 e CD8 e
diminuicdo da atividade das NKs. Além disso, 0 mecanismo depende se o efeito
imunossupressor é causado por peptideo opioide endégeno ou exdgeno?4.

Atualmente, pesquisas avangadas e inéditas tém rendido achados significativos
sobre uma relacdo entre o sistema opioide com o sistema imunolégico inato e
adaptativo. A maioria destes estudos tem utilizado a morfina, que como explicado, é
um farmaco com alta afinidade com MORs. A ativagcado destes receptores parece
exercer um efeito imunossupressor, entretanto, muitas questdes ainda envolvem o
mecanismo desse efeito?*>. O aumento da sintese e liberagéo de peptideos opioides
endogenos parece ter relagdo com melhoria no quadro clinico de algumas doencgas
imunoldgicas. A imunidade inata € a primeira linha de defesa do organismo e consiste
em macrofagos, mondcitos, neutrofilos, mastocitos, células NKs e células dendriticas.

A morfina parece interagir com o sistema inato reduzindo o numero de células
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imunoldgicas, diminuindo a capacidade proliferativa e inibindo o recrutamento das
mesmas para o tecido lesionado?®".

Nos macrofagos a ativagdo de MORs pode levar a uma dessensibilizacdo de
receptores de quimiocinas, desencadeando uma biossinalizagdo imunossupressora.
Além disso, a atividade fagociticas dos macrofagos fica comprometida, uma vez que,
pode ocorrer uma diminuicdo de mediadores da resposta inflamatéria, como por
exemplo o éxido nitrico e anion superoxido?4.

Um estudo anterior usando macréfagos isolados de camundongos obteve
resultados interessantes sobre o efeito da ativacdo de MORS. Baixas a moderadas
doses de morfina injetada intraperitonealmente (duas vezes por dia, durante um total
de 8 dias) parecem inibir a atividade fagocitica destas células, enquanto doses altas
causaram apoptose das mesmas, (N&o fala a dose Correspondente). O mecanismo
através do qual estes efeitos acontecem ainda nio foi completamente compreendido,
mas dados preliminares indicam para um desacoplamento da sinalizagdo mediada por
receptores TLR 9 e intermediario p38 da via das MAPKs. Os dados apontam que
nestes casos, a ativagdo de MORs inibe um microRNA chamando miR-873 que tem
papel na regulagéo da expressdo génica®®?.

Outro estudo in vitro, utilizando cultura de células mostrou que a morfina pode
inibir a atividade de macréfagos inibindo os receptores da fragcdo constante de
anticorpos que agem como opsoninas (FcyR). Este receptor € essencial para o
mecanismo de fagocitose. Nesse estudo também foi possivel concluir que o
mecanismo de fagocitose tem relagdo direta com os MORs e DORs?%. A morfina
inibiu a quimiotaxia de macrofagos quando se ligou em MORs da célula fagocitaria,
levando a uma fosforilagdo e dessensibilizacdo dos receptores das quimiocinas
CCR1, CCR2, CXCR1 e CXCR22%,

Em mondcitos, a imunossupressao parece estar relacionada com a supressao
do microRNA miR-873, que regula a expressédo de algumas proteinas que interagem
com a transdugdo de sinal?®®?, tendo como exemplo o NF-kP que é responsavel pela
regulagdo de varias citocinas, como por exemplo IL-6, TNF e IL-10%%. Também ja foi
observado diminuigdo de dois tipos de microRNAs, miR 582-5p e miR - 590-5p, em
monaocitos de pacientes adictos a heroina, que fazem uso de altas doses da droga.
Esses miRNAs interagem com proteinas de ligagdo do intermediario adenosina

monofosfato ciclica (CAMP), que € fundamental para ativagdo de cinases que ativam
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NF-kB. Semelhante aos macrofagos, a morfina em doses farmacologicas diminui a
migracgao de neutrofilos para o tecido lesionado, assim diminuindo a fung¢ao bactericida
dos mesmos, 0 que parece estar relacionada também com inibicdo da producio de
anion superdxido?®®. J4 em mastacitos, a morfina parece inibir a ativagdo dos mesmos
por meio de uma sinalizagdo cruzada negativa que ocorre entre os receptores opioides
e as vias de sinalizagdo do TLR42%7,

Estudos apontam que os opioides exdgenos podem interferir no mecanismo
citotdxico de células NK in vivo?*5. Um estudo realizado por Shavit et al®%®. Foi avaliado
o efeito da morfina (5-75 mg / kg) em dose unica injetada por via subcutdnea em ratos
em um modelo de dor. Os autores descobriram que apos trés horas do tratamento, 30
mg / kg de morfina induziu uma supressao robusta da atividade NK. Ainda em
roedores, Weber et al?>® mostraram que apds trés horas da aplicagdo de uma injegéo
de morfina (6.6 nmol) na regido periaquedutal cinza do cérebro, as células NK
diminuiram sua citotoxicidade.

Yeager et al.?8% avaliaram a administragdo de morfina em voluntarios saudaveis
submetidos a exposi¢ao continua a morfina por 36 horas (0,025 mg / kg), incluindo
uma infusao intravenosa de 24 horas no hospital (0,05 mg / kg). Os autores avaliaram
células NKs do sangue periférico, obtidas por pungé&o venosa antes da administragéo
do opioide, 2 e 24 horas depois. A administragdo de morfina resultou em uma
depressao significativa na atividade das células NKs em ambos os pontos de tempo
em comparagdo com o estado basal. Outro efeito dos opioides que ja foi relatado foi
sobre as células dentriticas que tem como principal fungéo processar e apresentar
PAMPs e DAMPs por meio de moléculas MHC. Assim, elas possuem um papel
importante no sistema inato e adaptativo. A ativagéo in vitro de MORS com morfina (1
nm — 1 ym) durante 24 horas, inibiu parcialmente a apresentagdo de antigenos por
células dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongo a células T; um efeito
associado com uma inibigdo da I1L-23%%.

Vale destacar que a supressao da resposta imune inata por opioides nao se
limita apenas a atividade da morfina, visto que, em um estudo com camundongos
expostos ao Lipopolissacarideo (LPS), a administragdo de uma dose unica por via
intraperitoneal de fentanil, apés 1 hora, inibiu a producdo de TNF em mastdcitos
intraperitoneais. O fentanil (0,001-0,1mg / kg) foi igualmente eficaz e 1000 x mais
potente do que a morfina (0,1-10mg / kg) para inibir a liberagdo de TNF. A
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administragao repetida de morfina levou a tolerancia e a administragédo repetida de
fentanil curiosamente produziu sensibilidade ao LPS?%62.

