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RESUMO

Introducdo: Pacientes psoriaticos descontinuam os tratamentos orais ou injetaveis
alegando problemas de eficacia e seguranca. O acido betulinico (AB) forma
agregados supramoleculares por automontagem espontanea em veiculo
hidroalcodlico, que podem potencialmente depositar-se sobre as lesdes
psoriasiformes da pele dos animais de onde poderia ser liberado, tendo alcance
sistémico e exibindo amplo espectro de ativo, inclusive para os casos moderados e
severos de psoriase. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia, seguranca e
mecanismo de acdo de AB aplicado sobre a pele de camundongos com lesdes
psoriasiformes induzidas por imiquimode. Metodologia: A cada 24 h (5 dias),
imiquimode era aplicado no dorso depilado dos camundongos (exceto no grupo nao
tratado); 2 h depois, o veiculo (solucdo aquosa de glicerol a 10%) (100 uL), 0,05
mg/mL de clobetasol ou 0,5 mg/mL de AB eram administrados pela mesma via. Foram
avaliados o indice de gravidade por area da psoriase (PASI), peso corporal, consumo
de &gua/racdo e deambulacéo (n = 12/grupo). O tempo para completa limpeza da pele
(CSC) foi avaliado (n = 6/grupo) e AB causou sua maior reducéo (até 40%). Em outros
seis camundongos/grupo foram quantificados na pele: acantose epidérmica e o
namero de linfcitos e granuldcitos nas papilas dérmicas. Além disso, fosforilagdo da
Akt e ERK. No sangue foram avaliados: concentracdo de TNF, IL-17A, IFNy, IL-10,
TGFB e indicadores de toxicidade. Resultados: AB e clobetasol reduziram o PASI (p
< 0,001) e a acantose (até 3 vezes), normalizando a infiltragdo de imundcitos e a
concentragédo de TNF, reduzindo IL-17A ( = 50%) (ambos, p = 0,01), p-Akt (p < 0,01
e 0,05, respectivamente) e p-ERK2 (p < 0,001 e 0,05, respectivamente). Apenas o AB
normalizou a concentragao de INFy e foi 0 Unico capaz de inibir p-ERK1 (p < 0,001),
sem intensificar a toxicidade do imiquimode. Conclusao: Os dados sugerem que AB
pode ser considerado uma molécula candidata para o desenvolvimento de um novo

tratamento para psoriase aplicado sobre a pele.

Palavras chave: Acido betulinico; Lesdes psoriasiformes; Tratamento sobre a pele;

Eficacia e seguranca; Mecanismo de acao.



ABSTRACT

Introduction: Psoriatic patients discontinue oral or injectable medications on the
grounds of efficacy and safety problems. Betulinic acid (BA) forms supramolecular
aggregates by spontaneous self-assembly in a hydroalcoholic vehicle, which can
potentially be deposited on psoriasiform lesions of the animals' skin from which it could
be released, having a systemic reach and exhibiting a broad spectrum of benefic
effects, including for cases moderate and severe psoriasis. The objective of the study
was to evaluate the efficacy, safety of this mechanism of action of BA applied on the
skin of mice with psoriasiform lesions induced by imiquimod. Methodology: Every 24
h (5 days), imiquimod was applied to the shaved back of the mice (except in the
untreated group); 2 h later, the vehicle (10% aqueous glycerol solution) (100 pL), 0.05
mg / ml clobetasol or 0.5 mg/ ml AB were administered by the same route. The severity
index by area of psoriasis (PASI), body weight, water / feed consumption and walking
(n =12/ group) were evaluated. The time for complete cleaning of the skin (CSC) was
evaluated (n =6/ group) and AB caused its greatest reduction (up to 40%). In six other
mice / group, the skin was quantified: epidermal acanthosis and the number of
lymphocytes and granulocytes in the dermal papillae. In addition, phosphorylation of
Akt and ERK. In the blood were evaluated: concentration of TNF, IL-17A, IFNy, IL-10,
TGFB and indicators of toxicity. Results: AB and clobetasol reduced PASI (p <0.001)
and acanthosis (up to 3 times), normalizing immunocyte infiltration and TNF
concentration, reducing IL-17A (= 50%) (both, p = 0.01 ), p-Akt (p <0.01 and 0.05,
respectively) and p-ERK2 (p <0.001 and 0.05, respectively). Only AB normalized the
INFy concentration and was the only one capable of inhibiting p-ERK1 (p <0.001),
without intensifying the toxicity of imiquimod. Conclusion: The data suggest that AB
can be considered a candidate molecule for the development of a new treatment for

psoriasis applied to the skin.

Keywords: Betulinic acid; Psoriasiform lesions; Skin treatment; Effectiveness and

safety; Mechanism of action.
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1. INTRODUCAO

O contexto deste estudo foi relacionado com o desenvolvimento de um novo
medicamento de aplicacdo sobre a pele para pacientes com formas dermatoldgicas
de psoriase. Este estudo foi parte de um projeto maior ja iniciado pelo Grupo de
Pesquisa em Alergia, Inflamacéao e Doencas Infecciosas (ALINDI) da Universidade do
Sul de Santa Catarina (UNISUL). Inicialmente, os pesquisadores tinham um interesse
sobre produtos naturais que pudessem servir como fontes de (algum) farmacos
inovador(es) para o tratamento de doencas da pele, principalmente a psoriase. Por
este motivo, o ponto de partida foi um estudo etnofarmacologico realizado por meio
de entrevistas com pessoas que utilizavam medicina popular e terapias integrativas.
Na época, foram incluidos mais de 110 participantes de pastorais da saude e grupos
da terceira idade de quatro cidades da regido sul do estado de Santa Catarina, Brasil.
Os resultados do trabalho levaram os pesquisadores a selecionar a espécie vegetal
Dillenia indica Linnaeus (D. indica) para ser estudada mais aprofundadamente.

Quando os pesquisadores da Unisul iniciaram o projeto, ndo existiam estudos
cientificos sobre atividade antipsoriatica de D. indica. Entéo, foi realizado um estudo
inicial para avaliar alguns extratos obtidos dos frutos?, que foram padronizados em
acido betulinico (AB); um componente majoritario®. Os extratos foram aplicados
topicamente em animais submetidos a um modelo rudimentar de lesbes
psoriasiformes fotonecroéticas induzidas por irradiacao ultravioleta na cauda de ratos
(modelo cientifico de Perry)>. Na época, este modelo estava entre 0s poucos
disponiveis e entre o mais utilizados nos estudos pré-clinicos sobre psoriase*’,
embora ja fossem conhecidas suas limitacdes®. Este modelo néo recapitula a maioria
dos eventos imunomediados presentes na psoriase de humanos, somente estratifica
a pele causando paraceratose®®. No estudo realizado anteriormente na UNISUL,
foram testados trés diferentes extratos (hidroetandlico, acetato de etila e éter de
petrdleo). Os resultados demonstraram que justamente o extrato contendo as
concentracbes mais altas de AB apresentaram também os efeitos antipsoriaticos mais
promissores.

Mais tarde, a autora liderou o desenvolvimento de um estudo para avaliar a
seguranca do extrato promissor de D. indica padronizado em &cido betulinico. Este

estudo foi importante para identificar possiveis efeitos adversos a partir do extrato
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aplicado sobre a pele integra de animais saudaveis. Os resultados também
providenciaram uma ideia quanto as doses que posteriormente poderiam ser
utilizadas em estudos futuros. Os dados desta pesquisa demonstraram que a dose
maxima de extrato que continha AB em concentracao de 1,5 mg/mL, aplicado sobre a
pele integra de camundongos, durante 10 dias consecutivos, ndo causou efeitos
adversos nos animais!®. Recentemente, foi publicado um estudo sugerindo que AB
suprime as respostas de linfécitos T auxiliadores 17 (Th17) e melhora a inflamacéo da
pele em murinos com lesdes psoriasiformes quando administrado por via orall.

Contudo, dados de uma ampla pesquisa internacional de base populacional
gue avaliou as perspectivas dos pacientes no manejo da psoriase, revelaram que a
maioria dos pacientes para os quais foram prescritos tratamentos orais ou injetaveis
descontinuaram o tratamento. Esse estudo foi projetado para eliminar ao maximo
vieses regionais de clinicas e de dermatologistas em especifico. Para isso, foi
projetado um estudo multicéntrico que incluiu 3.426 entre 139.948 pacientes
originarios de sete paises: Estados Unidos, Canad4, Franca, Alemanha, Italia,
Espanha e Reino Unido. Estiveram envolvidos nesta pesquisa 781 médicos. Os dados
deste estudo revelaram que, no geral, 46% dos pacientes com psoriase avaliados
afirmaram que os efeitos da terapia sdo piores do que aqueles da propria doenca e
mais de 85% deles afirmou acreditar na necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos para no tratamento da psoriase'?. No caso dos pacientes para os quais
medicacOes orais tradicionais foram prescritas, 0s pacientes alegaram que 0s
tratamentos foram interrompidos por questdbes de seguranca, tolerabilidade e
necessidade de monitoramento laboratorial. Em relacdo aos tratamentos injetaveis,
que envolvem compostos bioldgicos, os pacientes afirmaram achar a terapia pesada,
ter temor das injecdes que causam ansiedade, inconveniéncias e efeitos adversos??.
Portanto, € possivel reconhecer a importancia dos medicamentos administrados sobre
a pele para tratar a psoriase. Esta, na verdade, € a via usada para tratar a maioria dos
pacientes com doenca de gravidade leve'?.

Uma parte significativa da populacdo (2-5%) sofre de psoriase; a doenca
autoimune humana mais prevalente mundialmente. A psoriase € uma inflamacéo
crénica sistémica, que compreende principalmente formas cutaneas e artriticas'®. Sua
carga de doenca inclui alta morbidade, desemprego e muitas comorbidades. Neste

trabalho, foram abordadas questfes relacionadas principalmente aos medicamentos
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disponiveis para tratar psoriase, 0os quais tém eficicia limitada e causam efeitos
colaterais graves?t3,

Nos ultimos seis anos, o grupo ALINDI tem estudado uma molécula para tratar
psoriase: 0 acido betulinico (AB) ou acido (3B) -3-hidroxi-lup-20 (29) -en-28-06ico, que
€ um triterpeno pentaciclico natural do tipo lupano. AB é biossintetizado a partir do
isopreno através de vias que formam lupeol (R = CH3), betulina (R = CH20H) e AB
(R = COOH). Essas reacdes sao catalisadas por oxidases C-28, que sdo encontradas
em certas plantas. Com excecdes, AB geralmente é responsavel por > 0,1% do peso
seco da planta, o que néo é suficiente para atender a crescente demanda por AB#15,
A casca da bétula (Betulla spp.) e outros certos géneros de plantas produzem betulina
abundantemente (> 30%) (AB < 2,5%). Comercialmente, AB ¢é geralmente
disponibilizado a partir da oxidagdo da betulina*. O nimero de artigos cientificos
avaliando bioatividades de AB € notavel (> 1430 artigos em 2020, PubMed).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia, seguranca e
mecanismo de acao de AB purificado aplicado sobre lesdes psoriasiformes induzidas
por imiguimode no dorso depilado de camundongos. Algumas evidencias cientificas
sugerem que AB forma espontaneamente agregados supramoleculares por um
processo de automontagem, o que é€ tipico para este tipo de substéncia triterpendide
em meio aquoso ou hidroalcodlico'*. A hipétese criada para o presente estudo foi que
desta forma, o AB a partir dos agregados supramoleculares formados e depositados
sobre a pele dos animais poderia ser liberado, tendo alcance sistémico e exibindo
amplo espectro de atividade antipsoriatica que poderia ser benéfica inclusive para os
casos moderados e severos da doenca. Evidéncias cientificas demonstraram que a
partir dos agregados supramoleculares, o AB pode sofrer rea¢cdes subsequentes com
0 oxigénio molecular, dando origem a metobdlitos bioativos ainda mais potentes'4.
Para testar a hipétese, foi utilizado o modelo do imiquimode que é um farmaco ativador
imune que quando aplicado sobre a pele de camundongos causa a formacéo de
lesdes que compartilham varias das principais caracteristicas da psoriase humana.

Atualmente ja existem registros de dois ensaios clinicos que estédo avaliando a
seguranca e a tolerabilidade de AB aplicado sobre a pele. O primeiro estudo é um
estudo de fase I/ll que esta avaliando pomadas de AB quanto a seguranca e eficacia
no tratamento de nevos displasicos para  prevenir melanomas

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00346502). Outro ensaio clinico esta avaliando
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a seguranca, tolerabilidade e eficdcia de AB em pacientes com melanoma metastatico
cutaneo (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00701987). Portanto, os resultados do

presente estudo adicionam a literatura, pois sugerem que AB pode ser considerado
uma molécula candidata para o desenvolvimento de um novo tratamento para
psoriase aplicado sobre a pele, apoiando a conducdo de estudos clinicos em
pacientes com psoriase. A hipotese do presente estudo foi: 0 AB aplicado sobre a pele
poderia ter um efeito antipsoriatico sistémico benéfico para os casos de psoriase, leve,
moderada e severa. Ao passo que a pergunta de pesquisa foi: o0 AB representa uma
molécula promissora em termos de eficicia e seguranca para o desenvolvimento de

um medicamento para tratar lesdes psoriasiformes sendo aplicado sobre a pele?


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00701987
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Estrutura e direcionamento do referencial teérico

Como introduzido anteriormente, a literatura moderna define a psoriase como
uma doenca comum (de alta prevaléncia e incidéncia crescente), sisttmica, nao
contagiosa, sendo um processo inflamatério créonico autoimunomediado, que
apresenta um espectro de formas clinicas, sendo as principais, as formas cutaneas e
artropaticas'*'®1’, A revisdo da literatura apresentada a seguir ird fornecer
fundamentos tedricos que embasaram o desenvolvimento desta tese.

Primeiro, foram revisados aspectos do sistema imune (seus constituintes e
fungdes), o sistema imune inato, as respostas imunes de primeira linha de defesa, a
resposta inflamatdria aguda e crdnica. Foram descritas as citocinas e quimiocinas e o
papel que elas desempenham, algo que vem sendo esclarecido a cada dia mais; como
atuam na comunicacao celular (biossinalizac&o), transducao de sinais e modulacao
da expresséo génica, diferenciacdo, sobrevivéncia e proliferacdo celular. Foi revisado
o sistema imune adaptativo, incluindo a ontogenia dos linfécitos T e B (subpopulacdes
e funcdes), a ativacdo de células apresentadoras de antigenos; o primeiro passo para
inducdo da imunidade adaptativa, a sensibilizacdo do sistema imune, 0s mecanismos
de defesa do organismo que atuam para eliminar patdgenos e/ou recuperar a
homeostase e o eventual desenvolvimento de imunidade/memdria imunoldgica.
Permeando este texto, também foram revisadas situacdes que envolvem
principalmente patégenos cuja a velocidade de acao/infec¢cdo supera a atividade do
sistema imune, sendo verdade que em algumas situacdes os patdgenos ndo séo
eliminados e o organismo adapta-se para uma sobrevida acompanhada de uma
desordem cronica.

Além dos processos que visam a defesa do organismo, foram revisados
mecanismos, mutacdes e pontos de checagem que ocorrem durante a ontogenia dos
constituintes do sistema imune que visam a homeostase, garantindo tolerancia por
parte do sistema imune frente a elementos inofensivos do meio ambiente e
constituintes proprios do organismo. Desta forma, esta revisdo também apresenta os
mecanismos que atuam para garantir tolerancia imunoldgica (e autotolerancia),

juntamente com casos nos quais a tolerdncia € comprometida, nos quais ocorrem
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respostas imunes anormais (de hipersensibilidade, incluindo a atopia, enfatizando
principalmente a autoimunidade). Foram revisados os tipos de doencas de
hipersensibilidade, enfatizando a patogenia da psoriase, uma doenca caracterizada
por fases de laténcia e exacerbacdo, quando mecanismos de uma resposta
inflamatéria crénica mesclam-se com processos de agudizacdo da doenca®®'8. Um
dos principais focos de interesse desta tese foram as limitacbes do tratamento
disponivel para psoriase'®, que é relacionado com frequéncia a muitos efeitos
colaterais e inclusive eficacia que deixa a desejar!3!8. Este texto apresenta uma
revisdo sobre o tecido cutdneo e como o sistema imune se estrutura na pele. O
presente estudo foi uma pesquisa desenvolvida na linha de estudos e
desenvolvimento de medicamentos e produtos para a saude; desta forma, este texto
ainda realizou uma revisdo detalhada sobre as alternativas terapéuticas
(principalmente farmacoldgicas) atualmente disponiveis para psoriase e sobre as
pesquisas de desenvolvimento de novos farmacos nesta area. Foi realizada uma
revisao da literatura atualizada sobre o acido betulinico (AB), uma molécula inovadora
que aqui foi testada para o tratamento sobre a pele de camundongos com lesdes
psoriasiformes. Foram apresentados os antecedentes cientificos, as razdes que
levaram selecionar o AB como uma molécula candidata para o desenvolvimento de
um novo medicamento; as caracteristicas do modelo experimental (animal) utilizado,
suas vantagens e limitacbes e as bases tedricas necessarias para entender o

delineamento deste estudo.

1.1.2 Sistemaimune

1.1.2.1 Viséao geral, estruturacéo (constituintes) e aspectos ontogénicos

O corpo humano possui niveis de organizacdo que dependem um do outro. Por
exemplo, o organismo humano é constituido de varios sistemas de érgaos. Os 6rgdos
sao constituidos de tecidos e estes séo constituidos de células e moléculas. A funcéo
de cada sistema depende da atividade integrada de seus 6rgaos, que realizam
atividades especificas?2*,

O sistema imune caracteriza-se pela capacidade de reconhecer determinadas

estruturas moleculares estranhas (endégenas ou exdgenas) e desenvolver respostas
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efetoras diante destas estruturas, o que no geral, provoca a destruigdo ou inativagao
da(s) mesma(s)??>. O sistema imune representa um sistema que providencia uma
defesa essencial contra o desenvolvimento de infec¢des, tumores e outras doencas,
por meio de respostas imunes. A geragao inadequada destas respostas pode produzir
efeitos deletérios para o organismo, provocando reagdes inflamatorias crénicas e
dano organico em maior ou menor intensidade??.

O sistema imune é constituido por érgaos geradores primarios ou centrais, tais
como a medula 6ssea e o timo e, 6rgaos linfoides secundarios ou periféricos, tais
como os linfonodos, bacgo, sistema imune nas barreiras epiteliais, o sistema vascular
linfatico, leucécitos e moléculas?®. A medula éssea é o sitio de geracdo de células
sanguineas circulantes, incluindo hemacias, granulécitos e mondcitos, bem como é o
sitio de origem da linhagem linféide de células. A geracéo das células mencionadas
ocorrem inicialmente durante o desenvolvimento fetal, em ilhotas do saco vitelino e
mesénquina para-aortico, mudando para o figado entre o terceiro e quarto més de
gestacgéo, até finalmente consolidar-se na medula 6ssea?-28,

Hemacias, granuldcitos, mondcitos, células dendriticas, mastdcitos, plaguetas,
linfocitos B e T e células linfoides inatas originam-se todas de uma célula-tronco
hematopoiética comum presente na medula 6ssea. As células tronco sao
multipotentes, ou seja, podem originar todos os diferentes tipos de células sanguineas
e imunes?*-25, Na medula ainda existem células estromais ndo hematopoiéticas que
fornecem sinais e fatores de crescimento (citocinas, por exemplo) requeridos para
ciclagem continua das proprias células tronco, que em uma etapa de diferenciacao
subsequente originam células progenitoras mieloides e/ou linfoides (Figura 1)%3-2628,

Os progenitores mieloides originam as linhagens celulares eritroide,
megacariocitica, granulocitica e monocitica, que originam, respectivamente,
hemécias, plaguetas, granuldcitos (neutrofilos, eosindéfilos e basofilos), mondcitos e
células dendriticas (DCs). A maioria das células dendriticas surge da linhagem
monocitica. Mastdcitos imaturos surgem a partir de um precursor comum; estas
células deixam a medula 6ssea e diferenciam-se em mastocitos nos tecidos
periféricos.

No geral, o termo leucécitos (leukos = branco) refere-se as células do sistema
imune ou glébulos brancos. No sistema imune, o sistema linfoide € um componente

que possui varias funcbes essenciais, dentre elas, o controle da homeostase
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macromolecular, da funcéo imunolégica, controle dos fluidos teciduais e remocéo de

liquidos e proteinas dos espacos intersticiais®®.

Figura 1 — Medula 0ssea, células percussoras de células sanguineas e imunoldgicas
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Fonte: Cellular & Molecular Immunology — Nature (https://www.nature.com/cmi/)

Os leucocitos podem ser classificados em granuldcitos; estes apresentam
granulos no citoplasma (que podem ser identificados pelas diferentes propriedades de
coloragdo dos mesmos) e nucleo com formato irregular; sdo conhecidos
nominalmente por neutréfilos, eosindfilos e baséfilos?32°-32, Os neutrdfilos sdo
leucdcitos polimorfonucleares mais abundantes no sangue periférico, tém um

importante papel nas reagdes inflamatorias, defesa contra infec¢des e na funcéo dos
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mastocitos e basofilos. Os basofilos constituem menos de 1% dos leucécitos do
sangue periférico e podem ser recrutados para o0s tecidos no caso de
inflamagé&o/infecgao, juntamente com os eosinofilos. Os eosinofilos sdo células
importantes no combate a infecgdes, sendo sua agao antiparasitaria (antihelmintica),
uma das mais potentes e eficazes do organismo?°-3L.

As células da linhagem mieloide desempenham diversas fungdes importantes
na resposta imune inata, onde uma das principais funcfes é a fagocitose e destruicao
de patdégenos dentro de vesiculas intracelulares, realizadas pelos macréfagos/DCs e
neutrofilos, principalmente. As DCs s&o fagociticas e podem aprisionar patégenos.
Apds sua maturagao (ativacdo), elas atuam como células apresentadoras de
antigenos para as células T, iniciando a resposta imune adaptativa?32°-32,

Os progenitores linfoides da medula 6ssea dao origem aos linfocitos (células
gue em principio ndo possuem granulos e apresentam nucleo com formato
relativamente regular). Também originam um tipo de linfocito peculiar que responde a
presenca de infec¢des, sendo uma grande célula com um citoplasma granular distinto,
chamado de célula matadora natural (célula natural killer ou NK)33. Estas células sao
capazes de reconhecer e matar algumas células anormais, como por exemplo, células
cancerigenas ou células infectadas por virus ou outros parasitas intracelulares3.
Ainda em relacdo aos linfocitos, estas células diferenciam-se em varias
subpopulacdes, das quais é possivel distinguir em principio, a linhagem de linfocitos
B e T, que serdo explicados em mais detalhes nas secdes mais adiante?329-32,

Em nivel molecular, o sistema imune conta com uma ampla variedade de
constituintes. Os mais notaveis, além dos anticorpos, serdo detalhados adiante; sendo
eles: os receptores de reconhecimento de padrées moleculares associados ao dano
ou a patégenos (RRPs), as citocinas, as quimiocinas, as proteinas de fase aguda ,
tais como a proteina C reativa (PCR) e as proteinas do sistema do complemento, as
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), proteinas que
constituem receptores complexos, como o0s receptores dos linfcitos, fatores de

transcricdo génica, entre as principais?326:28.35,
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1.1.2.2 Receptores de reconhecimento de padrdes moleculares associados ao dano

e a patdégenos

Toda vez que ocorre uma lesdo ou trauma, surgem no local da lesdo, padrbes
moleculares distintos, que podem ser padrées moleculares associados ao dano
(DAMPSs) (no geral, endégenos) ou padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs) (exogenos). No geral, os DAMPs séo relacionados com debris das células
lesionadas ou mortas e assim como PAMPSs, sao reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrdes (RRPs). Geralmente, a ligagdo de DAMPs ou PAMPs com
RRPs esta entre os primeiros passos para a fagocitose, a qual na maioria das vezes
inclui o papel de moléculas denominadas em conjunto como opsoninas (no geral,
proteinas de fase aguda, como PCR, proteinas do sistema complemento ou
anticorpos). Fagocitose € o nome dado a um processo de engolfamento, ingestédo e
destruicdo de particulas sélidas, como bactérias ou pedacos de tecido necrosado, por
células ameboides chamadas de fagdcitos. Os fagdcitos ou células fagociticas podem
reconhecer patdgenos através de diferentes receptores de membrana que possuem
(RRPs ou receptores de opsoninas). Alguns fagdécitos ligam-se diretamente aos
microrganismos, enquanto outros, se ligam a microrganismos opsonizados, que Sao
internalizados para dentro dos fagossomos (vesiculas ou sistemas vesiculares de um
fagdcito formado pela invaginacdo da membrana celular e pelo material ingerido). Os
fagossomos fundem-se aos lisossomos para formar fagolisossomos, onde o0s
microrganismos sao mortos por espécie reativa de oxigénio (ROS) e nitrogénio, além
de enzimas liticas?3:26:32,

Hoje se sabe, que existem RRPs expressos na superficie das células em nivel
de membrana, em vesiculas fagociticas e sollveis no meio extracelular e no citosol
de varios tipos celulares; ou seja, em todas as localiza¢cdes onde PAMPs (ou DAMPS)
podem estar presentes. Resumindo, existem RRPs associados as células e RRPs
sollveis no plasma e mucosas. Quando RRPs ligam-se a PAMPs ou DAMPs, sao
ativadas vias de transducao de sinais que promovem fung¢des antimicrobianas, pro-
inflamatorias, entre outras respostas. No quadro a seguir estdo relacionados os

principais RRPs.
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Quadro 1 - Moléculas do sistema imune de reconhecimento de padrdes moleculares

associados com patdégenos ou ao dano celular

Receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares (RRPs)

Exemplos
especificos

Ligantes (PAMPs/DAMPSs)

*Associados as células

proteinas do
complemento

Receptores do tipo Toll Membrana TRLs 1-9 Vérias moléculas microbianas,
(TLRs) plasmatica incluindo LPS bacteriano e
endossomais das peptidoglicanos, acidos
células dendriticas, nucleicos virais
fagdcitos e células
B, células
endoteliais e
muitos outros tipos
celulares
Receptores do tipo NOD Citosol de NOD1/2 Peptidoglicanos da parede
(ou NLRs) fagdcitos, células celular bacteriana
epiteliais e outras
células
Receptores do tipo RIG Citosol de fagécitos | RIG-1, MDA-5 RNA viral
(RLRs) e outras células
Sensores de DNA Citosol de muitos AIM2; CDSs DNA bacteriano e viral
citosdlico (CDSs) tipos celulares associados a
STING
Receptores de lectina tipo Membrana Receptor de Carboidratos da superficie
C (CLRs) plasmatica de manose microbiana com terminal de
fagocitos Dectina manose e frutose
Glucanas presentes nas
paredes celulares fungicas
Receptores de Scavenger Membrana CD36 Diacilgliceridios microbianos
plasmatica de
fagocitos
Receptores N-formil met- Membrana FPR e FPRL1 Peptidios contendo residuos
leo-phe plasmatica de de N-formilmetionil
fagocitos
*Sollveis
Pentraxinas Plasma Proteina C Fosforicolina e fosfatidilserina
reativa microbianas
Colectinas Plasma Lectina ligante Carboidrato com manose e
de manose frutose terminais
Alvéolos Proteinas Varias estruturas microbianas
surfactantes
SP-A e SP-D
Ficolinas Plasma Ficolina N-acetilglucosamina e acido
lipoteitoico componentes das
paredes celulares das
bactérias Gram-positivas
Complemento Plasma Varias Superficies microbianas

Fonte: Abbas et al3®.

No quadro 1, NOD ou NLRs = receptores similares ao dominio de oligomerizagdo ligante de

nucleotideo; LPS = lipopolissacarideo; RIG = receptor do gene 1 induzivel pelo acido retinéico; MDA =

receptor de gene associado a diferenciagdo do melanoma; RNA = &cido ribonucleico; DNA = 4cido

dexoxirribonucleico; CDSs = sensores de DNA citosélico; AIM2 = proteina induzivel por interferon

ausente no melanoma; CD36 = glicoproteina de plaquetas 4, translocase de acidos graxos, membro 3




30

da classe B do receptor de sequestrador e glicoproteinas 88, Illb ou IV; FPR = receptores de peptideos
formilados; FPRL1 = receptores de peptideos formilados do tipo 1; SP-A = proteina surfactante A e SP-

D = proteina surfactante D.

1.1.2.3 Respostas imunes de primeira linha de defesa

Esta secao foi construida para explicar respostas imunes que, em principio,
apresentam padrdo bastante semelhante e que ocorrem toda vez que o organismo
sofre um trauma ou uma lesdo. Os elementos, caracteristicas e funcdes explicadas
aqui tém relacdo principalmente com aquilo que se compreende como resposta
inflamatdria aguda, envolvendo elementos constituintes das primeiras linhas de
defesa do organismo e principalmente constituintes inatos do sistema imune. Estas
respostas incluem um papel de células fagocitarias, um movimento direcionado de
células imunes do sangue para os tecidos e dentro dos tecidos lesionados
(quimiotaxia), uma grande variedade de sinais que regulam esta migragdo e o
recrutamento/ativacéo de células imunes?326:28.32,

Quando as barreiras que protegem o0 organismo sao ultrapassadas (pele,
mucosas, tosse, lagrimas, miccdo, entre outros), microrganismos ou padroes
moleculares estranhos invadem o organismo causando respostas da primeira linha de
defesa na tentativa de bloguear os microrganismos que sdo capazes de colonizar os
tecidos ou eliminar o(s) corpo(s) estranhos®*3’. Quando microrganismos sdo capazes
de resistir as reagdes de defesa nos tecidos, elementos encontrados nos fluidos
extracelulares e no sangue reconhecem os mesmos por meio de proteinas receptoras
RRPs3839 A resposta inflamatoria aguda é marcadamente caracterizada pela
atividade de DCs e saida de eletrélitos e pequenas moléculas de leitos capilares,
constituindo o transudato e posteriormente saem moléculas como albumina e
fibrinogénio que constituem o exsudato?®. O influxo de neutrofilos é logo seguido por
mondacitos, que rapidamente diferenciam-se em macrofagos, reforcando e mantendo
a resposta. Mais lentamente, os eosindfilos também migram para o tecido inflamado
e também contribuem para a destruicdo do microrganismo invasor2%34,

As respostas de primeira linha de defesa consistem em mecanismos celulares
e bioquimicos/moleculares pré-existentes mesmo antes do trauma ou da infecgéo e
que sao preparados para responder rapidamente. Esses mecanismos reagem aos

produtos dos microrganismos e células lesionadas e estas respondem essencialmente



31

da mesma forma para exposi¢des repetidas. Os principais componentes que atuam
neste momento sao: barreiras fisicas e quimicas (epitélio e agentes antimicrobianos);
células fagociticas (neutréfilos, macréfagos), DCs, células NKs e proteinas
sanguineas, incluindo membros do sistema complemento e outros mediadores da
inflamagao, como por exemplo, citocinas e quimiocinas de fase aguda?340,

A inflamagao € uma resposta protetora do organismo que dilui, destréi ou
neutraliza agentes nocivos que atacam as células do hospedeiro*!. Em principio, a
inflamagdo €é um conjunto de alteracbes normalmente controladas e
autolimitadas?3494243, A etapa inicial da inflamagao é crucial para definir o curso do
processo inflamatorio, onde moléculas sinalizadoras determinam a sintese de
diferentes mediadores, pro- e anti-inflamatorios. Ao conjunto de respostas que
constitui esta fase inicial de respostas ao dano ou infeccdo € dado o nome de
inflamacé@o. Em alguns casos, a agressdo € menor, ocorrendo um periodo breve de
geracao de mediadores pré-inflamatorios que rapidamente ddo espaco a geracdo de
mediadores anti-inflamatorios, que suprimem a fase inicial e o processo é resolvido.
Porém, em muitos casos, a causa lesiva pode persistir**. Neste Gltimo caso, o
resultado pode ser a inflamagao cronica, que pode ter sérias consequéncias
patoldgicas*.

Na inflamacdo aguda, a resposta possui dois componentes principais:
alteragdes vasculares, que alteram o calibre vascular e permitem um aumento do fluxo
sanguineo (vasodilatagado). Fluidos contendo proteinas plasmaticas deixam a
circulagéo devido ao aumento da permeabilidade vascular, pois as células endoteliais
sao ativadas, resultando na expressao de proteinas de adesao de leucdcitos que
migram através das paredes vasculares. Ocorre emigragao dos leucdcitos da
microcirculagdo e seu acumulo no foco da lesdo. Os principais leucécitos que atuam
nesta fase sdo fagdcitos, como DCs, macrofagos e polimorfonucleares?327:42:45,

Os fenbmenos vasculares sao representados por modificagdes hemodinamicas
da microcirculagdo, comandadas por mediadores liberados durante a irritagdo por
acao do agente inflamatdrio. As principais modificagées sao: vasodilatagao arteriolar
produzida por acdo da histamina e mantidas por prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanas, vasoconstritores, entre outros, que promovem agregacao plaquetaria e
normalmente evoluem para um equilibrio homeostatico do sistema circulatério

(dilatagdo das vénulas menores e constricdo das vénulas maiores), aumentando a
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pressao hidrostatica na microcirculagdo e a permeabilidade vascular (ocorrendo
hiperemia)*'. A fase inicial da vasodilatagdo é mediada pela histamina, bradicinina e
prostaglandinas; a fase tardia e sustentada depende principalmente de mediadores
originados no plasma (derivados dos sistemas do complemento, da coagulagao e de
fibrindlise), além de derivados do acido araquidénico, gerados principalmente no
endotélio e em células do exsudato inflamatério. Logo no inicio da vasodilatagéo,
quando se inicia a fase de fluxo mais lento, os leucocitos deixam a regido central da
corrente sanguinea e comecam a deslocar-se na margem do fluxo*.

Na primeira etapa do recrutamento celular, a selectina-P aparece na superficie
das células endoteliais induzida por leucotrienos e histamina, a qual é liberada pelos
mastocitos. Selectinas reconhecem a regiao de certas glicoproteinas dos leucdcitos e
a interacao das selectinas P e E com essas glicoproteinas permite que 0os mondcitos
e os neutrofilos liguem-se de forma reversivel a parede vascular, assim, os leucocitos
circulantes rolam sobre o endotélio dirigidos por quimiocinas. Eles, entdo, penetram
na membrana basal com o auxilio de enzimas proteoliticas (metaloproteinases) que
degradam as proteinas da matriz extracelular da membrana e ocorre assim o que se
chama de diapedese, permitindo que os fagdcitos entrem nos tecidos subendoteliais
e migrem para o foco da lesdo3+44,

Entre os DAMPs, vale destacar o 4cido araquidénico que é um derivado das
membranas das células destruidas*®. O acido araquidOnico serve de substrato para
uma familia de enzimas mediadoras de inflamac&o. Entre elas, destacam-se as
cicloxigenases (COX 1,2,3) e lipoxigenases. Essas enzimas s&o consideradas chaves
na biossintese de prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas), que sao substancias
envolvidas em diversos processos fisioldgicos, assim como em processos patologicos
dainflamacao. As enzimas mencionadas catalisam reacdes que derivam eicosanoides
gue exercem uma variedade de efeitos sobre os vasos sanguineos e as células
envolvidas na inflamagéo, nociceptores e células da vizinhanca?*’. As prostaglandinas
aumentam a sensibilidade dos receptores de dor e sua lenta liberacdo associada ao
processo de dano tecidual pode explicar a sensacgao relacionada a dor tardia. As
prostaglandinas liberadas sensibilizam os receptores locais de dor, intensificando a
estimulagéo dolorosa“.

As isoformas das cicloxigenases (COX-1 e COX-2) levaram aos conceitos de

que aisoforma COX -1 é constituitiva e tende a desepenhar uma fungcdo homeostatica,
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enquanto a COX-2 é induzida durante a inflamacéo e tende a medear a resposta
inflamatoria. Por meio destas isoformas, descobriu-se inibidores altamente seletivos
da COX-24249 A COX-2 especificamente é uma forma induzivel da enzima, sendo
expressa principalmente por células e tecidos envolvidos em processos inflamatorios;
pode ser induzida por citocinas IL-1, IL-2 e familia de citocinas do fator de necrose
tumoral (TNF), como também podem ser inibidas por outras citocinas IL-4, IL10 e IL-
13. Uma terceira isoforma ja foi sugerida, a COX-3, mas essa ainda ndo possui seu
mecanismo de acédo bem esclarecido?6:28:47,50-53

Durante a inflamacgéo ocorre a liberacdo de enzimas lissossdmicas pelos
leucocitos. Rapidamente ocorre uma resposta que se expressa atraves de sinais
cardinais como o calor, dor, rubor e edema, causados por efeitos de mediadores
inflamatoérios nos vasos sanguineos locais. Estes sinais foram descritos ha mais de
2.000 anos por um enciclopedista romano, Celsus, que escreveu o famoso texto “De
medicina”. No século XIX, um quinto sinal cardinal foi adicionado por Rudolf Virchow,
conhecido como “pai da patologia moderna”, que descreveu que as manifestacdes da
inflamagao s&o consequéncia de alteragdes vasculares, recrutamento e ativagao dos
leucdcitos e alteragGes dos tecidos lesionados3441.

Durante a fagocitose, fagocitos chegam no local da lesdo e secretam grandes
guantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS), juntamente com as citocinas
pro-inflamatérias, enzimas proteoliticas (metaloproteinases de matriz), etc. Uma
familia de enzimas presente nas células fagociticas, conhecida como complexo das
NADPH-oxidase (ou fagécito oxidase), cuja atividade inclui a producdo de ROS em
niveis elevados. Entre os principais tipos de ROS, podem ser citados os radicais
anions superoxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio e intermediarios reativos
do nitrogénio, cujo principal representante é o éxido nitrico (NO)?°. Estes eventos sédo
incluidos em um processo conhecido como burst (exploséo) respiratéria. As ROS
geradas atacam os patdgenos atuando junto com a fagocitose. No entanto, se ROS
sdo produzidas em excesso, de forma sustentada, elas podem causar danos nos
tecidos circundantes, o que aparece nos processos cronicos??:545,

O sistema complemento foi descoberto ha muitos anos como um componente
termolabil presente no plasma normal que aumenta a opsonizacado de patégenos por
anticorpos e que permite que anticorpos matem ou neutralizem alguns destes

patogenos. Esta atividade 'complementa’ a atividade dos anticorpos, dai o nome das
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”

proteinas “sistema do complemento™. Embora tenha sido descoberto pela primeira
vez como membros efetores da resposta por anticorpos, o sistema do complemento
também pode ser ativado no inicio da infeccdo na auséncia de anticorpos e, de fato,
agora parece claro que o complemento evoluiu primeiro como parte do sistema
imunoldgico inato, onde também desempenha um papel importante?®:54.55,

O sistema complemento (Figura 2) é composto por um grande numero de
proteinas plasmaticas distintas que reagem entre si para opsonizar patdogenos e
induzir uma série de respostas que ajudam a combater patégenos. Uma série de
proteinas do complemento sdo proteases que sdo ativadas por clivagem proteolitica.
Tais enzimas sao sintetizadas pelo figado e por macrofagos, em principio, na forma
de zimogénios. No caso do sistema complemento, 0s zimdgenos precursores estao
amplamente distribuidos pelos fluidos e tecidos do corpo. Nos locais de lesédo, no
entanto, eles sao ativados localmente e desencadeiam uma série de eventos pro-
inflamatdrios potentes. O sistema do complemento é ativado através de uma cascata
de enzimas ativadas sequencialmente. Nestas cascatas, uma enzima ativa gerada
pela clivagem de seu precursor zimogénio, cliva entdo seu substrato, outro zimogénio
do complemento, para sua forma enzimatica ativa. Por sua vez, isso cliva e ativa o
proximo zimogénio na via do complemento. Desta forma, a ativacdo de um pequeno
namero de proteinas do complemento no inicio da via € enormemente amplificada por
cada reacao enzimatica sucessiva, resultando na geracao rapida de uma resposta do
complemento desproporcionalmente grande. Existem muitos mecanismos
reguladores para impedir a ativacédo descontrolada do complemento®®.

Existem trés maneiras pelas quais o sistema de complemento protege contra
patégenos. Primeiro, gera um grande numero de proteinas do complemento ativadas
gue se ligam covalentemente aos patégenos, opsonizando-os para serem engolfados
pelos fagocitos dotados de receptores do complemento. Segundo, 0s pequenos
fragmentos de algumas proteinas do complemento atuam como agentes quimiotaticos
que recrutam mais fagocitos para o local de ativacdo do complemento e também para
ativam os fagocitos. Terceiro, os componentes do complemento terminal danificam
certos patégenos, criando poros na membrana dos mesmos®* (Figura 2.2).

Proteinas de fase aguda séo proteinas cuja concentracao plasmatica aumenta
(proteinas de fase aguda positivas) ou diminui (proteinas de fase aguda negativas)

em resposta a inflamacgéo. Principais exemplos de proteinas de fase aguda positivas
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incluem: PCR, lectina ligadora de manose, fibrinogénio, proteinas do complemento,
entre outros. A PCR € uma proteina plasmatica reagente de fase aguda produzida
pelo figado. E um dos membros da familia de proteinas pentraxina. Sua fungdo
fisiolégica é ligar-se a fosfocolina expressa na superficie de células mortas ou
lesionadas (e alguns tipos de bactérias), para iniciar sua eliminac¢ao ao ativar o sistema
complemento e células que fazem fagocitose, funcionando como uma opsonina. E um
indicador extremamente sensivel de inflamac&o®’.