Semelhante ao efeito que acontece no sistema imune inato, o tratamento com
morfina in vivo parece inibir respostas adaptativas. Através da ativagdo dos MORs,
pode ocorrer uma alteragdo na expressao de citocinas que desacoplam a
biossinalizagdo célular, a diferenciagéo das células T e a atividade dos linfocitos B2%".
Evidencias cientificas ja apontaram que existe expressdo de MORs, DORs e KORs
em linfécitos B?%3. No entanto, até o momento atual, poucos estudos avaliando
linfocitos B e sistema opioide foram conduzidos.

Os linfocitos B estdo envolvidos na imunidade humoral, principalmente para
producao de anticorpos e células de memadria. Em um estudo realizado por Vassou et
al.?%4 foi possivel observar que a morfina in vitro diminuiu a proliferagéo de linfécitos
B do sangue humano de pacientes com mieloma multiplo. Os resultados mostraram
que a morfina pode modular a secrecao de anticorpos e citocinas além de diminuir a
proliferacdo dos linfocitos B por meio da ativagao de receptores opioides. Outro estudo
realizado por Zhang et al®®® avaliou células T e B da medula dssea, timo, bago e
nodulos linfaticos de camundongos tratados com pellets de morfina (75 mg) durante
sete dias. A exposicdo a morfina levou a uma reducio de linfocitos T CD4 e CD8 em
todos os tecidos. Foi observado também que as células B mais vulneraveis. Roy et al.
por meio de um estudo perceberam que o tratamento in vitro com morfina (100 ng /
mL) durante 4 dias
pode promover uma diferenciagdo em Th2 em linfocitos do bago de camundongos,
por meio da ativagdo de MORs?%¢, Essas atividades sobre as células B e eixo de
resposta imune TH2 podem explicar parcialmente o efeito imunossupressor da
morfina®®'.

Yin et al.?®” conseguiram observar in vivo que a morfina (3 uM por 2 horas)
ativou o ligante do receptor da familia do fator de necrose tumoral FAS (FasL), uma
proteina transmembrana que quando ativada promoveu a apoptose em linfocitos T do
sangue periférico humano. Nos constituintes da imunidade adaptativa, os receptores
opioides ativados promovem um regulagdo negativa da expressdo do MHC-II,
causando uma atenuacgéo na fungdo das células apresentadoras de antigenos?®".

A maioria dos achados relacionando o sistema imunologico com a morfina

foram baseados em tratamentos agudos com doses Unicas?*®. No entanto, um estudo
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realizado por Campana et al.?®® avaliou os receptores opioides frente ao tratamento
crébnico com morfina. Para tanto, 29 pacientes com varias condi¢cées de dor crénica
nao malignam foram expostos a morfina (1,25 - 3,75 mg / dia) por via intratecal. Apés
doze meses de tratamento, os pesquisadores compararam amostras de sangue
periférico e constataram um aumento de 65% nos niveis de mMRNA ds MORs em
linfocitos T e B, permanecendo por até 24 meses apods o tratamento.

A metaencefalina é um peptideo opioide endégeno que interage com DORs e
pode participar da regulagao e expresséo de células T CD4 in vivo e in vitro. Um estudo
realizado por Ohmori et al.?®® avaliou a metaencefalina secretada por células do
cancer colateral, um tumor maligno originario do intestino grosso e reto. Nesse estudo,
foi possivel observar que a metaencefalina inibiu o crescimento de células
linfoblasticas de maneira dependente da dose. Foi possivel observar um aumento na
fosforilagdo da proteina cinase C (PKC) ligada a via Jun cinase (JNK), além de induzir
apoptose nas células linfoblasticas.

Vale a pena ressaltar que a estruturacdo de uma resposta imune sempre requer
a interacao de varias células imunoldgicas, como neutrofilos, macrofagos, linfocitos e
células apresentadoras de antigenos. Visto isso, € possivel considerar a que o efeito
imunossupressor dos opioides podem estar associados com um défice causado sobre
a biossinalizagdo célular, e ndo necessariamente somente um efeito da droga

centrados nas células T ou B.

1.1.7.4 Sistema opioide na pele e anexos

Bigliardi em 1998243, evidenciou a existéncia tanto do RNA quanto do MORs
em queratinocitos de pele humana. Usando a imunohistoquimica ele conseguiu indicar
que o receptor y € mais elevado na camada basal da epiderme. O autor sugere um
papel importante dos opidides na patologia de doengas de pele, na cicatrizagao de
feridas e na percepgéo de coceira. Um outro estudo realizado por Poonawala et al.?”°
em 2005, mostrou que a aplicagao local de fentanil, hidromorfona e morfina durante 1
semana resultou em 66, 55 e 42% de fechamento de uma ferida respectivamente,
quando comparado com 15% do grupo controle. Os receptores opioides parecem
exercer um papel importante na proliferagdo endotelial e angiogénese?’".
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Salemi em 2005272 contribui com a ciéncia quando conseguiu apontar a
presencga de receptores DORs e KORs fora do sistema nervoso central. Para tanto, a
pele humana de 10 individues saudades foram avaliadas quanto a presenca de RNAm
e a proteina/receptor. Em todas as amostras analisadas foi possivel detectar o RNAm.
Utilizando a imunohistoquimica foi possivel localizar os DORs e KORs em fibroblastos
e células mononucleares da pele.

Charbaji em 2013273, percebeu que os opidides podem melhorar a cicatrizagéo
de feridas do tecido dérmico e oral quando aplicados localmente. In vitro, células
epiteliais orais foram expostas a doses crescentes de radiagao ionizante, o que levou
a inviabilizagdo da morfologia célular. Foi possivel observar que as células tratadas
com morfina quando comprado ao grupo controle mostraram consistentemente maior
viabilidade célular pos radiacdo. Curiosamente, os efeitos protetores da morfina ndo
estao relacionados a uma diminuicao na apoptose ou necrose célular.

Em uma revisdo feita por Bigliardi em 2016, foi discutido as evidéncias
cientificas do sistema receptor/opidides na homeostase da pele. O autor aponta que
existe evidencias de que o sistema opioide esta envolvido na cicatrizagcao de feridas,
na diferenciacédo epidérmica, em agdes imunomoduladoras, na modulagao das fibras
nervosas periféricas e na coceira?’4. Ja foi apontado a presenca de receptores
opioides em linfocitos humanos?’®, em granuldcitos e células mononucleadas?’®, nos
ganglios da raiz dorsal em ratos?’’, em células de revestimento sinoviais?’®, no
musculo liso vascular e em células satélites musculares?’®. No intestino, os receptores
opioides promovem a inibicdo do esvaziamento gastrico a partir do aumento do tdnus

do esfincter e do bloqueio do peristaltismo, levando a constipag&o?°.

1.1.7.5 Antagonistas opioides exdgenos

A histdria dos antagonistas de receptores opioides iniciou-se com a descoberta
dos derivados N-alil dos narcéticos. A descoberta dessa classe medicamentosa foi
muito importante para medicina, uma vez que, foi muito util no tratamento de
intoxicacdo narcdtica. Os estudos clinicos avaliando os efeitos dos antagonistas
opioides tiveram inicio a partir de 1951, com a introdugéo da nalorfina no mercado, um
antidoto de metadona e heroina®®’.
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A naloxona foi sintetizada pela primeira vez no inicio da década de 1960 pelo
laboratorio japonés Daiichi Sankyo Pharmaceutical Company. O cloridrato de
naloxona é um antagonista competitivo do receptor opioide mu, onde atua como um
agonista inverso, causando a rapida remoc¢éo de quais quer outras drogas ligadas a
esse receptor, revertendo os efeitos dos opioides que inclui depressao respiratoria,
sedacgéo e hipotensdo?®?. Seu uso de longa data foi direcionado para os sintomas de
overdose ou toxicidade de opioides, no entanto, a dosagem apropriada permanece
controversa. Nesse contexto, durante alguns anos varias cidades e paises
desenvolveram programas para a distribuicdo do medicamento para pacientes adictos
a morfina?83, Na farmacia comercial, a naloxona atualmente esta disponivel através
dos medicamentos com o nome Narcan (laboratorio Cristalia) ou Evzio (/aboratoério
Kaléo) na forma injetavel com dosagem de 0,4mg/ml. A naloxona é considerada um
medicamento seguro e prescrito exclusivamente por médicos tipicamente na forma
oral em doses que discorrem entre 1 e 2 mg/kg. A naloxona é bastante lipofilica e
atravessa facilmente a barreira hematoencefélica e placentaria?®?.

Outro antagonista opioide bastante popular € a naltrexona. Originalmente € um
farmaco foi sintetizado pela primeira vez em 1963 pelo laboratério Endo
Pharmaceutical Laboratories, sediado em Dublin (Irlanda), para tratar o vicio por
opioides, principalmente heroina e morfina. Nas ultimas décadas, a naltrexona tem
sido utilizada pela medicina inclusive para o tratamento do etilismo'®*. Este farmaco
pertence a classe dos antagonistas inespecificos de receptores opioides, tendo maior
afinidade pelos receptores mu opioides's. A naltrexona € um antagonista competitivo
reversivel destes receptores’. Na farmacia comercial, a naltrexona atualmente esta
disponivel através dos medicamentos com o nome Revia® (Laboratério Bristol Myers
Squibb) ou Uninaltrex® (Laboratério Genon), na forma de comprimidos com dosagem
de 50 mg'%®. Normalmente, os pacientes adictos comegam o tratamento com uma
dose menor, que é aumentada conforme necessaria, geralmente permanecendo entre
50 a 150 mg/dia, durante uma a trés semanas'®284 Nesse contexto, o tratamento
com naltrexona € implementado como parte de um programa de reabilitagdo, que
incluiu terapias comportamentais, aconselhamentos e mudancas no estilo de vida'®.
A biodisponibilidade da naltrexona € longa e apds a ingestao por via oral, o farmaco é
adsorvido rapidamente, podendo chegar a 96% na mucosa gastrica, com picos
plasmaticos dentro de uma hora apds a ingestéo da dose’®.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia de BDN em camundongos com lesdes psoriasiformes

induzidas com imiquimode junto com pardmetros relacionados a seguranga, e

contribuir para esclarecer o mecanismo de agao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar macroscopicamente a severidade das lesdes psoriasiformes em
camundongos tratados com BDN e controles;

Avaliar microscopicamente amostras de pele de camundongos dos
diferentes grupos e quantificar o indice de acantose na epiderme;
Determinar o tempo necessario para completa limpeza da pele (CSC, do
inglés complete skin clearance) nos camundongos dos diferentes grupos;
Determinar a concentragao das citocinas TNF, IL-17A, IFN-y e TGFB-1 em
amostras de pele dos animais;

Avaliar o efeito dos tratamentos sobre a expressao dos receptores opioides
u localizados na pele dos animais;

Monitorar parametros indicativos de toxicidade, tais como: parametros
nutricionais, atividade locomotora, peso dos O&rgdos e alteragbes

sanguineas nos diferentes tratamentos.



71

3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo preé-clinico experimental.

3.2 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizados os seguintes materiais e
equipamentos: Creme depilatério (Veet, Brasil), Aparador de pelos (Gama, Brasil),
tubos capilares de microhematdcrito (MB, Brasil), pipetas (Eppendorf), microtubos
(Eppendorf), bisturi, pingas, freezer -80° (Nuaire, EUA), agitador magnético,
vortexador e centrifuga baby (Quimis®, Brasil), bulbo repipetador automatico
(Shimadzu, Brasil), centrifuga de microtubos (Eppendorf, Alemanha), etanol (Vetec®,
EUA), Camara de Neubauer (Kasvi, Brasil), gaiolas para animais (softLab, Brasil),
Imiquimode 250mg/saché (Germed®), Software Graph Pad Prism® (EUA), Kits
Bioquimica (Labtest, Brasil), Kit de coloragdo Pandtico (Laborclin, Brasil), Kits de Elisa
para dosagem de citocinas (Thermo Fisher Scientific, EUA), Kit para detec¢do de
quimioluminescéncia (Amersham®), Kit de aminotransferase piravica (ALT) e
oxalacética (AST) (Labtest, Brasil), Microscépio 6ptico (Olympus, Japao), Microsoft
Excel (Washington, EUA), Salina (ADV®, Brasil), Reagentes de Western Blotting e
anti-receptor opioide p (Sigma-Aldrich, EUA), fotodocumentador (lbright, EUA),
contador de células (lbright, EUA), balanga analitica (Shimadzu AUY 220, Japao) e
phmetro (Quimis, Brasil). A procedéncia dos farmacos foi: betametasona (Sigma-
Aldrich, EUA, Cat. n° B7005), naltrexona (Purifarma, Brasil) e a morfina (Dimorf®,
Cristalia, Brasil). Todos os demais reagentes foram de grau de pureza com padrdes
de qualidade da Sociedade Americana de Quimica (American Chemical Society,
ACS).
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3.3 ANIMAIS