Exemplos de proteinas de fase aguda negativas incluem: albumina,
transferrina, transtiretina, proteina ligadora de retinol, antitrombina, transcortina, entre

outras. Tais proteinas podem ser usadas como marcadores de inflamag&o®85°.

Figura 2 — Principais proteinas de fase aguda: Proteina C reativa, fibrinogénio e

proteinas do sistema complemento
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A medida que o processo inflamatério evolui, séo liberados mediadores anti-
inflamatoérios que favorecem os fenébmenos de resolugcédo da inflamagao, processo
regulado por uma série de mediadores como citocinas, quimiocinas e receptores

distintos. Esses mediadores de reparo sao representados por fatores de crescimento,
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na sua maioria produzidos por leucécitos, entre outros. A remodelacédo tecidual
acontece também através da atividade de enzimas como a elastase e fatores de
crescimento como fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B), fator de
crescimento derivado de plaquetas e fator de crescimento de vasos endoteliais
(VEGF), moléculas de adeséo (integrinas), antigeno leucocitario cutaneo e ceélulas
reguladoras CD4*Foxp3*. Neutrofilos e macréfagos interagem com plaquetas e
células endoteliais ou epiteliais para produzir lipoxinas e resolvinas, potentes
mediadores anti-inflamatorios?®4°. A liberacdo de citocinas também torna-se
distinta®9.61,

O estudo de Charles Dudley Mills®? sobre macréfagos M1 e M2 demonstrou
que as respostas M1 estdo ligadas a producdo de IL-12 e IL-8 e a expressdo da
superficie celular de correceptor de diferenciacao (CD) 80 ou 86 que atraem ou matam
células como neutrdfilos e/ou estimulam respostas Thl. As respostas M2 estdo mais
associadas ao TGF-B e a producdo do VEGF®2. Os macréfagos M2 podem ainda se
subdividirem em macroéfagos M2a, M2b, M2c e M2d, e mais recentemente foi
demonstrado que os macréfagos conseguem se diferenciar e formar mais seis
subpopulagdes, conhecidas por macréfagos reguladores, macrofagos associados a
hemorragia, macrofagos oxidativos, M3, M4 e M17. O subgrupo de macréfagos M2
ativado pela IL-4, estaria mais envolvido no reparo tecidual e especula-se que também
tenham um papel na manutencéo da tolerancia imunolégica*>%3. Os macréfagos M3
sdo conhecidos como macrofagos de comutagdo (transformacdo) entre os
marcadores que compde a via dos macréfagos M1 e M2. Sobre os macrofagos M4,
estes se diferenciam na presenca do fator estimulador de col6nia e de quimiocina
CXCL4. Ja o macrofagos M17 suspeita-se que possa estar envolvido na inducao de
corticosteréides, fator estimulador de colénias de macréfagos e granulécitos ou IL-10
e um aspecto importante € que a célula, ao responder a IL-17, torna-se resistente a
apoptose*>83, Sendo assim, os macrofagos potencializam a ativagao de linfécitos T e
B pela expressdo de moléculas coestimuladoras e liberam mais citocinas pro-
inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF e quimiocinas?32745.63,

Vale reforcar a ideia que a atividade das células da imunidade inata e
adaptativa sdo complementares e reguladas principalmente por citocinas, quimiocinas
e outros fatores reguladores?326.2841 A resposta imune inclui respostas que vao desde

reacGes imediatas a reacGes tardias®®. Por meio destas respostas é possivel verificar
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gue existem dois tipos distintos de respostas imunes, conhecidas nominalmente por
imunidade inata e imunidade adaptativa (ou adquirida). Ambas comunicam-se entre Si
através de moléculas e receptores®*3°. As respostas diferenciam-se pela velocidade
e especificidade das reacdes. A imunidade inata abrange elementos do sistema
imunoldgico j& presentes no nascimento do individuo, que fornecem defesa imediata
ao hospedeiro (neutréfilos, mondcitos, macrofagos, complemento, citocinas e
proteinas de fase aguda)?®-3'. Ao discorrer por este texto, em varios trechos séo

realizadas associa¢cdes com a imunidade inata e adaptativa.
1.1.2.4 Citocinas e quimiocinas: quimica e funcao

No principio, acreditava-se que citocinas eram secretadas somente por células
do sistema imune. Atualmente, é reconhecido que uma variedade de células sao
secretoras de citocinas, o que inclui todas as células epiteliais, células do sistema
nervoso, entre outras. Na verdade, € possivel afirmar que dia apds dia, novas células
secretoras de citocinas tém sido identificadas. Citocinas sédo proteinas sinalizadoras
secretadas que possuem atividade autdcrina, paracrina ou enddcrina (Figura 3). As
citocinas sao secretadas e irdo agir em receptores especificos presentes nas células-
alvo. O que acontece a partir da ligacdo de citocinas em seus receptores é ativacao

de vias de transducéo de sinais e modulacdo da expressdo génica?326:28:32,

Figura 3 — Comunicacéo celular: (a) autdcrina, (b) paracrina e (c) endécrina
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Fonte: Karp e Iwasa®

Citocinas e quimiocinas representam um grande grupo de proteinas/peptideos
secretadas (0s) com estruturas e fungdes diversas. Estas moléculas medeiam
comunicacdo celular (biossinalizagéo), ativando vias de transducédo de sinais que

regulam e coordenam muitas atividades das células. Todas as células do sistema
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imune secretam algumas citocinas e também expressam receptores especificos para
citocinas e ou quimiocinas. O termo quimiocinas refere-se a um grupo de citocinas
com funcBes mais relacionadas a quimiotaxia, ou seja, atragdo/movimento de células
em resposta a sinais quimicos secretados no ambiente circundante-6,

As citocinas podem ter atividade autdcrina (ocorre quando uma célula secreta
uma citocina que atua em seus proprios receptores); paracrina (ocorre quando uma
célula secreta uma citocina que age sobre células vizinhas) ou enddcrina (menos
comum; ocorre quando uma célula secreta uma citocina que ira circular na corrente
sanguinea e influenciar a atividade de célula(s) localizadas a alguma distancia; células
dotada(s) de receptores para a respectiva citocina secretada®®66,

Citocinas e quimiocinas tém funcdes relacionadas ao crescimento,
diferenciacdo e ativacdo de células, regulando e determinando a natureza das
respostas imunes; controlando o trafego das células e o arranjo celular dos 6rgéaos
imunolégicos. A depender de quais citocinas sdo produzidas em resposta a um insulto
imunologico, respostas imunes especificas desenvolvem-se, podendo estas ter
carater citotoxico, humoral, mediado por células, reacdes de hipersensibilidade, entre
outras. Uma cascata de respostas pode ser vista como resultado da ligacdo de uma
citocina ao seu receptor e muitas vezes s80 necessarias Vvarias citocinas para
sinergizar a expressdo génica e elicitar a(s) resposta(s) imune(s) ideal(ais). Uma
variavel de confusdo adicional no entendimento da fung&o das citocinas € que cada
citocina pode ter uma funcdo completamente diferente, dependendo da fonte celular,
alvo e, mais importante, fase especifica da resposta imune durante a qual é secretada.
Numerosas citocinas tém potencial pro-inflamatério e anti-inflamatério; isto é, a
atividade elicitada depende das células imunoldgicas presentes e de seu estado de
resposta a citocina®°:,

Sabe-se gue certas células que participam em respostas imunes se polarizam
de acordo com a producéao de citocinas. Postula-se que, apds a polarizacao inicial no
local do reconhecimento antigénico, diferentes tipos de células podem ser ativadas e
chegar ao local das lesbes sob influéncia de citocinas. Ainda, ao chegar ao local das
lesdes, as células imunes precisam se adaptar as citocinas no campo local, o que
implica que estas células imunes sofrem influéncia de circuitos reguladores de
citocinas e quimiocinas. A medida que migram, essas células podem, por sua vez,

influenciar a secrecdo das citocinas®®.
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1.1.2.5 Comunicacao celular (biossinalizagéo) e transducédo de sinais

Em um organismo complexo como o dos seres humanos, composto de trilhares
de células, a vida so é possivel porque as células com diferentes fungcdes comunicam-
se (trocam varios sinais entre si) e assim as fun¢des fisioldgicas sédo ordenadas, o que
nao é diferente para o sistema imunolégico. A capacidade que as células possuem de
receber e responder a sinais, que vem de locais a alguma distancia e sao
reconhecidos por elementos denominados receptores (ou transdutores de sinais); €
fundamental & vida. De modo constante, as células recebem informag¢des do meio
extracelular por meio de moléculas sinalizadoras, ou simplesmente chamadas de
sinais (ligantes). Os sinais ligam-se com o0s respectivos receptores. Os sinais tém
natureza quimica diversa, mas em todos 0s casos, representam a informacgéo que é
detectada por receptores especificos, sendo convertidos em resposta(s) celular(es) e,
esta(s) sempre envolve(m) processos bioquimicos. A conversio de informacées em
alteracao(6es) bioquimica(s) € dado o nome de transducéo de sinal, uma propriedade
universal das células vivas. No caso do sistema imunoldgico, as citocinas estéo entre
as principais moléculas que representam tais sinais!’23.28:64,

Na area da Imunologia, é possivel exemplificar de varias formas os processos
nos quais a comunicacao celular e as vias intracelulares de transducao de sinais
modulam a expressao de genes em processos cruciais fisioldgicos ou patologicos. Por
exemplo:

- A ativacgdo por citocinas de células, a partir dos receptores que elas possuem, pode
induzir expressao génica relacionada a producdo de mais citocinas (as mesmas ou
outras);

- A ativacdo pode induzir expressao génica relacionada a diferenciacéo, aquisicao de
novo fenotipo celular, maturagéo e aquisicdo de novas fungoes;

- A ativacdo de receptores em granuldcitos pode induzir os mesmos a exocitose dos
granulos pré-existentes no citoplasma deles;

- A ativacao pode iniciar respostas de crescimento (geracao de novas células/ciclagem
celular) e proliferacao celular (expanséao clonal);

- Quimiocinas podem ativar receptores em células que expressam proteinas que
dirigem a motilidade celular, modulam a ades&o célula-célula ou célula-matriz

extracelular;
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- Inducéo de fagocitose de moléculas ou outras células;
- Inducéo ou protecao contra morte celular programada (apoptose);
- A ativacdo de receptores tipo imunoglobulina presentes em linfocitos B pode instruir
estas células a expresséo génica relacionada a secrec¢édo de mais anticorpos?326:32,
Os sinais ao se ligarem aos seus receptivos receptores podem agir de diversas
formas, uma das maneiras de classificar suas acoes € como agonista ou antagonista.
Como mostrado na Figura 4, os agonistas acoplam ao receptor, alteram sua
conformacao e causam respostas celulares. Por outro lado, os antagonistas acoplam
ao receptor, mas ndo mudam sua conformacdo e assim n&o causam respostas
celulares. A produgcdo de moléculas agonistas e antagonistas sintéticas é uma
estratégia comum na area da farmacologia para corrigir distarbios

fiSiOpato|égiCOSl7,23,28,64_

Figura 4 — Classificacao dos sinais ou ligantes
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Fonte: http://plantandociencia.blogspot.com/2019/09/farmacodinamica-i.html

Tanto agonistas quanto antagonistas podem ser ainda subclassificados. Por
exemplo, os agonistas podem ser ditos: a) agonista total: ativa seu receptor em sua
eficacia maxima; b) agonista parcial: ativa o receptor, mas ndo em sua eficacia
maxima, c) agonista inverso: inativa o receptor constitutivamente ativo, entre outros.
Os antagonistas podem ser subclassificados em: a) antagonista de sitio competitivo:
ligam-se reversivelmente ao sitio ativo do receptor, competindo com a ligacdo do
agonista a esse sitio; b) antagonista de sitio ndo competitivo: liga-se de forma néao
competitiva ao sitio de acdo onde o agonista se ligara, diminuindo a eficacia do
agonista; c) antagonistas alostéricos nao-competitivos: ligam-se em outros sitios

alostéricos do receptor que ndo o do agonista e diminuem o efeito do mesmo, de
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maneira reversivel ou irreversivel. As ligacbes podem ser reversiveis ou irreversiveis,
dependendo da forma da interacéo entre as moléculast’:2328.64,

Os receptores (transdutores de sinais) que iniciam as respostas de sinalizacéo
sao geralmente proteinas integrais presentes na membrana citoplasmatica, onde seus
dominios extracelulares reconhecem ligantes solUveis secretados ou estruturas
ligadas a membrana citoplasmatica de uma célula vizinha ou a matriz extracelular?:.
Os receptores sdo impressionantemente especificos e extremamente sensiveis. Esta
especificidade € alcancada por uma complementariedade molecular precisa entre as
moléculas sinalizadoras e receptoras. Os organismos multicelulares, tem um nivel de
especificidade adicional, visto que os receptores de um dado sinal, ou os alvos
intracelulares de uma dada via de sinalizacao, estdo presentes em apenas alguns
tipos celulares. Sendo assim, um sinal pode desencadear respostas em um
determinado tipo de células, ao passo que este mesmo sinal pode ndo gerar resposta
alguma em outra linhagem celular. Neste caso, o que determina se as células irdo
responder ou ndo a um determinado sinal, é a presenca ou ndo do receptor nas

células-alvol”232864 (Figura 5).

Figura 5 - A expressao do receptor € determinante para especificidade das respostas

celulares

Receptor

Célula secretora Célula alvo
Célula que nao é alvo (ndao possui receptor)

Fonte: Adaptado de https://www?2.estrellamountain.edu/faculty/farabee/biobk/BioBookENDOCR.html

Os receptores de sinais sédo classificados em quatro principais tipos (como
ilustrado na Figura 6): 1. canais idnicos (ou receptores ionotropicos), 2. receptores
acoplados a proteina G (metabotrépicos ou serpentiniformes), 3. receptor enzimaticos
e 4. receptores nucleares. Os receptores do tipo canal ibnico sdo proteinas localizadas
na membrana citoplasmatica das células; possuem estrutura semelhante a outros

canais ibnicos, mas incorporam um sitio de ligacao (receptor) de ligante, geralmente
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no dominio extracelular. Tipicamente, sdo receptores sobre o0s quais atuam
neurotransmissores de atividade rapidat’.2328.64,

Os receptores acoplados a proteina G ou serpentiniformes sdo metabotrépicos
(consistem em uma cadeia de aminoacidos que atravessa sete vezes a membrana
em formato de serpentina com dominio extracelular, transmembrana e intracelular).
Estes receptores sdo um tipo de receptor de membrana de células eucaridticas que
atua através de um mensageiro secundario e sua atividade € frequente em vias do
metabolismo energético em humanos. A ligacdo do sinal no dominio extracelular deste
tipo de receptor altera a conformacao do receptor que assim é capaz de interagir com
a proteina G (chamada assim por sua afinidade e ligacdo com nucleotideos de
guanosina trifosfato - GTP e guanosina difosfato - GDP). As proteinas G estdo na
camada interna da membrana e consistem em trés subunidades: a, B e y. A ligacéo
do sinal ao receptor, ativa a proteina G levando, por sua vez, a ativacdo de outra
proteina (enzima ou canal idnico). Este também é um tipico exemplo de receptor de
guimiocinas. Na forma inativada, a porcao citoplasmatica do receptor esta ligada de
forma ndo covalente a proteina G. No processo de ativacao, a subunidade a troca o
GDP por GTP e dissocia-se, ficando livre. As subunidades a-GTP, B e y passam a
circular no citoplasma e interagir com diversas moléculas efetoras, atuando como
segundos mensageiros, por exemplo: adenilil-ciclase, a proteina cinase C, diversos
canais ionicos, entre outras. O efeito é interrompido com a hidrélise do GTP a GDP,
pela enzima GTPase, fazendo com que as ligacdes da proteina G retornem ao estado

inativadol723.28.64,
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Figura 6 - Quatro tipos de transdutores de sinais
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Fonte: Adaptado de Nelson e Cox?’.
Os receptores enzimaticos sdo geralmente relacionados com fosforilacdes,

atividade fosfotransferase ou cinases - transferidores de grupamentos fosfato e/ou
ainda clivagens. Representam um grupo heterogéneo de receptores de membrana
que respondem a sinais peptidicos, como as citocinas das familias TNF e IL-17,
fatores de crescimento, entre outros. Apresentam um dominio extracelular de ligacéo
de sinais conectado a um dominio intracelular por uma hélice transmembrana. Em
muitos casos, o dominio intracelular possui natureza enzimatica intrinseca (atividade
de cinase ou de guanilato ciclase). Muitos dos receptores com dominios citosolicos
enzimaticos modificam proteinas pela adicdo ou remocéo de grupos de fosfato em
residuos de aminoéacidos especificos. A fosforilagdo € um mecanismo de sinaliza¢do
proteica, pois a elevada carga negativa dos grupos fosfato tem a capacidade modificar
a estrutura tridimensional de qualquer proteina e consequentemente a atividade da
revertido pela acdo de

mesma, além disso, &€ um processo facilmente

fosfatases?’23.28.64,
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Figura 7 — Etapas da biossinalizagdo e transducgéo de sinais
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Fonte: Adaptado de Campbell readings for M2 — Cell signalling <notsaem.wordpress.com>

Os receptores nucleares podem ser localizados no ndcleo ou citoplasma das
células (estes quando ativados migram para o compartimento nuclear na presenca do
ligante). Exemplos: receptores dos hormonios esteroides, do horménio da tireoide,
receptor do &cido retindico, receptor da vitamina D7:2328:64,

As etapas da biossinalizacdo foram mostradas na Figura 7 e no geral,
envolvem: primeiro, a ligagdo do sinal ao receptor (geralmente encontrado na
superficie junto a membrana citoplasmatica das células). Depois, uma fase citosoélica
que geralmente envolve a ativacdo de enzimas pré-existentes que sdo ativadas quase
gue sempre por meio de atividade proteolitica (clivagem) ou atividade de cinases
(fosforilagBes). Por ultimo, o processo geralmente culmina em uma fase nuclear, na
qual ocorre a ativacdo ou translocacao nuclear de fatores de transcricdo que estao,

em principio, latentes nas células em repouso. No nucleo das células, os fatores de
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transcricdo orquestram alteragcdes da expressdo génica, ativando ou inibindo a
expressdo de uma infinidade de genes?3.

No caso dos receptores com papel no sistema imunolégico, entre eles os
receptores de citocinas, praticamente todos consistem em uma ou mais proteinas
(cadeias polipeptidicas) de membrana que possuem porc¢des extracelulares de ligagéo
para ligantes e porgles citoplasmaticas (responsaveis pela iniciacdo das vias de
transducéo de sinais intracelulares). Uma vez que o sinal (a citocina, por exemplo)
liga- se ao receptor, isto geralmente causa aproximacdo de subunidades
citoplasmaticas de duas ou mais moléculas do receptor. Frequentemente, o receptor
tem caracteristica de receptor enzimatico, descrito anteriormente. A maioria destes
receptores sdo associados a atividade enzimatica tipo tirosina cinase, seja esta uma
atividade intrinseca do receptor ou de uma molécula associada ao receptor. O receptor
é conformado por mais de uma cadeia polipeptidica (Figura 8)2326,

A Figura 8 ilustra dois tipos principais de receptores que sinalizam por meio de
proteinas cinases e sdo usados pelo sistema imune. Em ambos os receptores, a
informacao de que um ligante se ligou a porcao extracelular € convertida na ativacéo

da atividade de proteina cinase na porcao citoplasmatica da membrana.

Figura 8 — Dois protoétipos representando os principais tipos de receptores usados no

sistema imune
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Fonte: Murphy et al®
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Em uma classe de receptor (Figura 8A), a atividade da cinase € parte do proprio
receptor. A ligacdo do ligante resulta na agregacdo do receptor, na ativacdo da
atividade catalitica e, consequentemente, na fosforilagdo da cauda do receptor e de
outros substratos, transmitindo o sinal adiante. Na segunda classe de receptores
(Figura 8B), o proprio receptor ndo tem qualquer atividade enzimatica. Ao invés disso,
enzimas citoplasmaticas estdo constitutivamente associadas a por¢ao citoplasmatica
do receptor ou sédo induzidas a se associarem ao receptor apés sua ligacao na porgao
extracelular com o ligante. A dimerizacao (ou oligomerizagcdo das subunidades do
receptor) ativa as enzimas associadas. A enzima geralmente € tipo tirosina cinase,
encontrada em todos os receptores desse tipo e 0 que acontece a seguir € a ativacao
de proteinas/enzimas por fosforilagdo e cascata abaixo?.

Os receptores de citocinas sdo subclassificados com base na homologia
estrutural dos dominios extracelulares de ligacdo a citocina e nos mecanismos de
transducdo intracelulares que compartilham?3.

Para efeitos desta tese, cujo objetivo geral/principal esta relacionado ao
desenvolvimento de um novo farmaco para tratar psoriase, vale a pena aproveitar o
ensejo desta secdo para detalhar a biossinalizacdo mediada por trés familias de
citocinas, juntamente com seus receptores, pois 0s estudos mais recentes tém
considerado as mesmas elementos-chave na patogenia da psoriase. Sao elas: a)
familia de IFN do tipo Il (interferon gama — IFN-y), superfamilia do fator de necrose
tumoral (TNF) e familia da interleucina (IL) — 1731718 Ao fazer esta descricdo é
importante sensibilizar para o fato de que, em principio, a sinalizacdo mediada por
estas citocinas tem papel importante relacionado a defesa do organismo®7-69,

A Figura 9 apresenta as estruturas dos receptores da maioria das citocinas que
atualmente ja foram elucidados. Outro aspecto que precisa ser levado em conta € que
toda vez que se faz referéncia ao IFN, TNF e IL-17 e seus receptores, na verdade esta
sendo feita referéncia a familias ou até superfamilias de citocinas e
receptores?326:3267.69 A sequir, sera feito primeiro um detalhamento da sinalizacdo
mediada por IFNy, familia do TNF (enfatizando a sinalizagdo mediada pelo TNF) e
IL17. Na sequéncia, a revisao apresenta o processo de ontogenia de linfocitos e a

sinalizacdo a partir de seus receptores.
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Figura 9 — Familias de receptores de citocinas

Fonte: Abbas et al 22

1.1.2.6 Biossinalizagéo por interferon gama

Como monstra a Figura 9, os receptores do tipo I, que correspondem aos
receptores de ligacdo do IFN-y, sdo semelhantes aos receptores do tipo |, por terem
dois dominios extracelulares com cisteinas conservadas; entretanto, os receptores do
tipo Il ndo contém o motivo WSXWS (triptofano — serina - aminoacido variavel -
triptofano — serina). No geral, estes receptores sédo dimeros que consistem em cadeias
de ligagéo as citocinas, sendo frequentemente compartilhados por diversas citocinas
mostradas na Figura 9, incluindo a IL-10, outra citocina de interesse no presente
estudo. Todos os receptores de citocinas do tipo Il, assim como os receptores do tipo
| recrutam vias de sinalizacao da Janus cinase (JAK) — STAT (transdutores de sinal e
ativadores de transcricdo, do inglés signal transducers and activators of
transcription)?3.

O IFN-y é o unico interferon do tipo Il identificado. E uma citocina soltvel
homodimérica secretada principalmente por linfécitos T auxiliares tipo 1 (Thl),
linfocitos T CD8, células B, células natural killers e células apresentadoras de
antigenos (APCs), tais como mondcitos, macréfagos e células dendriticas, entre
outras. As citocinas IL-12 e IL-18 induzem a produgéo de IFN-y, enquanto IL-4, IL-10,
TGFp e glicocorticoides s&o reguladores negativos da producao de IFN-y. O gene que
codifica a proteina IFN-y esta localizado no cromossomo 1215 em seres humanos e
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no genoma de camundongos € encontrado no cromossomo 10D2. O gene humano

para IFN-y consiste em quatro éxons e trés regides intervenientes, cobrindo 5,4 kb°.

Figura 10 - Transducao de sinal por interferon gama
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Fonte: Abbas et al.23

Os receptores de citocinas do tipo Il ndo possuem atividade enzimatica
intrinseca, mas quando ocupados por seus ligantes, como por exemplo o IFN-y, ligam-
se a um tipo de tirosina — cinase soluvel, as JAKs. Esta ligacdo ativa JAKs, que
fosforilam vérios residuos de tirosina das cadeias receptoras dimerizadas. Uma familia
de fatores de transcricao, coletivamente chamados de STATs também sao alvos da
atividade das JAKs, sendo fosforilados. Quando STAT é fosforilado, ele também
dimeriza, o que sinaliza para sua translocacao para no nucleo da célula como ilustra
a Figura 9. Sabe-se que varios outros fatores de transcricdo podem ser ativados
também, como por exemplo os fatores 1 e 9 de resposta ao INFy237°, No ntcleo, ativa
expressdo de genes alvos das citocinas do tipo | e 11723,

Os principais alvos celulares e efeitos biolégicos do IFN-y séo (Figura 10):
Células ThO sob acao do IFN-y diferenciam-se em célula Th1l (secretoras de citocinas
pré-inflamatérias IFN-y, TNF e IL-2). O IFN-y é tipicamente secretado por células Th1,
tendo como principal alvo os macrofagos, que sob sua acdo sdo ativados,
desempenhando fungées fagociticas/microbicidas?. A sinalizacdo IFN-y regula varios
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processos fisiopatoldégicos que sao conhecidos principalmente por regular a
inflamacdo e as respostas imunes mediadas por células, incluindo a regulacdo da
resposta imune inata e adquirida, apoptose e ciclo celular. IFN-y também ativa
macrofagos, o que induz a producdo citocinas para facilitar o acamulo de células
imunoldgicas no local da inflamacéao. O IFN-y medeia a ativagéo e a diferenciagao de
células imunes. Especificamente, o IFN-y é envolvido na regulacdo positiva de
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade do tipo | e Il (MHC | e MHC
II), aumentando o processamento e apresentacdo de antigenos para as células
T2326.70 promovem a atividade de células natural killers, regulam o desenvolvimento
e a ativacao de células Thl, a expressao de moléculas MHC de classe Il e regulagéo
das funcgbes das células B. Sabe-se que a expressdo diminuida de IFN-y torna um
individuo suscetivel a infecgcdes por micobactérias e fungos, destaca-se o papel
indispensavel do IFN-y na manutencao do sistema de defesa do hospedeiro. O IFN-y
€ um modulador chave da hematopoiese, sua superexpressdo pode mediar a
supressado da medula éssea e varios disturbios relacionados a medula 6ssea, como
sindromes mielodisplasicas e anemia aplastica’t. Estudos tém mostrado IFN-y medeia
o processo de neurogénese e diferenciacdo neuronal via ativagdo da via das cinases
ativadas por sinais extracelulares (ERK1/2). O IFN-y desempenha um papel vital no
metabolismo de macréfagos. Devido a ativacdo de uma gama diversificada de
moléculas efetoras, a sinalizacdo de IFN-y regula diversas fung¢des biologicas
relacionados ao sistema de defesa antiviral e antibacteriano. Estudos indicam que a
sinalizacdo de IFN-y tem significantes impactos em varios processos fisiopatolégicos,

tais como a progressao ou regressao tumoral?26:70,

1.1.2.7 Biossinalizacdo pela familia do fator de necrose tumoral

O termo TNF representa uma superfamilia de citocinas pleiotrépicas com
importantes fungbes na homeostase e na patogénese de doencas. Ja foram feitas
descobertas sobre a biologia do TNF, que apresentaram novos conceitos que tém
servido para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas para doengas nas quais
0 TNF desempenha papel importante. O modelo de sinalizagdo por meio dos
receptores de TNF tem sido cada vez mais bem esclarecido sendo relacionado a

formacado de complexos de sinalizacao distintos (Figura 11) que podem estar ligados
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a diferentes resultados funcionais e até paradoxais, como inducdo de apoptose (de
células infectadas ou em transformacdo maligna) ou ativacdo de vias de
sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo celular, expressdo de mediadores de
inflamac&o, outras citocinas, entre outros (muitas vezes relacionadas com processos

patogénicos)23,67,72,73_

Figura 11 — Principais modalidades de sinalizagdo intracelular e bioatividades

causadas a partir da ativacdo de receptores do fator de necrose tumoral (TNFRS)
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TNF refere-se a uma superfamilia de citocinas que sabidamente podem, por
uma lado, medear morte celular (apoptose) e/ou por outro lado, ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), via das cinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs), via da fosfoinusitol-3-cinase/proteina cinase B (PI3K/AKT), entre outras
(Figura 11 - 16). Cerca de dezenove proteinas ja foram identificadas como parte da
familia TNF com base na sequéncia, funcéo e semelhanca estrutural. O conjunto de
todos os receptores da superfamilia TNF (TNFRSF) é grande e complexo, o que levou
ao desenvolvimento de um sistema de nomenclatura e numeracao da superfamilia
dos receptores do fator de necrose tumoral, que atualmente conta com cerca de 30

membros ou mais?23:67.72-74,
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Figura 12 — Vias de transducao de sinais induzidas a partir da ativagdo da familia do

receptor do fator de necrose tumoral (TNF)
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O entendimento sobre a expressao génica controlada por TNF tem sido
aprofundado, incluindo mecanismos epigenéticos e conceitos relacionados a ativacao
celular, tolerédncia imunologica, entre outros. A identificagdo de vias de sinalizacéo
homeostéticas e patogénicas induzidas por TNF levou ao desenvolvimento de uma
teoria ou conceito que se refere a possibilidade de inibir seletivamente TNF com
efeitos deletérios, preservando TNF com bioatividades homeostéticas para fins
terapéuticos. Atualmente, este conceito tem sido foco de atencdo de muitas
pesquisas2367.7273,

O TNF é expresso principalmente por macréfagos e mondcitos. No entanto,
outras células, como alguns subconjuntos de células T, células NKs, DCs, células B,
cardiomidcitos, fibroblastos e astrocitos, também sdo produtores desta citocina em
nivel baixo mais baixo’%"3. Os principais alvos celulares (e efeitos bioldgicos) incluem:
a) células endoteliais (ativacao, inflamacéo, coagulacao, etc); b) neutrdfilos (ativacao,

degranulacao, fagocitose, etc); c) hipotalamo (febre); d) tecido muscular e adiposo
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(catabolismo, caquexia, etc), entre outros (como explicado, as citocinas que compdem
esta superfamilia sdo pleiotrépicas)?367.72.73,

A familia do receptor de TNF inclui receptores que séo parte de uma grande
familia de trimeros pré-formados (Figura 12 e 14); alguns dos quais reconhecem
ligantes associados & membrana, com dominios extracelulares conservados ricos em
cisteina e mecanismos de sinalizacao intracelular compartilhados que normalmente
estimulam a expresséo génica, mas em alguns casos induzem a apoptose (Figura 11,
13 e 16). Como explicado, os receptores desta familia sdo varios. Dois receptores de
TNF s&o considerados principais TNFR1 e TNFR2. Como mostra a Figura 11, os
ligantes para estes receptores também formam trimeros; alguns desses estéo ligados

a membrana (mTNF), ao passo gque outros, sdo sollveis (STNF)23:67.72.73,

Figura 13 — Ativacao de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) possui papel
paradoxal: podem induzir a apoptose, por outro lado, em certas circunstancias podem
induzir sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacéo celular, além da expressdo génica

de proteinas mediadoras de inflamacao e outras citocinas
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A ligacdo dos ligantes aos receptores triméricos pré-formados do TNF induz
tipicamente uma alteracdo conformacional do receptor e causa recrutamento de
proteinas intracelulares adaptadoras para o complexo receptor (Figura 12, 14, 15 e
19). Esses adaptadores, por sua vez, podem recrutar enzimas que incluem tanto
ubiquitina ligases E3, mediadoras de poliubquitinacédo; quanto proteinas cinases, que
iniciam sinalizacdo cascata abaixo (downstream). Este contexto, no qual a familia de
TNFRs pode recrutar a proteina adaptadora dominio de morte associado ao receptor
de TNF (TRADD, do inglés TNF receptor-associated death domain ou dominio de
morte associado ao receptor de TNF) que, por sua vez, pode recrutar proteinas
chamadas TRAFs (do inglés TNF receptor associated factors ou fatores associados

ao receptor de TNF) foi mostrado na Figura 12.

Figura 14 — O fator de necrose tumoral sollvel (STNF) pode ativar a via das cinases
ativadas por mitdgenos (p38, Jun cinase - JNK e ERK) a partir do receptor TNFR1. O
TNF associado a membrana (mTNF) pode ativar a via da fosfoinusitol-3-cinase (PI3K)

— proteina cinase B (Akt) a partir do receptor TNFR2
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Fonte: Adaptado de Yang et al. 2

Caso, o receptor de TNF seja ativado por um sinal da superfamilia TNF

chamado Fas (antigeno 1 de apoptose ou agregado proteico de diferenciacdo 95,
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CD95), costuma-se chamar TRADD de FADD, que significa proteina associada ao
Fas com dominio de morte. Isto €, TRADD e FADD possuem papeis praticamente
idénticos (veja Figura 15). Sabe-se que a proteina RIP1 cinase (do inglés receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1 ou proteina cinase que interage com
receptores em residuos de serinal/treonina) também pode ser recrutada a partir da
ativacdo do receptor (Figura 13 e 15). Estas proteinas possuem um tipo unico de
atividade ligase E3 (de ubiquitinacdo) que serve para causar protedlise e ativacdo do
NF-KBZ3’67’72’73.

O receptor de TNF do tipo | (existem duas categorias de receptores diferentes
para o TNF, TNFR1 e TNFR2) (Figura 14) e o receptor Fas (ou CD95) (outro receptor
da superfamilia TNFR) podem recrutar adaptadores que levam a ativacéo da caspase-
8 e dessa maneira, esses receptores podem induzir apoptose em certas células e
circunstancias. Este € um papel importante na eliminagdo de células infectadas ou
mutantes. Contudo, por outro lado, em circunstancias diferentes, a sinalizagéo a partir
de receptor de TNF pode resultar na ativagcdo de NF-kB, das MAPKSs, via PI3K-Akt,
entre outras (Figura 12, 14 e 15), o que parece depender de circunstancias especiais,
como acontece em processos de inflamacao crénica, na presenca de coestimuladores
gque normalmente ndo estariam presentes e/ou no tipo de receptor que foi
ativado?>72.73,

O TNF é uma citocina pleiotropica da familia TNF que pode sinalizar atraves
do receptor 1 de TNF (TNFR1) e do receptor 2 de TNF (TNFR2). Evidéncias
emergentes demonstraram que o TNFR1 € onipresente em quase todas as células,
enquanto o TNFR2 exibe uma expressao limitada, predominantemente nas células T
regulatorias (Tregs). Além disso, a via de sinalizagdo por sTNF via TNFR1
desencadeia principalmente vias pro-inflamatorias, ao passo que a ligacdo do mTNF
ao TNFR2 geralmente inicia a modulacdo imune e a regeneracéo tecidual.

O TNF desempenha um papel critico na regulacdo positiva ou negativa da
atividade de Tregs. Um desequilibrio desta atividade pode ser causa de
hipersensibilidade/autoimunidade. Uma estratégia terapéutica ideal para doencas
autoimunes seria bloquear seletivamente o sinal sSTNF/TNFR1 através da
administracdo de inibidores de sTNF ou usar antagonistas do TNFR1, mantendo
intacta a via de sinalizagdo do TNFR2. Outra estratégia promissora seria desenvolver

agonistas do TNFR2 que poderiam estimular a expansdo de Tregs e promover a
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regeneracao tecidual. A concepcao destas estratégias terapéuticas visando as vias
de sinalizacdo TNFR1 ou TNFR2 tem sido considerada promissora para o tratamento
de diversas doencas inflamatérias e degenerativas’.

Os ligantes dos receptores da familia TNFR podem induzir apoptose por via
extrinseca e intrinseca. Na via extrinseca, os ligantes extracelulares ligam-se aos
receptores presentes na célula destinada a morte. A ligacdo na célula alvo
desencadeia agregacdo e recrutamento de proteinas adaptadoras no local
citoplasmatico dos receptores, formando o complexo de sinaliza¢éo indutora de morte
(DISC). A formacédo do DISC aproxima as moléculas de pro-caspase, 0 que facilita
sua ativacao autocatalitica e liberacdo no citoplasma, onde elas ativam a cascata de
caspases. A caspase-8 ativa também a clivagem da proteina pré-apoptética, BID
(familia de proteinas Bcl2), que posteriormente libera fatores pro-apoptoticos
mitocondriais (citocromo c) no citosol, o que causa recrutamento de proteina chamada
fator de ativacdo 1 de protease apoptética (Apaf-1), que forma um apoptossoma que
desencadeia a ativacdo da pro-caspase-9. A caspase-9 ativada inicia ainda mais a
cascata da caspases, levando a apoptose’®. A Figura 15 ilustra o mecanismo de
inducédo de apoptose por ativacéo do receptor de TNF e da caspase-87°.

O tratamento com inibidores de TNF tem sido uma estratégia de sucesso para
varias doencas, incluindo psoriase. As terapias anti-TNF recentes tém como objetivo
a ligagéao direta do ligante ao TNF. Cinco drogas anti-TNF est&o atualmente aprovadas
para a terapia de doencas autoimunes humanas, incluindo psoriase em placas e artrite
psoriatica. Um novo mecanismo de acdo de um farmaco moderno (o adalimumabe)
prefere a ligacdo ao mTNF em mondcitos e aumenta sua expressao de mTNF, seguido
pelo aumento da expressdo de Treg TNFR2 e sua ligagdo ao mTNF. Como
consequéncia, as Tregs funcionais expandidas pelo adalimumabe suprimem mais
células Th17.
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Figura 15 — Mecanismos de indugéo de apoptose a partir de ativacao de receptores

da familia do fator de necrose tumoral (TNFRSs)
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Fonte: Adaptado de Rampal et al.”

Como mencionado, a sinalizagcdo por TNF pode ativar a via das MAPKs
(também conhecida como via da proteina cinase proto-oncogene serina/treonina
(Raf)/ da cinase da cinase ativada por mitogeno (MEK) e ERK), que é uma cadeia de
proteinas encontradas nas células que traduzem um sinal a partir de um receptor até
0 acido desoxirribonucleico (DNA) no nucleo das células, resultando em expressao
génica relacionada com sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacéo celular. Esta via
ilustrada na Figura 16(A) também é envolvida tanto com processos fisiol6gicos, assim
como patologicos e 0 mais marcante na mesma € a atividade de trés proteinas-cinase:
Raf, MEK e ERK, que formam uma cascata na qual cada cinase ativa a proxima por
fosforilagbes. Quando ativada (fosforilada), a fosfo-ERK (p-ERK) controla alguns dos
efeitos biologicos da via, entrando no nucleo e fosforilando fatores de transcri¢céo
como a proteina semelhante aos fatores de transcricdo da familia de fatores

especificos da transformacédo de eritroblastos (Elk1l), que modula a transcricdo de
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mais de 100 genes. As proteinas Raf-MEK-ERK sdo membros de trés familias

maiores, para as quais tém sido utilizadas diversas nomenclaturas’2376,

Figura 16 — Via das cinases ativadas por mitogenos (MAPKs) (A) e modelos de
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Fonte: Adaptado de Murphy et al.34

Outro processo importante ilustrado na Figura 16(B) refere-se a desativacdo
das vias de biossinalizagcéo, um processo fundamental para homeostase. Pelo menos
trés protétipos podem representar como uma via de biossinalizacdo pode ser
desativada: bl) o receptor e as proteinas cascata abaixo podem ser desfosforilados
pela atividade de enzimas fosfatases; b2) os aglomerados proteicos podem ser
ubiquitinados e encaminhados ao sistema de degradacao proteolitica do proteossoma
e b3) o complexo receptor pode ser internalizado através de um sistema de vesiculas
autofagicas, sendo degradados via lisossoma. E sabido que falhas nesses

mecanismos estdo diretamente envolvidas com processos patogénicos,
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autoimunidade e cancer. Varios estudos tém encontrado a via das MAPKs como
componente frequente de processos patolégicos associados a inflamacéo,
autoimunidade e malignidades?%77:78,

Outro fator de transcricdo importante que pode ser ativado a partir da ativacao
de TNFRs é o NF-kB. O NF-kB corresponde a um complexo proteico que controla a
transcricdo do DNA, regulando varias respostas biologicas e uma variedade de
estimulos relacionados a doencas inflamatérias, autoimunes, cancer, entre outras.
Desempenha um papel fundamental na resposta imune inata e adaptativa e na
inflamacéo através da regulacdo de genes que codificam citocinas, moléculas de
adesdo, quimiocinas, fatores de crescimento e enzimas induziveis, atuando na
regulacdo da proliferacéo celular, diferenciacdo, migracéo, sobrevivéncia (apoptose)
e outros eventos celulares”®-8L,

A via NF-kB anormal levara a muitas alteracdes celulares, como um excesso
de estimulo antiapoptético e ao estimulo descontrolado da divisao celular. O NF-kB é
um heterodimero constituido pelas subunidades p65 (também chamada RelA), RelB,
c-REL, p50 e p52, podendo formar diferentes complexos diméricos. As moléculas
inativas p105 e pl100, precursoras das subunidades p50 e p52, respectivamente,
formam homodimeros inibitérios da transcricdo. Elas possuem uma porcéo terminal
qgue se liga a um inibidor do kB (IkB), impedindo a acdo dos dimeros ativos. As
subunidades p105 e pl100 precisam ser metabolizadas através da mediacdo dos
proteossomas para se transformarem em p50 e p5280:81,

O NF-kB € estimulado por uma ampla variedade de estimulos:
neurotransmissores (tais como o glutamato), neurotrofinas, proteinas neurotoxicas
(como a a-amildide), citocinas (como o TNF e a IL-1B), glicocorticoides, ésteres de
forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de virus e
bactérias, irradiagdo ultravioleta, produtos de reac¢bes de enzimas, como a Oxido
nitrico sintase induzivel (INOS) e a COX-2. Independente do estimulo, parece haver
participacdo de ROS e o aumento de célcio intracelular para a ativacdo do NF-kB.
Quando néo estimulado, o fator NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a IkB. Esse
complexo NF-kB/IkB impede a translocagdo do NF-kB para o ntcleo®2:83,

Avia canbnica de ativacdo da via do NF-kB é realizada por uma grande
variedade de estimulos que ativam a proteina sinalizadora chamada TRAF. A TRAF

ativada reage com as enzimas do complexo IkB quinase (IKK), um complexo trimérico
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composto por 3 subunidades: KK1/IKKa ou IKK2/IKKB e proteina moduladora
chamada NEMO (modulador essencial do NF-kB ou IKK[B/ a). A acéo final resulta na
fosforilagdo, poliubiquinizacdo e posterior degradacdo no proteossoma da IkB,
principalmente a IkBa. As IkBa fosforiladas convertem NF-kB inativo na sua forma
ativa (predominantemente o dimero RelA/p50) que se dirige para o nucleo da célula.
Assim, a fosforilacdo e a degradacdo do IkB s@o necessarias para que ocorra a
translocacdo do NF-kB para o nacleo da célula. A via ndo candnica do NF-kB ativa o
dimero RelB/p52 através de um mecanismo que depende do processamento induzivel

do p100 no proteossoma ao invés da degradacéo do IkBa®?.