Para os ensaios experimentais foram utilizados camundongos fémeas da
espécie Mus muscullus, da linhagem Swiss albino com aproximadamente 2 meses de
idade, pesando entre 40-50g, provenientes da Universidade Federal de Santa
Catarina (LABIOEX). Os animais foram transportados para o alojamento no biotério
do Laboratério de Neurociéncias Experimental (LaNEx) da Unisul campus Pedra
Branca, sob condigdes controladas (ciclo claro-escuro de 12 h, com temperatura de
22 + 2°C, aproximadamente 60% de umidade do ar), recebendo ragéo laboratorial e
agua ad libitum. Ao final do estudo, foi induzida a morte indolor assistida (MIA),
conforme preconizado pelas diretrizes da pratica de eutanasia do Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)?8.

Para o calculo do numero de animais por grupo amostral (n = 12/cada), o
desfecho primario levado em consideracao foi a taxa diaria de alteracao da severidade
das lesbes induzidas por imiquimode, que é de cerca de 20%/dia'®'. As andlises de
poder realizadas para este projeto utilizaram a equagdo descrita por Daniel®® para
comparar médias independentes, que é: n = {[(z alfa + z beta) * s] / sigma} 2.

Na equacédo, n = tamanho da amostra; z alfa = tabela de valores z (distribuigao
bicaudal), z beta= tabela de distribuicdo de valores z (distribuicdo unicaudal), s =
desvio padrdo da média, sigma = diferenga minima entre as médias.

O caélculo demonstrou que pelo menos 6 animais por grupo amostral sado
necessarios para que seja possivel detectar uma diferenga em termos de severidade
das lesbes em um contexto de um poder de analise de 80% e uma probabilidade alfa
de 0,05. Este numero tem fundamento em um contexto de comparacdo de médias,
considerando um intervalo de confianga de 95% e uma relagéo 1:1 entre os grupos,
além do padrao conhecido de alteracédo da severidade das lesdes dia a dia. O numero
12 de animais em cada grupo amostral torna-se compreensivel se retomados os
objetivos deste projeto, que se relacionam primeiro com realizagdo de analises com
amostras de pele e sangue de animais que foram eutanasiados (n=6 por grupo),
somado ao numero de animais que foram mantidos vivos até o final da pesquisa
(n=6/grupo), para se determinar o tempo de desaparecimento das lesdes, que é outra

variavel de interesse.
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3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO
Os procedimentos envolvidos neste projeto de pesquisa foram esquematizados
no desenho deste estudo apresentado na Figura 11. Este desenho foi definido com

base na literatura e segue metodologia descrita por Van der Fits e colaboradores®.

Figura 11 - Desenho do estudo adotado para o ensaio pré-clinico experimental.

Dia zero Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 A partir do dia 6
l l l l v" Animais mantidos vivos
avaliados a cada 24 h
(n=6/grupo)

v" Contagem de animas
apresentando lesdes
psoriasiformes.

As 9:00 h — Aplicagéo tépica de imiquimode
As 10 h — Tratamento com BDN e controles (gavagem)

v Depilagéo area dorsal (2 cm?) As 12 h (n=12/grupos)

v" Determinagéo do peso (animais e Avaliagao severidade das lesdes (PASI)
ragao) e volume d’agua Teste de campo aberto

v" Animais alocados em grupos (n=12) Determinagéo do peso (animais e ragéo)
e volume d’agua

(n=6/grupos)
v" Coleta de amostras de sangue
v" MIA e coleta de amostras de pele

AN

Legenda: BDN = Baixas Doses de Naltrexona, PASI = indice de Severidade da Psoriase por Area de

Superficie e MIA = Morte Indolor Assistida.

No inicio (dia zero), uma area de 2 cm? no dorso dos animais foi depilada com
creme depilatorio. Os animais foram pesados e randomicamente alocados em grupos,
esses apresentados no item 3.5. A partir do dia 1 as 09:00 h, por meio da
administragdo topica de imiquimode foi feita a indugcdo das lesdes psoriasiformes
(exceto nos grupos controle normal e somente BDN). Decorrido 1:00 h apos as
aplica¢des do imiquimode foram iniciados os tratamentos experimentais por gavagem
(controles e tratamento BDN), esse protocolo foi repetido diariamente até o dia 5. No
dia 5, duas horas apds a administracéo das ultimas doses dos tratamentos, todos os
animais foram pesados novamente e a severidade das lesdes foi graduada por meio
da escala visual chamada indice de severidade da psoriase por area de superficie
(PASI)'®1, A atividade locomotora dos animais foi avaliada pelo teste de campo
aberto?®” e, na sequéncia, foi coletado amostras do tecido cutdneo e sangue de seis
animais por grupo. Imediatamente depois, os animais doadores de sangue foram
encaminhados a MIA para posterior coletada de amostras de pele e 6rgaos destes

animais. Os animais remanescentes foram mantidos vivos, sendo avaliados
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visualmente a partir do dia 06, a cada 24 h, para monitoramento do tempo necessario
para o desaparecimento das lesbes. Este procedimento foi repetido até o momento
em que nenhum animal apresentasse lesdes, o que ocorreu aproximadamente até o