Figura 17 — Vias de biossinalizagdo com papel na transformacdo patogénica de
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O NF-kB interage ainda com outros fatores de transcricdo envolvidos
proliferacéo celular e inflamacédo, como o transdutor de sinal e ativador de transcricao
3 (STAT3) e o fator induzivel por hipéxia (HIF-1). O STAT3 e o NF-kB corregulam
numerosos genes que dirigem inflamacao, influenciando o crescimento de tecidos
através do controle da vascularizacdo, regulando positivamente VEGF e seus
receptores. Ele também aumenta a expressao de um dos constituintes dos fatores de

transcricdo de dedo de zinco (SNAIL), que é essencial para a indugdo da transicéo
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epitélio-mesenquimal pelo TNF, de componentes de matriz extracelular (EMT) e
fatores de crescimento e diferenciacdo, como o TGF-B. A EMT é caracterizada pela
mudanca do fenétipo epitelial para mesenquimal que leva a perda ou expressao
reduzida dos marcadores de células epiteliais e favorece a progressao, recrutamento
e mobilizacéo de células inflamatérias e cancerosas®48°,

Muito do que foi explicado até aqui com relacdo a biossinalizacdo que
sabidamente tem papel na patogenia da psoriase foi ilustrado na Figura 17. A Figura
17 mostra as vias de biossinalizacdo com papel na transformacdo patogénica em
queratindcitos. A Figura 17 introduz a via da IL-17 e mostra que a ativacao do receptor
de IL-17 (IL-17R) pode ativar a via das MAPKs (mais detalhes a seguir). A Figura 17
ilustra também que ja se sabe que além das citocinas, fatores de estresse tais como
as radiacdes UV, traumas/lesdes, inflamacdes/infec¢des, alteracdes da microbiota,
entre outros podem induzir a transcricdo génica de outras citocinas, entre elas a IL-
23, que sabidamente tem sido envolvida na casuistica da psoriase, 0 que sera

discutido melhor mais adiante®6886

1.1.2.8 Biossinalizacdo pela familia da interleucina 17

Em 1986, um artigo inovador de autoria de Coffman, Mosmann et al®’ postulou
a existéncia de subpopulacées de linfocitos auxiliadores/helpers (Ths) caracterizados
pela secrecao de citocinas distintas que foram designados Thl e Th2. Este paradigma
predominou por aproximadamente duas décadas, até que discrepancias comegaram
a aparecer em detalhes do desenvolvimento das células Th, os quais comecaram a
ser mais refinados. Por exemplo, foi percebido que a deficiéncia da IL-12 que dirige o
desenvolvimento da linhagem de células Thl, normalmente ndo causava deficiéncia
de IFNy; citocina assinatura da linhagem de células Thl. A base para este paradoxo
tornou-se mais evidente quando foi reconhecido que IL-12p40 que é um componente
da IL-23 (junto com IL-23p19) e que em camundongos deficientes de IL-12p40, as
citocinas IL-12 e IL-23 também faltavam?®. Mais tarde, os estudos demonstraram que
a IL-23 pode estimular a produgéo de IL-17A por subpopulacbes de células TCD4*
(Th17) e que animais deficientes de IL-23p19, mas nao deficientes de IL-12p35, eram
susceptiveis a certas doencas autoimunes. Esses estudos, revelaram mais uma

subpopulacgéo de células Th, atualmente conhecidas como células Th178°.
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Fisiologicamente, ja foi demonstrado que a diferenciacéo de linfocitos Th naive
em Th17 pode ser induzida pelas citocinas: TGF-B, IL-6 (que pode ser secretada por
macréfagos, células endoteliais e células T), IL-1 (que pode ser secretada por
macrofagos, células dendriticas, fibroblastos, células endoteliais, queratindcitos e
hepatdcitos) e IL-23 (que pode ser secretada por macréfagos e DCs, mais
frequentemente em condicdes patoldgicas)®®l. Estas citocinas ligam em seus
receptores na célula Th naive e ativam os fatores de transcrigdo, principalmente o
fator do receptor 6rfao relacionado ao receptor de acido retindico gama-t (do inglés
retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma-t - RORyt) e STAT3 e induzem
um rearranjo gendmico para aquisi¢cao do fenétipo Th17. Neste cenario, a citocina IL-
23 produzida por macréfagos e DCs parece estar mais relacionada a expansao clonal
de células Th17 (Figura 20)238992,

Uma vez ativada, Thl7 secreta uma familia de citocinas, coletivamente
chamadas de IL-17 (A-F), que atua sobre outros leucécitos (notavelmente, recruta
neutréfilos em resposta a infeccéo por certas bactérias e fungos e induz a expressao
de peptideos antimicrobianos; defensinas) e IL-22 que atua em células teciduais
aumentando a funcdo de barreira, provavelmente por acdo sobre as proteinas de
adesdo celular. A IL-21 também pode ser secretada a partir de Th17 ativada. Os
principais alvos celulares sé@o alvos da IL-17A e sao células epiteliais, macréfagos e
outros tipos celulares, tipo DCs (Figura 20)23:8992,

A IL-17 é uma familia de citocinas incomum, porgue nem ela nem seu receptor
sdo homdlogos a nenhum outro par citocina-receptor conhecido. A familia da IL-17
inclui seis proteinas estruturalmente relacionadas, dentre as quais alL-17A e a IL-17F
sdo as mais similares. As func¢des imunoldgicas desta familia de citocinas sao
mediadas principalmente pela IL-17A, que é produzida pela célula Th17, bem como
por células linfoides inatas e algumas células TCD8*y§. A IL-17A e IL-17F sé&o as
citocinas da familia IL-17 mais bem caracterizadas no contexto da autoimunidade e
inflamacgéo 238992,

Os receptores da familia da IL-17 foram ilustrados na Figura 9. Eles séo
oligbmeros pré-formados que incluem varias combinag6es de cadeias A, B, C,D e E
que conformam o IL-17R. Os oligbmeros do receptor incluem pelo menos uma
molécula da cadeia IL-17RA. Cada cadeia do receptor € uma proteina integral de

membrana do tipo |, que contém dois dominios extracelulares de fibronectina do tipo
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[l e um motivo intracelular SEFIR, com estrutura unica. O motivo SEFIR encontrado
nas cadeias do receptor de IL-17 liga-se ao proteina adaptadora do receptor IL17R
(ACT-1) que também contém um motivo SEFIR e que contribui para o recrutamento
da proteina TRAF?3. A Figura 18 ilustra a transducéo de sinal através de receptores

IL-17R em célula epitelial e astrécito.

Figura 18 - Vias de sinalizacao intracelular da IL-17A e IL17-F

Al A7RA B- L7
OSSR ECIS N (N =S AOo P 4
"'(A.‘:iv’ IL-17RA.

» A
W (x) < s 3
/‘-‘\/’L\/"-\ ”;”.\/\’ I’
ERENED - =
Célula epitelial
'TY P ey i
Strocito
. , | R |
) e mRNA (proteinas de sobrevivéncia) *
X1y N9 P4 guus GEED NS ey,
/ GP3) / mRNA (proteinas que dirigem proliferagao celular) P i
. / I ip-1a gene \
NN — L mRNA (proteinas mediadoras de inflamagao) i

(novas citocinas)

Ativacao do astrocito
Fonte: Adaptado de Eyerich et al®3(A) e Yi et al.%(B)

Sabe-se que a ligacdo da IL-17 com seu receptor provoca a secrecao de fator
estimulador de colénias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e do fator
estimulador de colénias granulocitarias (G-CSF). Estas citocinas fazem progenitores
imaturos diferenciarem-se em granulécitos maduros e macrofagos. O G-CSF parece
ter um papel no cancer ainda ndo muito bem compreendido®°%, O receptor de IL-17
(IL-17R) possui uma subunidade TRAF e, a partir da ativagcdo do receptor, esta
subunidade pode ativar a via do NFkB, JAK-STAT, MAPKs e/ou Akt. Assim, uma
guantidade enorme de genes pode ser modulados pela IL-17, o que pode ser utilizado
para avaliar a atividade desta via®>°’. Aligacdo de IL-17A e IL-17F ao receptor IL17AR
ou IL-17FR ativa os receptores como homodimeros ou heterodimeros. Isto resulta na
ativacdo de ACT1 o que leva a formacéo de um agregado junto com a proteina TRAF
e consecutivamente causa ativacdo do fator NF-kB, adicionalmente, IL-17 induz as
vias das MAPKs®94,
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Na Figura 18(A), a IL-17 esta representada por pequenas esferas amarelas.
Como é possivel observar, quando a IL-17 atinge as células-alvo que possuem
receptores de IL-17 (IL-17Rs), os mesmos sao ativados. Os receptores que tém forma
dimérica e sdo do tipo tirosina-cinase possuem dominios extracelulares (sitios de
ligacdo da IL-17) e, uma vez ativados, iniciam cascatas de transducéo de sinais. Os
dominios do receptor localizados em nivel das membranas das células autofoforilam
e assim ativam outras enzimas (RIP cinase e TRAF, uma classe de ubiquitina ligases).
No caso dos astrocitos (Figura 18B), este papel parece ser desempenhado pela
proteina Src®. As consequéncias cascata abaixo incluem a ativacdo MAPKs e da Akt
e do NF-kB. Como mostra a figura, a ativagdo dessas vias leva a translocagéo de
fatores de transcri¢do do citoplasma ao nucleo das células, onde regulam a expresséo
de uma variedade de genes relacionados a sintese de proteinas que regulam a
sobrevivéncia, a proliferacdo celular e inflamag&o. A IL-17 tem sido relacionada a

patogénese de doencas autoimunes e cancer®’.

Figura 19 — Ativacdo da via da fosfatidilinusitol-3-fosfato (PI3K) — proteina cinase B
(Akt) pela familia TNF e IL-17
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Fonte: Adaptado de Zhang e Zhang®®

Da mesma maneira que ocorre na ativacao da via das MAPKs, a via da PI3K
ou Akt também pode ser ativada a partir da interacdo de algum fator de crescimento
com um receptor do tipo tirosina-cinase. No caso da psoriase, isto pode ocorrer tanto

na biossinalizagdo mediada por TNF, assim como na via de biossinalizagdo mediada
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pela IL-17%. O que ocorre é que apds a interacdo ligante - receptor, na sequéncia
destas vias, uma proteina acopladora, alternativamente liga-se a PI3K que converte
fosfatidilinusitol 4, 5 bifosfato (PIP2) na membrana em fosfatidilinusitol 3, 4, 5-trifosfato
(PIP3). A partir dai a proteina cinase dependente de fosfoinositida 1 e 2 (PDK-1 e
PDK-2, respectivamente) ativa uma segunda proteina, a proteina cinase efetora B,
também conhecida como Akt. Os alvos da Akt sé&o proteinas que tém papel central na
regulacao geral da fungao celular, tais como: sobrevivéncia, proliferagdo e mediadores
de inflamacdo®-1%1, Assim, muitos pesquisadores tém investido esforcos na
identificacdo de inibidores da via da Akt. Pesquisadores da industria farmacéutica
Abbot ja relataram o desenvolvimento de uma série inovadora de analogos de piridina
gue podem ligar-se ao sitio ligante de adenosina trifosfato (ATP) da Akt e inativa-la.
Eles pretendem testar estes compostos no tratamento de algumas doencas, incluindo

a psoriase'®,

1.1.2.9 A ativacao de células apresentadoras de antigenos (APCs) é o primeiro passo
para a indugcdo da imunidade adaptativa: moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC | e MHC 1)

Historicamente, a imunidade adaptativa foi dividida em imunidade humoral, que
pode ser transferida de um doador imunizado a um hospedeiro virgem através de
anticorpos e imunidade celular, que pode ser transferida por linfécitos T. A imunidade
humoral mediada por anticorpos elimina microrganismos extracelulares e toxinas
acessiveis aos anticorpos; estes que intensificam a fagocitose por opsonizacdo
auxiliando na destruicdo dos patdégenos no interior dos fagocitos. Entretanto, os
anticorpos ndo podem atacar microrganismos que vivem dentro dos fagocitos e de
outras células. Assim, a imunidade mediada por células T evoluiu para conferir defesa
contra este tipo de ameaca?32632,

A ativacdo de APCs é o0 primeiro passo para a indugdo da imunidade
adaptativa. As células especializadas que capturam, apresentam antigenos e ativam
linfécitos T sdo chamadas de APCs. Estas células sdo altamente especializadas e no
geral podem fagocitar e/ou processar 0s antigenos para depois exibir seus fragmentos
imunogénicos na superficie celular, com o auxilio de outras moléculas

coestimuladoras, as proteinas necessarias a ativagao das células T virgens (as
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moléculas do MHC | e II). As principais APCs sao as DCs, os macréfagos e as células
B25. Os receptores das células T CD4* e CD8* sdo especificos para antigenos que
sao apresentados por MHCIl-antigeno e MHCI antigeno, respectivamente?3-26,

A descoberta do papel fundamental das moléculas do MHC na apresentacao
de antigenos para as células linfécitos T CD8* (efetores citotdxicos — Tc), linfécitos T
CD4" (auxiliares ou Th) revolucionou o campo da imunologia e abriu caminho para a
nossa atual compreensdo da ativagdo e fungdes dos linfécitos?328:3438, Elas sao
glicoproteinas de membranas codificadas em um grupo de genes chamado de
complexo de histocompatibilidade principal ou sistema antigeno leucocitario humano,
ou HLA (sigla em inglés: human leukocyte antigen). A abreviacdo mais utilizada para
se referir a estas macromoléculas € MHC e elas sdo expressas em sistemas de
membranas, culminando na superficie das células. Células APC expressam MHC | e
MHC IIl. MHC | é expresso por todas as células do organismo, ao passo que MHC Il é
restrito as células APC?6:28.36_ Desta forma, antigenos associados com moléculas MHC
de classe Il ativam células T CD4" e levam a producao de citocinas que, por sua vez,
podem ativar uma ampla gama de células ao seu redor e polarizar as respostas
imunes mais adequadas para defesa contra um determinado patégeno (Figura 23B e
30). Em contra partida, os antigenos apresentados em associacdo com moléculas
MHC de classe | ativam células T citotoxicas CD8+232628.103104 Og receptores e a
biossinalizacdo mediada a partir da ativacdo de receptores de linfécitos serdo mais
bem detalhados adiante.

A inducdo de uma resposta imune adaptativa inicia quando um patdégeno é
fagocitado por DCs imaturas no tecido infectado. Estas células fagociticas
especializadas residem na maioria dos tecidos (também na circulagéo) e, como 0s
macrofagos, sdo de longa duracdo comparadas a outras células sanguineas brancas.
Elas originam-se na medula 6ssea, e, enquanto imaturas, migram através da corrente
sanguinea para suas estacOes periféricas, onde monitoram o0 ambiente para a
presenca de patdégenos. Como os macrofagos e neutréfilos, as DCs imaturas também
possuem receptores em suas superficies (RRPs - Quadro 1), que reconhecem
caracteristicas comuns de muitos patégenos, como o0s lipopolissacarideos
bacterianos. Os componentes microbianos ligados a estes receptores estimulam as

DCs a engolfar o patégeno e degrada-lo intracelularmente?®
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As DCs imaturas também recolhem material extracelular continuamente,
incluindo particulas virais e bactérias, debris celulares, pelo mecanismo de
macropinocitose independente de receptor e s&o, dessa forma, capazes de
internalizar e degradar patdgenos que seus receptores da superficie celular nao
detectam necessariamente. A funcdo das DCs, contudo, ndo é primeiramente destruir
0s patdégenos, mas sim levar antigenos patogénicos aos orgaos linfoides periféricos e
|4 apresenta-los aos linfécitos T105-107,

Existe uma populacéo de linfocitos T na circulacdo, mas seu principal sitio de
localizacdo s&@o os linfonodos periféricos. Capturando os patdégenos e seus
componentes, as DCs sao ativadas, tornando-se células apresentadoras de antigeno
altamente efetivas, guiadas por quimiocinas sao drenadas pelo sistema vascular
linfatico e migram para os orgaos linfoides periféricos na vizinhanga, (Figura 23A).
Elas apresentam fragmentos de antigenos patogénicos em sua superficie (por meio
de MHC I/ll para os linfécitos), simultaneamente ocorre expressdo de proteinas de
superficie celular conhecidas como moléculas coestimuladoras, que, como 0 home
sugere, fornecem sinais gerados a partir da interacdo com os antigenos (uma
variedade de citocinas e quimiocinas) para estimular os linfécitos T a proliferar e
diferenciar-se em sua forma completamente funcional. Estas células podem retornar
a circulacdo sanguinea sistémica até alcancarem o sitio de acédo através do ducto
torécico ilustrado na Figura 23C. Pelo fato de as células B ndo serem ativadas pela
maioria dos antigenos sem o “auxilio” das células T auxiliares ativadas, a ativagao de
linfocitos T virgens € um estagio inicial essencial em virtualmente todas as respostas
imunes adaptativas. As DCs ativadas também secretam citocinas que influenciam as
respostas imunes inata e adaptativa, tornando essas células vigilantes essenciais que
determinam se e como 0 sistema imune ird responder a presenca de agentes

infecciosos26:107,
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Figura 20 - As células apresentadoras de antigenos (APCs): a ativacdo de APCs é o

primeiro passo para a inducéo da imunidade adaptativa

Microrganismo
) Imunidade inata. _Imunidade adaptativa

ﬁ_ | Linfécitos B
| Barreiras : * Anticorpos
bbb €piteEliaS . *
e : P s
@9 \AJ '
Fagécitos  Celulas | Células T efetoras
dendriticas Linfécitos T
O

Q

Complemento Células

NK, ILCs
[ Horas Dias
0 6 12 1 4 7
Tempo ap6s infecga@o >

Fonte: Abbas et al?®

A Figura 20 apresenta os constituintes primarios e secundarios do sistema
imune, responsaveis pelas respostas imunes inata e adaptativa respectivamente. Por
meio da Figura 20, é possivel observar que a defesa contra microrganismos € mediada
primeiro pelas reacdes iniciais da imunidade inata e posteriormente pela imunidade
adaptativa. A imunidade adaptativa possui habilidades de distinguir diferentes padrbes
moleculares (estas respostas apresentam marcadamente alto nivel de especificidade)
e respondem mais vigorosamente a exposi¢cdes repetidas ao mesmo microrganismo
devido a um fenébmeno conhecido como meméria imunoldgica. Sao protagonistas da
imunidade adaptativa, as respostas mediadas por linfécitos T e B3436:40,

De forma resumida, vale considerar a diferenciacdo de pelo menos trés das
principais linhagens linfociticas: Linfécitos T CD8" , linfécitos T CD4* e linfocitos B.
Todas estas subpopulacbes possuem receptores altamente especificos e, em
principio, antes de terem o primeiro contato com o antigeno (acontecer o primeiro
reconhecimento/a sensibilizacdo), todas as trés linhagens sdo consideradas naives

ou virgens?8:0,



68

1.1.2.10 Ontogenia de linfocitos

No comeco, uma célula progenitora compromete-se com a linhagem linfoide
(derivada de uma célula tronco presente na medula 6ssea), em resposta a estimulos
guimicos (principalmente fatores de crescimento e citocinas) que ativam vias de
transducédo de sinais que levam a um rearranjo da expressao de genes do sistema V,
D, J e C; o que dirige a expressao dos complexos receptores dos linfécitos altamente
especificos. Esta especificidade coloca os linfécitos a parte das demais células do
sistema imune apresentadas até agora. Estes receptores possuem cadeias
polipeptidicas principais e mais uma seérie de proteinas (cadeias polipeptidicas) que
sdo correceptores (CDs, do inglés cluster of differentiation) ou marcadores de
superficie (muitos ndo mostrados na Figura 21 com o objetivo de resumir 0 processo).
Atualmente, na era pds-genbmica, a possibilidade de detectar a expressao de tais
marcadores € utilizada para determinar cada estagio da maturacdo dos linfocitos,

normalmente por citometria de fluxo com fluorescéncia?326:30.32,

1.1.2.10.1 Ontogenia dos linfocitos T

No que se refere a diferenciacdo dos linfocitos T, as células precursoras em
principio sdo encontradas na medula éssea, de onde saem e seguem pela corrente
sanguinea até o timo. Os linfocitos imaturos no timo, recém-chegados da medula
0ssea, contém os genes para expressao das proteinas que compdem o0s receptores
das células T (TCRs), mas ainda em configuragcéo de linhagem germinativa, ou seja,
ainda em estagio de maturacéo de pré-linfécitos, como mostra a Figura 2123:26:32,108,109,

No timo, na fase inicial, os progenitores das células T sdo chamados de
timocitos. Em uma etapa subsequente de diferenciacdo (pré-linfocito, Figura 21) inicia
a expressdo do receptor da célula T complexo, primeiro duplo positivo (com
correceptores CD4 e CD8), incluindo a expressao de proteinas CD3, cadeias (, entre
outros correceptores (CD44, CD25, etc). As etapas finais de diferenciagdo evolvem
uma etapa (ponto de checagem) de selecdo positiva de timdcitos, na qual sao
mantidos repertérios de células T restritos ao MHC préprio. A etapa de ponto de
checagem de selecdo positiva refere-se a um processo no qual os timécitos, cujo 0s
TCRs que se ligam com baixa avidez (com fraca afinidade) com complexos peptideo

proprio - MHC proprio, sédo estimulados a sobreviverem e se diferenciarem em células
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T CD4* ou TCD8*; uma etapa da diferenciacdo subsequente, na qual os timdcitos séo
chamados de simples — positivos (ou monopositivo). Assim sdo gerados os linfécitos
T CD4+ eT CD8+23,36,108—111_

Figura 21 — Ontogenia de linfocitos.
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Fonte: Abbas et al3¢

A etapa (ponto de checagem) de selecdo negativa de linfocitos esta entre os
processos cruciais ao desenvolvimento de tolerancia imunoldgica, que comeca
primeiro em nivel central (no timo), selecionando células T Uteis e eliminando células
T potencialmente danosas. No ambiente timico, autoantigenos séo apresentados para
os linfécitos em maturagdo por meio de moléculas MHC. Os linfécitos que
apresentarem hiperreatividade serdo eliminados por apoptose ou, alternativamente,
também no timo, uma célula T hiperreativa em relacdo a um autoantigeno pode sofrer
rearranjo genético de seu receptor e ser convertida em uma célula Treg. As Tregs sao
células geradas principalmente pelo reconhecimento de autoantigenos no timo e
reconhecimento de antigenos estranhos pelos 6rgaos linfoides periféricos. A geracao
de Tregs necessita do fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-B) e sua
sobrevivéncia e competéncia funcional depende da IL-2. As Tregs suprimem

respostas imunoldgicas em mudltiplos estagios, tais como: durante a inducdo da
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ativacao das células T nos érgéos linfoides, na fase efetora da resposta destas células
nos tecidos. Também pode suprimir a ativacédo de células B e inibir células NKs. Para
iISs0, as Tregs secretam citocinas imunossupressoras IL-10 e TGF-f3, ou interferem na
ligacdo de moléculas B7 nas células APCs com coestimulador CD28 nos linfocitos.
Acredita-se ainda que devido as Tregs expressarem altos niveis de receptores para
IL-2, dessa maneira essas células podem consumir IL-2 privando outras populacdes
celulares da interacdo com essa citocina''?. As Tregs desempenham uma das
principais func¢des responsaveis pela manutencao da tolerancia imunologica. A falha
neste processo pode explicar em parte as desordens autoimunes30:36.110,

No cortex timico, os timocitos expressam primeiramente TCRs yd ou af
(mostrados na Figura 22). As células T af irdo se diferenciar em células T CD4*
auxiliares (T helpers ou Ths) que se ligam a receptores do MHC de classe Il presentes
em APCs, tais como macrofagos e DCs por exemplo; ou células T CD8* que
reconhecem MHC | presentes em praticamente todas as células%113,

Uma vez diferenciadas, as células T CD4* ou CD8" naives saem do timo pela
circulacao, passando a povoar principalmente linfonodos na periferia, onde o processo
de selecdo é consolidado. Nos linfonodos, também acontecem etapas de pontos de
checagem, nas quais os linfonodos continuam por meio de moléculas MHC a
apresentar autoantigenos inexistentes em nivel central e novamente, células T que
apresentarem hiperreatividade frente a autoantigenos serédo eliminados por apoptose
ou, alternativamente, serem convertidos em Tregs. Os pontos de checagem que
ocorrem nos linfonodos periféricos também s&o cruciais para homeostase e geracao
de tolerancia imunoldgica. Todavia, os linfonodos representam também os sitios
principais onde iniciam os processos que levam a defesa contra patdgenos e,
eventualmente, a imunidade30-36,

Os receptores antigénicos das células T CD4* e T CD8* restritos ao MHC
(Figura 22) sao heterodimeros que consistem principalmente em duas cadeias
polipeptidicas transmembrana, designadas cadeias a e B do TCR, covalentemente
ligadas uma a outra por uma ponte dissulfeto entre residuos de cisteinas
extracelulares. As células T que expressam esta forma de TCR sédo chamadas de
células TaB. Um tipo menos comum de TCR é composto por cadeias yd e as células
nas quais sdo expressas sao chamadas células Tyd. Cada cadeia do TCR a e B

consiste em um dominio N- terminal variavel (V) e um dominio constante (C) do tipo
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imunoglobulina (Ig). O dominio C é uma regido hidrofébica transmembrana com uma
curta regido citoplasmatica. Assim, a porcéo extracelular do heterodimero TCR af3 é
estruturalmente semelhante ao fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab) de uma
molécula de Ig, o qual € composto por regido variavel (V) e constante (C) em cada
cadeia leve e por uma regiéo V e uma regido C em cada cadeia pesada?32632,

As regides V das cadeias do TCR a e 3 contém trechos curtos de aminoacidos
nos quais a variabilidade entre diferentes TCRs esta concentrada, formando as
regides hipervariaveis ou regibes determinantes de complementariedade aos
antigenos. Juntos, esta porcdo do TCR € quem reconhece especificamente os
complexos antigeno-MHC. As proteinas CD3 e { estdo associadas de forma nao
covalente ao heterodimeros TCR a3 para formar o complexo TCR e quando o TCR
reconhece o antigeno, estas proteinas associadas transduzem os sinais que resultam
na ativacdo da célula T23.

A sinalizacdo pelo receptor das células T inicia com a ligagdo de complexo
MHC-antigeno ao TCR e resulta em um agrupamento dos correceptores com 0
receptor ap; ocorre fosforilagdo de residuos de tirosina nos motivos de ativagéo de
imunoreceptores baseado em tirosina (ITAM) ilustrados na Figura 22 por cinases
chamadas Lck da familia Src. Primeiro, a cinase Lck associa-se seja a calda
citoplasmatica do CD4 ou CD8 e depois fosforilam os motivos ITAM de CD3 e cadeias
(. Estes sitios tornam-se sitios de ancoragem de outra tirosina cinase chamada ZAP-
70 (proteina de 70 kDa associada a (, que fosforila outras proteinas adaptadoras,
incluindo a proteina adaptadora associada a linfocito T (LAT). LAT serve para recrutar
uma variedade de componentes sequenciais da cascata de sinalizacao (downstream).
As vias de sinalizagdo downstream do TCR incluem a via das MAPKSs, Akt, NFkB,
entre outras, que levam as respostas funcionais das células T: ativacdo, expansao
clonal, desenvolvimento de células de memoria; producédo de citocinas no caso dos
linfocitos T CD4* e atividade citotoxica no caso de linfocitos T CD8* pela liberacdo de
perforinas e granzimas. Também pode ocorrer ativacao pela proteina ativadora 1 (AP-
1) que € um fator de transcricdo que regula a expressédo génica em resposta a uma
variedade de estimulos, incluindo citocinas, fatores de crescimento, estresse e
infeccbes bacterianas e virais. O AP-1 controla varios processos celulares, incluindo

diferenciacéo, proliferacédo e apoptose?326:32,
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Durante a diferenciacdo (maturacdo) do linfécito B, as células da linhagem
linfoide comprometidas com a célula B passam por estagios distinguiveis, cada um
dos quais caracterizados também por marcadores de superficie celular distintos e um
padrdo especifico de genes de Ig. Os principais estagios e pontos de checagem da

maturacdo dos linfécitos B e mais detalhados adiante?3:110.114.115

Figura 22 — Constituicdo dos complexos receptores de linfocito T CD4* e CD8* (TCRS)
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1.1.2.11 Ativagédo de linfocitos T

A partir de um pequeno conjunto de linfocitos virgens especificos para um
antigeno, o processo de ativacdo das célula T gera um grande numero de células
efetoras (processo chamado de expanséao clonal), com a mesma especificidade, que
atuam para eliminar aquele antigeno. Nesse processo também é gerada uma
populacado de células de memdria de longa vida, capazes de reagir mais rapidamente
contra o antigeno caso ele seja reintroduzido. Como ja explicado, uma caracteristica
fundamental destas respostas € que a ativacdo inicial € desencadeada pelo
reconhecimento do antigeno via TCR. A ativagéo inicial de linfécitos T virgens ocorre

principalmente em 6rgaos linfoides periféricos (secundarios), nos quais essas células
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circulam normalmente e onde devem encontrar antigenos apresentados por DCs
maduras?3117,

O reconhecimento do antigeno, junto com outros estimulos de ativacao, induz
varias respostas biologicas nas células T: expressao de citocinas, coestimuladores;
expansdo clonal e diferenciacdo de células virgens em linfocitos efetores e de
memoria. As células T efetoras reconhecem os antigenos tanto em érgéaos linfoides,
assim como em tecido nao linfoide periféricos. A ativacao dos linfocitos T, proliferacéo
e diferenciacdo em células efetoras e de memdria requer reconhecimentos dos
antigenos pelos TCRs, coestimulacao e citocinas. A coestimulagéo refere-se a sinais
fornecidos por APCs, por meio de moléculas denominadas coestimuladores, além dos
sinais induzidos pelos antigenos. Entre as vias de coestimulagdo mais bem
caracterizadas envolvidas com a ativagao das células T esta uma via que envolve um
coreceptor de superficie (das células T) chamado CD28, que se liga a moléculas
coestimuladoras B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86) que sdo expressam na superficie das
APCs ativadas. Sabe-se que a inibicdo da expressao/funcéo da interacdo CD28 e B7-
1 e 2 é um mecanismo que regula a homeostase (tolerancia imunoldgica) que protege
a integridade dos tecidos?3118-120,

ApOs a ativagdo pelo reconhecimento do antigeno e coestimulagdo, ocorrem
alteracdes caracteristicas de varias moléculas de superficie nas células T (CD69,
CD25, ligante de CD40, CTLA-4), expressao de moléculas de adesao e receptores de
guimiocinas, além de secrecdo de numerosas citocinas que desempenham papeis
cruciais nas respostas imunes adaptativas. As células Th produzem a maior
guantidade e variedade de citocinas (mais detalhes adiante), mas células T CD8* e
APCs também secretam citocinas especialmente importantes para diferenciacdo da
célula T virgem em efetora. A maioria dessas citocinas tem acdo autécrina ou
paracrina. Aqui vale destacar o papel da IL-2 que estimula as respostas de células T.
A IL-2 € um fator de crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo e proliferacdo de
células T. Sua secrecdo € estimulada por antigenos e ela tem papel na manutencéo
de células Tregs e tem papel na polarizacdo das respostas imunes para defesa do
organismo ou tolerancia imunolégica (Figura 24)?3121.122 Em infeccBes agudas as
células T CD8" sdo ativadas e eliminam as células infectadas. Em situacbes de
exposicdo antigénica cronica, sabe-se que os linfocitos T CD8* podem comecar

expressar receptores de inibi¢gdo, tais como o inibidor indutor de morte celular
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programada-1, uma proteina de ponto de checagem das células do sistema imune
(PD-1), que € expressa em situacdes de exaustdo da célula, na qual ela € incapaz de
responder a célula infectada'?®. PD-1 é um receptor da familia CD28 que também tem
papel na ndo responsividade funcional das células T (anergia) induzida em situacdes
onde se desenvolve tolerancia imunologica e falhas ou mutagdes de PD-1 ja foram

relacionados a patogénese de doencas autoimunes?4,

1.1.2.11.1 FuncOes de células Th CD4* efetoras e polarizacdo das respostas imunes

Os linfocitos T CD4* sdo chamados de auxiliares (Ths). Eles atuam como
verdadeiros maestros das respostas imunes, agindo principalmente pela secrecéo de
citocinas com acao autécrina e paracrina principalmente, que elicitam, amplificam e
polarizam as respostas imunes mais adequadas a depender de cada tipo de
patégeno/imundégeno, dos coestimuladores expressos/ativados e das citocinas
secretadas®?®®.

Caracteristicamente, os linfocitos T CD4* efetores produzem citocinas que
medeiam as suas funcdes. Eles também tém papel decisivo na eliminacdo de
microrganismos, mediada por fagocitose, que é a definicdo histérica da imunidade
celular. As células T CD4* ativam outros leucocitos, entre os principais: 0s neutrofilos,
eosindfilos, além de linfécitos, como os linfécitos B, os quais sdo estimulados a
produzir anticorpos (Figuras 29 e 30)23:26:32.125,

As Figuras 29 e 30 fornecem uma ilustracdo relacionada as respostas
mediadas por linfocitos T CD4*. Inicialmente, essas células sdo ativadas nos 6rgaos
linfoides secundarios, quando acontece apresentacdo de antigenos para linfocitos por
APCs, expansao clonal, gerando células Ths efetoras e de memoaria. A maioria dessas
células deixam os 6rgaos linfoides periféricos e migram para os sitios periféricos.
Dentre as células Ths, uma subpopulacdo entre as mais bem definidas sdo as
chamadas células T auxiliares foliculares (Tth, do inglés, T folicular helper), que séo
encontradas na periferia dos érgéos linféides secundarios, como linfonodos, baco e
placas de Peyer, nas regifes foliculares junto as células B. As células Tfh
desencadeiam a formacao e manutencédo de centros germinativos nos érgaos linfoides

periféricos através da expressao do ligante CD40 (CD40L) e da secrecédo de IL-21 e
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IL-4 (Figura 23). Elas desempenham um papel critico na imunidade protetora,

ajudando as células B a produzir anticorpos contra patégenos estranhos?®,

Figura 23 — Etapas das respostas imunes mediadas por células T CD4*
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Fonte: Adaptado de Abbas et al.>®

A ingestdo e eliminacdo de microrganismos pelos fagocitos € uma das
principais reagdes da imunidade inata. Sabe-se que as células Ths intensificam
significativamente esta atividade dos fagodcitos, como ilustrado na Figura 23. As
células Ths efetoras ativam fagoécitos via moléculas de superficie, principalmente
moléculas CD40-ligante (CD40L) que se ligam a proteina CD40 expressa pelas APCs
neste momento, além de secretarem outras citocinas. A inflamacao, que consiste no
recrutamento e ativacdo de leucocitos, acompanha muitas reacfes de linfécitos
TCD4+27,



76

Figura 24 - Diferenciacao e atividade das subpopula¢@es de linfécitos T CD4* (Ths) e

T CD8* citotoxicos (Tcs) efetores e de memoria
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https://en.wikipedia.org/wiki/T_helper_cell

Clones de linfécitos virgens com diferentes especificidades estao presentes em
individuos nao imunizados e estes sdo capazes de reconhecer e responder aos
antigenos estranhos. Antigenos exdgenos associados com moléculas MHC classe |l
ativam células T CD4* e levam a producao de citocinas que, por sua vez, podem ativar
uma ampla gama de células, principalmente nos centros germinativos dos linfonodos
23,26,28,103,104,130,131'

Como mostrado na Figura 24, quando um antigeno é apresentado por APCs
para células Th virgens (Th0), ocorre secrecao de IL-2 que ativa ThO e Tc0. Aqui existe
um papel determinado pelo tipo de patdgeno sendo apresentado, dos coestimuladores
presentes/ativados e das citocinas geradas pelas células APCs e células T. A Figura
24 resume, entre suas primeiras colunas, a variedade de citocinas que podem ser
secretadas neste momento, no geral de acdo autdcrina, que ativam vias de
biossinalizacéo e transducao de sinais e na préxima coluna sdo dados exemplos de
fatores de transcricdo que podem ser ativados neste momento para aquisicdo de
fendtipos celulares efetores; principalmente células TCD8* e Thl, Th2, Thl7, Tfth e

Tregs. A Figura 24 fornece um esquema sobre as citocinas secretadas por essas
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células, os alvos celulares e as principais reacdes e fun¢gdes imunes induzidas. As
linhagens celulares derivadas de ThO elicitam e regulam respostas imunes que podem
ser proeminentemente celulares ou humorais (producéo de anticorpos). A diferenca
entre essas células estd nos marcadores de superficie, nas citocinas secretadas e
no(s) fator(es) de transcricdo ativado(s). Sabe-se que a diferencia¢cdo de uma célula
ThO em Thl inclui um papel das citocinas IL-12 e IFN-y (Figura 24). Uma vez
diferenciadas, as células Thl secretardo IL-2 (com papel autécrino), o IFN-y e TNF
(acdo paracrina) ativam notavelmente macréfagos e DCs (agcdo paracrina) que
produzirdo respostas imunes celulares caracteristicamente contra patdgenos
intracelulares. Este tipo de resposta ativada de forma anormal ja foi associada com
autoimunidade e inflamacé&o cronical”125132,

A diferenciacdo de células ThO em Th2 também envolve um papel da IL-2 de
acdo autocrina e IL-4. Uma vez diferenciada/ativada, as células Th2 secretam IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10 e IL-13 (Figuras 24), ocorre a ativacao de linfocitos B, expansao clonal,
diferenciacdo em plasmadcitos que secretam diferentes classes de anticorpos com
funcGes distintas na defesa contra patégenos®?>132, Os linfécitos B funcionam também
como células apresentadoras de antigeno, apos interiorizarem e processarem 0
antigeno ligado ao receptor de antigeno da célula B (BCR). Os peptideos gerados
pelo processamento sao expressos na membrana dos linfocitos B ligados a MHC I,
para apresentacao aos linfocitos T CD4*. A interagdo do complexo peptideo/MHCII
com o receptor TCR inicia uma cadeia de eventos que levam os linfocitos Th a
expansao clonal e produgéo de citocinas que estimulam a proliferagéo e diferenciagéo
dos linfécitos B (Figura 26B)30:125.132,

Hoje, sabe-se que tanto a diferenciagdo de ThO em Th17, assim como em Tregs
requer TGF- B. Ainda existe um papel da IL-6 na diferenciacéo das células Th17 e da
IL-12 para as Treg. As células Th17 secretam uma familia de citocinas IL-17 e IL-22
que recrutam principalmente neutrofilos produzindo respostas proeminentemente
celulares contra certos tipos de bactérias e fungos extracelulares?3°0.133,

Estas citocinas também agem sobre epitélios, estimulando a producao local de
quimiocinas que recrutam outros leucdcitos, aumentam a producdo de peptideos
antimicrobianos (defensinas) e regulam as funcGes das barreiras epiteliais?3°°. Sabe-
se ainda que as células Th17 secretam IL-21. As células Tregs produzem um namero

de citocinas inibidoras, o que inclui a IL-10. Parece também que as células Tregs
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podem induzir outros tipos de células a expressar IL-10*33. Falhas na regulacédo da
atividade destas células sdo sabidamente envolvidas as doencas de autoimunidade e
outras doencas inflamatdrias cronicas®+-136.

E muito importante explicar que, conforme ilustrado na Figura 24, a resposta
imune pode ser polarizada. Realmente, o sistema imune é constituido por elementos
de ramificagdes ou “bracos” diferentes. Todavia, ao avaliar a Figura 24, o leitor precisa
ter nocdes claras que os elementos destas ramificagcdes se comunicam (trocam sinais)
a todo o momento. Dessa forma, € fato que elementos da resposta imune inata e
adaptativa trocam sinais o tempo todo, assim como, as ramificacdes de células
efetoras ativadas pelas citocinas das células T CD4* também produzem citocinas que
medeiam a comunicacdo que dirige/regula ou influencia as respostas de outras
ramificagoes.

No geral, a eliminacdo dos antigenos leva a contracdo da resposta das células
T e este declinio é responsavel pela homeostasia no sistema imune, no entanto,
respostas imunes mediadas por células T resultam na geracdo de células T de
memoéria especificas para aqueles antigenos, as quais podem persistir por anos ou
mesmo por toda a vida. As células de memodria sdo capazes de sobreviver em estado
quiescente apds a eliminagdo do antigeno e iniciar respostas maiores e mais rapidas
no caso da reintroducéo do antigeno, do que aquelas geradas pelas células virgens.
As células de memdria expressam niveis aumentados de proteinas antiapoptoticas,
as quais sdo responsaveis por sua sobrevivéncia prolongada. Estas células podem
migrar para o tecido periférico e responder a antigenos nesses locais, apresentam
padrao de proliferacdo lenta e capacidade de autorenovacao que pode contribuir para
no longo tempo de vida. A manutencéo das células T de memoéria € dependente e
citocinas, notavelmente IL-7 e IL-15 e podem n&do requerer reconhecimento do

antigeno?3137,

1.1.2.12 Ontogenia dos linfécitos B

A diferenciagéo dos linfécitos B ocorre na medula 6ssea. O complexo receptor
antigénico do linfécito B (BCR) é uma forma transmembrana de molécula tipo
imunoglobulina (IgM monomeérica) associada com duas cadeias de sinalizagao Igp3 e

Iga. O BCR é constituido por duas cadeias pesadas (1) e duas cadeias leves (A ou K).
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A especificidade de ligagdo ao antigeno € definida pela porgédo variavel (V) da
molécula, constituida pela unido das regides variaveis das cadeias leves e pesadas
da imunoglobulina (Figura 25B)%33,

A primeira célula da medula 6ssea a se comprometer com a linguagem de
células B é chamada de célula pr6-B. A célula pré-B ainda ndo produzem Ig; é distinta
de outras células imaturas pela expressdo de moléculas de superficie restritas a
linguagem B, tais como CD19 e CD1023. A maturagdo dos linfécitos B tem inicio a
partir das células pr6-B que expressam trés genes, 0 gene da
desoxinucleotidiltransferase terminal (TdT) e os genes indutores de recombinacéo 1 e
2 (RAG1 e RAG2, respectivamente) que comandam uma recombinagcdo génica
necessaria para a produg¢ao de imunoglobulinas. A montagem das cadeias pesadas
(1) inicia-se com a combinacgdo aleatéria de um segmento génico D e um segmento
génico J, que a seguir se unem a um segmento V, definindo a alta especificidade de
reconhecimento antigénico. As cadeias pesadas associam-se a cadeias invariaveis
gue sdo expressas na superficie dos linfocitos em maturacdo no estagio de célula pré-
linfécito B, juntamente com as moléculas assessorias Iga e IgB (Figura 25B). Em
seguida, ocorre um rearranjo da cadeia leve k e, na falha desta, da cadeia A. Cada
linfécito B apresenta, portanto, um unico tipo de cadeia leve associado a cadeia
pesada. O sucesso na expressao de uma IgM completa na superficie do linfocito B
leva a progressao da maturagdo com subsequente producao de IgD de membrana
(Figura 25A)%32630 Sabe-se que o IgD na superficie das célula B tem papel na
ativacao de mastdécitos e basofilos, imunoamplificacdo, protecdo e homeostase em
mucosas!38,

E importante ressaltar que todo rearranjo genético ocorre no inicio da
maturacdo do linfocito B, no estagio pré-B, ainda na medula 6ssea e de modo
totalmente independente de qualquer contato com antigeno?6. O processo
combinatdrio dos diferentes segmentos que compdem as porgdes variaveis das
cadeias pesadas e leves e as diferentes possibilidades de associacao entre elas
resultam em cerca de 10! especificidades diferentes de reconhecimento pelas
imunoglobulinas?. A fim de restringir esse repertorio, também para as células B
existem pontos de checagem de selegao positiva e negativa que atuam durante a
maturacdo dos mesmos para garantir homeostase e reatividade regulada, assim como

acontece com os linfécitos T. Isso serve para gerar imunidade ou também tolerancia
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por parte dos linfécitos B, necessaria para manter a ndo responsividade a
autoantigenos timo-independentes, como polissacarideos, lipidios e proteinas
proprias do organismo. Da mesma forma que ocorre com os linfécitos T autorreativos,
sabe-se que falhas nestes mecanismos da ontogenia dos linfécitos B podem estar

diretamente relacionados a casuistica de varias doencas autoimunes?3:110:139,140,

Figura 25 — Célula B madura (A) e o complexo receptor de antigeno da célula B (B)
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Fonte: Adaptado de https://www.labpedia.net/immunoglobulin-m-igm/(A) e Abbas et al.?®

Em nivel de tolerancia central, os linfocitos B imaturos que reconhecem
autoantigenos na medula 6ssea com alta afinidade sdo sujeitos, alternativamente, a
mudanca de sua especificidade ou deletados. No ponto de checagem de selecéo
positiva, se as células B em desenvolvimento reconhecerem autoantigenos somente
fracamente (o antigeno é solUvel e ndo induz muitas ligacdes cruzadas entre os
receptores antigénicos do BCR, ou os BCRs reconhecem o antigeno com baixa
afinidade); nesse caso, os linfocitos irdo se tornar funcionalmente ndo responsivos
(anérgicos) e sairdo da medula 6ssea neste estado. A anergia decorre de uma
regulacéo negativa da expressao do receptor antigénico, assim como de um bloqueio
nos mecanismos de biossinaliza¢do. J& o processo de delecéo ocorre se a edi¢do do
receptor ou selecao celular falharem; as células B imaturas serdo induzidas a morrer

por apoptose por mecanismos ainda ndo bem esclarecidos?3110:139,
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Figura 26 — Ativacéo do linfocito B Th independente (A) e Th dependente (B)

Fonte: Mesquita Junior et al*®. *AG = antigeno.

O ponto de checagem que garante geracao de tolerancia periférica por parte
das células B acontece quando linfocitos B maduros que reconhecem autoantigenos
em tecidos periféricos na auséncia de células Ths especificas acabam sendo
considerados funcionalmente ndo responsivos ou morrem por apoptose. Isto pode
acontecer porque os sinais das células Ths, no geral, sdo necessarios para ativar os
linfocitos B. Esses sinais podem estar ausentes devido a anergia das células Ths ou
se as mesmas tiverem sido deletadas?3119141, A tolerancia periférica das células B
também pode ser mediada por sinalizacéo de receptores de inibicdo. As células B que
reconhecem autoantigenos podem ser impedidas de responder por meio do
acoplamento de varios receptores de inibicdo. A funcdo desses receptores inibidores

é definir um limiar para ativagédo da célula B e assim permitir respostas a antigenos
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estranhos, porque estes tipicamente elicitam sinais fortes provenientes de
combinac¢des cruzadas com BCRs, correceptores, mais receptores da imunidade inata
e células Ths. Isto ndo acontece nas respostas onde o0s autoantigenos acoplam
apenas com o BCR. Anormalidades nestes mecanismos também podem gerar
hipersensibilidade/autoimunidade?3110.141,

A ativacao da célula B inicia a partir de ligagdes cruzadas das imunoglobulinas
na superficie do linfocito B, quando sao desencadeados eventos bioquimicos que
iniciam com a fosforilagdo dos ITAMS nas cadeias de Iga e IgB com consequente
ativacdo de enzimas e intermediarios bioquimicos que culminardo na ativagdo de
fatores de transcricdo que promovem a ativagao celular B. Interagao do linfécito B com
linfocito T auxiliar apods processamento antigénico pelas células B. A produgéo de
citocinas pelos linfocitos T auxiliares resultara na ativagéo da resposta imune humoral.
Destaque para as moléculas de superficie envolvidas no processo de ativagao (Figura
26). A resposta dos linfécitos B a antigenos peptidicos requer a ajuda dos linfocitos
Th e esses antigenos sao, por isso, denominados “antigenos T dependentes”. Muitos
antigenos nao proteicos, com epitopos repetitivos, ndo necessitam da cooperagao dos
linfécitos Th e sdo denominados “antigenos T independentes”3:26:30.142,

No geral, a resposta humoral frente a antigenos requer o reconhecimento do
antigeno pelos linfécitos Ths e sua cooperagdo com os linfocitos B antigeno-
especificos, estimulando a expanséo clonal dos linfécitos B, a mudancga de classe da
imunoglobulina, a maturacao de afinidade e a diferenciagdo em linfécitos B de
memoria. Os linfécitos Ths expressam na sua superficie moléculas CD40L, que
interagem com seu ligante, CD40, presente na superficie de linfécitos B, e expressam
também CD28 que se liga as moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), cuja expressao
na membrana dos linfocitos B ativados € significantemente aumentada. Esses dois
pares de moléculas, CD40/CD40-L e CD28/B7, permitem a transmissao dos sinais de
estimulo e induzem a produgdo de enorme variedade de citocinas que contribuem
para no desenvolvimento de anticorpos. Como explicado anteriormente, uma
sinalizacdo mais fraca neste ponto, ou a inibicdo de B7 e/ou CD28 € um mecanismo
utilizado para regular respostas imunes indesejadas e falhas neste mecanismo
inibitorio ja foram associadas com 0 desenvolvimento de

hipersensibilidade/autoimunidade?326.30.120,142
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Antigenos T independentes podem estimular a producdo de anticorpos na
auséncia total ou relativa de Ths. Esses antigenos sdo usualmente moléculas nao
proteicas, poliméricas, que estimulam a produgdo de Ig de baixa afinidade
pertencentes, na sua maioria, a classe IgM. Como, geralmente, ndo ha ativacao de
Ths, ndo serdo geradas as citocinas necessarias para a mudanca de classe,
maturacdo de afinidade ou formacgado de linfocitos B de memodria (processos
detalhados mais adiante). Raramente na resposta a antigenos T independentes
ocorre mudancga para outros isotipos de linfécitos B e imunoglobulinas?3:26:30.142,

Um exemplo da importancia da resposta a antigenos Ths independentes é a
imunidade humoral frente a polissacarideos bacterianos, um mecanismo decisivo na
defesa do hospedeiro contra infecgdes por bactérias encapsuladas. Por essa razéo,
individuos com deficiéncias congénitas ou adquiridas que prejudiguem a resposta
humoral s&o especialmente suscetiveis a infec¢des, muitas vezes fatais, por bactérias
encapsuladas. Outro exemplo de resposta aos antigenos Ths independentes séo os
anticorpos naturais, presentes na circulagdo de individuos normais e produzidos
aparentemente sem exposicao antigénica. Muitos destes anticorpos naturais
reconhecem carboidratos com baixa afinidade e acredita-se que sejam produzidos por
linfécitos B peritoneais, isto €, células B1, estimuladas por bactérias que colonizam o
trato gastrointestinal, e por linfécitos B da zona marginal dos 6rgaos linfoides.
Anticorpos contra antigenos glicolipidicos A e B do grupo sanguineo sao outro
exemplo de anticorpos naturais?326:30.142,

Uma etapa de diferenciagdo dos linfécitos B caracteriza-se por alteragbes
significativas na morfologia dos mesmos e também pela troca da porg¢ao constante da
cadeia pesada de IgM ou IgD para 1gG, IgA ou IgE, processo conhecido como
mudanga de classe. Esta etapa envolve eventos moleculares complexos como
rearranjo ao nivel do DNA genémico e splicing (edicéo) alternativa em nivel do RNA
mensageiro. Neste processo as porg¢des variaveis das cadeias pesadas e leves
permanecem as mesmas e consequentemente a especificidade antigénica do
anticorpo nao é alterada, mas a resposta imune torna-se mais diversificada e eficaz,
uma vez que as diferentes classes de Ig apresentam diferentes caracteristicas
funcionais?326:30.142,
1.1.2.13 Respostas imunes de defesa (imunidade) e desenvolvimento de tolerancia

imunoldgica que garantem homeostase
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O sistema imune estrutura-se e funciona de maneira tal que pode elicitar
respostas de defesa contra patdgenos, podendo eventualmente levar a um estado de
imunidade. Por outro lado, ele pode também elicitar respostas associadas com um
estado de tolerancia imunoldgica, seja ela frente a antigenos exdgenos ou padrbes
moleculares préprios do organismo (autoantigenos) (capacidade de reconhecer o
proprio do ndo préprio)?3-2°.

A tolerancia imunoldgica € definida como a néo responsividade a um antigeno
(anergia), que atualmente se sabe que € induzida por um processo ativo que requer
exposicdo prévia a este mesmo padrdo molecular considerado estranho, mas néo
patogénico. A expressao tolerancia imunologica surgiu com base em observacdes
experimentais de que animais que ja haviam entrado em contato com um antigeno em
condi¢des particulares (como por exemplo: auséncia de inflamagéo, auséncia de
coestimuladores inflamatorios, auséncia de expresséo de determinadas citocinas, ou
papel de citocinas expressas com fun¢des regulatérias, auséncia de infecgéo, entre
outros), ndo respondiam, ou seja, acabavam tolerando o referido padrdo molecular
em exposicdes subsequentesti0143-145,

Atualmente, sabe-se que em circunstancias particulares, quando os linfécitos
especificos sao ativados pelas APCs, estes linfécitos podem ser eliminados ou
inativados, para garantir homeostase, e destaca a importancia dos mecanismos de
tolerancia imunoldgica. Inclusive foi provado que o mesmo antigeno, pode induzir
resposta imune ou tolerancia e que as condicfes determinantes para isso, tem a ver
com as ditas circunstancias particulares, ou seja, 0s outros estimulos concomitantes,
tais como expressdo e funcdo de coestimuladores (correceptores e citocinas),
expressdo de proteinas inibidoras, entre outras'?9:124.145146 - A tolerancia imunoldgica
€ adquirida por vias semelhantes da imunidade adquirida (ou adaptativa), mas é
determinada por uma série de fatores que incluem: baixa avidez aos receptores TCR
ou BCR, auséncia de resposta por Ths, auséncia de coestimuladores/citocinas pro-
inflamatérias (inflamacgéo), expressdo de receptores inibidores, citocinas anti-
inflamatorias, inibicdo da expressdo de coestimuladores pro-inflamatorios, entre
outros. Os antigenos que induzem tolerancia sdo chamados de tolerégenos, ou
antigenos tolerogénicos, para distingui-los dos imundgenos que elicitam respostas de

defesa e eventualmente levam a imunidade105.147.148
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Por principio, o termo antigeno sempre foi usado para se referir a uma
variedade molecular, microbiana ou ndo microbiana, estranha e capaz de elicitar
respostas imunes de defesa. Atualmente, a moderna tecnologia de Gltima geracao de
sequenciamento de acidos nucleicos e proteinas levou a expandir o conceito de
antigeno. O termo imunégeno tem sido usado para se referir a qualquer padréo
molecular que pode ligar-se especificamente a um componente como RRPs,
anticorpos, receptores de linfocitos, proteinas do sistema complemento, entre outros;
e elicitar respostas de defesa por parte do sistema imune, que sao intensificadas pelo
papel de varios correceptores e citocinas pro-inflamatérias (junto com evidentes
sintomas e sinais de uma resposta inflamatdria). Muitas vezes, as moléculas
imundgenas sao constituintes de patdégenos exdégenos, mas cabe destacar também o
conceito de alérgeno que tem sido utilizado para se referir a padrées moleculares,
geralmente exégenos e inofensivos para a maioria das pessoas, mas que para um
determinado individuo, devido a caracteristicas de um genoma unico, é reconhecido
como estranho pelo sistema imune, que responde com respostas indesejadas (de
hipersensibilidade ou atopia, com producéo de IgE, ativacdo de mastdcitos, liberacédo
de histamina, entre tantos outros autacoides. Estes individuos sédo hipersensiveis
(alérgicos). O termo toler6égeno tem sido utilizado para se referir a antigenos que
induzem tolerancia, ou antigenos tolerogénicos, para distingui-los dos imundgenos,
que elicitam respostas de defesa/imunidade?314°.

Foram sugeridos também o0s conceitos de autoantigenos e superantigenos.
Autoantigenos s&o moléculas proprias do hospedeiro. As vezes, os autoantigenos
sofreram alguma mutac&o ou erro na expressao génica e, nestes casos, podem elicitar
respostas de autoimunidade. Superantigenos referem-se a uma classe de antigenos
gue causam ativacao inespecifica das células T, resultando em ativacao policlonal de
células T e liberagdo macica de citocinas. Em areas mais especificas foram definidos
ainda, conceitos como neoantigenos?326:28.150 No passado, o termo antigeno tumoral
era usado para abranger muitas moléculas diferentes expressas por células tumorais,
quer estimulassem ou ndo respostas imunes de defesa. Atualmente, o termo
neoantigeno é utilizado para se referir a uma variedade de moléculas produzidas por
células tumorais que elicitam respostas imunes que ainda ndo sdo completamente
compreendidas, sendo foco de intensa pesquisa?31%0,

1.1.2.14 Resposta imunes anormais: hipersensibilidade
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Houve um tempo em que se acreditava que a ndo responsividade por parte do
sistema imune as moléculas estranhas comuns do meio ambiente fosse determinada
de uma forma passiva, a partir de informacdes genéticas herdadas. Acreditava-se que
através dos milhares de anos de evolugdo, o genoma humano teria absorvido uma
capacidade de diferenciar os elementos inGcuos dos perigosos presentes no meio
ambiente. Os estudos de imunologia moderna demonstraram que a tolerancia
imunologica é definida como a nao responsividade a um antigeno induzida pela
exposicao prévia a esse mesmo antigeno; isto é, através de um processo ativo, assim
como é induzida a imunidade, porém em sitios e circunstancias especiais. As
respostas de defesa que visam a imunidade, desenvolve-se quando antigenos sao
apresentados por células APCs juntamente processos inflamatorios nos quais ocorre
secrec¢ao das citocinas pro-inflamatorias ou aumento dos niveis normais das mesmas,
ou na presenca de coestimuladores que em circunstancias normais ndo estariam
presentes; no caso de mutacdes em proteinas ou enzimas que atuam nas cascatas
de transdug&o de sinal intracelulares; as vias induzidas pelas referidas citocinas
podem assumir papeis importantes em processos patogénicosi0>15%,

Estudos em modelos experimentais comprovaram a existéncia de células com
capacidade reguladora (Bregs) entre as subpopulacfes de linfécitos B que, em um
ambiente cronicamente inflamado, se diferenciam em um fendétipo com alta expresséo
de CD1d, com capacidade de producao de IL-10 e habilidade para suprimir a resposta
inflamatdria. Os Bregs dependem de interagdo antigénica e estimulagéo via molécula
CD40L e B7, mas, uma vez ativadas, produzem IL-10 e TGF-B suprimindo a ativagao
e diferenciacao de linfécitos T CD4", linfécitos T CD8™ e células NKs, inibem a ativagéo
de DCs e estimulam a diferenciagao de Tregs. Mediante contato dos Bregs com
linfécitos T virgens ha inibigdo da ativagao do linfocito T e da diferenciagédo em Thl. O
estudo dos Bregs em modelos animais deixa claro o papel regulador dessas células
em diferentes enfermidades. A comprovagao da existéncia dessas células no homem
tem sido de grande relevancia para a compreensao das doengas autoimunes. Mais
do que entender a diversidade de efeitos das citocinas anti-inflamatérias que
asseguram as fungdes dos Bregs, os estudos reforgam as evidéncias da produgao de

autoanticorpos de modo fisioldgico com finalidade protetora30:152-154,
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Os disturbios causados por respostas imunes anormais sdo coletivamente
chamados doencas de hipersensibilidade. Este termo surgiu da definicdo clinica de
imunidade, como sendo uma sensibilidade, observada em um individuo exposto a um
antigeno que exibe uma reacdo detectavel (ou torna-se sensivel) a encontros
subsequentes com este antigeno. Normalmente, as respostas imunes erradicam os
patogenos infecciosos sem provocar lesdes graves aos tecidos do hospedeiro. No
entanto, essas respostas algumas vezes nédo sédo controladas de maneira adequada
e tornam-se inapropriadamente direcionadas aos tecidos do hospedeiro ou
desencadeadas por microrganismos comensais, ou antigenos ambientais inofensivos,
ou até mesmo macromoléculas proprias do hospedeiro. Nessas situacdes, a resposta
imune, torna-se causa de doenca. Convencionalmente, essas doencas foram
classificadas em quatro tipos de doencas de hipersensibilidade (I, 11, Il e 1V) referindo-
se a quatro mecanismos patoldgicos principais?>. Em algumas doencas mais que um
desses mecanismos pode ser observado e € fato que na clinica o termo
hipersensibilidade geralmente € utilizado para doencas alérgicas ou atdpicas e o
termo autoimunidade é utilizado para reacBes contra moléculas proprias do
hospedeiro®®®,

A hipersensibilidade do tipo | é causada por anticorpos IgE, sendo o tipo mais
prevalente de hipersensibilidade e conhecida popularmente por alergia. Esta doenca
€ resultante da ativagdo de células Ths produtoras de IL- 4, IL-5 e IL-13, sendo
geralmente células Th2 que estimulam a produgdo de anticorpos IgE, ativacdo de
mastocitos e inflamacgao. A hipersensibilidade do tipo Il é causada pela ativacao do
sistema complemento pelos anticorpos IgG e IgM citotéxicos. A hipersensibilidade do
tipo Ill é mediada por imunocomplexos e a hipersensibilidade causada pela células
Ths CD4*, as quais secretam citocinas que promovem a inflamagéo e ativam os
leucocitos, especialmente neutrofilos e macrofagos, s&o denominadas
hipersensibilidade do tipo IV, sendo este tipo de hipersensibilidade mais relevante
para este estudo, pois agrupa 0s principais tipos de respostas observadas na

autoimunidade?340.155,
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1.1.2.15 Autoimunidade

A possibilidade de o sistema imune de um individuo reagir contra moléculas
préprias (autélogas) e causar dano tecidual comecou a ser avaliada por imunologistas
na mesma época em que a especificidade do sistema imune para antigenos estranhos
foi reconhecida. No inicio do século XX (década de 1900), Paul Ehrlich cunhou uma
expressao dramatica “horror autotoxico”, para descrever o temor da autodestrui¢cao do
organismo por seu préprio sistema imunolégico?s.

As autoimunidade afeta pelo menos 2 a 5% da populagdo nos paises
desenvolvidos, aparecendo principalmente entre os 20 a 40 anos de idade dos
individuos. Sdo mais comuns em mulheres do que em homens e consideradas
debilitantes®. O termo autoimunidade é com frequéncia usado erroneamente para
qualquer doenca em que reacgdes imunes sdo acompanhadas de dano tecidual,
embora seja dificil ou até impossivel estabelecer um papel para as respostas imunes
contra autoantigenos particulares como causa destes disturbios. A maioria € causada
pela interacao de linfécitos autorreativos com autoantigenos, o que leva a liberagao
de citocinas e marcadamente a inflamagdo, um componente presente em
praticamente todos 0s casos e por isso considera-se mais adequado agrupar estas
doencas como doencas inflamatdrias imunomediadas. Entre os principais exemplos
estdo: artrite reumatoide, a esclerose multipla, enteropatia inflamatéria (doenca de
Crohn) diabetes melito do tipo 1, ldpus eritematoso sistémico, anemia hemolitica
autoimune, psoriase, entre outros*®,

As questdes mais importantes a respeito da autoimunidade s&o: a) como 0s
mecanismos de autotolerancia falham? e b) como os linfocitos autorreativos sao
ativados? A resposta para ambas as perguntas ainda ndo sdo bem esclarecidas e
atualmente sdo foco de intensa pesquisa cientifica, no sentido de compreender a
patogénese das doencas autoimunes, o que é considerado um dos principais desafios
da imunologia na atualidade?31%,

Ja € consenso que os fatores que contribuem para o desenvolvimento da
autoimunidade sdo suscetibilidade genética e desencadeadores ambientais, como
infecbes e lesdes locais. Genes de suscetibilidade podem interferir sobre os

mecanismos de autotolerancia, enquanto a infeccdo ou a necrose nos tecidos pode
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ativar linfocitos autorreativos; o influxo dessas células no local da lesdo pode resultar
em dano tecidual?3:1%6.157,

Ja é sabido, que como caracteristicas gerais, as doencas autoimunes tendem
a ser cronicas, progressivas e de autoperpetuacao, pois 0s autoantigenos apoés seu
surgimento sdo persistentes e a resposta imunoldgica iniciada € amplificada. As
lesbes podem liberar outros antigenos teciduais que na auséncia de lesdo nédo
estariam presentes; um fenémeno conhecido como propagacdo de epitopo. As
doencas autoimunes podem ser sistémicas, como por exemplo a psoriase, cuja a
natureza sistémica € evidenciada pelo aumento dos niveis séricos de mudultiplas
citocinas proé-inflamatorias, incluindo TNF, IFN v, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17A e IL-18, em
pacientes com psoriase em comparacdo com controles saudaveis!®®. Ao contrério,
respostas de autoanticorpos ou de células T contra autoantigenos com distribuicdo
tecidual restrita levam a doencas autoimunes Orgdo-especificas, como no diabetes
tipo 1'% ou na esclerose mdltipla?316%, entre outros.

Véarias anormalidades imunolégicas podem levar a autoimunidade. Neste
sentido, alguns mecanismos que levam a autotolerancia defeituosa foram detalhados
nas secoes da ontogenia dos linfocitos T e B, sdo eles a) defeitos da delecao (selecao
negativa) de células T ou B durante a maturacdo dessas células nos 6rgaos linfoides
geradores; b) apoptose defeituosa de linfécitos autorreativos maduros; c¢) defeitos na
geracdo de linfocitos Tregs; d) funcdo inadequada de receptores de inibicdo'?*, entre
outr0526'77'78’123'124’134‘136.

Outra questdo que tem sido muito debatida entre os imunologistas esta
relacionada com bases genéticas da autoimunidade. Ja a partir dos primeiros estudos
sobre doencgas autoimunes em pacientes, foi observado que estas doengas tém um
forte componente genético, por exemplo, no diabetes tipo | ha uma concordancia de
35 a 50% em gémeos monozigoticos. Logo, esta concordancia é incompleta, o que
tem levado os pesquisadores a incluir fatore ambientais com a patogénese da
doenca'®®. Outras doencas autoimunes mostram evidéncias similares de uma
contribuicdo genéticas. Analises de histérico familiar, estudos de associacao
genOmica revelaram mais informac¢des sobre genes que podem apresentar papel
causal no desenvolvimento de autoimunidade. Esses estudos tém levado muitos
pesquisadores a investigar aspectos gerais de genes relacionados a uma

susceptibilidade genética no desenvolvimento dessas doencas®®.
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7

A maioria das doencas autoimunes é decorrente de tragcos poligénicos
complexos nos quais os individuos afetados herdam polimorfismos genéticos
multiplos que podem contribuir & susceptibilidade a doenca. Cada um desses fatores
isolados, em principio, ndo séo suficientes a patogénese, mas quando genes agem
em conjunto com fatores ambientais doencas podem ser causadas!®1®%16l As
descobertas mais contundentes tém apontado para loci de genes que codificam para
moléculas MHC, ou seja, loci do sistema antigeno leucocitario humano que se localiza
no cromossomo 6 dos humanost°5:162.163,

Por outro lado, os estudos de associagdo gendmica também tém levado a
identificacdo de polimorfismos de nucleotideos variantes em genes que nao pertence
ao sistema HLA e que provavelmente estdo associados a autoimunidade. Entre os
principais exemplos podem ser citados: Polimorfismos no gene de receptor NOD2 com
uma susceptibilidade a enteropatia inflamatéria (doencas de Crohn)4. Deficiéncias
genéticas em proteinas do sistema complemento ja fora associadas a doencas
autoimunes como o lUpus eritematoso®®. Alguns polimorfismos no receptor de IL-23
ja foram associados a susceptibilidade aumenta para a enteropatia inflamatéria e para
a psoriase. A IL-23 € uma das citocinas envolvidas no desenvolvimento de células Ths
patolégicas, que estimulam reagées inflamatérias*e.

Atualmente, a patogénese da autoimunidade ja foi associada com varios outros
fatores, além da suscetibilidade genética. O dimorfismo sexual tem sido avaliado junto
a prevaléncia de doencas autoimunes (em relacao ao sexo). A prevaléncia de doencas
autoimunes variou significativamente entre diferentes paises estudados, mas as
tendéncias principais permaneceram as mesmas. Muitas doencas autoimunes tém
uma incidéncia maior nas mulheres do que nos homens, mas existem excecoes. Este
tema depende de mais estudos. Em mulheres, a incidéncia de doencas autoimunes
antes da menarca é menor. Apés este periodo, ja foram determinadas prevaléncias
em proporc¢des de 3:1 e até 9:1 (mulher:homem) no caso da esclerose mdltipla e lapus
eritematoso, respectivamente. Os estudos especulam/argumentam sobre diferengas
entre o sistema imune da mulher e do homem e influéncias hormonais que possam
desempenhar algum papel sobre a autoimunidade. Os pesquisadores afirmam que
atualmente nédo é possivel afirmar com certeza, se a predominancia em fémeas resulta

da influéncia de hormbnios sexuais ou outros fatores relacionados ao género. Em
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alguns paises a espondilite anquilosante e a sindrome Guillain-Barré foram mais a
prevaléncia em homens nos EUA®’,

Em 1940, Peter Medawar foi o primeiro cientista a sugerir o termo
imunoprivilégio para descrever a auséncia de respostas imunes em tecidos
transplantados no cérebro, na camara interior do olho, testiculos, placenta e feto. De
forma particular, antigenos estranhos que causariam resposta imune na maioria dos
tecidos com frequéncia séo tolerados nos sitios mencionados, que sdo considerados
imunoprivilegiados. Especula-se que isto ocorra porque respostas imunes e
inflamacbes nestas partes do corpo trariam alto risco de disfuncdo orgéanica letal ou
faléncia reprodutiva®®. Pesquisas sobre autoimunidade ja revelaram que certas
doencas autoimunes sdo causadas quando estes 6rgaos sofrem trauma, ou lesdo
isquémica, ou alteracbes anatdmicas, que podem ser causadas por inflamacdes,
muitas vezes secundarias a infec¢des. Nestes casos, 0s autoantigenos previamente
ocultos nos tecidos privilegiados podem ser liberados em interagir com linfocitos
causando respostas imunes especificas de autoimunidade168.16°,

Em alguns pacientes, o surgimento de doencas autoimunes é precedido por
infeccbes. Na maioria dos casos, quando a autoimunidade se desenvolve o0s
microrganismos nem podem ser mais detectados. Sugere-se que antigenos destes
microrganismos podem reagir de maneira cruzada com autoantigenos, de modo que
respostas imunes a estes complexos (feitos de antigenos de microrganismos mais
autoantigenos) podem resultar em reacdes de autoimunidade. Esse fendmeno é
conhecido como mimetismo molecular. Exemplos desse fendmeno podem ser ligados
a casuistica da febre reumatica que se desenvolve apos infec¢gbes estreptococicas e
€ causada por anticorpos que tém reatividade cruzada com proteinas do miocéardio.
Também ja foi percebido que certas infec¢des sistémicas virais podem causar falha
da tolerancia e destruicdo autoimune das células produtoras de insulina?3170.171,

Por ultimo, sabe-se que o microbioma intestinal e cutaneo podem influenciar
como o0 sistema imune se estrutura nestes epitélios e também influenciar no
desenvolvimento de doencas autoimunes. Este tema serd mais bem explicado na

secao mais adiante: estruturacdo do sistema imune no epitélio cutaneo.
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1.1.2.15.1 Linfécito Th17, T reguladores, interleucina 17 e autoimunidade

O final do século XX introduziu algumas mudancas na classificacédo das células
Ths. A identificacdo de uma nova subpopulacéo de células Ths secretoras de IL-17
mudaram o paradigma Th1-Th2 das respostas imunes. Esta subpopulacéo de Ths foi
denominada Th17. Véarios estudos mostraram altas habilidades destas ceélulas para
estimular a inflamagéo aguda e cronica relacionadas ao desenvolvimento de doencas
autoimunes. Numerosas publicacbes baseadas em modelos animais e humanos
confirmaram seu papel central na patogénese de doencas autoimunes humanas
sistémicas e especificas de 6rgéos. Essas descobertas tornaram as células Th17 e as
vias que regulam seu desenvolvimento e funcdo um bom alvo para a terapia de
doencas autoimunes. As terapias baseadas na inibicado das vias dependentes de Th17
tém sido associadas a beneficios clinicos, mas, como ocorre sempre, essas
modalidades terapéuticas ndo sio isentas de efeitos colaterais!’2.

Existem seis isoformas conhecidas de IL-17, de A & F, mas as células Th17 séo
capazes de produzir apenas IL-17A e IL-17F. Ambos sao citocinas pré-inflamatorias.
Alguns pesquisadores mostraram recentemente que IL-17A e/ou IL-17F s&o
responsaveis pelo desenvolvimento de inflamagdo em muitos distarbios,
especialmente em doencas autoimunes como artrite reumatoide, psoriase, doenca de
Crohn e muitos outros!’?=175, As células Th17 também produzem IL-21 e IL-22. Ambos
sao citocinas pro-inflamatérias; A IL-21 ajuda a restaurar o equilibrio entre as células
Thl7 e Treg e a IL-22 esta ligada a inflamacao cronica e participa da patogénese de
muitas doencas autoimunest’?.

As células Th17, como outras células Ths, precisam de citocinas e fatores de
transcricdo especificos para ativacdo e proliferacdo. Moléculas especificas que
regulam as funcgdes e propriedades das células Th17 se tornaram mais interessantes,
apOs a descoberta de que as células Thl7 participam da patogénese de muitas
doencas. Desde entéo, os pesquisadores tém tentado encontrar a origem e a funcao
das células Th17 e tém tentado usa-las como alvos terapéuticos. Hoje séo conhecidas
duas formas de ativagéo das células Th17 e alguns fatores que promovem a inibicdo
de sua diferenciacéo. As células Th17 podem ser estimuladas por IL-6 e TGF-B7 ou
via IL-23. Os principais inibidores das células Th17 s&o as citocinas IFN e IL-4177,

Noack e Miossec'’® descreveram também conexdes entre células Th17 com Tregs.
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Possivelmente, a interacdo entre as populacées Thl7 e Tregs esta provavelmente
entre os principais focos de atencdo nos estudos da patogenia de doencas
autoimunes atualmente, porque foi descoberto que um desequilibrio critico em favor
das células Thl7 aumenta significativamente a possibilidade e gravidade da
doencal’?.

Estudos tém sugerido que células Th17 e células Tregs, que compartilham uma
célula precursora comum (a célula T CD4 naive), requerem um fator comum, o TGFj3,
como sinal para diferenciacdo inicial. No entanto, as células terminalmente
diferenciadas desempenham fungbes opostas: as células Th1l7 causam
autoimunidade e inflamacéo, enquanto as células Tregs inibem esses fenbmenos e
mantém a homeostase imunoldgica. Assim, desvendar os mecanismos que afetam o
equilibrio das células Th17/Treg é fundamental se quisermos entender melhor a
autoimunidade e a tolerancia. Estudos recentes identificaram muitos fatores que
influenciam esse equilibrio; esses fatores variam nas vias de sinalizagdo
desencadeadas por receptores de células T, receptores coestimuladores e citocinas,
a varias vias metabdlicas e a microbiota epitelial”:1&0,

Em relacéo ao desequilibrio Th17/Tregs relacionado as doencgas autoimunes,
sabe-se que as células Thl7 e células Treg compartilham uma via de sinalizacdo
comum mediada por TGF-. No entanto, sinais pré-inflamatérios presentes durante a
ativacao celular regulam o destino dessas células reciprocamente. Por exemplo, na
presenca de IL-6 ou IL-21 (juntamente com TGF-B), as células TCD4* virgens
diferenciam-se em células Thl7; entretanto, na auséncia de citocinas pro-
inflamatorias, o TGF-B conduz a diferenciacdo em células Tregs. As células Th1l7
produzem IL-17, IL-22 e IL-23, recrutam neutrofilos e promovem inflamacao no local
da infeccdo. Em contraste, as células Tregs produzem citocinas anti-inflamatorias IL-
10 e TGF-[3, suprimem a atividade de uma variedade de células imunes e, assim,
inibem as respostas imunes. Assim, esses dois tipos de células desempenham papéis
opostos durante as respostas inflamatérias e imunoldgicas. As células Thl7
desempenham um papel importante nas doengas autoimunes, como psoriase, doenca
inflamatéria intestinal, artrite reumatdide e esclerose multipla. STAT3 é ativado apos
estimulacao por sinais TCR e coestimuladores, juntamente com TGF-3 e IL-6; STAT3
entdo induz a expressao do fator RORyt, que deriva células para o subconjunto
Th1717,
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Em contraste, as células Tregs inibem as respostas auto-imunes. As células
Tregs surgem durante o desenvolvimento no timo ou na periferia, via ativacdo de
células TCD4 virgens. As células Tregs derivadas do timo sdo chamadas de células
tTregs, enquanto as células Tregs derivadas da periferia sdo chamadas de células
pTregs. As células tTregs (como explicado) sdo geradas recebendo estimulacéo de
TCR relativamente forte por complexos autoantigeno-MHC em APCs timicas, o que
leva a expressdo de Foxp3. Por outro lado, as células pTreg sdo geradas a partir de
células T CD4 naive recebendo estimulacédo de antigeno sob a influéncia de TGF-3 e
IL-2 na periferia. As células pTregs sdo prevalentes em certos 6rgaos, como 0
intestino, a placenta materna e a pele. Assim, as células pTregs sao consideradas
como efetoras de um papel importante na manutenc¢éo da toleréncia contra alimentos,
bactérias comensais e o feto durante a gravidez. A estimulagédo de células TCD4*
virgens com TGF-f ativa o fator de transcricdo Foxp3; isso leva as células em direcédo
a linhagem pTregs. Além disso, a IL-2 induz STATS5, que ativa o Foxp37°.

As células Th17 causam, enquanto as células Tregs inibem, a autoimunidade.
Assim, a geracéo reciproca de células Th1l7 e Treg sdo extremamente importantes.
Muitos fatores que influenciam a geracéo e manutencao dessas células e eles também
sdo importantes para a regulacdo adequada do equilibrio Th17/Treg; estes incluem
sinais de TCR, sinais coestimulatérios, sinais de citocinas, estabilidade Foxp3,
processos metabdlicos e a microbiota. No entanto, sabe-se as citocinas séo o
determinante mais poderoso do destino das células T CD418%,

O que chama a atencdo e como ja explicado é que o estagio inicial de
diferenciacdo das células TCD4* virgens é que em principio, o TGF-p induz a
diferenciacdo de células Thl7 e Tregs. Contudo, a presenca de IL-6 é um
determinante critico das decisfes subsequentes do destino da célula. IL-6 conduz a
diferenciacdo de células Th17 por fosforilacdo e ativacdo de STAT3, que entdo induz
genes especificos de Th17. STAT3 também inibe a diferenciacéo de células Tregs por
regulacdo negativa da expressdo de Foxp3 induzida por TGF-B. Desta forma, a
geracao de células Th17 inibe a geracado de células Tregs. O efeito da IL-6 é reforcado
por outras citocinas pré-inflamatérias, incluindo IL-1B, IL-21, IL-23 e TNF'®2, Embora
a combinacédo de IL-6 mais TGF- € um fator critico estimulante da diferenciacao de
células Th17, ndo é suficiente para a aquisicdo completa de propriedades patogénicas

pelas células Th17, uma vez que TGF-B mais IL-6 também induzem IL-10. Sabe-se
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que a patogenicidade das células Th17 requer um sinal de IL-23 junto com IL-6 mais
TGF- B para induzir a expresséo do receptor de IL-2317°.

Para finalizar esta secao cabe adiantar que um papel da microbiota existente
sobre os epitélios do intestino e da pele também tem influéncia no desbalanco
Th17/Tregs. Este tema serd mais bem desenvolvido e apresentado mais adiante na
secdo 1.1.3.1 que ira abordar a estruturacdo do sistema imune em epitélios,
enfatizando o tecido cutaneo.