dia 10. Neste momento, estes animais também foram encaminhados a MIA'62,

3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS E DEFINICOES DE DOSES

Os animais foram alocados em seis grupos experimentais apresentados a
seguir:
1. Naive: Neste grupo ndo foram induzidas as lesbes psoriasiformes por
imiquimode. A fungcao deste grupo foi possibilitar, nas comparagdes, uma referéncia
correspondente ao perfil do animal normal (saudavel).
2. Veiculo (Vehicle): Representara as lesdes psoriasiformes no seu apice. Neste
grupo foram induzidas lesées por imiquimode, as quais foram tratadas somente com
veiculo inerte (agua). A comparagcdo de médias com este grupo pode providenciar
uma ideia sobre a eficacia do tratamento com BDN.
3. Betametasona (Betamethasone): Neste grupo foram induzidas lesbes por
imiquimode, as quais foram tratadas com um farmaco ja disponivel no mercado,
sabidamente util para tratamento de psoriase, a betametasona, por via oral em dose
descrita na literatura (0,25 mg/kg/dia)?e8.
4. Baixas doses de naltrexona (Low-dose Nalttrexone, LDN): Representou o
grupo teste/experimental. E a partir dos dados coletados neste grupo que foram
realizadas todas as avaliagdes propostas neste projeto. Primeiramente foram
induzidas lesdes por imiquimode, tratadas com BDN em dose de 6,25 mg/kg/dia. Para
a definicdo da dose foi tomado como referéncia o estudo de Reagan-Shaw e
colaboradores?®® que propds translacionar a dose de humanos para os animais,
utilizando a equacgado descrita por Reagan-Shaw e colaboradores?®, que é: Dose
eficaz em humanos (mg/kg) = dose em animais (mg/kg) x (constante “km” respectiva
a espécie + km de humanos). A constante “km” para humanos tem valor 37, ao passo
que para camundongos “3”. No contexto clinico dos humanos, sugere-se que, em
principio, o tratamento com BDN seja administrado na dose de 0,5 mg/kg?®®. Na
literatura é possivel encontrar que desta forma seja possivel esperar em humanos

alguma resposta as 6 semanas de tratamento, sendo os efeitos maximos observados
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em até 12 semanas?®. Portanto, considerando que na literatura é possivel encontrar
dados demonstrando que 1 dia da vida de camundongo seja equivalente a cerca de
40 dias da vida de humano?®®', ficou determinado que para esta presente pesquisa, o
tempo de 5 dias de tratamento com BDN, anteriormente utilizado por Tawfik e
colaboradores?%?, seria adequado.

5. Morfina (Morphine): Nesse grupo foi administrado o agonista opioide morfina,
utilizado para possibilitar uma avaliagao relacionada ao mecanismo de agao, ou seja,
avaliacao da atividade do receptor opioide. Nosso principio tedrico considera que a
morfina possui atividade que se contrapde aquela da naltrexona (antagonista opioide).
Apo6s a inducgéo das lesdes por imiquimode, a morfina foi administrada por gavagem
em dose determinada com base na literatura (1 mg/kg)?%3.

6. BDN + Morfina (LDN + Morphine): Nesse grupo apos a indugéo das lesdes por
imiquimode foram administradas uma mistura composta por 6,25 de BDN e 1
mg/kg/dia de morfina. Esse grupo foi utilizado como controle para observar o efeito

da naltrexona alterando ou inibindo o efeito da morfina.

3.6 AVALIACAO DE EFICACIA

3.6.1 Indugao da lesao psoriasiforme

Foi utilizado o modelo de lesdes psoriasiformes induzidas pelo imiquimode
(nome comercial Modik da marca Germed®) na pele do dorso dos camundongos. Para
tanto, previamente, uma area de 2 cm? foi depilada na regido dorsal dos roedores.
Exceto o grupo controle normal, todos os animais receberam 6,25 mg de imiquimode
topicamente a cada 24 horas por 5 dias, como € mostrado no desenho de estudo no

desenho do estudo (Figura 23)2%4.

3.6.2 Avaliacao da severidade das lesoes psoriasiformes

A severidade das lesdes psoriasiformes dos animais foi avaliada e comparada
frente aos grupos controles, por meio da escala PASI. O PASI é um instrumento que
determina o grau de severidade das lesdes psoriasiformes em humanos. Nesta

escala, a determinacéo da severidade € indicada a parir de uma escala de pontuagao
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que vai de zero a doze. Neste estudo, para avaliar a severidade das lesbes psoriaticas
(em camundongos), o PASI foi adaptado’™®. Foi considerado uma area de
aproximadamente 2 cm? onde foi avaliado trés parametros distintos: eritema,
descamacao e espessamento da pele. A pontuacao foi atribuida para cada um dos
parametros em uma escala de zero a quatro pontos, onde 0 = auséncia, 1 = leve, dois
= moderado, 3 = marcado e 4 = muito marcado (intenso). O PASI foi aplicado no dia
cinco a contar do inicio da inducdo das lesbes, sendo que os resultados foram
expressos por meio da média e desvio padrdao obtidos da avaliacdo de 12

camundongos por grupo™®°.

3.6.3 Determinagao do tempo para o desaparecimento das lesdes

Os animais mantidos vivos foram avaliados diariamente para detectar alguma
aceleracdo no tempo necessario para as lesbes desaparecerem, por meio de
comparagdes com os grupos-controles. A cada 24 horas, foi realizada uma contagem
de animais apresentando lesdes psoriasiformes do sexto ao décimo dia. Esses dados
foram plotados em um grafico de ordenadas e coordenadas (numero de animais
apresentando lesdes versus dias apos a interrupgédo do tratamento experimental), o
que gerou curvas; cada uma correspondendo a um tipo de tratamento (grupo de
animais). Desta forma, a area sob a curva (AUC) foi proporcional ao tempo necessario
para o desaparecimento das lesbes'6?

3.6.4 Histologia

As 13 h do quinto dia, apds o protocolo de tratamento, seis animais foram
submetidos a MIA e amostras de tecido cutaneo (da area das lesdes) foram coletadas
e fixadas em formaldeido 10% (24 h), embebidas em parafina, seccionadas
verticalmente e coradas com hematoxilina e eosina 2°°. A coloragdo de hematoxilina e
eosina é o padrdo usado para exame microscopico de tecidos que foram fixados,
processados, incluidos e seccionados?%6. Este protocolo descreve a coloragdo manual
em tecidos de camundongos fixados, processados, embebidos em parafina e
seccionados. Em tecidos corados com hematoxilina e eosina, os acidos nucléicos

coram em azul escuro e as proteinas ficam vermelhas em rosa ou laranja. Para uma
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fenotipagem precisa e delineagao do detalhe do tecido, o protocolo deve ser seguido
rigorosamente. Isso inclui mudangas frequentes nos reagentes, bem como o uso de
reagentes “atualizados”. A cor apropriada em uma boa coloragdo hematoxilina e
eosina permite a identificacdo de muitas sutilezas teciduais necessarias para um
diagnaostico preciso. Antes de iniciar o procedimento, os tecidos foram embebidos em
parafina, seccionados a 3-5 um, colocados em banho-maria, recolhidos em laminas
de vidro e colocados em escorregadores.