1.1.3 O tecido cutaneo: a pele

Alguns autores sugerem gue a pele seja o maior érgéo do corpo humano?%:183-
185 Qutros autores sugerem que ela seja o segundo maior érgdo do corpo humano,
sendo ultrapassada apenas pelo sistema vascular'®, Pode representar até 15% do
peso corporal total do adulto!83, E composta por camadas, sendo elas a epiderme
(epitélio escamoso estratificado queratinizado), a derme (constituida de tecido
conjuntivo e outras células) e na subjacéncia dessas camadas, unindo-a aos 6rgaos,
ha a hipoderme (tecido conjuntivo frouxo e adiposo). Esta ultima, por muitos autores,
nao é considerada como parte integrante da pele, embora seja estudada dentro do

sistema tegumentari83.184,186-188

Figura 27 - Camadas da pele
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Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Camadas-principais-da-pele-epiderme-
derme-e-hipoderme_figl_273177237 (A) e http://dermatopatologia.com/histologia/ (B)


http://dermatopatologia.com/histologia/
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A pele desempenha muitas func¢des vitais. Possivelmente, entre as principais
funcbes € que a pele representa uma barreira impermeavel rica em lipidios e
queratina?3. A pele atua com o sistema imune formando uma das uma das principais
barreiras para a protecdo contra desafios microbianos (invaséo), quimicos e fisicos
prejudiciais encontrados no meio ambiente'®-191, A pele tem ainda outras funcdes,
como por exemplo, sentir o tato, a dor e tem papel na termorregulacdo. A pele serve
para prevenir a perda excessiva de dgua do corpo e é responsavel pela producao de
pré-hormonio (vitamina D)?0.183-185190,192,

A Figura 27A ilustra as camadas da pele e alguns dos seus anexos, ao passo
que Figura 27B corresponde a um corte longitudinal de pele humana corado com
eosina e hematoxilina (magnificacdo 400x), na qual € possivel observar
principalmente o epitélio estratificado da epiderme sobre o qual existe uma camada

de fibras de queratina e parte da derme.

1.1.3.1. A epiderme

A epiderme tem origem ectodérmica e é constituida por camadas de células
epiteliais, melandécitos e célula sentinelas do sistema imune (DCs, linfocito T, entre
outros) e células de Merkel. A maioria das células da epiderme sao células epiteliais
chamadas de queratindcitos que estdo sobre uma membrana basal localizada no
limite entre a epiderme e a derme. A membrana basal € uma estrutura de matriz
extracelular altamente especializada, que separa fisicamente os dois compartimentos,
tendo um papel estabilizador (de sustentacdo), embora represente uma interface
dindmica na forma de uma barreira que permite difusdo de elementos entre derme e

epiderme186183,
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Figura 28 — Constituintes da pele
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A epiderme é formada por camadas (estratos). A epiderme € a camada mais
externa da pele, € avascular e tém espessura relativamente uniforme em todo o corpo,
exceto na palma das maos e sola dos pés. A Figura 28A ilustra a epiderme, suas cinco
principais camadas de acordo com a morfologia e posi¢cao das células. A camada mais
interna da epiderme é o estrato basal ou germinativo, seguido pelo estrato escamoso
ou espinhoso, estrato granuloso, estrato IUcido e por Ultimo e mais externo, o estrato
Cérn60183,184,186,193.

O estrato basal ou germinativo contém queratindcitos em forma de coluna que
se fixam na membrana basal sobre a derme. Essas células basais formam uma Unica
camada de células colunares, aderidas umas as outras, como as células escamosas
mais superficiais, por meio de juncdes desmossomais. Sao células com ndcleos ovais
ou alongados de coloracdo basofilica quando coradas por eosina e hematoxilina. As
células germinativas epidérmicas da camada basal séo células clonogénicas com uma
vida util relativamente longa em condigdes normais. Condi¢des anormais como
feridas, podem aumentar o nimero dessas células em ciclagem (turn over), ou seja,
em divisdo celular. A migracdo de uma célula do estrato basal para a camada

cornificada em humanos leva aproximadamente 14 dias (tempo no qual elas se
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diferenciam). No estrato cérneo, elas permanecem por cerca de mais 14 dias. Em
principio, a partir do estrato germinativo, a medida que vao se diferenciando, as
células vao se dirigindo ao exterior, dando origem aos estratos pseudoestratificado
para depois assumirem uma forma de células achatadas (como escamas); dai a
definicdo da epiderme como um tecido pavimentoso!83.184,

Um pouco mais acima, o estrato de células escamosas ou espinhosas cobrem
0 estrato germinativo. O estrato escamoso ou espinhoso é composto por uma
variedade de células que diferem em forma, estrutura e propriedades subcelulares,
dependendo de sua localizacdo. As células espinhosas sé@o poliédricas em forma e
tém um nucleo arredondado; tornam-se mais achatadas a medida que sao dirigidas
em direcdo a superficie. Os espacos intercelulares entre as células espinhosas sao
interligados por muitos desmossomos que promovem 0 acoplamento mecanico entre
as células da epiderme e fornecem resisténcia aos estresses fisicos'83184,

Os desmossomos (do grego desmos, ligacdo, e somatos, corpo) sao juncdes
celulares constituidas por duas partes, uma delas na membrana de uma das células
e a outra, na membrana da célula vizinha. Sdo constituidos de proteinas estruturais
plasmoglobina e desmoplaquina que constituem as placas citoplasméaticas do
desmossomos. Associados as placas citoplasmaticas sdo formados de filamentos
intermediarios de queratina e no espaco intercelular de proteinas desmogleina e

desmocoina (caderinas) (Figura 29)183.188.194,

Figura 29 - O desmossomo
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O estrato granuloso esta localizado mais superficialmente ao estrato espinhoso
da epiderme contendo células vivas; € composto de células achatadas contendo
abundantes granulos queratohialinos em seu citoplasma. Nessas células inicia a
sintese de queratina. A espessura do estrato granuloso varia em proporcédo a camada
de células cérneas que o recobre. Esta camada pode ter apenas 1-3 camadas de
células de espessura em todo o corpo, mas em alguns casos patolégico, pode ser
muito fina ou ausente resultando em paraceratose; processo de diferenciagédo anormal
no qual os nucleos dos queratinécitos persistem enquanto as células se movem para
o estrato cérneo (uma caracteristica da psoriase). Os granulos da camada granular
sao necessarios na formacdo da matriz que mantém os filamentos de queratina das
células corneas. A acdo enzimatica dos granulos resulta na producdo de queratina
"mole” na epiderme, influenciando as modificacbes periddicas dos filamentos de
gueratina. Em contraste, o cabelo e as unhas ndo contém granulos de queratohialinos
e os filamentos de tonofibrilas que atravessam o citoplasma da célula vao endurecer
devido a incorporacdo de ligacbes dissulfeto, produzindo queratina "dura" nessas
estruturas. Algumas enzimas lisossomais presentes em pequenas quantidades no
estrato basal e estrato espinhoso sdo encontradas em niveis elevados no estrato
granuloso porque o estrato granuloso é uma zona ceratégena da epiderme!83.184,

Histologicamente, nas regides da palma da méo e sola dos pés, € encontrada
uma camada epidérmica adicional, entre a granulosa e a cornea, denominada estrato
lucido. As células desta camada sao nucleadas e denominadas células de transigao,
nas quais enzimas lisossomais ativas degradam o ndcleo e as organelas celulares
antes das células serem movidas para o estrato corneo. Essa camada é encontrada
em areas onde a epiderme é mais espessa, mas esta ausente na pele mais fina, como
as palpebras. Essa camada pode ter uma a cinco células de espessura e é
transparente'®s,

A camada cérnea fornece protecdo mecanica para a epiderme subjacente e &
uma barreira para prevenir a perda de agua e invasao por substancias estranhas. Os
cornedcitos, ricos em proteinas e com baixo teor de lipidios, sdo circundados por uma
matriz lipidica extracelular continua. As células corneas grandes, planas e de forma
achatadas perderam seus nucleos durante a diferenciagao terminal e, tecnicamente,
sdo consideradas mortas. As propriedades fisicas e bioquimicas das células na

camada cornificada variam de acordo com a posicdo, a fim de promover a
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descamacao para o exterior. Os desmossomos nesta camada sofrem degradacgéo
proteolitica a medida que as células progridem para fora, contribuindo para a liberacao
de cornedcitos durante a descamacdo. A queratina acumulada nesta camada,
aumenta a espessura da camada cérnea (ortoceratoce)!83184.195,

As células ndo queratindcitas presentes na epiderme s&o principalmente:
melandcitos, células de Merkel e células de Langerhans. Os melandcitos sdo células
dendriticas responsaveis pela producdo do pigmento melanina confinada na pele
predominantemente a camada basal. Extensdes dos melandcitos (espécie de
dendritos) entram em contato com os queratindcitos, mas ndo formam juncdes
celulares. A melanina € produzida em uma organela arredondada ligada a membrana,
conhecida como melanossoma, por meio de uma série de reacdes mediadas por
receptor, estimuladas por hormoénios e catalisadas por enzimas. Outro tipo celular
presente na epiderme séo as células de Merkel. Essas células sdo mecanorreceptores
do tipo | de adaptacdo lenta, de formato oval, localizadas em locais de alta
sensibilidade tatii que sdo fixadas aos queratindcitos basais por juncdes
desmossdmicas. Sdo encontradas nos dedos, labios, regides da cavidade oral e
bainha externa da raiz do foliculo piloso e as vezes sdo montadas em estruturas
especializadas conhecidas como discos tateis ou cupulas de toque. Deformacdes
relativamente pequenas dos queratindcitos adjacentes sdo estimulos suficientes para
fazer com que as células de Merkel secretem um sinal quimico que gera um potencial
de acdo no neurbnio aferente subdjacente, que retransmite o sinal para o cérebro.
Junto com linfécitos T, as células de Langerhans estdo envolvidas em uma variedade
de respostas do sistema imunoldgico. Sdo células derivadas da medula 6ssea que
migram para uma posicado suprabasal na epiderme no inicio do desenvolvimento
embrionario e continuam a circular e repovoar a epiderme ao longo da vida. Estas
células séo células dendriticas e ndo formam junc¢des celulares com células vizinhas.
As células de Langerhans constituem 2-8% da populacéo total de células epidérmicas
nas camadas escamosa e granular, com menos células na camada basal. Séo
responsaveis por reconhecer e processar antigenos solluveis encontrados no tecido
epidérmiCO183,184,188,193_

Para finalizar esta secéo, é importante ainda destacar que a epiderme € uma

camada que se renova continuamente e da origem a estruturas derivadas, como
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aparelhos  pilossebaceos, unhas, glandulas sudoriparas e  foliculos

Capi|are3183,184,190,192.

1.1.3.2 Aderme

A juncdo dermoepidérmica (Figura 30) é uma area de tecido que une as
camadas epidérmica e dérmica da pele. As células basais no estrato basal da
epiderme se conectam a membrana basal por filamentos de ancoragem dos
desmossomos; as células da camada papilar da derme sao fixadas a membrana basal
por fibrilas de ancoragem, que consistem em colageno tipo VII. Abaixo desta area esta
aregido da derme?83,

A derme, como ilustrada na Figura 28B é composta por uma rede de
fibroblastos que produz uma matriz extracelular rica em colageno, elastina, vasos
sanguineos e vasos linfaticos que facilitam a entrada de células imunes do sangue e
a saida de linfécitos. De origem mesodérmica, a derme é subdivida em trés
componentes: a camada papilar, a perianexial e a reticular'®’. A porcdo papilar é
constituida por um namero maior de fibroblastos e capilares comparado a camada
reticular, existindo um predominio de fibras colagenas do tipo Ill. Esta camada € mais
delgada e da origem as papilas dérmicas, constituida de tecido conjuntivo frouxo. A
camada perianexial compde, juntamente com a derme papilar, a unidade anatémica
denominada derme adventicial. A camada reticular € a mais espessa, constituida por
tecido conjuntivo denso, com feixes de fibras colagenas do tipo | que a compdem que

se entrelagam em um arranjo semelhante a uma rede!8/:1%,
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Figura 30 - Juncdo dermoepidérmica
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A derme compreende a maior parte da pele e fornece sua flexibilidade,
elasticidade e resisténcia a tracdo. Protege o corpo de lesbes mecanicas, retém a
agua, ajuda na regulacgéo térmica e inclui receptores de estimulos sensoriais. A derme
interage com a epiderme mantendo as propriedades de ambos os tecidos. As duas
regides colaboram durante a morfogénese da juncdo dermoepidérmica e dos
apéndices epidérmicos, interagindo durante o processo de reparo e remodelacdo da
pele, a medida que eventuais sdo cicatirzadas!®3184, O limite entre a camada
epidérmica e a derme € dado pelo plexo vascular superficial que se situa um pouco
abaixo da base dos cones epidérmicos. Sua formacéo é de fibras colagenas, fibras
elasticas, substancia amorfa e fibroblastos. Encontram-se ainda, vasos, nervos e
musculos, fibroblastos, DCs, mastécitos e macréfagos que constituem os principais
componentes celulares da derme, além dos anexos cutaneos!7,188,196-198

A vasodilatacéo e o aumento do fluxo sanguineo da pele, junto com a sudorese,
sdo cruciais para a dissipacdo do calor durante a exposi¢cdo ao calor e exercicios.
Durante a exposicdo ao frio, a vasoconstricdo na pele diminui a perda de calor do
corpo para prevenir a hipotermia. O controle alterado do fluxo sanguineo da pele pode
prejudicar consideravelmente a capacidade de manter a temperatura corporal
normalt83.184,

Os feixes nervosos, bem como arteriolas e vénulas sdo encontrados em grande
quantidade nos feixes neurovasculares da derme. Os corpusculos de Meissner,

encontrados nas papilas dérmicas, ajudam a mediar sensacdes tateis, sendo
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encontrados predominantemente nas maos, com maior concentragdo nas pontas dos
dedos. Os corpusculos de Vater-Pacini sdo grandes orgaos terminais nervosos que
percebem a sensacao de pressdo e estdo localizados na parte mais profunda da
derme de superficies de suporte de peso e genitais. Eles também sao encontrados
comumente nos mamilos e na regido anogenital. Dor, temperatura e sensacéo de
coceira sao percebidas por fibras nervosas amielinicas que terminam em torno dos
foliculos capilares e da derme papilari83184.193,

As fibras musculares na derme estdo localizadas no tecido conjuntivo de sua
por¢ao superior e estdo ligadas ao foliculo piloso abaixo das glandulas sebaceas. Eles
estdo situados em um angulo em relacéo ao foliculo piloso que, quando contraido, o
foliculo piloso é puxado para a posi¢cdo vertical, deformando a pele e causando os
“arrepios”. Os corpos glémicos sdo agregados neuromioarteriais especializados,
constituidos de musculo liso, encontrados entre as arteriolas e vénulas, que existem
na derme, especialmente nos dedos, nas faces laterais das palmas das méaos e
plantas dos pés. Eles regulam a temperatura corporal e auxiliam na drenagem do
sanguel83 184193

Os constituintes da derme sao de origem mesodérmica, exceto 0s nervos, que,
como 0s melandcitos, derivam da crista neural. Até a sexta semana de vida fetal, a
derme € apenas um reservatorio de células de formato dendritico repleto de
mucopolissacarideos &cidos, que sao os precursores dos fibroblastos. Por volta da
122 semana, os fibroblastos estédo sintetizando ativamente fibras de reticulo, fibras
elasticas e colageno. Uma rede vascular se desenvolve e células de gordura
apareceram sob a derme por volta da 242 semana. A derme infantil € composta por
pequenos feixes de coldgeno, enquanto a derme adulta contém feixes mais grossos
de colageno. Muitos fibroblastos estdo presentes na derme infantil, mas poucos
persistem na idade adulta. A derme esta conectada com a fascia dos musculos
subjacentes através de uma camada de tecido conjuntivo frouxo, conhecida por
hipoderme1831184'187*193'196.

Os mastacitos ilustrados na Figura 28B sao as células mais presentes em maior
namero na derme papilar. Na derme normal, os mastdcitos aparecem como células
ovais a fusiformes com um nudcleo redondo ovalado localizado centralmente.
Numerosos mastocitos estdo localizados ao redor dos vasos sanguineos,

especialmente vénulas pés-capilares. Sob magnificacdo microscopica, 0s mastocitos
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revelam numerosas vilosidades grandes e longas em sua periferia e granulos que sao
estruturas circulares, ovais ou angulares ligadas a membrana, contendo histamina,
heparina, serina proteinases e varios tipos de citocinas. A superficie da célula contém
centenas de milhares de locais de receptores de glicoproteina para IgE. Os mastdcitos
podem se acumular na pele devido a proliferacdo anormal, migracdo e falha na
apoptose quando ocorre a mastocitose. Tradicionalmente associadas a resposta
alérgical90:192.199,

Estudos sugerem que essas células também podem ser capazes de regular a
inflamacéo, a defesa do hospedeiro e a imunidade inata. Os mastdcitos podem sofrer
ativacao por antigenos ou alérgenos agindo via receptor de alta afinidade para IgE,
anions superoéxido, proteinas do complemento, neuropeptideos e lipoproteinas. Apos
a ativacdo, os mastocitos secretam histamina, leucotrienos, prostanoides, proteases
e muitas citocinas e quimiocinas. Esses mediadores podem ser fundamentais para a
génese de uma resposta inflamatoéria. Em virtude de sua localizacdo e expressao de
mediadores, acredita-se que 0s mastocitos desempenhem um papel ativo em muitas
condi¢cdes, como alergia, doencas parasitarias, aterosclerose, malignidades, asma,
fibrose pulmonar e artrite187:188.196-198 Dentre as células imunes presente na derme e
ilustradas na Figura 28B, inclui-se as DCs, mastocitos, neutrdfilos e linfocitos T. As
DCs sao dividida em dois subconjuntos principais: CD103* e CD11b* e o transporte
da derme para a epiderme é um evento importante na psoriase!®192.199 A

estruturacdo do sistema imune da pele sera mais detalhados na secao a seguir.

1.1.3.3 Pele e sistema imune

O sistema imune (inato e adaptativo) desenvolveu propriedades especializadas
em diferentes partes do corpo, principalmente nos tecidos de barreiras epiteliais.
Como explicado anteriormente, essas caracteristicas e barreiras sdo essenciais
contra os diferentes tipos de desafios microbianos, quimicos e fisicos prejudiciais
encontrados no meio ambiente. Por outro lado, este sistema e barreiras com 0
amadurecimento do individuo, estruturam-se de forma a garantir que vivamos em
harmonia com 0s organismos comensais nao patogénicos que colonizam as

superficies epiteliais (da pele, por exemplo). A colecdo de células e moléculas que
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exercem fungBes especializadas imunolégicas em determinadas localiza¢des
anatdmicas como a pele sdo chamadas de sistemas imunes regionais?3189-191,

Os sistemas imunes nas barreiras epiteliais compartiiham uma organizagéo
basica, com uma camada epitelial externa que previne a invasao microbiana, no caso
da pele a epiderme, um tecido conectivo subjacente contendo varios tipos celulares
mediadores de respostas imunes, com tecido linféide secundario drenante local,
sendo a regido onde se iniciam respostas imunes adaptativas (no caso da pele, a
derme). Os sistemas imunes regionais contém tipos de células imunes e moléculas
especializadas que no geral ndo sdo abundantes em outros sitios do organismo, como
por exemplo: subpopulacdes de DCs (que na pele séo referidas como células de
Langerhans), outras células APCs, subpopulacdes de linfocitos T, células linfoides
inatas, entre as principais. Os sistemas imunes regionais tém funcdes reguladoras
importantes que servem para prevenir respostas indesejadas a microorganismos nao
patogénicos e substancias estranhas que sdo encontradas normalmente na sua
superficie ou que frequentemente entram em contato com a mesma. A barreira fisica
determinada pela pele impede que muitos patdégenos invadam 0 nOosSso organismo e
assim garante homeostase. No entanto, a pele ndo é totalmente impermeavel,
algumas substancias, como por exemplo, medicamentos, cremes, locdes, entre
outros, podem penetrar em determinada extensdo a mesma?3:105,189-191,200

As células epiteliais sédo consideradas componentes integrais da imunidade
inata e adaptativa que possuem funcdes de barreiras fisicas, produzem citocinas,
quimiocinas e peptideos antimicrobianos, regulam a funcdo do sistema imune e tém a
capacidade de reconhecer e processar antigenos?%183-18 As células epiteliais da
epiderme sdo chamadas de queratindcitos. Os sinais produzidos pelos queratindcitos
alertam as células da derme, da corrente sanguinea e dos linfonodos para
eventualmente recrutar células do sistema imunolégico para a pele, no caso de
alguma ameacal®3184.190,192,

Nas primeiras fases da vida (bebés e criancas), a estruturacdo do sistema
imunolégico na pele depende da resposta imune inata, do amadurecimento da
resposta antigeno-especifica e de memoria imunolégica, em paralelo ao
desenvolvimento e manutencéo, de imunidade por um lado, e por outro lado, de
tolerancia aos antigenos préprios ou da microbiota (imunidade adaptativa). Ao

nascimento, a pele do bebé é estéril e com o passar do tempo ira adaptar-se a uma
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microbiota que ird se desenvolver em sua superficie?®t. A pele do bebé é
estruturalmente diferente da pele do adulto; as células sdo menores e as fibras de
coldgeno sdo mais finas. A camada subcutanea nas primeiras fases da vida chega a
ser 30%, e a epiderme 20%, mais finas do que a pele dos adultos. Consequentemente,
a pele do bebé é mais sensivel, permeével e mais propensa a desidratacdo do que a
pele adulta?°?.

Frente a um estimulo antigénico, o sistema imune da crianga mostra diferengas
guantitativas e funcionais em relagdo ao do adulto. O fato é que tanto na pele da
crianga, assim como na pele dos adultos existem populacdes relativamente diferentes
de células imunes?3201.203 A diferenca é que os componentes adaptativos na pele da
crianga sado na maioria células virgens, ao passo que no adulto, estima-se que a pele
normal humana contenha muitas subpopulac¢des de células T, sendo cerca de 95%
delas, células que ja exibem fenétipo de memoaria; sejam células de memoria efetoras
de defesa ou células tolerogénicas. Cerca de 98% das células T presentes na pele
estdo localizadas na derme e 2% destes linfocitos sao intraepidérmicos. Os linfocitos
T dérmicos (ambos, CD4* e CD8*) estdo predominantemente em regides
perivasculares e perifoliculares. Além dos mecanismos timo-dependentes, sabe-se
que o fendtipo de memdria € gerado nos linfonodos periféricos a partir de
sensibilizacdes prévias. Essas células T residentes exibem funcbes efetoras
poderosas quando ativadas, incluindo as células CD4* de cada uma das
subpopulacdes auxiliares (Thl, Th2, Th17 e Tregs)?326:32,

Os linfonodos na periferia da pele séo locais onde os linfocitos T virgens irdo
assumir um fendtipo efetor de defesa ou de tolerancia, assim como acontece em
outras partes do corpo?37273, Como explicado, os fenétipos de defesa desenvolve-se
gquando antigenos sdo apresentados por DCs ou outras células APCs (MHCII),
juntamente com processos inflamatorios, nos quais ocorre secrec¢ao das citocinas pro-
inflamatdrias ou aumento dos niveis normais das mesmas e presenca de
coestimuladores que em circunstancias normais ndo estariam presentesi®>151, Por
outro lado, na auséncia de inflamacéo, auséncia de coestimuladores inflamatérios,
auséncia de expressao de determinadas citocinas, ou papel de citocinas expressas
com funcbes regulatérias, auséncia de infeccdo, entre outros, a apresentacdo de
moléculas estranhas por APCs a linfécitos (normalmente nos linfonodos vizinhos), no

geral, induz o desenvolvimento de células com fendtipo tolerogénico. Isto € o que mais
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acontece com a maioria dos elementos presentes no meio ambiente, indcuos a saude,
com 0s quais temos contato no dia-a-dia. O trafego celular, em principio, segue a
mesma légica daquele ilustrado na Figura 23; isto é: fagocitose por DCs ou outras
APCs — expressao de quimiocinas que dirigem o destino destas células — drenagem
linfatica de capilares para vasos linfaticos cada vez mais calibrosos — linfonodos
periféricos — apresentagao do antigeno (imunogénico ou tolerogénico) — linfocitos T
CD4* e CD8* virgens tornam-se ativados e deixam os linfonodos sendo drenados ao
ducto toracico — retorno a circulagao sanguinea. A partir dai eles podem recircular no
sangue ou tornarem-se residentes na pele/ou sitio de acéo (a depender do comando
dado pelas quimiocinas). Sabe-se que no caso das células residentes da pele, a
vitamina D e seu derivado ativo (calcitriol) possuem um papel importante no homing
(residéncia) das células T que irdo residir na pele. Neste local, essas células
expressam integrinas CD103 que se ligam com ligantes das células epiteliais e servem
para reter as células T na pele?326:32110.143-145  Nesta altura do texto, iniUmeros
mecanismos reguladores das respostas de defesa e tolerancia foram apresentadas.
Os referidos aspectos complementam-se com as informacgdes apresentadas neste
paragrafo. Portanto, ndo deve ser surpresa indicar que falhas nos mecanismos
abordados neste trecho também estdo relacionados ao desenvolvimento de
hipersensibilidade e autoimunidade.

Atualmente, sabe-se que as DCs tém papel importante neste contexto (pele -
sistema imune). As DCs séo altamente suscetiveis a sinais extrinsecos que modificam
as funcdes dessas APCs cruciais. A maturacdo das DCs induzida por diversas
condi¢cBes proé-inflamatérias promove respostas imunes, mas certos sinais também
induzem funcgdes tolerogénicas em DCs. As "DCs tolerogénicas induzidas" ajudam a
moderar as respostas imunologicas, como aquelas respostas para a microbiota
comensal presente em locais anatdbmicos especificos. No entanto, também em
condi¢cbes de estado estacionario, algumas DCs séo caracterizadas por propriedades
tolerogénicas intrinsecas; uma caracteristica encontrada em estudos recentes. Os
mecanismos imunomoduladores constitutivamente presentes em tais “DCs
tolerogénicas naturais” ajudam a promover a tolerancia aos antigenos periféricos. Ao
entender a tolerancia inicialmente estabelecida no timo, essas funcbes das DCs
ajudam a regular as respostas autoimunes e outras respostas imunolégicas. Inclusive

ja foi demonstrado que DCs residentes nos tecidos sdo menos imunogénicas que DCs
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recrutadas a partir da corrente sanguinea, quando ocorre uma infec¢cdo por
exemplo?%°,

Numerosas populacdes de células imunes sdo encontradas na pele, incluindo
algumas que permanecem residentes e outras que podem entrar e sair da pele como
parte de seu programa de migracéo (Figura 31). Os linfocitos T CD8* especificos para
determinado patdgenos que persistem na epiderme apos alguma infeccdo sdo uma
populacdo Unica de células de memdria com papeis importantes na vigilancia
imunologica e respostas protetoras a reinfeccdo. Os sinais que controlam a
persisténcia, comportamento e 0s mecanismos pelos quais medeiam as respostas de

locais estdo apenas comecando a ser elucidados!®.

Figura 31 - Estrutura da pele e tipos de células imunoldgicas encontradas na pele
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1.1.4 Psoriase: énfase nas formas dermatologicas da doenca

1.1.4.1 Contextualizacao, epidemiologia e carga da doenca

A psoriase € uma doenca cronica inflamatoria sistémica, autoimune que atinge
pessoas de todas as idades e ambos os sexos. Geralmente, seu inicio € mais precoce
no sexo feminino. Entre as doencas autoimunes, a psoriase € considerada a mais
prevalente mundialmente. Ela chega a ser considerada uma doenca comum, pois se

estima que aproximadamente 2 a 5% da populacdo mundial seja acometida e que
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cerca de 30% desses pacientes desenvolvam uma artrite inflamatoria, conhecida
como psoriase artritica ou artropatical?13:17:49.204,

A psoriase € uma doenca fenotipicamente heterogénea, que inclui mais de uma
dezena de formas clinicas. As principais formas sao classificadas em duas categorias:
formas dermatoldgicas e formas artriticas®1718205 Quase 90% dos individuos que
tém psoriase desenvolvem psoriase vulgar, uma forma dermatoldgica da doenca e a
maioria das pesquisas publicadas na literatura investigou essa variante!”:29°,

Um estudo muito significativo foi publicado a partir de uma parceria internacional
de pesquisadores originarios da América do Norte (Canada e Estados Unidos) e mais
cinco paises da Europa (Reino Unido, Espanha, Franca, Alemanha e Italia); um estudo
realizado de forma a reduzir ao maximo vieses determinados por fronteiras
geograficas e dados que séao obtidos de amostras de sujeitos originarios de clinicas
em especifico. Este estudo teve autoria de Lebwohl et al*? e foi publicado no Jornal da
Academia Americana de Dermatologial?. O estudo incluiu 3.426 pacientes e 781
médicos especialistas. Neste estudo, 79% dos participantes tinham somente formas
dermatolégicas de psoriase, ao passo que 21% tinham psoriase artritica com ou sem
sinais/sintomas na pele. Neste estudo, a maioria dos pacientes eram mulheres (59%).

No Brasil, existe uma caréncia de estudos epidemioldgicos que providenciem
dados fidedignos sobre a incidéncia e prevaléncia de psoriase em nivel nacional. A
prevaléncia de psoriase no Brasil normalmente tem sido estimada a partir do perfil das
consultas dermatolégicas realizadas anualmente. Um dos estudos mais recentes que
compilou estes dados foi publicado pela Sociedade Brasileira de Dermatologia em
2018%%¢, Para este estudo, 8.800 dermatologistas brasileiros foram convidados a
apresentar o perfil ou o0 motivo das consultas que realizaram na semana entre os dias
21 e 26 de maio de 2018. Entre o imenso espectro de doencas dermatologicas
descritas na literatura, a frequéncia de 60 doencas foi ranqueada nesta publicacéo.
Nela, a psoriase foi apontada como a sexta principal causa de visitas aos
dermatologistas brasileiros2%.

Um outro estudo de estimativa de prevaléncia de psoriase no Brasil foi citado em
2019 no Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Psoriase da Comisséo
Nacional de Incorporacdo de Tecnologias no Sistema Unico de Saude (SUS)
(CONITEC). Neste estudo, os pesquisadores mostraram que o diagnéstico de

psoriase foi verificado em 1.349 de um total de 54.519 pessoas que consultaram
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dermatologistas em instituicbes publicas e privadas, totalizando 2,5% dessa
amostra®.

Em termos de carga de doencga, os estudos revelam que a psoriase € bastante
onerosa tanto para o paciente, assim como para o0s sistemas de saude. A doenca é
associada a uma série de comorbidades, entre elas: alcoolismo, ansiedade,
depressao, obesidade, diabete melito, hipertensao arterial, sindrome plurimetabdlica,
retocolite ulcerativa, artrite reumatoide, aterosclerose, doenca cardiaca, enteropatia
inflamatéria (doencga de Crohn), AIDS, entre outras#®:29/-209_ Estes pacientes possuem
risco aumentado de desenvolver certos tipos de cancer, principalmente cancer de pele
nao melanoma, linfoma, cancer de pulmao, entre outros*°. Existem evidéncias de que
0 prejuizo fisico e mental de pessoas com psoriase € maior que em pessoas com
algumas outras doencgas crbnicas. Pacientes com psoriase tém risco elevado de
desenvolver distlrbios psiquiatricos e até idealizagdes suicidas?®.

Durante uma crise de psoriase, as pessoas geralmente sentem-se angustiadas,
evitando atividades, como ir a academia ou piscina, manter relacdo sexual, usar
roupas que mostram a pele ou participar de eventos sociais#?207.208210  Esses
sentimentos fazem a vida parecer muito mais dificil. Em outras palavras, a psoriase
impacta tanto na condicao fisica, assim como psicologica do paciente. Sabe-se que
grande parte da razdo para isso esta relacionada a falta de conhecimento sobre a
prépria doenga*®:207:208210 Em certos casos, a doenca pode ser incapacitante, tanto
pelas lesbes cutaneas que dificultam a insergéo social, o que influencia negativamente
sobre a qualidade de vida do paciente*%211.212,

Assim como outros problemas graves de saude, a psoriase acaba reduzindo a
empregabilidade. Os custos da terapia e sociais tém grande impacto sobre os
sistemas de saude e na sociedade em geral. Uma estimativa americana da Fundacéo
Nacional de Psoriase indicou que os custos anuais relacionados com a psoriase
chegam a mais de 11 bilhdes de dolares, com os dias de trabalho perdidos
respondendo por cerca de 40% deste custo32°°, No Brasil, existe também caréncia

de estudos que estimem este custo.
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1.1.4.2 Diagnéstico e formas clinicas dermatolégicas de psoriase

Nesta altura do referencial tedrico, cabe explicar que ndo perdendo de vista a
carga das formas artriticas de psoriase, contudo foco de aten¢éo escolhido para esta
tese foram as formas dermatoldgicas da doenca.

Na dermatologia, a psoriase possui alguns padrdes caracteristicos em relagao
ao fendtipo e distribuicdo das lesbes na pele. As manifestacdes clinicas
dermatoldgicas incluem lesdes cutaneas caracteristicas, mas € verdade que existe
um espectro de variantes da doenca. No paciente com psoriase, muitas vezes as
lesbes comecam aparecer apds algum trauma cutaneo ou apos algum episédio de
infecc@o das vias aéreas, alguma infeccao estreptococica, viral ou alguma ruptura da
camada cutanea®®?%3, Como sera explicado nas se¢fes mais adiante, apenas esses
eventos ndo sdo suficientes para causar psoriase, sabe-se que nestes pacientes
existem fatores intrinsecos do genoma deles. A combinacéo desses fatores é o que
predispdem ao estabelecimento da doenca®3?'’.

O diagnostico da psoriase geralmente ocorre na segunda ou terceira década de
vida. Estima-se que apenas 0,12% das vezes, o diagnostico ocorra na mais tenra
idade de vida e apenas 1 a 2% das vezes, antes dos 18 anos?!®. O diagnéstico, no
geral, ocorre em ambito clinico, realizado por um dermatologista, que em principio, faz
uma anamnese levando em consideracdo: a idade, o contexto, a severidade e a
evolugdao morfolégica. As manifestacdes clinicas da psoriase sdo proteicas, isto €,
existe uma producdo excessiva de queratina. No fendtipo clinico das lesbes
psoriaticas incluem hiperqueratose!349.207,214.215

No primeiro momento, o dermatologista quando visualiza as lesbes, avalia as
mesmas considerando caracteristicas como: idade de inicio, grau de envolvimento da
pele, padrdo morfoldgico e envolvimento predominante em termos de localizacao
anatbmica. Contudo, com alguma frequéncia, o diagnostico definitivo pode ser
complicado e demorado, pois a aparéncia das lesdes lembra varias outras
dermatoses?®’. Alguns diagnosticos diferenciais podem ser Uteis. Por exemplo,
diferenciar a doenca de: pitiriase rosea de Gilbert, pitiriase liquenoide, sifilis
secundaria, dermatite seborreica (deve ser diferenciada da psoriase inversa),
eritrodermia em atépicos (deve ser diferenciada da psoriase eritrodérmica), erupgoes

medicamentosas, disidrose (deve ser diferenciada da psoriase pustular palmo-
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plantar), eczemas, lupus cutaneo, liquen plano, parapsoriase em placas, pitiriase
rubra pilar, doenca de Bowen, assim como sindrome de Sézary e micose fungoide,
gue ocorre nos linfomas. Dados da histéria clinica e a presenga de outros sinais e
sintomas ajudam no diagnéstico diferencial. Deve-se levar em consideracdo que os
dados epidemioldgicos demostram que a psoriase apresenta agregacao familiar, logo
sera avaliado se algum outro membro da familia possui diagnéstico de
psoriase!%:214216 No estudo populacional realizado por Lebwohl et al*?, envolvendo
3.426 pacientes, o tempo médio relatado pelos participantes da pesquisa, com formas
dermatolégicas da doencga, foi de cerca de dois anos.

No Brasil, existem os Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas para a
psoriase. Esses protocolos sdo os documentos oficiais do SUS que embasam e
estabelecem os critérios para o diagnéstico de uma doenga ou agravo a saude; o
tratamento preconizado, incluindo medicamentos e tecnologias apropriadas; as
posologias recomendadas; os cuidados com a seguranga dos doentes; 0s
mecanismos de controle clinico; o acompanhamento e a verificagdo dos resultados
terapéuticos a serem buscados pelos profissionais de saude e gestores do SUS.
Esses protocolos visam também garantir o melhor cuidado de saude possivel diante
do contexto brasileiro e dos recursos disponiveis no SUS, levando em conta os
critérios de eficacia, segurancga, efetividade e custo-efetividade das intervengdes em
saude’®?%8  Nesses documentos, o diagndstico da psoriase € baseado na
apresentacao clinica, necessitando eventualmente de biopsia de pele para
confirmagéo em casos atipicos ou de duvida diagndstica (em uma sec¢éo mais adiante
serdo mostradas as carateristicas histopatolégicas das lesfes). Este procedimento
pode ser realizado em ambulatério ou no consultério sob anestesia local, sendo
enviado o material para exame anatomopatolégico cujos resultados podem auxiliar no
diagnoéstico da doenca, além dos dados da histéria clinica de cada paciente®®298,

Assim como acontece com algumas outras doencgas autoimunes, infelizmente,
0s exames laboratoriais sdo de pouca serventia para o diagndéstico de psoriase, uma
vez que até o presente momento, nao foi identificado nenhum marcador celular ou
molecular especifico para o diagndstico349.207

Em relacdo as formas clinicas dermatologicas de psoriase, na maioria dos
casos, 0s sinais e sintomas apresentados pelos pacientes alternam entre periodos de

exacerbacgéo e periodos de uma relativa remissao da doenca. As principais formas
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dermatoldgicas séo: psoriase vulgar ou em placas (> 90% dos casos)'’'8, psoriase
gutata, psoriase pustulosa e psoriase eritrodérmical317:18205 Existem ainda, algumas
subclassificagfes de fenétipos que levam em consideracdo a localizagdo anatdmica
acometida, como por exemplo: psoriase do couro cabeludo, inversa/flexural,
palmoplantar, genital, ungueal, entre outras!3217:218,

A psoriase vulgar ou em placas, (Figura 32) caracteriza-se por aparecer na forma
de placas ovais secas e bem demarcadas concentradas nos joelhos, cotovelos e couro
cabeludo, principalmente!3219-221,

Figura 32 — Aparéncia das lesdes da psoriase vulgar ou em placas
- TN

Fonte: Raychaudhuri et al®3, https://www.nasestradasdoplaneta.com.br/psoriase-e-suas-formas.html e

https://dratallitadermatologista.com.br/blog/393-2/

A psoriase gutata (Figura 33) surge de maneira abrupta, com inimeras papulas
(ou gotas) pequenas e disseminadas sobre a pele, que geralmente aparecem apos
um episodio de infeccdo das vias aéreas superiores de causa estreptocdcica. No
geral, este tipo de psoriase jA é diagnosticada na infancia'®4%222, Esta forma pode
evoluir para psoriase em placas, sugerindo que deva haver uma intima associacéo

genética entre ambas®.
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Figura 33 — Aparéncia das lesdes da psoriase gutata

Fonte: https://lwww.nasestradasdoplaneta.com.br/psoriase-e-suas-formas.html

A psoriase pustulosa é caracterizada pela presenca de pustulas que podem ser
localizadas ou generalizadas!34%223, A psoriase localizada assemelha-se com a
acrodermatite de Hallopeau (caracterizada pela erupc¢éo pustular dos dedos das maos
e dos pés) e pustulose palmoplantar (caracterizada por pustulas nas palmas das maos

e plantas dos pés e com escamas eritematosas) (Figura 34A, B e C).

Figura 34 — Aparéncia das lesfes da psoriase pustulosa

Fonte: Raychaudhuri et al.1® e https:/www.nasestradasdoplaneta.com.br/psoriase-e-suas-formas.htmi

A psoriase pustular generalizada é rara, podendo ser precipitada por uma
infeccdo, gravidez, drogas, hipocalcemia, ap6s um tratamento tépico irritante ou
devido a retirada abrupta de corticosteroides. Neste caso, 0s pacientes costumam
estar gravemente enfermos, necessitam de hospitalizacdo e acompanhamento

rigoroso da funcéo hepéatica, hipocalcemia e hidratacéo?!? (Figura 34D e E).



115

A psoriase eritrodérmica (Figura 35) é a forma mais grave da doenca e talvez
seja a mais dolorosa dentre as outras formas. Ela se caracteriza por eritema e
descamacdo generalizados, envolvendo até 90% da superficie corporal®??4, Esta
forma geralmente se desenvolve se houver um controle inadequado da doenca;
retirada abrupta de medicacao sistémica, resposta a uma reacdo medicamentosa ou

ainda, devido a uma infeccéo sistémica subjacente’s.

Figura 35 — Aparéncia das lesGes da psoriase eritrodérmica

|13

Fonte: Raychaudhuri et al.=* e https://lwww.nasestradasdoplaneta.com.br/psoriase-e-suas-formas.html

1.1.4.3 Caracteristicas histolopatolégicas

Nesta secao serdo detalhados os achados histolégicos em amostras de pele
de lesGes psoriaticas e o0s tipos celulares presentes na pele doente.
Histopatologicamente, a psoriase caracteriza-se por acantose (aumento do numero
de queratindcitos e espessamento da epiderme), paraceratose (disfungéo do processo
de cornificagcdo que mantém queratinécitos nucleados na camada cornea),
vasodilatacdo e infiltrado inflamatério contendo células dendriticas, macrofagos,
neutréfilos e tipicamente linfécitos®#4313, Estudos revelam que as alteracdes
histoldgicas tipicas da pele psoriatica: alteracdes histoldgicas epidérmicas e dérmicas
em trés fases na pele de pessoas com psoriase (Figura 36). A primeira fase refere-se
a fase inicial, caracterizada por hiperplasia, acantose, espongiose, hipogranulose,
paraceratose, pustulas espongiformes e na derme superior, acantose, vasodilatacao
e infiltrado linfocitario. A segunda fase refere-se a fase do completo desenvolvimento,
que consiste em hiperplasia, paraceratose, microabscessos, hipogranulose,

espongiose. A derme superior apresenta, acantose, vasos dilatados, edema e
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infiltrado linfocitario. Ja a terceira e Ultima fase, refere-se a fase tardia de manutencao
da doenca, caracterizada por hiperplasia, cones interpapilares, paraceratose e
hipogranulose. A derme apresenta ainda, leve fibroplasia, dilatacdo e infiltrados

linfocitarios perivasculares e intersticiaist®:17:49.225.226,

Figura 36 - Principais fases e células e moléculas envolvidas na patogénese da

psoriase

Fatorpredisposto. | ~ Inldodadoenca I , Manuangfodadoenga _ 7

recirculam e migram
para o tecido da pele |

Fonte: Adaptado de Nestle et al.*’

Atualmente, os estudos histopatologicos que abordam a psoriase, ao
compararem a pele saudavel e doente, demonstram diferengas na composig¢ao celular
e de mediadores inflamatérios. Quanto a composigao celular, na pele saudavel é

possivel observar muitas células de Langerhans e DCs imaturas, poucos TCD4* e
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raros linfécitos TCD8*. Ao passo que na pele doente (psoriatica), é possivel observar

diferentes tipos celulares, como descrito no Quadro 2.

Tabela 1 - Populagao celulares envolvidas nas lesdes psoriaticas

Células Pele ndo Pele Expresséo na psoriase
lesionada lesionada

Células de Poucas Muitas Constitui-se em células dendriticas imaturas,

Langerhans residentes na epiderme

imaturas

Células Poucas Muitas Localizam-se na derme; derivam de mondcitos

dendriticas sanguineos ou de outras células precursoras

mieloides mieloides, com fortes expressdo do MHCII,
responsavel por intensa imunoestimulacdo de
linfécitos T, devido a grande liberagdo de IL-12 e IL-
23 (citocinas com acdao inflamataria).

Células Ausentes Abundantes  Apds maturacdo pela acdo do TNF, essa linhagem,

dendriticas que deriva da linhagem mieloide, apresenta maior

maduras capacidade de ativacdo de células T, diferente
daquelas presentes na pele normal.

Células Ausentes Muitas Ativadas, sintetizam e liberam grandes concentraces

dendriticas de interferon a (IFN-a), estimulando linfécitos T na

plasmocitoides leséo.

Linfécitos T Poucas Abundantes Predominam na derme e expressam antigeno

CD4* cutaneo linfocitario, que atua seletivamente nas
lesBes inflamatdrias.

Linfécitos T Raras Abundantes Localiza-se na epiderme, expressando a e [(7

CcD8* integrinas, que se ligam a E-cadeinas, impedindo a
formacao de desmossomos entre 0s queratindcitos.

Linfécitos T  Ausentes Abundantes  S&o recrutados do sangue circulante, por quimiotaxia

natural killer e sintetizam grandes quantidades de IFN-y.

Neutréfilos Ausentes Frequentes  S&o recrutados para a leséo pela acdo da IL-8 e
embora presentes, ndo sdo considerados causa
primaria da psoriase.

Macréfagos Ausentes Abundantes  S&o essenciais para a ativagéo de linfocitos B.

e ativados

Fonte: Lima et al.?”

A Figura 37 apresenta na parte superior amostras de cortes histologicas de pele
saudavel, ao passo que na parte inferior; pele psoriatica. Na parte esquerda da Figura
os cortes foram corados com eosina e hematoxilina. No lado direito da figura, foi feita
a coloracdo imunohistoquimica que destaca o infiltrado de linfocitario®. A pele
saudavel foi indicada pelas letras A e C e a pele psoriatica pelas letras B e D. Os
achados histoldgicos sugerem que na epiderme psoriatica (Figura 37 B e D) esta
presente a acantose e paraceratose. As setas (Figura 37B) indicam vasos sanguineos
dérmicos estéo dilatados, contorcidos e alcangam as pontas das papilas dérmicas. O

asterisco (Figura 37B) indica um infiltrado inflamatério misto contendo neutrofilos se
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acumulando na epiderme. Em contraste com a pele normal (Figura 37C), as flechas
na Figura 37D revelam por deteccédo imunohistoquimica muitas células T na derme e
epiderme na pele psoridsica. Os nucleos celulares presentes na camada cornificada
da epiderme também sao caracteristicos da pele psoriasica (Figura 37D, asterisco).
Figura 37 — Amostra histologica de pele saudavel e de pele psoriatica

Pele saudavel
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Figura 2: Adaptada de Boehncke et al.*®

1.1.4.4 Imunopatogénese da psoriase

O sistema imunoldgico inato fornece um mecanismo de resposta precoce
contra danos. Existem evidéncias de desregulacdo do sistema imunoldgico inato na
psoriase. Dentre as células imunes presente na pele psoriatica estdo as DCs, células
NKs, neutréfilos, macréfagos e notavelmente linfocitos?34563.213 As células dendriticas
sao as principais sentinelas do sistema imune, fazendo a ponte entre a imunidade

inata e a adaptativa. Em um sentido amplo, existem trés tipos de DCs dérmicas
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residentes: células epidérmicas de Langerhans (LCs), DCs dérmicas mieldides
(mDCs) e DCs plasmaocitoides (pDCs) (Figura 36).

Na psoriase, as mDCs estdo aumentadas e induzem proliferacédo de células T,
bem como producdo de citocinas de células T auxiliares. Eles também tém uma
capacidade pro-inflamatoria, produzindo TNF e induzindo a expressao da 6xido nitrico
sintase indutivel'®®228, As mDCs ativadas liberam IL-12, que ativa células Thl que se
caracteriza pela producao do interferon IFN-y, e também IL-23, que ativa células Th17.
As células ativadas secretam IL-17 (principalmente IL-17A) e IL-22, que ativam 0s
queratinécitos e provocam o fenétipo da psoriase®®199.228,

Uma questdo-chave diz respeito a natureza autoimune da psoriase e a
contribuicdo das células T autorreativas para o processo patolégicol’. Como ilustrado
na Figura 36, células pDCs parecem ser ativadas por complexos formados por
peptideos antimicrobianos (LL-37) e auto-DNA oriundos dos queratindcitos de uma
maneira dependente de receptores toll-likel9%22°, Essa explicacdo fornece uma teoria
de um mecanismo pelo qual o DNA do hospedeiro é transformado em um estimulo
pré-inflamatério que compromete os mecanismos de tolerancia imunoldgica no caso
da psoriase!’. Assim, queratindcitos e neutréfilos, através da liberacdo de LL-37,
podem fornecer informacgdes sobre o reconhecimento do auto-DNA pelas DCs, e isso,
por sua vez, pode ser um elemento critico na fisiopatologia da psoriase. Neste
contexto, existe um importante grupo de moléculas que surgem como candidatas para
compreender o0 mecanismo de interagcdo entre fatores de risco que, uma vez
conhecidos, podem auxiliar no desenvolvimento de terapias inovadoras no futuro,
além de potencialmente poder servir como marcadores para diagnostico ou
progndstico da doencal®®22°,

Outra célula que parece desempenhar um papel sobre os queratinécitos sédo
as NKs. Estas células sdo um subconjunto distinto de células CD56" e CD16" bem
conhecidas por sua capacidade de matar células cancerigenas e infectadas por virus.
Porém, estudos sugerem que as NKs séo capazes de produzir grandes quantidades
de IFN-y, induzindo a ativacao de queratinécitos e a regulagao positiva das moléculas
do MHC de classe I. Ainda existem evidéncias de que os neutrofilos recrutados pelas
guimiocinas CXCL1, CXCL2 e IL-18 contribuem para o recrutamento de células T que

produzem IL-17 em pacientes com psoriase. A infiltracdo de macrofagos promove a
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proliferacdo de queratindcitos e o desenvolvimento de psoriase, pois produzem muitos
mediadores inflamatérios e citocinas, uma delas € a IL-23, crucial na patogénese da
doenca?!3.

Os infiltrados inflamatorios na psoriase possuem um infiltrado linfocitario
proeminente. Os linfécitos T nas lesBes psoriaticas apresentam uma
compartimentalizacao distinta entre as camadas anatémicas da pele: Células T CD4*
sdo encontradas predominantemente na parte superior da derme, ao passo que ha
um epidermotropismo de células T CD 8+ que em sua maioria localizam-se na
epiderme podendo lesionar os queratindcitos!®. As células Th17 tém um papel
preponderante na patogénese da psoriase e os modelos de xenotransplante em
camundongos demonstram que a injecgédo de células Th1l7 ativadas induz psoriase
nos enxertos de pele saudavel. No caso das doencas inflamatérias imunomediadas
da pele, os linfécitos T danificam os tecidos pelo desencadeamento de inflamagéo ou
por matar diretamente as células-alvo'®®??®, Essas reagdes sdo desencadeadas
principalmente por células TCD4* anormais das subpopulagdes Thl, Thl7, Tyd, Th22,
Th9 e Tregs. E verificado também que as células endoteliais vasculares nas lesées
podem expressar niveis aumentados de proteinas de superficie, tais como moléculas
de ades3do e moléculas MHC classe I, desreguladas por diferentes citocinas?3.

As células Thl secretam IFN-y, TNF e IL-2, ativam macréfagos e foram
originalmente consideradas o principal mediador da resposta imune nas placas
psoriaticas!?199213230 Deng et al.?'® relataram que em um estudo realizado foi
encontrada expressdo aumentada de mRNA do IFN- y, TNF e IL-12 na psoriase. O
IFN-y age sobre os queratindcitos, contribuindo para as alteragdes epidérmicas e
vasculares observadas na psoriase??’. Uma rede de pelo menos trés citocina pré-
inflamatorias predominantes estdo envolvidas na patogénese da psoriase, sao elas:
IFN tipo I, IFN-y e TNF°,

As células Th17 sao de importancia central na imunopatogénese da psoriase e
secretam IL-17, IL21 e IL-22 que recrutam os neutrofilos para no local da
inflamac&o!®°. Todas estas citocinas agem direta ou indiretamente para promover a
resposta inflamatéria sobre os queratindcitos. Estudos recentes sugerem que a via IL-
23/IL-17 é essencial para a patogénese da psoriase. O blogueio desse eixo foi muito

promissor em suprimir 0 desenvolvimento de doengas psoriaticas e a desregulacao
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da sinalizagdo de IL-17 e a funcéo da via celular Th17, induzidas pela IL-23, promovem
a inflamacéo cronica da psoriase?,

As células Tyd demonstraram uma estreita relacdo com as doencas
imunologicas, onde Tyd produtoras de IL-17 foram recentemente identificadas e
responsabilizadas por desempenhar um papel na patogénese da psoriase através de
suas citocinas efetoras (IL-17), ampliando assim a funcdo do Thl7. Deng et al
mencionam também em seus estudos que foi encontrado um grande nuamero de
células Tyd em lesdes de pacientes com psoriase apos a estimulacédo de IL-23 na
pele. Estas células geralmente encontram-se aumentadas na pele e diminuidas no
sangue periférico em pacientes com psoriase, sugerindo que elas se redistribuem a
partir do sangue para a pele, a fim de participar da patogénese da psoriase?!3.

As células Th22 produtoras de IL-22 e as células Th9 produtoras de IL-9
constituem outros dois subconjuntos distintos de células T efetoras que levam a
inducdo de quimiocinas especificas de citocinas e ao aumento de respostas efetoras
especificas mediadas pelo eixo IL-23/Th1l7. A IL-9 funciona como um potente
mediador da sinalizacdo celular Th17. Espera-se que novos estudos com as células
Tyd, Th22 e Th9 na psoriase, ainda na infancia, sejam um interesse crescente no
estudo de mecanismos potenciais de respostas inflamatorias e patogénese da doenca
psoriatica?’3.

As Tregs s@o essenciais para manter a tolerdncia imunoldgica e prevenir
doencas autoimunes, incluindo a psoriase. Estas células sdo encontrados na derme
saudavel de camundongos!?190213 As células Treg maduras expressam Foxp3, TGF-
B, IL-10, perforinas, granzimas e podem causar supressao local de outras células
imunes, incluindo as células Th17%'3. A supressdo da autoimunidade ou inflamacéo
cronica por Tregs € mediada por citocinas imunossupressoras que elas secretam,
incluindo a IL-10, o que foi confirmado por estudos clinicos''’. As Tregs sdo
responsaveis pela manutencéo da autotolerancia, inibindo a autoimunidade, enquanto
as células Thl7 pro-inflamatérias contribuem para a indugdo e propagacdo da
inflamacdo. Estas células regulam uma a outra reciprocamente através de
mecanismos contra-regulatérios®17.213.231,

Nas lesGes psoriaticas, o processo hiperproliferativo dos queratinécitos é
dirigido também pela sinalizagdo por parte das citocinas inflamatérias, que levam a

alteracdes em vias de transducéo de sinais e células imunes. Além disso, a IL-23, IL-
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17A e IL-22 sdo de importancia consideravel na patogenia da psoriase e atuam
através de um conjunto restrito de vias de sinalizacéo e transcricao*®°.

A via da JAK-STATSs séo ativadas por IFN-y NF-kB no caso do TNF. O IFN-y é
secretado linfécitos T auxiliares tipo 1 (Th1l), linfocitos T CD8, células B, células NKs
e APCs, tais como mondcitos, macréfagos e células dendriticas, entre outras’®. Assim,
citocinas convergem em importantes pontos de verificacdo intracelulares conhecidos
e gue sdo comuns a muitas condi¢ées inflamatérias crénicas!®.

Uma das vias relacionada com a inflamacao psoriatica e hiperproliferacéo é a
via das MAPKs. Desta forma, as proteinas ERK1 e ERK2 quando ativadas por
fosforilagbes medeiam alguns dos efeitos bioldgicos de fatores de crescimento,
translocando ao nucleo das células onde fosforilam proteinas como Elk-1, que quando
ativadas modulam a transcrigdo de cerca de 100 genes que regulam a proliferacéo e
diferenciacéo celular?32233,

Entre as diversas vias de sinalizacédo, semelhante a via das MAPKSs, a via da
Akt também parece envolvida na fisiopatologia da psoriase. Esta via de sinalizacéo é
conhecida como uma das mais importantes vias que regulam a sobrevivéncia celular;
ela desempenha um papel fundamental na angiogénese de células endoteliais. Além
disso, a Akt ativa a 6xido nitrico-sintase endotelial, liberando éxido nitrico que estimula
vasodilatagdo, remodelagem vascular e novamente a angiogénesse®:234,

No 27° Congresso da Academia Europeia de Dermatologia e Venereologia
realizado em Paris na Franca, recentemente em 14 de setembro de 2018; o Professor
Dr. Kristian Reich (da InstituicAo Dermatologikum de Berlim, vinculado ao Centro de
Pesquisa SClderm Research Institute e a Georg-August-University Gottingen,
Hamburgo, Alemanha) foi moderador e fez o relatério, juntamente com a colaboragéo
por parte do Dr. Helen Saul (publicado no reconhecido periddico European Medical
Journal, na forma de artigo cientifico), referente & uma elegante apresentacédo, na qual
juntamente com o Prof. Dr. Lars Iversen do Departamento de Dermatologia e
Venereologia do Hospital Universitario Aarhus (Dinamarca) e Prof. Dr. Hervé Bachelez
do Departamento de Dermatologia do AP-HP Hopital Saint-Louis de Paris, foi
apresentada uma teoria inovadora que gerou maior compreensdo, estendendo
fronteiras do conhecimento, em relagéo ao processo patogénico da psoriase. O ponto
de partida foram conceitos consensuais recém apresentados na revisao tedrica da

presente tese sobre a imunopatogénese da psoriase humana'?16:18.205,
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A teoria aditiva foi esquematizada na Figura 38, adaptada a partir do proprio

referido relatorio cientifico283.

Figura 38. Diferenciacdo induzivel de Th17 patogénico na presenca de IL-23.

Célula dendritica
(DCs)

Ausencla de IL-23 [ﬁ e Th17 ndo , o4 IL-17

v = patogénico = *°*, |L-10

I‘ r”.
3 Th1 7
patogemco

Th17
* IL-6 and TGF-B < induzivel ’— ‘

Linfécito SN IL-17
ThoO e, IL-22
IFN-y

Fonte: Reich et al?.

O foco de atencdo dos autores foi a diferenciacdo induzivel em contexto
fisiologico e na psoriase das células Thl7. A teoria reconhece que, em pessoas
normais e em circunstancias fisiolégicas, a iniciacdo e polarizacdo de respostas
imunes do tipo celular, através de linfocitos Th17 € de fundamental importancia para
a defesa do hospedeiro, quando ele é contaminado por certos tipos de bactérias e
fungos. Neste contexto, apds a apresentacdo do antigeno por DCs aos linfécitos
virgens (ThO), nos 6rgaos linfoides periféricos, as citocinas IL-6 e TGF- induzem
linfocitos ThO a diferenciarem-se em linfécitos Th17 ndo patogénicos, que secretam
IL-17 com alvos sobre neutréfilos e células T citotdxicas que irdo combater a infeccéo
por meio de respostas essencialmente celulares (38). O Th17 ndo patogénico, ainda
secreta IL-10, que inibe respostas imunes indesejadas.

Por outro lado, no contexto da patogénese da psoriase, em individuos que
possuem genes de pré-disposicdo a doenca, 0 autoantigeno putativo (complexo de
DNA e LL37) é fagocitado pelas células DCs e apresentado aos linfécitos ThoO,
juntamente com uma secre¢do anormal da citocina IL-23 (Figuras 24 e 38). A
diferenciacao do linfocito ThO para Th17, deixa de ser dirigida pelas citocinas tipicas
(IL-6 e TGF-B) e, a aquisicao do fenotipo Th17 passa acontecer sob influéncia da IL-
23, 0 que origina células Th17 patogénicas, que em vez de secretar IL-17 e IL-10;
secretam de forma anormal, IL-17, em concentracdes tais que inibem as células Tregs
e a secrecdo de IL-10, supressoras de respostas imunes indesejadas®’. A partir de um

eixo de biossinalizacao IL-23/IL-17, as células Th17 patogénicas secretam ainda, IL-
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22 e INFy; o aumento da concentracdo desta Ultima esta sabidamente relacionado a

promocado da doenca psoriatical316:18.205,

1.1.4.5 Causas genéticas e ambientais

Dados epidemioldgicos sdo suficientes para considerar a psoriase uma doenca
com fortes tragos hereditarios, pois neste caso ha “agregacéao familiar”, ou seja, tragos
hereditarios dentro de uma mesma familia. Os aspectos genéticos desta doenca
levam a considerar a psoriase uma genodermatose multifatorial, poligénica e
influenciada pelo meio?9:235236

Héa décadas atras, a causa da psoriase foi primeiramente pensada como sendo
causada por queratingcitos aberrantes resultantes de uma proliferacdo descontrolada
nas camadas epidérmicas da pele. Os achados de loci mutantes em pacientes com
psoriase apoiam esta hipétese*9237:238 juntamente com estudos sobre a reciclagem
das células epidermais?3®-242, Os queratindcitos na psoriase sédo carcaterizados néao
somente pela hiperproliferacdo, mas também pela expressédo alterada de certas
proteinas, por exemplo queratinas. O conceito de queratindcitos anémalos como
células patogénicas causadoras de psoriase tem ganhado atencédo renovada desde
que diferentes artigos publicados no comec¢o deste milénio mostraram alteracoes
genéticas em fatores de transcricdo epidermais que podem causar doencas
dermatolégicas que se assemelham a psoriase humana clinica e
histopatologicamente?4L.

Um esforco tremendo tem sido feito por parte de cooperagdes internacionais sob
a forma de estudos de associacfes amplas de genoma, analise do gendtipo e fendtipo
de milhares de pacientes e voluntarios-controle em um desafio que objetiva identificar
mutacbes em loci verdadeiramente relacionadas com uma susceptibilidade para
psoriase?¥’. As descobertas mais recentes tém apontado para loci de genes que
codificam para o MHC, ou seja, loci do sistema antigeno leucocitario (HLA) localizado
no cromossomo 6 dos humanos. Esté claro que a susceptibilidade ndo é determinada
por um unico locus. Mas, como previsto por estudos ha mais de 25 anos, os cientistas
conseguiram confirmar que os sinais de associagdo genética com a psoriase mais

fortes estédo ligados ao locus HLA-Cw6. Hoje, sabe-se que a psoriase esta associada
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com HLA-Cw6 e p.ex. caucasianos que carregam esse alelo tém risco de desenvolver
psoriase cerca de 10 vezes aumentado?*3. A partir de 2006, HLA-Cw6 passou a ser
tratado como um locus alelo da susceptibilidade a psoriase PSORS14%2%, PSORS1
sozinho ndo pode causar psoriase, mas sabe-se que principalmente no caso da
psoriase gutata existe uma forte associacdo. Um estudo realizado ja demonstrou que
até 100% dos pacientes com psoriase gutata eram portadores deste alelo#%24%, Qutros
loci ja foram associados com a desregulacdo da funcdo das células T, respostas
antivirais mediadas por interferon IFN, ativacdo de macréfagos e sinalizacao do fator
de transcricdo NFkB13:204,

Uma vez identificados estes loci, estudos que avaliem a correlacédo entre o
gendtipo e o fendtipo da psoriase sdo muito necessarios. Por exemplo, ha ainda muita
controvérsia para afirmar se a psoriase e a artrite psoriatica constituem doencas
geneticamente distintas ou se compartiiham do mesmo padréo de hereditariedade.
Varias diferencas tém sido identificadas em pacientes com envolvimento articular e
psoriase pustulart®246.247  Acredita-se que a psoriase em individuos geneticamente
susceptiveis seja iniciada por estimulos especificos, assim como um trauma ou
infeccdo bacteriana, que em resposta induz as DCs, os macréfagos e as células T
para a produgéo de citocinas que iniciam uma cascata de eventos como ativagéo de

células imunes, desregulacéo epidermal com acantose e angiogénese3:241.248,

1.1.4.6 Tratamento disponivel para psoriase e suas limitacdes

Atualmente, ndo ha cura para a psoriase. O tratamento disponivel é apenas
paliativo. No entanto, o arsenal terapéutico expandiu-se muito nas ultimas duas
décadas com o desenvolvimento de varias terapias altamente seletivas que séo
eficazes e apresentam um perfil de seguranca muitas vezes toleravel?®.

O tratamento é escolhido, em principio, avaliando cada individuo na clinica. A
primeira coisa a se fazer é a classificacdo dos casos, que podem ser considerados
leves, moderados ou graves?*°. O tratamento tépico € o mais comum, pois cerca de
90% dos casos sao casos leves e o tratamento permite aplicagcdo no local da lesao.
Sem contar que os efeitos colaterais sdo minimizados em comparagao ao tratamento
sistémico. O tratamento sistémico é indicado quando o tratamento topico ndo é

satisfatorio. As medicacgdes sistémicas tém indica¢des limitadas, principalmente na
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infancia e durante a gestacéo, devido aos efeitos cumulativos das drogas, a baixa
aceitacdo e ao risco de teratogenicidade?®. O uso desses farmacos pode causar
imunossupressao severa do paciente, levando a infecgdes oportunistas, podendo ser
necessaria a hospitalizacédo, o que consequentemente gera aumento dos custos do
tratamento. Portanto, esta modalidade terapéutica é reservada aos casos moderados
a graves da doenca?®®. A associacdo de medicamentos orais, tépicos e fototerapia
precisam ser avaliadas pelo dermatologista, quando a relacao risco/beneficio deve ser
avaliada criteriosamente'6250,

Para iniciar um tratamento, uma triagem é realizada individualmente pelo
médico dermatologistal®2%8251 Este profissional é responsavel por incluir ou excluir o
paciente de determinada terapia. Para tanto, o comité Nacional de incorporacdo de
Tecnologias do Sistema Unico de salude (SUS) (CONITEC)'® pontuou algumas
guestdes sobre os critérios de inclusao e exclusédo para as possibilidades terapéuticas.
Os métodos sugeridos sdo Uteis para classificar os pacientes e avaliar as respostas
aos tratamentos. Um dos métodos utilizado pelos especialistas da area é a Avaliagao
Global pelo Médico (PGA). De forma rapida e pratica, o profissional avalia os
resultados terapéuticos e gradua a severidade da psoriase ao mesmo tempo que
avalia a qualidade de vida do paciente. O paciente recebe um escore de 0-6, que
corresponde a gravidade das lesdes onde: Escore 6 - Psoriase grave; Escore 5 -
Psoriase moderada a grave; Escore 4 - Psoriase moderada; Escore 3 - Psoriase leve
a moderada; Escore 2 - Psoriase leve; Escore 1 - Psoriase quase em remissao;
Escore 0 - Remissao completa®®.

Tradicionalmente, os dermatologistas utilizam mais a avaliagao da gravidade dos
casos pelo Indice de Severidade da Psoriase por Area (PASI)?4. Trata-se de um
instrumento que possibilita uma estimativa visual macroscopica calculada pelo
avaliador. O corpo é esquematicamente dividido em quatro regidées: membros
inferiores, membros superiores, tronco e cabega. Para cada uma delas, sdo avaliados
guatros parametros: area acometida, eritema, infiltragdo e descamacao. Ao final, os
dados de cada regido sdo somados podendo ter resultados de 0-72 (grau maximo de
doenca). Esse instrumento permite classificar a gravidade da psoriase em leve (igual
ou inferior a 10) e moderada a grave (superior a 10)%°.

O PASI tem sido utilizado como desfecho principal de estudos clinicos que

avaliam eficacia de tratamentos para psoriase pela comparagdo dos resultados
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obtidos antes, durante e apos as intervengdes. 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 PASI é
considerado menos sensivel em pacientes com acometimento de menos de 10% da
superficie corporal e subutilizado na pratica clinica por sua complexidade, porém € o
desfecho de escolha dos estudos mais relevantes*9:252252,

Quando os dermatologistas utilizam o PASI, eles associam este instrumento com
outro de avaliacéo de qualidade de vida: O indice de Qualidade de Vida Dermatolégico
(DLQI)?3, Este instrumento também ¢é validado para uso no Brasil. Trata-se de um
questionario de 10 itens que avalia o impacto de doengas dermatoldgicas na qualidade
de vida dos pacientes em relagao a atividades de vida diaria, lazer, trabalho, estudo,
relagdes pessoais e tratamento. Cada item é pontuado de 0-3, e 0 escore total varia
de 0-30, sendo melhor a qualidade de vida quanto menor o escore. Uma redugao de
5 pontos no escore total tem demonstrado significancia clinica como desfecho positivo
de uma intervencao terapéutica®®.

De modo geral, serdo excluidos do tratamento os pacientes que apresentarem
hipersensibilidade ou intolerancia ao tratamento classico da psoriase como por
exemplo: pacientes com hipercalcemia; portadores de IUpus eritematoso sistémico;
xeroderma pigmentoso ou porfiria; histérico de melanoma ou multiplos canceres de
pele; lesdes cutaneas virais, fungicas ou bacterianas; gestantes e mulheres com
desejo de gestar nos proximos anos; insuficiéncia hepatica ou renal graves;
hipertensdo; sindromes de imunodeficiéncia; insuficiéncia cardiaca; histérico de
doenca neuroldgica desmielinizamte; doenca inflamatéria intestinal e tuberculose
ativa ou latente*®.

No subtitulo a seguir foram apresentadas as formas de tratamento atualmente

disponiveis para psoriase.

1.1.4.6.1 Formas tépicas de tratamento

Os medicamentos topicos sdo destinados principalmente para o tratamento da
psoriase em placas e podem ser administrados sozinhos ou em associacdo com
outras alternativas terapéuticas. Para tanto, existem pomadas para lesbes espessas,

cremes para regides escamosas e lo¢des para couro cabeludo. Em alguns casos, a
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inclusdo da fototerapia faz-se necessério, uma vez que ajuda retardar a proliferacéo
de queratinécitos. Esta modalidade terapéutica que também tem sido utilizada para
certos casos € baseada em fototerapia combinada com farmaco fotossensibilizante,
como psoralenos e radiacdo UV tipo A, denominada PUVA ou terapia
fotodinamica?®42%, Um farmaco da familia dos psoralenos induz fotossensibilidade,
ou seja, uma sensibilidade extrema sobre a pele quando exposta a luz, seja solar ou
de fontes luminosas. A depender do contexto, o uso da fototerapia depende de
precaucoées, existindo inclusive situacdes onde é contraindicado?“.

O alcatrdo de carvao era um recurso utilizado em combinagdo com a aplicacao
topica de alcatrdo. Este tipo de tratamento caiu em desuso por conta de ser de dificil
aplicacéo, ter odor forte e sujeira que causava as vestimentas, sendo um recurso
utilizado em lesdes psoriaticas ha mais de um século. O alcatrdo de carvdo era
utilizado antes do surgimento dos corticoides. O mecanismo pelo qual o alcatréo reduz
a manifestacdo psoriatica ainda nao estd bem estabelecido, porém, os efeitos do
tratamento parecem interferir na supressao da sintese de DNA, que leva a reducéo
da hiperproliferacédo na pele psoriatica®®¢25’. No entanto, potenciais efeitos adversos
incluem dermatite de contato irritativa, foliculite e fotossensibilidade aos UVA.

O tratamento mais indicado pelos dermatologistas nos casos leves é a aplicacao
topica de corticosteroides, tendo como exemplo: propionato de clobetasol, valerato de
betametasona e propionato de fluticasona. Os corticoides reduzem a quimiotaxia
leucocitaria, modulam a sintese e a liberacao de citocinas e quimiocinas, diminuem a
sintese de DNA e inibem a fosfolipase A2, que por sua vez inibe a formacédo de
prostaglandinas e leucotrienos. Embora o tratamento topico seja a primeira escolha,
0 mesmo, quando prolongado, esta relacionado com efeitos colaterais indesejaveis,
tais como: atrofia epidérmica e dérmica, hipertricose, aumento da pressao sanguinea,
eritema, aumento do risco de infec¢des, retencdo hidrica, telangiectasias (vasos muito
finos), dermatite de contato, depressdo, imunossupressdo, danos 0sseos e
musculares, dente outros?26:2%6,

A administracdo parenteral de corticoides é utilizada somente na psoriase
eritrodérmica, artrite psoriatica e nas formas mais grave de psoriase, tendo como
efeitos colaterais a Sindrome de Cushing, osteoporose, diminuicdo do cortisol
plasmatico, dentre outros®®®, O uso desses medicamentos podem causar

imunossupresséao severa levando a infec¢des oportunistas, podendo ser necessaria a
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hospitalizacdo do paciente, 0 que consequentemente gera aumento dos custos para
0 governo com a hospitalizacdo e para o0 paciente com o tratamento, além da
debilidade fisica causada?®0:2%3,

Os corticoides séo contraindicados em dermatoses e dermatites em criangcas com
menos de 1 ano de idade; em infec¢des cutaneas ou no couro cabeludo ndo tratadas,
na presenca de rosacea, acne vulgar e tuberculose da pele; na infeccéo por herpes
simples e varicela; dermatite perioral e prurido genital e perianal'®.

O calcitriol (0o metabdlito ativo da vitamina D) e o calcipotrieno, outro analogo
sintético da vitamina D, auxiliam de forma promissora na redugédo do processo de
maturacdo e hiperproliferacdo dos queratindcitos, regulando a expresséo génica?®°.
Na psoriase, como ja mencionado, existe uma série de fatores pré-inflamatérios que
regem a sinalizacdo autoimune. As interleucinas IL-12, IL-23 e TNF desemprenham
papel fundamental no processo inflamatério nos casos de psoriase. Os analogos de
vitaminas D inibem a biossintese das citocinas pré-inflamatérias. Essa classe de
medicamentos é segura e a maioria dos efeitos colaterais esta relacionada a reacoes
nas areas de aplicacdo, como eritema, prurido e sensacdo de queimacdo?®°. A
hipercalcemia é uma contraindicacdo?®.

Embora os retinoides orais (substancias naturais ou sintéticas derivadas da
vitamina A) tenham sido muito usados nos tratamentos de psoriase anos atras, hoje
a forma tépica estd mais frequentemente associada aos protocolos de tratamento. O
tarazoteno € um derivado retinoide disponivel em gel com concentragao a 0,01% e
0,05%. Tem eficacia leve a moderada sendo indicado para psoriase cronica em placas
e ndo esta aprovado para uso em criangas com psoriase. Os derivados retinoides
tépicos sdo contraindicados no periodo de gestacao, lactacdo e quando o paciente
possuir hipersensibilidade a outros derivados retinoides (isotretinoina, etretinato,
dentre outros)'®. Podem provocar irritagdo, queimagdo ou eritema local?'®>. O efeito
colateral mais comum € a irritagdo local na pele®®!. Ndo deve ser usado na face ou em

regides intertriginosas?*®.

1.1.4.6.2 Formas sistémicas de tratamento

Os medicamentos orais sédo utiizados em casos que somente o0s

medicamentos topicos ndo sdo suficientes para conter a severidade das lesdes. As
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drogas sistémicas mais utilizadas pelos dermatologistas incluem o metotrexato,
ciclosporina e acitretina. Na maioria dos casos, medicamentos topicos e sistémicos
séo administrados simultaneamente.

O metrotexato € um antimetabdlito, uma droga antifolato, usada no tratamento
do cancer e doencas autoimunes, que age inibindo o metabolismo do acido folico262.
Este medicamento é preliminarmente utilizado em pacientes oncoldgicos, pois inibe a
proliferac@o celular. As prescrigdes para pacientes com psoriase comecgaram quando
o mesmo foi utilizado em pacientes oncologicos que eram portadores de psoriase em
placas. Foi entdo que os médicos perceberam que ocorria melhora significativa da
psoriase e a partir de entdo por alguns anos o metotrexato foi introduzido no
tratamento da doencga. O mecanismo de acdo do metotrexato na psoriase ndo esta
bem estabelecido, porém, é sabido que uma de suas caracteristicas farmacolégicas é
a reducéo da sintese de &cidos nucleicos em linfocitos T ativados e queratindcitos?62,
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 divisdo?6%263, Acredita-se que metotrexato induz apoptose e
delecdo clonal das células T ativadas, supresséo da biossintese de purinas e inibicdo
de citocinas inflamatérias e de moléculas de adesdo?%*.

O uso do metrotexato foi descontinuado no tratamento da psoriase por conta
da excessiva toxicidade e efeitos colaterais. Dentre os efeitos mais importantes, a
imunossupressao era o efeito mais preocupante, visto que aumentava o risco de
infeccbes. Funcao hepatica alterada e leucopenia (pela supressédo da medula 6ssea)
acompanhavam o pacote de efeitos colaterais causados pelo uso frequente de
metotrexato. O metotrexato tem contraindicacdo absoluta em casos de gestacgao,
lactacdo e concepgao (homens e mulheres), insuficiéncia hepatica e renal graves,
sindromes de imunodeficiéncia, discrasias sanguineas (hipoplasia medular,
leucopenia, trombocitopenia ou anemia)?®.

A acitretina € um farmaco derivado da vitamina A, que atua reduzindo a
descamacao da pele e induz diferenciacdo celular. Ela pertence ao grupo dos
retindides e é frequentemente prescrita na forma oral para pacientes com psoriase
(10 mg a 25 mg/dia)?%?. O mecanismo de acéo ainda nédo esta bem esclarecido, mas

€ sabido que os retindides ligam-se em receptores nucleares e alteram a expressao
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de varios genes. Seu principal efeito € modulacao da proliferacéo e diferenciacao das
células da epiderme. Na derme, a acitretina inibe a migracéo de glébulos brancos para
a epiderme e reduz em aproximadamente 65% os linfécitos T CD25 nas lesdes?52.

Dentre os efeitos colaterais mais importantes da acitretina estd a
teratogenicidade, entretanto, esse medicamento é o agente sistémico mais seguro
para tratamentos a longo prazo. Hiperlipidémia 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?°3. Este medicamento é totalmente contraindicado para gestantes,
no periodo de lactacdo, pacientes com insuficiéncia hepatica ou renal graves, quadro
de hipertrigliceridemia grave e etilismo?®.

Outro imunossupressor de uso oral muito utilizado no tratamento da psoriase é
a ciclosporina, um farmaco imunossupressor inibidor da calcineurina, um mediador da
sintese de interleucinas, como por exemplo, interleucina 2265266, Extraida de um fungo
chamado Tolypocladium inflatum, consegue atuar na diminuicdo da secrecao de
citocinas pro inflamatdrias. Esse farmaco foi desenvolvido e aprovado para prevencao
e rejeicdo de orgaos transplantados. Atualmente, seu papel na terapia da psoriase ja
estd bem estabelecido, exercendo efeito inibitério sobre a ativagdo dos linfocitos T.
Apos a ingestdo da droga, o agente liga-se a uma imunofilina denominada ciclofilina,
formando um complexo que inibe a enzima calcineurina. Esse bloqueio inibe o sinal
de transducéo celular que por fim inibe a producéo de citocinas pro-inflamatorias como
IL-2 e IFN-y. A diminuicdo dos fatores pro inflamatérios consequentemente reduzem
a ativacdo de linfécitos T, estes sensiveis a a¢éo da ciclosporina?®’.

A ciclosporina € uma das substancias mais rapidas e eficazes na terapia da
psoriase em placas moderada a grave em adultos. Sua associacdo com acitretina e
metotrexato era muito recorrente entre os dermatologistas, o0 que permitia doses
menores com maiores chances de eficacia. A combinacdo de ciclosporina com
metotrexato aumentava o efeito terapéutico e minimizava os efeitos adversos que
eram produzidos pelo o uso persistente de um uUnico agente. No controle de
exarcebacfes agudas, a associacdo medicamentosa era muito util para conter a
proliferacéo queratindcita®®®. Aydin et al?®® conduziram um estudo com 20 pacientes
portadores de psoriase em placas, onde os mesmos foram tratados com a

combinacéao de ciclosporina 3,5 mg/kg/dia em duas doses iguais e metotrexato 10 mg
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intramuscular como dose Unica semanalmente. Em aproximadamente 9 semanas a
melhora das les@es ja eram significativa em 70% dos participantes da pesquisa e em
determinados pacientes a resposta ao tratamento foi de imediato?®°. Ja a associacdo
feita entre a ciclosporina e a acitretina é realizada com a intencdo de minimizar o
alastramento das lesdes malignas que ocorrem a partir dos efeitos adversos da
ciclosporina.

Entretanto, a ciclosporina possui diversas contraindicagbes, tais como:
gravidez e lactacao, insuficiéncia renal, disfuncédo hepatica, hipertenséo, infeccbes
nao controladas, doencas malignas, uso concomitante com fototerapia, uso
concomitante com agentes imunossupressores, retinoides ou uso prévio, em longo
prazo, de metotrexato*®?®0, As medicacGes sistémicas tém indicacdes limitadas,
principalmente na infancia e durante a gestagéo, devido aos efeitos cumulativos das
drogas, a baixa aceitacéo e ao risco de teratogenicidade?'®. O uso desses farmacos
pode causar imunossupressao severa do paciente, levando a infec¢des oportunistas,
podendo ser necessaria a hospitalizacdo, o que conseguentemente gera aumento dos

custos do tratamento?25049

1.1.4.6.3 Compostos Bioldgicos

Os medicamentos mais sofisticados atualmente disponiveis para tratar
psoriase sdo compostos bioldgicos, a maioria deles sdo anticorpos anticitocinas,
principalmente anti-TNF, anti-IL-23, anti- IL-17 e anti-IL-12?19241, A indicagdo para o
uso se da quando o paciente ja possui idade superior a 18 anos, quando as terapias
medicamentosas classicas se mostrarem ineficazes ou nao toleradas e para pacientes
com incapacidade fisica devido a artrite psoriatica, porém estes medicamentos tém
custo elevado e muitas vezes ainda estdo em fase de desenvolvimento. Estes
compostos necessitam ser administrados por via injetavel, seja por via subcutanea ou
intramuscular, pois sao proteinas que se administradas por via oral serdo digeridas.

Os primeiros produtos biolégicos aprovados para tratar psoriase (efalizumab e
alefacept) foram dirigidos principalmente contra receptores envolvidos na
transmigracdo ou ativacdo de células T. Mais tarde, foram lancados o adalimumabe
para neutralizar citocinas, tais como o TNF liberado por células Thl e Thl7 e

posteriormente, o golimumabe e certolizumabe ampliaram o espectro deste grupo de
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medicamentos anti-TNF, sendo aprovados em principio para o tratamento da psoriase
artropatica?’%.21,

O adalimumabe € um anticorpo monoclonal anti-TNF e foi o primeiro anticorpo
monoclonal que veio ao encontro do tratamento da psoriase, desenvolvido pela
primeira vez em 2002 na Alemanhal®272, Anos posteriores outros nomes apareceram
no mercado, tais como: etanercept?’> em 2004, infliximab?* em 2006 e
certolizumab?’> em 2018. Atualmente'®, o etanercept é o Unico bioldgico aprovado
para 0 uso em pacientes pediatricos (menores de 17 anos) e esta recomendado como
primeira etapa de segunda linha apés falha o tratamento tradicional. O bloqueio da
producdo de TNF ajuda a interromper o ciclo inflamatério da doenca psoriatica??®.
Infelizmente, da mesma forma que o0s imunossupressores classicos, estes
medicamentos também estdo ligados a certas preocupagdes quanto a seguranca.
Apareceram registros de infeccOes graves e reativacao de infeccdes, principalmente
do trato respiratdrio superior ou tuberculose em pacientes usando antagonistas de
TNF para o tratamento da artrite reumatoide e doenca de Crohn 277278, Pacientes com
psoriase tratados com bloqueadores de TNF parecem ter um risco aumentado de
cancer de pele ndo melanoma?’®,

O ustekinumabe é um composto biol6gico aprovado mais recentemente para
tratar psoriase que tem alvo sobre citocinas diferentes do TNF. E um anticorpo
monoclonal dirigido contra a subunidade p40 presente na IL-23 e IL-12. Desta forma,
o ustekinumabe pode inibir o desenvolvimento de respostas Th17 e Thl. Mais de 65%
dos pacientes que receberam terapia anti-p40 com ustekinumabe apresentaram uma
resposta significativa no PASI a partir da 122 semana®®. Infec¢Ges graves,
malignidades e efeitos adversos cardiovasculares ja foram relatados em estudos
avaliando compostos biol6gicos neutralizadores da subunidade p4028L.