Primeiramente foram colocadas as laminas de vidro que seguram as segdes de
parafina nos racks de coloracdo. Foi limpo a parafina das amostras em trés mudancas
de xileno por 2 min por alteragao. Apds, foi inserido as amostras em etanol a 100%
por 2 minutos; etanol a 95% por 2 minutos e etanol a 70% durante 2 minutos. Foi
realizado a lavagem das laminas em agua corrente a temperatura ambiente por pelo
menos 2 minutos e colocado as amostras em solugao de hematoxilina por 3 minutos.
Depois deste processo foi novamente lavado as laminas em agua corrente a
temperatura ambiente por pelo menos 5 minutos e inserido as mesmas em solugéo
de eosina durante 2 minutos e por ultimo, foi limpo as amostras em trés trocas de
xileno por 2 minutos por alteragdo. As Iaminas foram examinadas sob um microscopio
Olympus CX41 com um software.

A acantose foi avaliada através de um indice de acantose®®”. Foi posicionado a
lente objetiva justamente ao centro do cone epitelial alongado e contado o numero de
células na vertical que constituiram a altura maxima de cada cone. Assim foi atribuido
um score que corresponde a seguinte forma: 1-6 células = acantose leve/ausente; 7-

12 células = acantose moderada e 13 células ou mais = acantose intensa.

3.6.5 Coleta e preparagao do sangue e dos 6rgaos

Cerca de duas horas apés a administracdo das ultimas doses de compostos
testados e controles, as coletas de sangue foram realizadas em 50% dos animais de
cada grupo. A coleta de sangue foi realizada por via retro-orbital>®®?°°. Uma gota de
sangue foi utilizada imediatamente para preparagcdo de uma extensdo sanguinea
sobre uma lamina de vidro3°°3°!, Para obtencgdo do soro aproximadamente 1,5 ml de
sangue foi incubada por cerca de 30 min em banho-maria a 37°C. Apds a coagulagao,
o sangue foi centrifugado em tubos conicos por cerca de 10 min (5.000 g)3%%301 e o
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soro foi coletado e imediatamente congelado em freezer — 80 °C até o momento dos
ensaios.

Adicionalmente, aliquotas de sangue total contendo acido etilenodiamino tetra-
acético de sodio (Na EDTA) 1 mg/mL foram preparadas para as analises
hematoldgicas®??. Na sequéncia, foi realizada a MIA dos animais®®3, onde foram
dissecados os o6rgéos: rins, pulmbdes, coracdo, baco, e figado. Os érgéos foram

lavados em salina e pesados imediatamente em balanga analitica3%.

3.7 AVALIACAO DE SEGURANGA

3.7.1 Quantificagao do peso corporal, de ragao e volume d’agua

Potenciais alteragdes nutricionais foram monitoradas pela medida do peso dos
animais, feita por intermédio de balanga analitica. Os animais foram pesados no inicio
(dia zero) e 24 h apds a administragédo da ultima dose do tratamento experimental (dia
11). Para acompanhar o consumo de ragao e agua, a cada 3 dias, no momento da
manutengdo de ambos, a ragao era pesada em balanga analitica e o volume de agua

determinado em proveta graduada3®.

3.7.2 Teste do campo aberto

Possiveis efeitos sobre a atividade locomotora dos animais foram avaliados por
meio do teste do campo aberto, realizado no dia cinco. Cada animal foi colocado em
um dos cantos do aparato, com aproximadamente 60 cm? demarcado com 16
quadrantes, circundada por uma parede de 45 cm de altura. Foi contabilizado o
numero de quadrantes que o animal percorreu em cinco minutos. Este teste foi
realizado cerca de 2 h apds a administragdo das ultimas doses de compostos a serem
testados e controles3°®.

3.7.3 Analises hematolégicas

Para contagem absoluta de hemacias, 20 pL de sangue total foram diluidos em
4 mL de liquido diluidor de Dacie (1 mL de formol 40% e 99 mL de citrato trissédico
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3%). Apds homogeneizagédo, 20 uL da mistura foram utilizados para carregar um lado
da camara de Neubauer, sendo contadas as células contidas em cinco quadrantes
entre os 25 quadrantes localizados na regido central da cadmara. O numero de
hemacias foi calculado pela seguinte equagdo. Hemacias por mm? de sangue = H.c.
x 5x 10 x 2003%,

Para a contagem absoluta de leucécitos, uma aliquota de 50 uL de sangue total
foi diluida em 950 yL de liquido de Turk (1 mL de solugéo de violeta genciana e 100
mL de solugéo de acido acético 2%). Apdés homogeneizagdo, novamente cerca de 20
ML da mistura foram utilizados para carregar um lado da camara de Neubauer, sendo
contadas desta vez as células contidas nos quatro quadrantes periféricos da camara.
Os numeros de leucdcitos foram calculados pela seguinte equacgéo. Leucocitos por
mm? de sangue= (leucécitos contados x 20 x 10) + 43%2,

3.7.4 Analises sérico bioquimicas

As analises bioquimicas foram realizadas por espectrofotometria, utilizando kits
de dosagem comercialmente disponiveis e seguindo os protocolos sugeridos pelo
fabricante. Foram avaliadas a atividade das enzimas aspartato e Alanina-
aminotransferase (AST e ALT, respectivamente) e a concentragéo sérica de glicose,
colesterol e triglicerideos®?”.