As terapias direcionadas anti IL-23 sdo as mais estudadas recentemente, uma
vez que as pesquisas cientificas tém mostrado que a IL-23 que induz os linfécitos
Thl7 a secretar a IL-17, que em nivel de queratindcitos aumenta a liberacdo de
quimiocinas e TNF. O primeiro anticorpo monoclonal anti -IL23 foi 0o ustekinumabe
desenvolvido na Suica®®. Posteriormente, a industria farmacéutica colocou no
mercado o guselkumab em 2017, que foi o primeiro inibidor da IL-23 aprovado para o
tratamento da psoriase em placas e em 2018 foi aprovado para tratamentode artrite

psoriatica?®?, o tildrakizumabe?®3 em 2018 e risankizumabe?84 em 2019.
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A estratégia do bloqueio da IL-17 em pacientes com psoriase parece ser a mais
promissora, pois cada vez mais tém sido evidenciado que esta € a principal citocina
efetora na patogénese da doenca. Nas lesdes psoriaticas existem niveis elevados de
IL-17 que por sua vez, na resposta inflamatdria, traduz-se no acumulo de neutréfilos,
linfécitos e fatores pro-inflamatoérios nas lesfes. Atualdois anticorpos monoclonais séo
capazes de atenuar o eixo da IL-17: o secucinumab?8® desenvolvido em 2015 na Suica
e ixekizumabe?®® desenvolvido em 2017 nos Estados Unidos (EUA). Segundo o
CONITEC, o secucinumab é indicado na segunda etapa apés a falha, intolerancia ou
contraindicacdo ao adalimumabe (antiTNF)'. O brodalumab atua diferente, pois
boqueia o receptor da IL-17, diminuindo assim a biossinalizacdo mediada pela 11-17%%".
E indicado no tratamento da psoriase em placas na forma moderada a crénica. Apesar
de ser um tratamento moderno com diversas possibilidades, esse tratamento pode
acompanhar uma serie de efeitos colaterais, tais como: ocorréncia de infecgles,
reacdes infusionais, reacdes hematologicas, neurolégicas, gastrointestinais,
cardiovasculares, entre outros?,

Em suma, os riscos associados ao tratamento da psoriase com medicamentos
bioldgicos incluem: aumento do risco de infeccdo no trato urindrio, gastrintestinal,
infeccdo no trato respiratorio superior e inferior, peles e outros tecidos moles,
infeccbes herpéticas e artrite séptica?®®. Por exemplo, pacientes tratados com
inibidores da IL-17 tem risco aumentado de infec¢cdo por Candida albicans, ao passo
que, pessoas com déficit em IL-23 sdo susceptiveis a Salmonella?®®. Shalom et al?®!
observou em seu trabalho que o uso de produtos biolégicos em combina¢cdo com o
metotrexato, pode aumentar o risco de reativacdo de uma infeccéo por varios virus,
tendo como exemplo o virus Herpes zoster?®l. A tuberculose é uma das condigcées
mais prevalentes em pacientes em tratamento com biologicos. Esses pacientes
costumam aparecer com diagnostico de tuberculose extrapulmonar e disseminada

precocemente ou tardiamente podendo levar ao 6bito*°.
1.1.5 Acido betulinico
AB ou acido (3p) -3-hidroxi-lup-20 (29) -en-28-6ico (Figura 39) é uma molécula

triterpénica pentaciclica natural do tipo lupano. AB € biossintetizado a partir do

isopreno através de vias metabdlicas que formam lupeol (R = CHS3), betulina (R =
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CH20H) e AB (R = COOH) através de reacbes catalizadas por oxidases C-28, que
sdo encontradas em certas plantas. Os lupanos compartilham caracteristicas
estruturais com os esteréis (ambos possuem estrutura molecular ciclica terpenoide).
Evidéncias cientificas sugerem que ambos compartilhem também mudltiplos efeitos
fisiolégicos, metabdlicos e defensivos (antimicrobianos) nas plantas. Estas estruturas
moleculares sofrem oxidagfes adicionais produzindo metabdlitos ainda mais
potentes!4292,

Em principio, AB tem sido isolado de uma série de espécies vegetais, incluindo
Zizyphus joazeiro?®, Syzigium clariflorum?®4, Dillenia indica? entre outras. Com
excecOes, AB geralmente é responsavel por> 0,1% do peso seco dessas plantas, o
gue néo é suficiente para atender a crescente demanda por ele!4152%_ A casca da
bétula (Betulla spp.) e outros certos géneros vegetais produzem betulina
abundantemente (> 30%) (BA < 2,5%)'#2%2. Comercialmente, AB é geralmente obtido
a partir da oxidacéo de betulina®. O nimero atual de artigos cientificos depositados
no Pubmed, rastreados utilizando o termo “betulinic acid”, é notavel (> 1430 artigos
em 2020 por PubMed).

Figura 39 — Estrutura da molécula do acido betulinico (AB)

Figura 5. Estrutura quimica do &cido betulinico.
Fonte: Cho & Gottieb, 20012°.

O AB (Figura 39) tem sido testado por uma série de efeitos farmacologicos. A
vasta maioria dos artigos publicados reconhece sua atividade citotoxica/antitumoral e
antiviral. Ainda existem artigos que sugerem atividade anti-flamatoria, antidiabética,
anti-hiperlipidémica e outras atividades, como por exemplo efeito benéfico para tratar

doencas autoimunes.
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1.1.5.1 Citotoxicidade e atividade antitumoral de AB

Desde 1970, muitos artigos tém surgido na literatura estando relacionados com
a investigacdo de AB, nos quais a citotoxicidade tém sido um dos efeitos mais
importantes e amplamente estudados na farmacologia do mesmo. Apesar de extensas
investigagdes, o alvo molecular de AB ainda néo foi identificado. Especulagbes sobre
0s possiveis alvos foram baseadas em altera¢des das vias das proteinas reguladoras
de apoptose da familia Bcl-2 e NF-kB. Em estudos nos quais o AB foi testado contra
linfoma de células B, ele modulou a funcdo de células B ativadas e teve atividade
antiangiogénical4297.2%8,

Existem informacdes sobre a atividade de AB e seus derivados, tanto em
modelos in vitro quanto in vivo. Parece que, na realidade, pequenas mudancas na
estrutura quimica podem levar a diferencas significativas na especificidade e nos
mecanismos de acao de AB. Os estudos mais recentes indicam que 0s principais
mecanismos envolvidos sdo inducdo de apoptose e inibicdo de cinases, ambas
acompanhadas por um valioso efeito antioxidante. E possivel dizer que AB foi capaz
de reduzir muitos dos indicadores de toxicidade de agentes antitumorais, tais como a
doxorrubicina, que € conhecida por ter forte atividade cardiotoxica, porque ela causa
geracao de ROS, producao de citocinas inflamatérias, como a interleucina IL-12 e
TNF, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e varias alteracdes

morfoldgicas e histoquimicas. Todos estes parametros foram inibidos pelo AB4:299,

1.1.5.2 Atividade antiviral de AB

A maioria absoluta dos artigos originais e revisfes recentes que tratam da
atividade antiviral de AB tém lidado com sua atividade anti-HIV. AB atua contra o HIV
impedindo a clivagem de um peptideo que forma o capsideo viral, a proteina Gag.
Assim, AB impede a maturacéo viral. Isso faz com que a célula hospedeira libere
virions sem capacidade infecciosa. Contudo, ja foi demonstrado que a eficacia de AB
sobre a infecgdo por HIV é influenciada por vérios polimorfismos da proteina Gag. O
efeito de AB contra o virus do herpes, especialmente contra a cepa clinica HSV-1, é

um outro exemplo de atividade antiviral de AB. Estes estudos foram realizados
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principalmente in vitro. Foi demonstrado que apoés incubar o virus com AB, tanto as
cepas sensiveis quanto as resistentes ao aciclovir perderam sua

infectividade14.292.300,301

1.1.5.3 Atividade antiinflamatéria de AB

Os efeitos anti-inflamatorios do acido betulinico tém sido extensivamente
estudados. Em um estudo anterior, Wang et al®%? procuraram explorar os possiveis
efeitos do acido betulinico sobre a nefropatia diabética, utilizando rins de ratos machos
Sprague-Dawley com diabetes induzida pela estreptozotocina e células mesangiais
glomerulares em cultura. Os autores concluiram que o acido betulinico inibiu a
ativacdo de NF-kB, prevenindo assim a fibrose renal diabética em ratos tratados com
20 mg/kg diariamente por 8 semanas por via intragastrica3®?.

Outro estudo do mesmo ano é corroborativo fornecendo informacdes
importantes sobre o mecanismo anti-inflamatério do acido betulinico. Kim et al3®
avaliaram os efeitos anti-flamatorios de um extrato obtido das folhas de Diospyros kaki
Thunb, rica em acido betulinico, além de testar o composto isolado. Este estudo
demonstrou um efeito inibitério do &cido betulinico (5 - 80 uM) sobre a producéo de
mediadores em enzimas proé-inflamatérias de macrofagos RAW 264.7 em cultura
estimulados com lipopolissacarideo. Os resultados deste estudo mostraram que o
acido betulinico induziu translocacao do fator nuclear Nrf2, assim inibindo a ativacéao
do NF-kB. Porém, os dados demonstraram ainda, que as concentragdes testadas mais
altas (40 e 80 uM), causaram reducao da viabilidade de macréfagos RAW 246.7 (cerca
de 20 e 35%, respectivamente)3°3,

Em outro estudo anterior, compostos ativos foram isolados da espécie
Alphitonia petriei (Rhamnaceae), nhominalmente o acido emdlico, alfitélico e acido
betulinico. Os autores relataram que, com excecdo do acido emolico, os demais
acidos testados exibiram potente atividade anti-inflamatéria, porém também foi
demonstrada alguma citotoxicidade sobre macrofagos RAW 264.7 estimulados por
lipopolissacarideo. O acido betulinico reduziu as concentragcfes de 0xido nitrico em
concentracédo inibitéria 50 (CI50) de 8,3 £+ 1,0 uM e fator de necrose tumoral alfa

(TNFa) em CI50 de 23,5 + 3,7 uM, ao passo que houve citotoxicidade sobre os
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macréfagos em CI50 de 29,1 + 4,4 uM. O indice terapéutico calculado em comparacao

ao efeito sobre o 6xido nitrico foi de 3,53%4,

1.1.5.4 Atividade antidiabética

A atividade antidiabética de AB foi descrita contra o diabetes mellitus tipo 230°,
Com base em diferentes estudos, in vitro e in vivo, 0 mecanismo de agéo de AB foi
inferido, incluindo acdes sobre a captacdo de glicose, a resisténcia a insulina, a
sensibilidade a insulina e a biossintese de glicogénio. Esses aspectos foram revisados
recentemente , e nenhum novo item substancial de informag&o foi encontrado nos

dados mais recentes da literatura3°°,

1.1.5.5 Atividade anti-hiperlipidémica

Quando testado em camundongos obesos, AB foi administrado na agua dos
bebedouros por 15 dias na concentracéo de 50 mg/L. AB causou diminui¢cao dos niveis
séricos de triglicerideos e colesterol total em animais submetidos a uma dieta rica em
gordura. Além dos efeitos sobre a lipidemia dos animais, AB causou diminui¢cdo do
peso corporal dos camundongos. AB também foi capaz de reduzir a lipogénese e 0
acumulo de lipideos abdominais, o que foi observado durante varios experimentos in

Vvitro e in vivol4:306,307_

1.1.5.6 Outras atividades

Além dos efeitos citados do AB, estas moléculas tém sido alvo de outros tipos
de estudos e, neste momento vale revisar os dois artigos disponiveis na literatura que
testaram o AB e um de seus derivados quimicos em modelos animais que mimetizam
doencas autoimunes de humanos.

No primeiro artigo, 0s cientistas langcaram um estudo no qual compararam o
efeito de um derivado quimico de AB, o qual chamaram de SH479 (20 mg/kg/dia por
via intraperitonial) com o efeito de um veiculo a base de dimetilsulfoxico em
camundongos BALB/C57BL/6 (n = 8) tratados por 28 dias e submetidos a um modelo

de encefalomielite autoimune experimental. Este modelo compartilha muitas
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semelhancas com a esclerose multipla de humanos. Os resultados mostraram que
SH479 melhorou os sinais clinicos e histolégicos dos camundongos, regulando o
equilibrio Th17/Treg. O SH479 reduziu, de forma dependente da dose os fatores pro-
inflamatorios de linfécitos esplénicos e aumentou os fatores anti-inflamatorios. Além
disso, SH479 inibiu especificamente a viabilidade dos linfocitos esplénicos dos
camundongos com encefalomielite, mas néo a viabilidade dos linfocitos esplénicos
normais. Em nivel molecular, SH479 inibiu a diferenciagcdo de linfécitos Th1l7,
regulando o transdutor de sinal e o ativador da transcricdo-3 (STAT3), a fosforilacao,
a atividade de ligacdo ao DNA e o recrutamento para o promotor IL-17A nas células T
CDA41. SH479 promoveu a via de sinalizacdo de STAT5 e inibiu a via de sinalizacao
do NF-kB. Os dados sugeriram SH479 como um candidato potencial para o
desenvolvimento de um novo medicamento para doencas autoimunes?%.

JA4 no segundo artigo, os pesquisadores identificaram que AB suprime a
resposta Thl7 e melhora a inflamagcdo da pele de camundongos com leséao
psoriasiformes tratados por via oral com metrotexato (1,0 mg/kg; dose baixa de AB
(25mg/kg); doses altas de AB (50mg/Kg). Os animais foram submetidos ao modelo de
lesdes psoriasiformes induzidas por imiquimode. Os resultados deste estudo
sugeriram que o AB reduziu a frequéncia de células Tyd que expressam IL-17 e
também diminuiu a producéo de IL-17 por células TCD4"* in vitro. O AB suprimiu a
producéo in vivo e in vitro de IFN-y, uma citocina Th1 tipica que esta amplamente
envolvida em varias imunopatologias, incluindo a psoriase. AB inibiu as respostas Thl
e Th17. Desta forma, os pesquisadores concluiram que o AB inibe a proliferacao de
células T in vitro em concentracdes que nao causam citotoxicidade, sugerindo que o
AB é um inibidor de NFkB. Assim, o AB poderia ser usado como um potencial novo

imunossupressor para o tratamento da psoriase humana em estudos futuros?!?.

1.1.6 Modelos experimentais de lesdes psoriasiformes em animais

Os estudos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
psoriase historicamente encontraram dificuldades, devido a falta de modelos
experimentais que recapitulassem a doenga como ocorre nos humanos. Dai a
escassez de estudos nesta area até os anos 80-90. Sempre foi considerado

complicado extrapolar a partir das culturas de células para a situa¢ao in vivo, pois 0s



140

queratinécitos em cultura rapidamente tornam-se hiperproliferativos. O fato de a
psoriase ser uma doenca que acomete mais de um sistema anatdmico
simultaneamente, sendo nas formas cutdneas acometido o sistema tegumentar
juntamente com uma desordem do sistema imunoldgico e até o sistema nervoso,
tornava muito dificil realizar investigacdes utilizando sistemas in vitro. Avangos no
campo experimental foram alcancados quando foi demonstrado que a injecao de
células T ativadas podem provocar hiperplasia epidermal em pele pré-psoriatica
enxertada em camundongos imunodeficientes. Outras abordagens tém usado
modelos de roedores equivalentes em termos de pele que, embora ndo sejam
capazes de recapitular completamente o meio celular caracteristico das lesbes
psoriaticas, podem estratificar a pele>398,

O estudo de Nickoloff e Wrone-Smith rompeu uma barreira realcando a
possibilidade de inducdo experimental de lesdes psoriaticas em roedores. Mesmo
assim, a metodologia proposta ainda tem sido considerada complexa devido aos
custos e a dificuldade da manipulacdo de animais imunodeficientes. Estes
experimentos sao trabalhosos, caros e requerem consideravel experiéncia e
habilidades técnicas. Além disso, a falta de um sistema imune funcional neste modelo
de xenoenxerto limita a sua utilizacdo no estudo de abordagens de intervencdes
imunes3°°.

Durante pelo menos uma década, os estudos pré-clinicos realizados para o
desenvolvimento de estudos para descoberta de novos farmacos utilizaram outras
abordagens, que embora ndo fossem capazes de recapitular completamente o meio
celular caracteristico das lesdes psoriaticas, induziam estratificacdo da pele e
paraceratose®!°, Nesse tempo, a maioria dos estudos pré-clinicos utilizavam o modelo
de lesbes psoriasiformes induzidas por irradiacdo ultravioleta. Neste modelo ndo era
induzido um processo imunomediado, apenas aumento da paraceratose. O dorso
depilado ou a cauda de roedores era irradiado por cerca de 20 min (1,5 J/cm?) a uma
distancia vertical de 20 cm com lampadas ultravioleta para induzir lesdes
fotonecréticas®°®,

Em 2009, van der Fits et al aprimoraram e apresentaram o modelo de lesdes
psoriasiformes induzidas por imiquimode. Muitas das limitagbes dos modelos
anteriores foram contornadas e atualmente o modelo de inducdo de lesbes

psoriasiformes feito com a administragcdo sobre a pele do farmaco imiquimode em
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camundongos tem sido considerado entre os mais vantajosos. O imiquimode é um
ligante de receptores do tipo toll-like (TLR7 e TLR8), sendo um potente ativador imune.
E utilizado em principio para o tratamento sobre a pele de verrugas genitais e perianais
causadas pelo virus do papiloma humano®l. As indica¢Ges clinicas tém sido
adicionalmente ampliadas para incluir o tratamento de outras alteragbes da pele
associada ao virus, bem como lesdes cutaneas pré-cancerosas, tais como queratoses
actinicas e carcinomas de células basais superficiais3'?:313, Inicialmente, foi observado
que o farmaco causava exacerbacdo da psoriase em pacientes com psoriase bem
controlada, durante o tratamento tdpico de queratoses actinicas e carcinomas de
células basais superficiais®. Foi observado também que a exacerbagdo ocorria em
ambas a area tratada e, interessantemente, também em locais distantes da pele
previamente afetada3!4. Através de testes da administracdo do imiquimode em
roedores foi observado que o farmaco leva a inducéo de lesbes psoriasiformes e, que
a aplicacdo de imiquimode na pele de camundongos leva a um influxo (infiltrac&o)
rapido de células dendriticas plasmocitoides, atividade do tipo | do interferon alfa e
inflamacdo mediada pelo eixo de citocinas IL 23/ IL 17, todas estas caracteristicas
comuns da doenca nos humanos®1%:315  Por todos estes motivos, o modelo tem sido
considerado entre os melhores para as pesquisas que visam o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento das lesGes cronicas causadas pela psoriase.

O modelo de inducdo de lesbes psoriasiformes realizado por meio da
administracdo sobre a pele do farmaco imiquimode em camundongos tem sido
considerado entre 0s mais vantajosos atualmente. O imiquimode € um potente
ativador imune, ativando macrofagos, DCs, vias do transdutor de sinal e ativador da
proteina de transcricdo (STAT)1 e STAT3, sinalizacdo de NF-kB e a producéo de IL-
23/IL-173%6, Nas primeiras 12 horas ap6s a aplicacédo de imiguimode, o farmaco causa
migracao de células de Langerhans e 24 horas apdés, é possivel observar formacao
de abscessos, infiltracdo de neutrdéfilos, proliferacdo de queratinécitos e leucocitos,
alteracdes na expressao de queratina e inflamag&o mediada pelo eixo de citocinas IL
23/IL 17, todas estas caracteristicas comuns da doenca nos humanos®316-318 A |L-23
é induzida em 24 horas e continua a aumentar apos a aplicacdo diaria atingindo um
pico em torno de 48-72 h. Um aumento da expressao de membros da familia de IL-17
e IL-22 também pode ser observado j& nas primeiras 24 h depois da aplicacdo e é

dependente de IL-23. Tanto IL-17 como IL-22 agem sobre queratinécitos induzindo
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peptideos antimicrobianos, citocinas e quimiocinas, atuando diretamente nos
gueratindcitos para induzir hiperproliferacao e hiperplasia epidérmica.

Neste modelo, a aplicacdo diaria de imiquimode em camundongos induz a
inflamacéo local e sistémica. Os eventos inflamatérios deste modelo refletem a
inducéo de caracteristicas histoldgicas semelhantes a psoriase, ativacdo de vias de
sinalizacdo pro-inflamatorias e o recrutamento de infiltrados celulares semelhantes.
Uma limitacdo deste modelo é que o tratamento prolongado ndo é tolerado. Os
camundongos tratados topicamente desenvolvem uma resposta inflamatoria

sistémica robusta e séo particularmente propensos a desidratacdo e morte831°,
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2. OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia, seguranca e mecanismo de acdo de AB aplicado sobre a pele

de camundongos com les@es psoriasiformes induzidas por imiquimode.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a severidade das lesbes macroscopicamente e microscopicamente em
camundongos com lesGes psoriasiformes nao tratados, tratados com clobetasol ou
AB;

o Quantificar o namero de linfécitos e granuldcitos na regido das papilas dérmicas
em bidpsias das lesdes dos animais de diferentes grupos;

o Determinar o tempo necessario para alcancar completa limpeza da pele nos
animais de diferentes grupos;

o Medir a concentracdo das citocinas TNF, IL-17A, IFN-y, IL-10 e TGF-8 em
amostras de soro dos animais de diferentes grupos;

o Avaliar a influéncia do tratamento experimental comparativamente aos grupos-
controle sobre a fosforilacdo da Akt, ERK1 e ERK2;

o Avaliar a seguranca do tratamento experimental por meio de um monitoramento
da alteracdo do peso corporal, consumos de agua, consumo de racao, padrdo de
deambulacéo, pesos dos 6rgéos, contagem de eritrocitos e leucécitos por mm? de
sangue e concentracao sérica de glicose, colesterol, triglicerideos, proteinas totais,

uréia, atividade da alanina e aspartato-aminotransferase (ALT e AST).
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3. METODOS

3.1TIPO DE ESTUDO

Este estudo refere-se a um estudo experimental pré-clinico.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para o desenvolvimento deste estudo seréo utilizados os seguintes materiais
e equipamentos:
- Acido betulinico (Cat. n. 91466 Merck, EUA)
- Acido etilenodiaminotetracético EDTA (Sigma-Aldrich, EUA)
- Agitador magnético, vortexador e centrifuga (Quimis®, Brasil)
- Anticorpos primarios anti-Akt, anti-fosfo Akt, anti-COX-2, anti-STAT, anti-fosfo STAT,
anti-actina e anticorpos secundarios conjugados (Santa Cruz, EUA)
- Anticorpos anti-fosfo-Aktl + 2 + 3 (Santa Cruz biotecnologia (sc) -33437), anti-Akt,
anti-fosfo-ERK1 + 2 (sc-23759-R), anti-ERK1 + 2 (M5670), anti-actina (sc-7210) e
anticorpo secundario conjugado a HRP.
- Balanca analitica (Balanca Sartorius. AUY 220, Japéo)
- Banho-maria (Fanem, Brasil)
- Bulbo repipetador automatico (Shimadzu, Brasil)
- Capela de exaustao
- Contador automatizado de células (Thermo Fisher)
- Centrifuga de microtubos (Eppendorf, Alemanha)
- Centrifuga refrigerada (Solab Cientifica-405, Brasil)
- Citrato trissodico (Sigma-Aldrich, EUA)
- Clobetasol (C8037, Merck, EUA)
- Coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA)
- Corante Pandtico (Interlab, Brasil)
- Criotubos (Sigma-Aldrich, EUA)
- Etanol (Vetec®, EUA)
- Tubos tipo Eppendorf (BD, Brasil)
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- Gaiolas para animais (SoftLab, Brasil)

- Imiqguimode (Aldara, 3M Pharmaceuticals)

- Kit de aminotransferase piravica (ALT) e oxalacética (AST) (Labtest, Brasil)
- Kit de dosagem de proteinas séricas totais Ref 99 (Labtest, Brasil)
- Kit de coloragdo Pandético (Laborclin, Brasil)

- Kits de Elisa para dosagem de citocinas (Thermo Fisher)

- Kit para detecgao de quimioluminescéncia (Amersham®)

- Laminas de vidro

- Leitor de microplacas por espectrofotometria (Quimis®, Brasil),(Perlong DNM-9602).
- Microscopio optico (CX4, Olympus, Japao)

- Microsoft Excel (Washington, EUA)

- Microtubos (Axygen, EUA)

- Micropipetas (Shimadzu, Brasil)

- Micropipeta multicanal (Shimadzu, Brasil)

- Placas cultura 96 pocos (Prolab, Brasil)

- Propionato de Clobetasol (Supelco, Cat. C8037, EUA)

- Proveta graduada, capilares de vidro e laminas de vidro (Dist, Brasil)
- Reagentes de Western Blot (Sigma-Aldrich, EUA)

- Software Graph Pad Prism® (EUA)

- Salina (ADV®, Brasil)

- Sais/acidos e bases (substancias reagentes basicas de laboratorio)
- Sistemas de imagem iBright Western Blot (Thermo Fisher).

- Software Excel (Microsolt, EUA)

- Software GraphPad Prism 6 (San Diego, EUA)

- Solucao de tampéo fosfato-salina (PBS)

- Solucdo de hematoxilina (Mayer’s)

- Solugdes Eosina (Mayer’s)

- Tabletes tampao fosfato-salina (Prolab, Brasil)

- Tubos capilares graduadas (Prolab, Brasil)

- Violeta genciana (ADV®, Brasil)

- Xileno

- Pratos e prateleiras de vidro (ou metal)
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3.3 ANIMAIS

Foi utilizada uma espécie de roedores, sendo eles camundongos fémeas da
espécie da classe Mammalia; ordem Rodentia; Familia Muridae; Género Mus; Espécie
Mus musculus; linhagem Swiss albino, procedentes do biotério setorial do Laboratdrio
de Bioquimica Experimental da Universidade Federal de Santa Catarina (LABIOEX)
de acordo com as Diretrizes Nacionais dos EUA para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério e a aprovacdo pelo comité de ética da Universidade do Sul de Santa
Catarina. Os animais foram adultos jovens, com idade de aproximadamente 60 dias e
pesando cerca de 50 gramas. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio
de Neurociéncias Experimental (LaNEX) da UNISUL, campus Pedra Branca, Palhoca,
SC em condi¢des controladas (ciclo claro e escuro de 12 horas, temperatura entre 22
+ 2°C, com aproximadamente 60% de umidade relativa do ar, recebendo racéo
laboratorial e agua ad libitum). Ao final do estudo, foi induzida a morte indolor assistida,
conforme preconizado pelas Diretrizes Nacionais do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA — Brasil)?36:320,

3.4 DETERMINACAO DA DOSE DE ACIDO BETULINICO

O AB utilizado neste estudo foi proveniente da Merck (91466). Inicialmente, a
dose maxima segura aparente de AB foi determinada para aplicacdo sobre a pele de
animais com lesdes psoriasiformes (pele com funcéo de barreira comprometida). As
lesBes foram induzidas pelo imiquimode (Aldara, 3M Pharmaceuticals) em uma area
depilada (4 cm?) das costas dos camundongos (dorso), conforme descrito
anteriormente®. Nesse momento, a melhor concentracdo de AB foi determinada
através de um experimento piloto, no qual a cada 24 horas por cinco dias o imiquimode
(62,5 mg/4 cm?) era aplicado sobre a pele e, 2 horas depois, os tratamentos eram
aplicados. Os camundongos foram alocados em dois grupos e receberam AB na
concentragéo de 1,0 ou 1,5 mg/mL (n = 2/grupo). Dessa forma, a concentragéo de 0,5
mg/mL de AB foi determinada como a concentragcdo mais apropriada, pois 1,0 ou 1,5

mg/mL de AB mais as doses de imiquimode causaram mortalidade nos animais.
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Tabela 2 - Sinais de toxicidade em camundongos fémeas tratadas topicamente a cada
24h durante 05 dias com AB

Grupos Sinais de toxicidade Mortalidade

Aumento da perda de peso (7 + 3 g)
1.0 mg/mL &cido Letargia 50%
betulinico (100 L) Piloerecéo
Calafrios / convulsdes
Diarréia. Mortalidade
Consumo de rac¢ao reduzido (30%)

1.5 mg/mL &cido Aumento da perda de peso (12 £ 3 g) 50%
betulinico (100 pL) Letargia. Piloerecéo
Calafrios/convulsdes
Diarréia. Mortalidade
Consumo de racéo reduzido (50%)

O volume de cada dose foi de 100 pL, suficiente para cobrir toda a area lesada.
Os animais foram monitorizados diariamente durante duas horas apdés a
administracdo de AB. Os indicadores de toxicidade incluiram mortalidade, piloerecéao,
alteracdes comportamentais (letargia, calafrios, convulsdes diarreia), alteracdo de

peso, consumo de agua e racao®L.

3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

No primeiro momento os animais foram alocados em grupos (n = 12/grupo). Os
animais foram alocados em 4 grupos: 1) ndo tratado, 2) veiculo, 3) tratado com
clobetasol e 4) tratado com AB diariamente por cinco dias. O grupo veiculo foi tratado
com uma solucdo aquosa de glicerol a 10% (100 pL/cada volume de dose). O grupo
controle positivo foi tratado com clobetasol (0,05 mg/mL) (Sigma-Aldrich Cat. C8037)
e 0 grupo AB foi tratado com 0,5 mg/mL de AB, mesma dose utilizada anteriormente.
Os animais foram alojados em duas gaiolas com seis camundongos cada. Apdés, 0S
animais foram pesados e depilados com creme depilatdrio. Em seguida, foi realizado
a pesagem da racédo, quantificado volume de agua e realizado o teste de campo aberto
(Figura 40).
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Figura 40 — Delineamento do estudo (protocolo experimental)
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Ao chegar no laboratério, diariamente era verificado a mortalidade dos animais.
Em seguida e a cada 24 horas durante os cinco dias (dia 1 ao dia 5). O imiquimode
(Aldara, 3 M Pharmaceuticals) era aplicado sobre a pele (exceto no grupo nao tratado)
em uma area depilada (4 cm?) do dorso dos camundongos, conforme descrito na
literatura®. Depois de duas horas, os tratamentos eram aplicados sobre a pele e os
camundongos eram monitorados por mais duas horas apds os tratamentos. No dia 5,
duas horas apds o ultimo tratamento, todas as avaliacbes possiveis de serem
realizadas com os animais vivos foram feitas (n = 12/grupo): PASI® e célculo da
alteracdo de peso, consumo de agua, consumo de racéo e teste de campo aberto3?2,
Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue e pele de seis
camundongos/grupo, enquanto seis camundongos/grupo foram mantidos vivos para
determinar o tempo necessario para eliminacdo completa da lesdo sobre a pele®. Os
indicadores de toxicidade incluiram mortalidade, piloerecdo, mudancas
comportamentais e outras mudancas aparentes, alteracdo de peso, consumo de agua

e racao.
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3.6 ENSAIOS, TESTES E TECNICAS

3.6.1. Avaliagéo da severidade das lesdes

A severidade das lesbes por meio do PASI adaptada para camundongos,
através da qual a area de pele afetada é sempre a mesma (néo considerada no escore
total)®. Trata-se de uma escala de pontuacéo visual que avalia o eritema, descamacéao
e espessamento da pele e foram pontuados independentemente em uma escala de 0
a 4, na qual (0) significava nenhuma leséo; lesao leve (1); lesdo moderado (2); leséo
intensa (3); lesdo muito intensa (4). A pontuacdo cumulativa serviu como uma medida
da gravidade da inflamacdo em uma escala de 0 a 12, na qual 0 significava auséncia
de leséo, ao passo que 12 significava lesdo em intensidade maxima. Para este estudo,
a area foi de 4 cm? e para quantificar a severidade das lesdes os resultados foram
expressos por meio da média e desvio padrdo obtidos da avaliagdo de 12

camundongos por grupo.

3.6.2 Ensaio de campo aberto

Possiveis efeitos sobre o padrdo locomotor dos animais foram avaliados
através do ensaio de campo aberto, do inglés Open Field Test realizado no dia um e
no dia cinco, a contar do inicio do experimento com 12 animais. Cada animal era
colocado em um dos cantos da arena de PVC 40 x 60 x 50 cm (altura x comprimento
X largura) com o piso dividido em 16 quadrados iguais. O numero de quadrados
cruzados pelo animal (todas as patas). Era contabilizado o niUmero de quadrantes que
o animal percorria pelo periodo de 6 minutos. Os resultados destas avaliagdes foram

expressos através da média e o desvio padréo3®?3.

3.6.3 Histologia

Amostras de pele de seis camundongos/grupo foram fixadas em formalina a
10% (24 h), embebidas em parafina, seccionadas verticalmente e coradas com
hematoxilina e eosina®?4. As fatias foram examinadas em um microscépio Olympus

CX41 com um software. Os parametros quantificados foram: acantose epidérmica
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(triplicatas técnicas), utilizando um indice de severidade de acantose conforme
descrito na literatura3?® e quantificacéo de linfocitos e granulécitos nas regides das
papilas dérmicas em 10 campos de microscépio (0,2 mm?) por corte histologico®?.
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
gue seguram as secOes de parafina nos racks de coloracdo. Foi limpado a parafina
das amostras em trés mudancas de xileno por 2 min por alteracao. Apés, 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 solugéo
de hematoxilina por 3 minutos. Depois deste processo foi novamente lavado as
laminas em &gua corrente a temperatura ambiente por pelo menos 5 minutos e
inserido as mesmas em solucao de eosina durante 2 minutos e por ultimo, foi limpado
as amostras em trés trocas de xileno por 2 minutos por alteracdo. As laminas foram
examinadas sob um microscépio Olympus CX41 com um software. Os parametros
guantificados foram: (a) acantose (magnificacdo de 100x); foi quantificado usando um
indice publicado anteriormente3?® e quantificado linfécitos e granuldcitos

(magnificacdo de 400x) em 10 campos de microscépio (0,2 mm?) por lamina?l.

3.6.4 Determinacdo do tempo para limpeza completa da pele

Seis animais por grupos foram mantidos vivos foram avaliados diariamente
para detectar alguma aceleragdo no tempo necessario para as lesées desaparecerem,
por meio de comparacdes com 0s grupos-controles onde o tempo de completa limpeza
da pele (LCP) foi determinado através de uma contagem de camundongos com lesdes
cada 24 horas até que a pele de todos os camundongos atingisse LCP. Os dados
foram plotados em sistemas de coordenadas cartesianas? (nimero de animais
apresentando lesdes versus dias apos a interrup¢ao do tratamento experimental) para
gerar curvas; cada uma correspondendo a um tipo de tratamento (grupo de

animais)326.
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3.6.5 Coleta e preparacao do sangue e pesagem dos 6rgaos

Para as andlises sanguineas, a coleta de sangue foi realizada por via retro-
orbital®?’, tendo os animais sido submetidos a jejum de 6 h3?8, Para obtencédo do soro
necessario as analises bioquimicas, uma determinada quantidade de sangue era
incubada em banho-maria a 37°C até ocorrer a coagulacdo. Imediatamente apds, o
sangue foi centrifugado em tubos conicos por cerca de 10 min (5.000 g), sendo
aliquotas de soro extraidas e criopreservadas3?9:330, Adicionalmente, aliquotas de
sangue total contendo &cido etilenodiamino tetra-acético de sédio (Na EDTA) 1 mg/mL
foram preparadas para as andlises hematoldgicas (eritrocitos e leucécitos)33t. Na
sequéncia, foi realizada a morte indolor assistida dos animais®?°. Os érgéos foram
lavados em salina, secos em papel absorventes e pesados imediatamente em balanca
analitica (Shimadzu), sendo dissecados os 6rgéos: figados, pulmdes, rins, coragdes,

bacos e pancreass®,

3.6.6 Dosagem de citocinas IL-17, IL-10, TNF, IFN-y e TGF-3

Para a determinacgéo sérica das citocinas TNF (Cat. 88-7324), IL-17A (Cat.88-
7371), IFN-y (Cat. 88-7314), IL-10 (Cat. 88-7105) e TGF- (Cat. 88-8350) (Thermo
Fisher) foram utilizado o método de ensaio de imunoadsor¢ado enzimatica (ELISA).
Esta técnica baseia-se em rea¢des antigeno-anticorpo que sao identificadas por meio
de reagdes enzimaticas e leitura em espectrofotdmetro conforme sugerido pelo
fabricante. As concentracfes foram estimadas por interpolacdo a partir de curvas

padrao e medidas a 450 nm em leitor de placas de 96 pocos (Perlong DNM-9602).

3.6.7 Imunoeletroforese de proteinas (western blot)

Amostras de pele dorsal foram imersas em nitrogénio liquido, pulverizadas e
imediatamente colocadas em tubos contendo tampé&o RIPA e incubadas em gelo por
30 min. Os tubos contendo os lisados foram centrifugados a 6.000 rpm por 20 min a
4° C e os sobrenadantes foram coletados. A concentracéo de proteina foi determinada

pelo método de Bradford.
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A separacdao eletroforética foi realizada usando 50 pg de proteina por pogo em
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), executando em um
aparelho de célula Mini-PROTEAN® Tetra sob uma fonte de alimentacdo PowerPac
TM HC (ambos da Bio-Rad, CA, EUA). As proteinas foram transferidas para uma
membrana de PVDF (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), bloqueada em
5% de leite desnatado (preparado em tampao TBS-T, pH 7,4; concentracdo em
mmol/L: 20 Tris-HCI , 137 NaCl, 0,1% de Tween 20) e incubados durante a noite a 4°
C com anticorpos primarios ao coelho anti-p-Erk1 / 2 (1: 1000, sc-23759, Santa Cruz
biotecnologia, CA, EUA), coelho anti-p -Akt 123 (1. 1000, sc-33437 Santa Cruz
biotecnologia, CA, EUA), mouse anti-Akt 1 (1: 1000, a2967 Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, EUA), anti-Erk 1/2 ou coelho anti-B-actina-HRP (1:45.000, A3854,
Sigma-Aldrich, St Louis, MO).

Apés a incubacdo com anticorpos primarios, as membranas foram lavadas trés
vezes (10 min cada) com solucédo de TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario
especifico conjugado a peroxidase de rabano silvestre (HRP) a temperatura ambiente
por 1 h. As membranas foram lavadas mais trés vezes (10 min cada) com solucéo de
TBS-T e expostas ao substrato HRP (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA), e 0s
complexos imunes foram visualizados por quimioluminescéncia usando iBright
Imaging Systems (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, EUA). As bandas
foram quantificadas por densitometria utilizando o software do fabricante (iBright
Analysis Software, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

3.6.8 Demais analises sanguineas

Amostras de sangue coletadas duas horas apds os tratamentos no dia 5,
serviram para contagem de eritrocitos e leucdcitos realizada por método automatizado
(contador de células modulo Condessa IIFL da marca Thermo Fisher). Kits de
espectrocolorimetria (Labtest) foram usados para medir as concentragfes séricas de
glicose, colesterol, triglicerideos, proteinas totais, uréia e as atividades de aspartato e
alanina aminotransferase. Os figados, pulmdes, rins, coracdes, bagos e pancreas
foram dissecados, lavados com PBS, secados em papel absorvente e pesados em

balanca analitica (Shimadzu)33.