3.8 AVALIACOES DO MECANISMO DE ACAO

3.8.1 Ensaio de Western blotting

Para quantificacdo do receptor opioide p foi utilizado o ensaio de Western
Blotting. As amostras de tecido da pele da regido dorsal foram pulverizadas e
incubadas em tampé&o de lise RIPA (composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato de
sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS), acrescido de ortovanadato de sédio 100 mM, PMSF
100 mM e coquetel de inibidores de proteases 1% e, em seguida, incubados em gelo
por 30 minutos. Apds a centrifugagdo a 6000 rpm por 20 minutos (4°C) o sobrenadante
foi recolhido, separado e armazenado em freezer -80 °C. O conteudo proteico foi
mensurado pelo método de Bradford, utilizando uma curva padrao de calibracdo com
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BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de proteina total (50 pg) foram fervidas a 95°C por
5 minutos em 25% do volume em tampao Laemmli (fosfato de soédio 1M pH 7,0, 10%
SDS, 10% B-mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. Apos a eletroforese,
as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF em voltagem constante
de 90 V por 2 h. Depois de uma hora de bloqueio com 5% de leite desnatado (Molico)
as membranas foram incubadas overnight (4°C) com o anti-receptor opioide p (Sigma-
Aldrich, EUA). Depois de lavadas em tampao salina tris com Tween® 20 (TBS-T) (137
mM de NaCl e 20 mM de Tris HCI + 0,1% Tween® 20, pH 7,6) as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario apropriado, conjugado a peroxidase em
temperatura ambiente por uma hora. Apds esse periodo, uma nova lavagem de 30
minutos com TBS-T foi realizada seguida pela exposicdo das membranas, durante 1
minuto, ao kit de quimiluminescéncia (ECL) e entdo, reveladas através de
fotodocumentador (iBright Imaging Systems, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). As analises quantitativas das bandas foram realizadas por
densitometria com o auxilio do Software iBright Analysis (Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA). Os valores foram normalizados utilizando os valores

obtidos para a B-actina e expressos graficamente como unidades arbitrarias3.

3.8.2 Dosagem de citocinas

Essas dosagens foram realizadas com amostras de pele dos camundongos
pelo método de ELISA. Amostras de pele foram homogeneizadas (1:2 p/v) em solu¢ao
de tampédo fosfato-salina (PBS), contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF, 0,1 mM), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (10
mM), aparotinina (2 ng/ml) e cloreto de benzeténio (0,1 mM). Os homogenatos foram
transferidos para tubos tipo Eppendorf® de 1,5 mL, centrifugados a 6.000 rpm a 4 °C
por 10 min. Aliquotas de 100 puL do sobrenadante e 100 pyL de soro foram utilizadas
para mensurar a concentragao das citocinas IL-17A, TGF-B1, IFN-y e TNF, por meio
de kits comercialmente disponiveis (Uncoated ELISA Kit, Thermo Fisher Scientific) de
acordo com as instrugbes do fabricante®%®. Os resultados foram normalizados pelo
conteudo de proteina dosado pelo método de Bradford3'?, sendo expressos em pg/mg
de proteina.



3.9 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 2 — Variaveis de estudo

81

Proposta de

Variaveis Tipo Natureza N
utilizacao
. Numero de
Atividade locomotora Dependente Quantitativa continua
quadrantes
. . , pg/mg de
Citocinas Dependente Quantitativa continua ]
proteina
Colesterol o ]
Dependente Quantitativa continua mg/dL
Contagem absoluta de o milhdes/mm?®
N Dependente Quantitativa discreta
hemacias
Contagem absoluta de o mil/mm?
. Dependente Quantitativa discreta
leucocitos
Enzimas aspartato e o U/L
Dependente Quantitativa continua
Alanina-aminotransferase
Glicose Dependente Quantitativa continua mg/dL
Lesao psoriasiforme o o o
L Independente | Qualitativa dicotémica sim/ndo
(imiquimode)
Peso dos 6rgéos Dependente Quantitativa continua Gramas
Receptor opioide n o ) Unidades
Dependente Quantitativa continua o
arbitrarias
Severidade das les6es o .
Dependente Quantitativa discreta 0 - 12 pontos
Tempo necessario ao Numero de
desaparecimento das Dependente Quantitativa discreta camundongos
lesbes com leséo
Tratamento experimental o _ _ L
Independente Qualitativa dicotdmica sim/néo
Triglicerideos Dependente Quantitativa continua mg/dL
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3.10 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os dados foram inseridos em um banco de dados, desenvolvido em meio
eletrénico, no software IBM SPSS Statistics 24.0 (@copyright IBM corporations and
its licensors 1989, 2016). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para
caracterizacao dos dados, que foram considerados paramétricos. Os resultados foram
apresentados como a média = desvio padrdao (DP). Os dados foram submetidos ao
teste de analise de variancia ANOVA de duas vias seguido do teste de Bonferroni.
Valores de p<0,05, foram considerados estatisticamente significativos.

3.11 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Os ensaios foram realizados seguindo as normas e cuidados de bem-estar e
biosseguranga na experimentagdo, conforme descritas na Lei n. 11.794, de 8 de
outubro de 2008, e de acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciéncia
em Animais de Laboratorio. Antes do inicio da execugao desta pesquisa, este projeto
foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNISUL
(Parecern. 19.009.4.01.1V), sendo observadas as definicbes da Diretriz Brasileira para
o Cuidado e a Utilizagao de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa (DBCA)?.

Um ponto final humanitario no caso deste projeto ndo se aplica, uma vez que o
modelo de lesdes dermatologicas psoriasiformes induzidas por imiquimode € muito
pouco invasivo. As lesbes dermatoldgicas s&do muito superficiais e ocorrem somente
em nivel epidermal, mais pronunciadas somente durante o periodo de administragéo
do agente indutor. A partir da interrupgdo da administragdo do mesmo, as lesdes
evoluem beneficamente, no sentido da recuperacao espontanea e completa da pele e
do animal como um todo, algo que ocorreu cerca de uma semana apos a interrupgéo
da administracdo de imiquimode. Os animais entdo foram encaminhados a MIA. Os
outros 50% dos animais de cada grupo foram encaminhados a MIA ainda no dia 5,
apo6s 2 h em relagédo a administracédo das ultimas doses dos tratamentos experimentais

para fornecer as amostras bioldgicas necessarias para as analises.
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Resumo

Os pacientes com psoriase relatam grande insatisfagdo com o tratamento disponivel
para doencga, seja devido a falta de eficacia ou aos efeitos colaterais. O tratamento
com baixas doses de naltrexona (BDN) € inovador e surge como uma terapia
complementar ao tratamento convencional. As lesdes psoriaticas foram induzidas por
imiquimode, aplicado na pele do dorso de camundongos Swiss fémeas (exceto no
grupo naive) por 5 dias (n = 6/grupo). Diariamente os animais foram tratados por via
oral (gavagem) com baixas doses de naltrexona (BDN) (6,25 mg/kg), betametasona
(0,25 mg/kg), veiculo (agua, 100 pL), morfina (1 mg/kg) ou uma combinagdo de BDN
com morfina (6,25 mg/kg de naltrexona e 1 mg/kg de morfina). Foram avaliados
parametros de eficacia como o indice de gravidade por area da psoriase (PASI), o
tempo para o desaparecimento das lesdes e a acantose epidérmica; e parametros de
seguranga como O peso corporal, o consumo de agua/ragcdo, a deambulagédo e
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Para avaliar o mecanismo de agédo do
tratamento com BDN foram quantificadas as concentragdo de TNF, IL-17A, IFN-y,
TGF-B1 por Ensaio de Imunoabsor¢ao Enzimatica (ELISA) e a expresséo do receptor
opioide p por Western blotting, em amostras da pele dos animais. O tratamento com
BDN atenuou o PASI e diminuiu a acantose. Como esperado o imiquimode causou
reducdo do peso, diminuicdo do consumo de ragcdo e da ingestdo de agua e
leucocitose. BDN n&o alterou o comportamento exploratorio dos camundongos. BDN
atenuou as concentragdes das citocinas pro-inflamatérias TNF, IL-17A e IFN-y
envolvidas na patogénese da psoriase e aumentou a expresséo do receptor opioide
M, evidenciando a eficacia e seguranga do tratamento com BDN em um modelo animal

de psoriase.

Palavras-chave: Naltrexona; Psoriase; Imiquimode; Inflamacgéo.
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Abstract

Psoriasis patients report great dissatisfaction with the treatment available for the
disease, either due to lack of effectiveness or side effects. Treatment with low doses
of naltrexone (BDN) is innovative and appears as a complementary therapy to
conventional treatment. Psoriatic lesions were induced by imiquimod, applied to the
skin of the back of female Swiss mice (except in the naive group) for 5 days (n = 6/
group). Daily the animals were treated orally (gavage) with low doses of naltrexone
(BDN) (6.25 mg / kg), betamethasone (0.25 mg / kg), vehicle (water, 100 yL), morphine
(1 mg / kg) or a combination of BDN with morphine (6.25 mg / kg of naltrexone and 1
mg / kg of morphine). Efficacy parameters were evaluated, such as the severity index
by area of psoriasis (PASI), the time for lesions to disappear and epidermal acanthosis;
and safety parameters such as body weight, water / feed consumption, walking and
biochemical and hematological parameters. In order to evaluate the mechanism of
action of BDN treatment, the concentrations of TNF, IL-17A, IFN-y, TGF-1 were
quantified by Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) and the expression of u
opioid receptor by Western blotting, in samples of animals' skin. Treatment with BDN
attenuated PASI and decreased acanthosis. As expected, imiquimod caused weight
reduction, decreased feed intake and water intake and leukocytosis. BDN did not alter
the exploratory behavior of the mice. BDN attenuated the concentrations of the
proinflammatory cytokines TNF, IL-17A and IFN-y involved in the pathogenesis of
psoriasis and increased the expression of y opioid receptor, demonstrating the efficacy

and safety of treatment with BDN in an animal model of psoriasis.

Keywords: Low dose naltrexone; Psoriasis; Imiquimod; Inflammation.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A administracdo de BDN mostrou-se benéfica no tratamento dos camundongos
com lesdes psoriasiformes, pois reduziu de modo expressivo as lesdes induzidas por
imiquimode macroscopicamente e microscopicamente. O tratamento com BND
promoveu a limpeza completa da pele em um curto periodo de tempo, além de
denotar seguranca e eficacia. O tratamento com BDN também atenuou parcialmente
os niveis dos fatores pré inflamatoérios testados, o que pode reduzir os danos
associados as lesdes psoriasiformes. Apesar de o TGF-B1 ndo apresentar efeito
imunorregulador, o efeito imunossupressor foi observado sobre o TNF, IL-17A, IFN-y.
Possivelmente esses efeitos estejam relacionados ao tratamento com BDN, uma vez
que, estudos importantes apontam efetividade no tratamento de diversas patologias.
Foi possivel observar o aumento do imunoconteudo receptor opioide p na pele dos
camundongos tratados com BDN. A morfina atenuou a acantose e retratou um efeito
imunossupressor frente ao TNF, mecanismo ainda desconhecido. Os beneficios da
utilizacdo de BDN podem ser melhor investigados, podendo-se utilizar diferentes
concentragbes e ou a associagdo com outros medicamentos ja estabelecidos pelo
CONITEC. Os parametros bioquimicos, hematologicos e imunoldgicos aqui
estudados, serviram de base cientifica para posteriores estudos.
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ANEXO A - Parecer da Comissio de Etica no Uso de Animas

« CEUA &>
: Coméss;; de Etica

< noUsode Animais  LIMNIS UL,

Pré Reitoria de Ensino, Pesquisa, P6s-Graduagiio, Extensdo e Inovagio
Comissdo de Etica no Uso de Animais (Res. CONSUN 46/2009)

Palhoga, 1 de abril de 2019
Registro na CEUA (cédigo): 19.009.4.01.1V

Ao Pesquisador/Professor(a): Maicon Roberto Kviecinski

Prezado(a),

Viemos por meio deste, certificar que a proposta de estudo e/ou projeto de pesquisa
intitulada “Naltrexona em baixas doses no tratamento de lesées psoriasiformes: Relagdo
mecanistica com receptores toll-like e opioides localizados na pele de camundongos’,
registrada com o 19.009.4.01.1V, sob a responsabilidade de Maicon Roberto Kviecinski - que
envolve a manutengéo ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei Federal n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) desta Instituicdo, em reunido de 9 de abril de 2019.

A CEUA/UNISUL tem por finalidade cumprir e fazer cumprir, no ambito da UNISUL e nos
limites de suas atribuicdes, os dispostos na legislacéo Federal aplicavel a criagdo, manutencéo
e a utilizagéo de animais em atividades de ensino e de pesquisa, realizadas pelos corpos
docente, discente e técnico-administrativo da UNISUL e pesquisadores de outras instituigdes,
caracterizando-se a sua atuagdo como educativa, consultiva, de assessoria e fiscalizaggo nas
questdes relativas a matéria, sob os aspectos: | - Etico; Il - Legal: enquadramento na legislacdo
vigente.

Gostariamos de salientar que, embora aprovado, gualquer alteracio dos procedimentos

e metodologias que houver durante a realizagéo do projeto em questdo, devera ser informada
imediatamente & Comiss&o.

P@f._%ﬁm Sgrott
Coordenador da Comiss&o

UNISUL - Campus Grande Florianopolis,
Avenida Pedra Branca, 25, Cidade Universitaria, CEP 88137-270, Palhoga, SC.
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