3.7 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 2 — Variaveis de estudo
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Variaveis Tipo Natureza Proposta de
utilizacao
Tratamento com AB independente Qualitativa Sim/ndo
Modelo Imiquimode independente Qualitativa Sim/ndo
Severidade das lesbes Dependente Quantitativa 0-4 pontos
Desaparecimento das Dependente Quantitativa Numero de
lesdes camundongos com
lesdo
Velocidade de Dependente Quantitativa mm/h
hemossedimentacao média + desvio padréo
(VHS)
Contagem absoluta de Dependente Quantitativa mil/mm3
leucdcitos média + desvio padrédo
Contagem relativa de Dependente Quantitativa Percentual
leucdcitos média + desvio padrédo
Proteina-C-reativa Dependente Quantitativa pg/mg de proteina
(PCR) média + desvio padrao
Citocinas Dependente Quantitativa Pg de citocina/mg de
proteina
média + desvio padrao
Enzimas aspartato e Dependente Quantitativa uU/L
Alanina- média + desvio padrédo
aminotransferase (AST
e ALT)
Ureia Dependente Quantitativa mg/dL
média + desvio padréo
Colesterol Dependente Quantitativa mg/dL
média + desvio padréo
Triglicerideos Dependente Quantitativa mg/dL
média + desvio padréo
Cinases ativadas por Dependente Quantitativa Pixels
mitdégenos (MAPKSs); média + desvio padréo
Proteina cinase B (Akt) Dependente Quantitativa Pixels

média + desvio padrédo

3.8 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Em relacdo aos aspectos estatisticos deste estudo, para a determinagédo do

tamanho dos grupos amostrais foi levada em consideracédo a utilizacdo de um numero

minimo possivel de animais, haja vista a necessidade de reducgédo, substituicdo e

refinamento do uso de animais em atividades de pesquisa (RN CONCEA n. 17
03.07.2014, Art. 5 Lei n. 11.794 08.10. 2008, RN MCT 30 2016 - Diretriz Brasileira
para o Cuidado e a Utilizagcdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa -
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DBCA). Experiéncias prévias do Grupo ALINDI também foram levadas em
consideracdo?. Também, a eficiéncia do modelo experimental selecionado foi
avaliada. Um estudo anterior jA havia relatado que a incidéncia de lesdes
psoriasiformes induzidas com imiquimode chega a 100% em camundongos (desvio
padrdo da média praticamente nulo)3!® algo conformado pelas experiéncias do Grupo
ALINDI. Foi considerado ainda aspectos relativos ao refinamento no uso dos animais.
Esta pesquisa utilizou metodologia validada e ja padronizada3'®. Os animais utilizados
tinham idade e peso equivalentes, foram submetidos as mesmas condi¢cdes de
manutencdo desde o nascimento; aspectos que garantiram um nivel aceitavel de
homogeneidade entre os grupos amostrais. Aspectos como estes constituiram os
critérios de inclusao obedecidos nesta pesquisa. Além disso, somente foram utilizados
animais procedentes de um mesmo biotério, previamente avaliados por um veterinario
e com atestado de sanidade. Qualquer desvio foi considerado como critério de
excluséo nesta pesquisa.

Andlises de poder foram realizadas para o calculo do nimero de animais por
grupo, utilizando a seguinte equacao: n = {[(z alfa + z beta) * s] / sigma} 2. Na equacéao,
n = tamanho da amostra; z alfa = valor tabelado para alfa 0,05 (distribuicdo normal), z
beta= valor tabelado para alfa de 0,20 (distribuicdo normal), s= desvio padréo, sigma
= diferenca (s) adotada (s) entre as medias para deteccéo significativa®**. O desfecho
primario utilizado para os calculos foi a taxa diaria de alteracdo da severidade das
lesdes induzidas por imiqguimode que é de cerca de 20% ao dia. As andlises e poder
indicaram que pelo menos 6 camundongos por grupo eram necessarios para detectar
diferencas em termos de severidade das lesbes em um contexto de um poder
estatistico de 80%, intervalo de confianca de 95% e probabilidade a de 0,05. Foi
realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Os dados foram expressos no geral
por médias + desvios-padrdo. A analise estatistica foi realizada pelo software
GraphPad Prism 6 (San Diego, EUA). As comparacdes e diferencas dos dados
paramétricos foram avaliadas pelos testes de analise de variancia ANOVA,
complementada pelo teste de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados de LCP foram avaliados pelos declives das
curvas de regressdo por meio de regressdo multipla e area sob as curvas (AUC)334,

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3.9 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A presente pesquisa obteve o protocolo aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-Unisul) sob n. 17.015.4.01.1V, (anexo A) sendo observadas
as definicdes da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em

Atividades de Ensino ou Pesquisal®.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

A seguir esta inserido o artigo cientifico resultado desta tese, que foi submetido
para a revista cientifica BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH
COMMUNICATIONS (PRINT) e com fator de impacto de 2.939 (B1 Med II). As normas
da Revista estdo disponiveis no link: https://www.journals.elsevier.com/biochemical-

and-biophysical-research-communications e anexadas ao final da tese.
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Resumo

Introducao: Pacientes psoriaticos descontinuam os tratamentos orais ou injetaveis
alegando problemas de eficacia e seguranca. O &acido betulinico (AB) forma
agregados supramoleculares por automontagem espontanea em veiculo
hidroalcoolico, que podem potencialmente depositar-se sobre as lesdes
psoriasiformes da pele dos animais de onde poderia ser liberado, tendo alcance
sistémico e exibindo amplo espectro de ativo, inclusive para os casos moderados e
severos de psoriase. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia, seguranca e
mecanismo de acdo de AB aplicado sobre a pele de camundongos com lesdes
psoriasiformes induzidas por imiquimode. Metodologia: A cada 24 h (5 dias),
imiquimode era aplicado no dorso depilado dos camundongos (exceto no grupo nao
tratado); 2 h depois, o veiculo (solucdo aquosa de glicerol a 10%) (100 uL), 0,05
mg/mL de clobetasol ou 0,5 mg/mL de AB eram administrados pela mesma via. Foram
avaliados o indice de gravidade por area da psoriase (PASI), peso corporal, consumo
de agua/racao e deambulacgédo (n = 12/grupo). O tempo para completa limpeza da pele
(CSC) foi avaliado (n = 6/grupo) e AB causou sua maior reducéo (até 40%). Em outros
seis camundongos/grupo foram quantificados na pele: acantose epidérmica e o
namero de linfocitos e granulécitos nas papilas dérmicas. Além disso, fosforilacéo da
Akt e ERK. No sangue foram avaliados: concentracdo de TNF, IL-17A, IFNy, IL-10,
TGFp e indicadores de toxicidade. Resultados: AB e clobetasol reduziram o PASI (p
< 0,001) e a acantose (até 3 vezes), normalizando a infiltracdo de imundcitos e a
concentracdo de TNF, reduzindo IL-17A ( = 50%) (ambos, p = 0,01), p-Akt (p < 0,01
e 0,05, respectivamente) e p-ERK2 (p < 0,001 e 0,05, respectivamente). Apenas o AB
normalizou a concentragao de INFy e foi 0 Unico capaz de inibir p-ERK1 (p < 0,001),
sem intensificar a toxicidade do imiquimode. Concluséo: Os dados sugerem que AB
pode ser considerado uma molécula candidata para o desenvolvimento de um novo

tratamento para psoriase aplicado sobre a pele.

Palavras chave: Acido betulinico; Lesdes psoriasiformes; Tratamento sobre a pele;

Eficacia e seguranca; Mecanismo de acéo.
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Abstract

Introduction: Psoriatic patients discontinue oral or injectable medications on the
grounds of efficacy and safety problems. Betulinic acid (BA) forms supramolecular
aggregates by spontaneous self-assembly in a hydroalcoholic vehicle, which can
potentially be deposited on psoriasiform lesions of the animals' skin from which it could
be released, having a systemic reach and exhibiting a broad spectrum of benefic
effects, including for cases moderate and severe psoriasis. The objective of the study
was to evaluate the efficacy, safety of this mechanism of action of BA applied on the
skin of mice with psoriasiform lesions induced by imiquimod. Methodology: Every 24
h (5 days), imiquimod was applied to the shaved back of the mice (except in the
untreated group); 2 h later, the vehicle (10% aqueous glycerol solution) (100 pL), 0.05
mg / ml clobetasol or 0.5 mg/ ml AB were administered by the same route. The severity
index by area of psoriasis (PASI), body weight, water / feed consumption and walking
(n =12/ group) were evaluated. The time for complete cleaning of the skin (CSC) was
evaluated (n =6/ group) and AB caused its greatest reduction (up to 40%). In six other
mice / group, the skin was quantified: epidermal acanthosis and the number of
lymphocytes and granulocytes in the dermal papillae. In addition, phosphorylation of
Akt and ERK. In the blood were evaluated: concentration of TNF, IL-17A, IFNy, IL-10,
TGFB and indicators of toxicity. Results: AB and clobetasol reduced PASI (p <0.001)
and acanthosis (up to 3 times), normalizing immunocyte infiltration and TNF
concentration, reducing IL-17A (= 50%) (both, p = 0.01 ), p-Akt (p <0.01 and 0.05,
respectively) and p-ERK2 (p <0.001 and 0.05, respectively). Only AB normalized the
INFy concentration and was the only one capable of inhibiting p-ERK1 (p <0.001),
without intensifying the toxicity of imiquimod. Conclusion: The data suggest that AB
can be considered a candidate molecule for the development of a new treatment for

psoriasis applied to the skin.

Keywords: Betulinic acid; Psoriasiform lesions; Skin treatment; Effectiveness and

safety; Mechanism of action.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Como consideragdes finais, nesta se¢ao foram apresentadas as conclusdes
desta tese a luz dos objetivos pré-definidos. Os dados deste estudo permitem concluir
que, em comparacao ao grupo veiculo:

- AB apresentou menor eritema, acantose e descamacao nas lesbes psoriasiformes
induzidas em camundongos;

- AB e clobetasol inibiram o infiltrado de granulécitos nas papilas dérmicas em poténcia
equivalente;

- O clobetasol causou uma inibicdo mais acentuada sobre o infiltrado linfocitario nas
amostras de tecido das lesdes;

- AB causou a aceleracao do tempo de limpeza completa da pele dos camundongos;
- AB e clobetasol apresentou uma menor concentracdo sérica de TNF e IL-17A de
forma igualitaria;

- AB causou aumentou a concentragao sérica de INFy;

- AB e clobetasol causaram aumento igualitario da concentracao sérica de IL-10;

- AB inibiu p-Akt e p-ERK2, sendo o Unico capaz de inibir p-ERK1,;

- AB néo intensificou a toxicidade do imiquimode, também ndo causou efeitos
colaterais severos;

- Os dados sugerem que AB pode ser considerado uma molécula candidata para o

desenvolvimento de um novo tratamento para psoriase aplicado sobre a pele.
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6. PERSPECTIVAS

Finalizado este trabalho, as perspectivas esperadas a partir de agora sao:
- Em termos de producédo bibliografica, a perspectiva € de efetivar a publicacdo do
artigo correspondente a esta tese;
- Relativo a secao de revisao da literatura e principalmente em relagdo aquilo que se
refere a revisédo do sistema imunolégico, da imunodermatologia, dos mecanismos que
polarizam as repostas imunes no sentido de respostas de defesa e por outro lado,
respostas de tolerancia imunoldgica (autoimunidade), com énfase nos mecanismos
da imunopatogénese da psoriase, pretende-se confeccionar um artigo de revisédo
narrativa e submeter a um periédico internacional;
- Vislumbra-se ainda a possibilidade de compilar o conteudo do referencial tedrico na
forma de um livro didatico em portugués dedicado aos estudantes brasileiros;
- Em termos de continuidade dos estudos cientificos sobre o potencial farmacoldgico
do AB aplicado sobre a pele para tratar psoriase, sugere-se aguardar os resultados
dos ensaios clinicos de fase | e Il de seguranca e tolerabilidade de AB sobre a pele
(citados na introducéo) e entdo articular o desenvolvimento de ensaios clinicos de fase
ll e até IV;
- Em termos de ensaios in vitro, utilizando tecnologias émicas e bioinformatica, muita
coisa sobre o efeito de AB no tratamento da psoriase ainda pode ser avaliado. Por
exemplo, a ligacdo de AB, com receptores de citocinas secretadas de forma anormal
nos pacientes, ou a formacdo de complexos de AB-citocinas patogénicas, o que
eventualmente neutralizaria o efeito das mesmas;
- Por meio de transfec¢céo génica, e clonagem, seria possivel avaliar melhor o efeito
do AB sobre o metaboloma das células psoriaticas;
- Estudos populacionais para avaliar a eficacia e seguranca de AB em pacientes com
diferentes formas clinicas de psoriase;
- Entre outras possibilidades para continuar a investir no desenvolvimento de um

medicamento antipsoriatico a partir de AB.
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plant rich in antioxidant anthocyanins, This sl
majus extracts on psoriasis-like wounds, The e
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method. Mice were allocated in normal and ne
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glycerol and groups receiving extract (50 mg/n

half of each group was euthanized to collect sk } i

peroxidation, protein carbonylation and reduced glutathione (GSH). The other half was kept to
determine the time for wounds' clearance. Anthocyanins concentration was 0.6 + 0.1; 6.9+ 0.9
and 109 + 0.6 mg/g in ethyl acetate, ethanolic and hydroethanolic extracts. Wounds severity was
reduced by 35% and up to 45% by the ethanolic and hydroethanolic extracts, as well as the time
for clearance. Concentration of TNF-a and IL-1} was normalized by these extracts, along with
lipid peroxidation and protein carbonylation. Extracts caused recovery of GSH, mainly the
hydroethanolic one. The antipsoriatic activity was associated with antioxidant action.
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CAPITULO 1

A ENFERMAGEM NA PROMOCAO DA SAUDE BUCAL DE
INDIVIDUOS PORTADORES DE DIABETES MELLITUS

Flivia de Souza Fernandes
Endesmewa Mesire am Clénoas da Sadds.

Prodes sor 8 DASKD, BLnco & Benobdgeos 30 Indliuls
Federal Catannensa- Campus ©amibonid

Havalin Aline da Silva

Enlenmewa Especialisia em Audiona | MBA).
Represenianie de produlos hospatalares (FUF ASC)
Ana Cristina Ollvelra da Sliva Holfmann

Endermewa Mese am Sadde & Oesiio do Trabaihg,
Coord enadora do Curss de Enfermagem do Centro
Unéversitane Estaco de SC.

RESUMO: Esta pesguisa apresenta uma
andlise conceitual sobre o tratamentos 8 as
orientagies qua sio fomecidas aos usudrios
do Servigo Unico de Salde - SUS durante uma
consulta de enfermagem. Buscou-se, através
de pesquisa qualitativa de cariter descritivo
exploratério, apresentar dados efethvos da sadde
bucal de individuos poradoras de Diabetes
Mellitus, usudrios de uma Unidade Basica de
Salde do municipio de Biguagu, @ a atuagdo
do profissional de enfermagem na promogao
da salde bucal, bem coma ldentificar possivels
falhas & procedimentos inadequados para que
astes possam ser analisados e possivelmantsa
comrigidos. Tal preccupagio se di ao fato de
a doenga Diabetes Mellitus ser considerada
uma das phncipais doengas corinicas que

Bases Conceituais da Saide 9

afetam o homem modemo. Através de uma
revisdo bibliografica apresentou-se conceilos
& praticas que possbiltaram embasar um
melhor entendimento desta doenca, a fim da
facilitar a andlise dos dados expostos pelos
proponentes da pesquisa, bem como entendear
e estudar agfes de outros profissionais que
obtiveram sucesso num trataments adequado
& de qualidade para seus usudros, Para
implernenta¢do deste estuda, utiizamaos coma
instruments um guestiondric de carater semi-
estruturado com perguntas abertas e fechadas,
Durante a andlise dos dados, percebemos
a fata de orentagdo & pouco conhecimento
sobre a saldde bucal dos entrevistados, pois,
quando perguntados sabre a técnica cometa
de ascovagio, grande parte dos antrevistados
nido sabia e quando perguntados sobre a
importdncia da escovagio dentara relacionada
com o Diabetes Mellitus, cinco responderam
que ndo tinhamn esse conhecimento, Além
disso, evidenciou-se que as onentagdes & os
cuidados neste Ambitc ndo foram realizadas
durante a consufta de enfermagem & que a
paricipagdo do enfarmeiro na promogdo da
salde bucal dos paclentes portadores dessa
doenga ndo esta fotemente relacionada coma
o preconizado pelo ministéro da sadde, gua
diz que os profissionals de saide devem ter

Capitulo 1
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Mem lSrmas anos, iree aSgacd e raslizadas par Vanouta (20 18a; 20 1686 varouta: Rats (2016), Vareula Izm i
2018} snalsaram a mingha da pesgumsa coma pincipio sducativa nos procmacs da famagha incial o inmgha pm a
com & fnalidads de consd erar coma asen ariculagho coniibiu na coneinigha de idenidadejs] profssionaljs). Ma presarte
pasquina, consederou-ae minvante analissr o contania da formagha inelal @ imamda prissanal de lrmandas da cuma da
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0 dessrvalvimanio da presara imeesigacha o orerada a parie da ira questio problema: Coma as
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Objetivas

O atyetiva garl da -m;umudmm-udlugmiim:mulmnmﬂm-mmhﬂﬂ
hmmm-nwﬂnm&mu hﬂﬂ‘“ﬁﬁau da IFC Campus Cambba i contribem para aco mnagha da
idla iciacals | profesionaljis). Elaborou-se o3 objetivos espa : Daserevar a cama xia de lormacha incial em Pedagoga das
famnandas da IFC Campus Camban Caractanzar as axparifincas das lormandas am Pedagagana seu contaxia da lamagha

rificar
mmméﬁn mﬁhllﬂwimhmanqm acriagho da métod s e metodadogas
Matxlclaga

Aakerda dla presonio pojuisa & qualiativade cardter anall o < escrilva o imMammiatva. Aprad dadadas
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A presenia nvesigacha bol submetica na da 28 demaa de 2018, por meo da projeto de pesguisa, aa Comish da
8 om Pesquisa com Sams Humanas (CEPSH | do IFC Campus Coamberil. Sam resaabvas bol aprovada, na data do 12 da
jullha da 20 18, com a rumaradaparecer 27T 0.21 Ja regara CAOAE 9041 38180 00008048 .
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	1. INTRODUÇÃO
	1.1 REFERENCIAL TEÓRICO
	1.1.2 Sistema imune
	1.1.2.1 Visão geral, estruturação (constituintes) e aspectos ontogênicos
	1.1.2.3 Respostas imunes de primeira linha de defesa
	Esta seção foi construída para explicar respostas imunes que, em princípio, apresentam padrão bastante semelhante e que ocorrem toda vez que o organismo sofre um trauma ou uma lesão. Os elementos, características e funções explicadas aqui têm relação...
	Na primeira etapa do recrutamento celular, a selectina-P aparece na superfície das células endoteliais induzida por leucotrienos e histamina, a qual é liberada pelos mastócitos. Selectinas reconhecem a região de certas glicoproteínas dos leucóc...
	À medida que o processo inflamatório evolui, são liberados mediadores anti-inflamatórios que favorecem os fenômenos de resolução da inflamação, processo regulado por uma série de mediadores como citocinas, quimiocinas e receptores distintos. Es...
	O estudo de Charles Dudley Mills62 sobre macrófagos M1 e M2 demonstrou que as respostas M1 estão ligadas à produção de IL-12 e IL-8 e à expressão da superfície celular de correceptor de diferenciação (CD) 80 ou 86 que atraem ou matam células como neut...
	Vale reforçar a ideia que a atividade das células da imunidade inata e adaptativa são complementares e reguladas principalmente por citocinas, quimiocinas e outros fatores reguladores23,26,28,41. A resposta imune inclui respostas que vão desde reações...
	1.1.2.4 Citocinas e quimiocinas: química e função
	No princípio, acreditava-se que citocinas eram secretadas somente por células do sistema imune. Atualmente, é reconhecido que uma variedade de células são secretoras de citocinas, o que inclui todas as células epiteliais, células do sistema nervoso, e...
	Figura 3 – Comunicação celular: (a) autócrina, (b) parácrina e (c) endócrina
	Fonte: Karp e Iwasa64
	Citocinas e quimiocinas representam um grande grupo de proteínas/peptídeos secretadas (os) com estruturas e funções diversas. Estas moléculas medeiam comunicação celular (biossinalização), ativando vias de transdução de sinais que regulam e coordena...
	As citocinas podem ter atividade autócrina (ocorre quando uma célula secreta uma citocina que atua em seus próprios receptores); parácrina (ocorre quando uma célula secreta uma citocina que age sobre células vizinhas) ou endócrina (menos comum; ocorre...
	Citocinas e quimiocinas têm funções relacionadas ao crescimento, diferenciação e ativação de células, regulando e determinando a natureza das respostas imunes; controlando o tráfego das células e o arranjo celular dos órgãos imunológicos. A depender d...
	Sabe-se que certas células que participam em respostas imunes se polarizam de acordo com a produção de citocinas. Postula-se que, após a polarização inicial no local do reconhecimento antigênico, diferentes tipos de células podem ser ativadas e chegar...
	1.1.2.5 Comunicação celular (biossinalização) e transdução de sinais
	Em um organismo complexo como o dos seres humanos, composto de trilhares de células, a vida só é possível porque as células com diferentes funções comunicam-se (trocam vários sinais entre si) e assim as funções fisiológicas são ordenadas, o que não é...
	Na área da Imunologia, é possível exemplificar de várias formas os processos nos quais a comunicação celular e as vias intracelulares de transdução de sinais modulam a expressão de genes em processos cruciais fisiológicos ou patológicos. Por exemplo:
	- A ativação por citocinas de células, a partir dos receptores que elas possuem, pode induzir expressão gênica relacionada à produção de mais citocinas (as mesmas ou outras);
	- A ativação pode induzir expressão gênica relacionada à diferenciação, aquisição de novo fenótipo celular, maturação e aquisição de novas funções;
	- A ativação de receptores em granulócitos pode induzir os mesmos à exocitose dos grânulos pré-existentes no citoplasma deles;
	- A ativação pode iniciar respostas de crescimento (geração de novas células/ciclagem celular) e proliferação celular (expansão clonal);
	- Quimiocinas podem ativar receptores em células que expressam proteínas que dirigem a motilidade celular, modulam a adesão célula-célula ou célula-matriz extracelular;
	- Indução de fagocitose de moléculas ou outras células;
	- Indução ou proteção contra morte celular programada (apoptose);
	- A ativação de receptores tipo imunoglobulina presentes em linfócitos B pode instruir estas células à expressão gênica relacionada à secreção de mais anticorpos23,26,32.
	Os sinais ao se ligarem aos seus receptivos receptores podem agir de diversas formas, uma das maneiras de classificar suas ações é como agonista ou antagonista. Como mostrado na Figura 4, os agonistas acoplam ao receptor, alteram sua conformação e cau...
	Figura 4 – Classificação dos sinais ou ligantes
	Fonte: http://plantandociencia.blogspot.com/2019/09/farmacodinamica-i.html
	Tanto agonistas quanto antagonistas podem ser ainda subclassificados. Por exemplo, os agonistas podem ser ditos: a) agonista total: ativa seu receptor em sua eficácia máxima; b) agonista parcial: ativa o receptor, mas não em sua eficácia máxima, c) ag...
	Os receptores (transdutores de sinais) que iniciam as respostas de sinalização são geralmente proteínas integrais presentes na membrana citoplasmática, onde seus domínios extracelulares reconhecem ligantes solúveis secretados ou estruturas ligadas à m...
	Figura 5 - A expressão do receptor é determinante para especificidade das respostas celulares
	Fonte: Adaptado de https://www2.estrellamountain.edu/faculty/farabee/biobk/BioBookENDOCR.html
	Os receptores de sinais são classificados em quatro principais tipos (como ilustrado na Figura 6): 1. canais iônicos (ou receptores ionotrópicos), 2. receptores acoplados à proteína G (metabotrópicos ou serpentiniformes), 3. receptor enzimáticos e 4....
	Os receptores acoplados à proteína G ou serpentiniformes são metabotrópicos (consistem em uma cadeia de aminoácidos que atravessa sete vezes a membrana em formato de serpentina com domínio extracelular, transmembrana e intracelular). Estes receptores ...
	Figura 6 - Quatro tipos de transdutores de sinais
	Fonte: Adaptado de Nelson e Cox17.
	Os receptores enzimáticos são geralmente relacionados com fosforilações, atividade fosfotransferase ou cinases - transferidores de grupamentos fosfato e/ou ainda clivagens. Representam um grupo heterogêneo de receptores de membrana que respondem a sin...
	Figura 7 – Etapas da biossinalização e transdução de sinais
	A.
	B.
	Fonte: Adaptado de Campbell readings for M2 – Cell signalling <notsaem.wordpress.com>
	Os receptores nucleares podem ser localizados no núcleo ou citoplasma das células (estes quando ativados migram para o compartimento nuclear na presença do ligante). Exemplos: receptores dos hormônios esteroides, do hormônio da tireoide, receptor do á...
	As etapas da biossinalização foram mostradas na Figura 7 e no geral, envolvem: primeiro, a ligação do sinal ao receptor (geralmente encontrado na superfície junto à membrana citoplasmática das células). Depois, uma fase citosólica que geralmente envo...
	No caso dos receptores com papel no sistema imunológico, entre eles os receptores de citocinas, praticamente todos consistem em uma ou mais proteínas (cadeias polipeptídicas) de membrana que possuem porções extracelulares de ligação para ligantes e po...
	A Figura 8 ilustra dois tipos principais de receptores que sinalizam por meio de proteínas cinases e são usados pelo sistema imune. Em ambos os receptores, a informação de que um ligante se ligou à porção extracelular é convertida na ativação da ativi...
	Figura 8 – Dois protótipos representando os principais tipos de receptores usados no sistema imune
	Fonte: Murphy et al34
	Em uma classe de receptor (Figura 8A), a atividade da cinase é parte do próprio receptor. A ligação do ligante resulta na agregação do receptor, na ativação da atividade catalítica e, consequentemente, na fosforilação da cauda do receptor e de outros ...
	Os receptores de citocinas são subclassificados com base na homologia estrutural dos domínios extracelulares de ligação à citocina e nos mecanismos de transdução intracelulares que compartilham23.
	Para efeitos desta tese, cujo objetivo geral/principal está relacionado ao desenvolvimento de um novo fármaco para tratar psoríase, vale a pena aproveitar o ensejo desta seção para detalhar a biossinalização mediada por três famílias de citocinas, jun...
	A Figura 9 apresenta as estruturas dos receptores da maioria das citocinas que atualmente já foram elucidados. Outro aspecto que precisa ser levado em conta é que toda vez que se faz referência ao IFN, TNF e IL-17 e seus receptores, na verdade está se...
	Figura 9 – Famílias de receptores de citocinas
	Fonte: Abbas et al 23
	1.1.2.6 Biossinalização por interferon gama
	Como monstra a Figura 9, os receptores do tipo II, que correspondem aos receptores de ligação do IFN-γ, são semelhantes aos receptores do tipo I, por terem dois domínios extracelulares com cisteínas conservadas; entretanto, os receptores do tipo II nã...
	O IFN-γ é o único interferon do tipo II identificado. É uma citocina solúvel homodimérica secretada principalmente por linfócitos T auxiliares tipo 1 (Th1), linfócitos T CD8, células B, células natural killers e células apresentadoras de antígenos (AP...
	Figura 10 - Transdução de sinal por interferon gama
	Fonte: Abbas et al.23
	Os receptores de citocinas do tipo II não possuem atividade enzimática intrínseca, mas quando ocupados por seus ligantes, como por exemplo o IFN-γ, ligam-se a um tipo de tirosina – cinase solúvel, as JAKs. Esta ligação ativa JAKs, que fosforilam vário...
	1.1.2.7 Biossinalização pela família do fator de necrose tumoral
	O termo TNF representa uma superfamília de citocinas pleiotrópicas com importantes funções na homeostase e na patogênese de doenças. Já foram feitas descobertas sobre a biologia do TNF, que apresentaram novos conceitos que têm servido para o desenvolv...
	Figura 11 – Principais modalidades de sinalização intracelular e bioatividades causadas a partir da ativação de receptores do fator de necrose tumoral (TNFRs)
	Fonte: Adaptado de Kalliolias e Ivashkiv67
	TNF refere-se à uma superfamília de citocinas que sabidamente podem, por uma lado, medear morte celular (apoptose) e/ou por outro lado, ativação do fator de transcrição nuclear κappa B (NF-κB), via das cinases ativadas por mitógenos (MAPKs), via da fo...
	Figura 12 – Vias de transdução de sinais induzidas a partir da ativação da família do receptor do fator de necrose tumoral (TNF)
	Fonte: Abbas et al23
	O entendimento sobre a expressão gênica controlada por TNF tem sido aprofundado, incluindo mecanismos epigenéticos e conceitos relacionados à ativação celular, tolerância imunológica, entre outros. A identificação de vias de sinalização homeostáticas ...
	O TNF é expresso principalmente por macrófagos e monócitos. No entanto, outras células, como alguns subconjuntos de células T, células NKs, DCs, células B, cardiomiócitos, fibroblastos e astrócitos, também são produtores desta citocina em nível baixo ...
	A família do receptor de TNF inclui receptores que são parte de uma grande família de trímeros pré-formados (Figura 12 e 14); alguns dos quais reconhecem ligantes associados à membrana, com domínios extracelulares conservados ricos em cisteína e meca...
	Figura 13 – Ativação de receptores do fator de necrose tumoral (TNFR) possui papel paradoxal: podem induzir à apoptose, por outro lado, em certas circunstâncias podem induzir sobrevivência, proliferação, diferenciação celular, além da expressão gênica...
	Fonte: Adaptado de Cusabio®69 (https://www.cusabio.com/c-20809.html)
	A ligação dos ligantes aos receptores triméricos pré-formados do TNF induz tipicamente uma alteração conformacional do receptor e causa recrutamento de proteínas intracelulares adaptadoras para o complexo receptor (Figura 12, 14, 15 e 19). Esses adapt...
	Figura 14 – O fator de necrose tumoral solúvel (sTNF) pode ativar a via das cinases ativadas por mitógenos (p38, Jun cinase - JNK e ERK) a partir do receptor TNFR1. O TNF associado à membrana (mTNF) pode ativar a via da fosfoinusitol-3-cinase (PI3K) –...
	Fonte: Adaptado de Yang et al. 72
	Caso, o receptor de TNF seja ativado por um sinal da superfamília TNF chamado Fas (antígeno 1 de apoptose ou agregado proteico de diferenciação 95, CD95), costuma-se chamar TRADD de FADD, que significa proteína associada ao Fas com domínio de morte. I...
	O receptor de TNF do tipo I (existem duas categorias de receptores diferentes para o TNF, TNFR1 e TNFR2) (Figura 14) e o receptor Fas (ou CD95) (outro receptor da superfamília TNFR) podem recrutar adaptadores que levam à ativação da caspase-8 e dessa ...
	O TNF é uma citocina pleiotrópica da família TNF que pode sinalizar através do receptor 1 de TNF (TNFR1) e do receptor 2 de TNF (TNFR2). Evidências emergentes demonstraram que o TNFR1 é onipresente em quase todas as células, enquanto o TNFR2 exibe uma...
	O TNF desempenha um papel crítico na regulação positiva ou negativa da atividade de Tregs. Um desequilíbrio desta atividade pode ser causa de hipersensibilidade/autoimunidade. Uma estratégia terapêutica ideal para doenças autoimunes seria bloquear sel...
	Os ligantes dos receptores da família TNFR podem induzir apoptose por via extrínseca e intrínseca. Na via extrínseca, os ligantes extracelulares ligam-se aos receptores presentes na célula destinada à morte. A ligação na célula alvo desencadeia agrega...
	O tratamento com inibidores de TNF tem sido uma estratégia de sucesso para várias doenças, incluindo psoríase. As terapias anti-TNF recentes têm como objetivo a ligação direta do ligante ao TNF. Cinco drogas anti-TNF estão atualmente aprovadas para a ...
	Figura 15 – Mecanismos de indução de apoptose a partir de ativação de receptores da família do fator de necrose tumoral (TNFRs)
	Fonte: Adaptado de Rampal et al.75
	Como mencionado, a sinalização por TNF pode ativar a via das MAPKs (também conhecida como via da proteína cinase proto-oncogene serina/treonina (Raf)/ da cinase da cinase ativada por mitógeno (MEK) e ERK), que é uma cadeia de proteínas encontradas nas...
	Figura 16 – Via das cinases ativadas por mitógenos (MAPKs) (A) e modelos de desativação de vias de biossinalização (B)
	Fonte: Adaptado de Murphy et al.34
	Outro processo importante ilustrado na Figura 16(B) refere-se à desativação das vias de biossinalização, um processo fundamental para homeostase. Pelo menos três protótipos podem representar como uma via de biossinalização pode ser desativada: b1) o r...
	Outro fator de transcrição importante que pode ser ativado a partir da ativação de TNFRs é o NF-κB. O NF-κB corresponde a um complexo proteico que controla a transcrição do DNA, regulando várias respostas biológicas e uma variedade de estímulos relaci...
	Fonte: Adaptado de Zhu et al.86
	1.1.2.8 Biossinalização pela família da interleucina 17
	Em 1986, um artigo inovador de autoria de Coffman, Mosmann et al87 postulou a existência de subpopulações de linfócitos auxiliadores/helpers (Ths) caracterizados pela secreção de citocinas distintas que foram designados Th1 e Th2. Este paradigma predo...
	Figura 18 - Vias de sinalização intracelular da IL-17A e IL17-F
	Fonte: Adaptado de Eyerich et al93(A) e Yi et al.94(B)
	Na Figura 18(A), a IL-17 está representada por pequenas esferas amarelas. Como é possível observar, quando a IL-17 atinge as células-alvo que possuem receptores de IL-17 (IL-17Rs), os mesmos são ativados. Os receptores que têm forma dimérica e são do ...
	Figura 19 – Ativação da via da fosfatidilinusitol-3-fosfato (PI3K) – proteína cinase B (Akt) pela família TNF e IL-17
	Da mesma maneira que ocorre na ativação da via das MAPKs, a via da PI3K ou Akt também pode ser ativada a partir da interação de algum fator de crescimento com um receptor do tipo tirosina-cinase. No caso da psoríase, isto pode ocorrer tanto na biossin...
	1.1.2.9 A ativação de células apresentadoras de antígenos (APCs) é o primeiro passo para a indução da imunidade adaptativa: moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC I e MHC II)
	As Figuras 29 e 30 fornecem uma ilustração relacionada às respostas mediadas por linfócitos T CD4+. Inicialmente, essas células são ativadas nos órgãos linfoides secundários, quando acontece apresentação de antígenos para linfócitos por APCs, expansão...
	A ingestão e eliminação de microrganismos pelos fagócitos é uma das principais reações da imunidade inata. Sabe-se que as células Ths intensificam significativamente esta atividade dos fagócitos, como ilustrado na Figura 23. As células Ths efetoras at...
	Fonte: Adaptado de Park et al.128; Annunziato et al129 e www.cusabio.com/c-20858.html e https://en.wikipedia.org/wiki/T_helper_cell
	Fonte: Mesquita Junior et al30. *AG = antígeno.
	A ativação da célula B inicia a partir de ligações cruzadas das imunoglobulinas na superfície do linfócito B, quando são desencadeados eventos bioquímicos que iniciam com a fosforilação dos ITAMS nas cadeias de Igα e Igβ com consequente ativa...
	O sistema imune estrutura-se e funciona de maneira tal que pode elicitar respostas de defesa contra patógenos, podendo eventualmente levar a um estado de imunidade. Por outro lado, ele pode também elicitar respostas associadas com um estado de tolerâ...
	A tolerância imunológica é definida como a não responsividade a um antígeno (anergia), que atualmente se sabe que é induzida por um processo ativo que requer exposição prévia a este mesmo padrão molecular considerado estranho, mas não patogênico. A e...
	Atualmente, sabe-se que em circunstâncias particulares, quando os linfócitos específicos são ativados pelas APCs, estes linfócitos podem ser eliminados ou inativados, para garantir homeostase, e destaca a importância dos mecanismos de tolerância imun...
	Por princípio, o termo antígeno sempre foi usado para se referir a uma variedade molecular, microbiana ou não microbiana, estranha e capaz de elicitar respostas imunes de defesa. Atualmente, a moderna tecnologia de última geração de sequenciamento de...
	Foram sugeridos também os conceitos de autoantígenos e superantígenos. Autoantígenos são moléculas próprias do hospedeiro. Às vezes, os autoantígenos sofreram alguma mutação ou erro na expressão gênica e, nestes casos, podem elicitar respostas de aut...
	1.1.2.14 Resposta imunes anormais: hipersensibilidade
	Houve um tempo em que se acreditava que a não responsividade por parte do sistema imune às moléculas estranhas comuns do meio ambiente fosse determinada de uma forma passiva, a partir de informações genéticas herdadas. Acreditava-se que através dos m...
	Estudos em modelos experimentais comprovaram a existência de células com capacidade reguladora (Bregs) entre as subpopulações de linfócitos B que, em um ambiente cronicamente inflamado, se diferenciam em um fenótipo com alta expressão de CD1d, com...
	A hipersensibilidade do tipo I é causada por anticorpos IgE, sendo o tipo mais prevalente de hipersensibilidade e conhecida popularmente por alergia. Esta doença é resultante da ativação de células Ths produtoras de IL- 4, IL-5 e IL-13, sendo geral...
	1.1.2.15 Autoimunidade
	A possibilidade de o sistema imune de um indivíduo reagir contra moléculas próprias (autólogas) e causar dano tecidual começou a ser avaliada por imunologistas na mesma época em que a especificidade do sistema imune para antígenos estranhos foi reconh...
	As autoimunidade afeta pelo menos 2 a 5% da população nos países desenvolvidos, aparecendo principalmente entre os 20 a 40 anos de idade dos indivíduos. São mais comuns em mulheres do que em homens e consideradas debilitantes36. O termo autoimunida...
	As questões mais importantes a respeito da autoimunidade são: a) como os mecanismos de autotolerância falham? e b) como os linfócitos autorreativos são ativados? A resposta para ambas as perguntas ainda não são bem esclarecidas e atualmente são foco d...
	Já é consenso que os fatores que contribuem para o desenvolvimento da autoimunidade são suscetibilidade genética e desencadeadores ambientais, como infeções e lesões locais. Genes de suscetibilidade podem interferir sobre os mecanismos de autotolerânc...
	Já é sabido, que como características gerais, as doenças autoimunes tendem a ser crônicas, progressivas e de autoperpetuação, pois os autoantígenos após seu surgimento são persistentes e a resposta imunológica iniciada é amplificada. As lesões podem l...
	Várias anormalidades imunológicas podem levar a autoimunidade. Neste sentido, alguns mecanismos que levam a autotolerância defeituosa foram detalhados nas seções da ontogenia dos linfócitos T e B, são eles a) defeitos da deleção (seleção negativa) de ...
	Outra questão que tem sido muito debatida entre os imunologistas está relacionada com bases genéticas da autoimunidade. Já a partir dos primeiros estudos sobre doenças autoimunes em pacientes, foi observado que estas doenças têm um forte componente ge...
	Por outro lado, os estudos de associação genômica também têm levado à identificação de polimorfismos de nucleotídeos variantes em genes que não pertence ao sistema HLA e que provavelmente estão associados à autoimunidade. Entre os principais exemplos ...
	Atualmente, a patogênese da autoimunidade já foi associada com vários outros fatores, além da suscetibilidade genética. O dimorfismo sexual tem sido avaliado junto a prevalência de doenças autoimunes (em relação ao sexo). A prevalência de doenças auto...
	Em 1940, Peter Medawar foi o primeiro cientista a sugerir o termo imunoprivilégio para descrever a ausência de respostas imunes em tecidos transplantados no cérebro, na câmara interior do olho, testículos, placenta e feto. De forma particular, antígen...
	Em alguns pacientes, o surgimento de doenças autoimunes é precedido por infecções. Na maioria dos casos, quando a autoimunidade se desenvolve os microrganismos nem podem ser mais detectados. Sugere-se que antígenos destes microrganismos podem reagir d...
	Por último, sabe-se que o microbioma intestinal e cutâneo podem influenciar como o sistema imune se estrutura nestes epitélios e também influenciar no desenvolvimento de doenças autoimunes. Este tema será mais bem explicado na seção mais adiante: estr...
	1.1.2.15.1 Linfócito Th17, T reguladores, interleucina 17 e autoimunidade
	1.1.3 O tecido cutâneo: a pele
	Figura 27 - Camadas da pele
	Fonte: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Camadas-principais-da-pele-epiderme-derme-e-hipoderme_fig1_273177237 (A) e http://dermatopatologia.com/histologia/ (B)
	Figura 28 – Constituintes da pele
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	A via da JAK-STATs são ativadas por IFN-γ NF-κB no caso do TNF. O IFN-γ é secretado linfócitos T auxiliares tipo 1 (Th1), linfócitos T CD8, células B, células NKs e APCs, tais como monócitos, macrófagos e células dendríticas, entre outras70. Assim, ci...
	O tratamento é escolhido, em princípio, avaliando cada indivíduo na clínica. A primeira coisa a se fazer é a classificação dos casos, que podem ser considerados leves, moderados ou graves249. O tratamento tópico é o mais comum, pois cerca de 90% dos ...
	De modo geral, serão excluídos do tratamento os pacientes que apresentarem hipersensibilidade ou intolerância ao tratamento clássico da psoríase como por exemplo: pacientes com hipercalcemia; portadores de lúpus eritematoso sistêmico; xeroderma pigme...
	No subtítulo a seguir foram apresentadas as formas de tratamento atualmente disponíveis para psoríase.
	Os medicamentos tópicos são destinados principalmente para o tratamento da psoríase em placas e podem ser administrados sozinhos ou em associação com outras alternativas terapêuticas. Para tanto, existem pomadas para lesões espessas, cremes para regi...
	O alcatrão de carvão era um recurso utilizado em combinação com a aplicação tópica de alcatrão. Este tipo de tratamento caiu em desuso por conta de ser de difícil aplicação, ter odor forte e sujeira que causava às vestimentas, sendo um recurso utiliz...
	O tratamento mais indicado pelos dermatologistas nos casos leves é a aplicação tópica de corticosteroides, tendo como exemplo: propionato de clobetasol, valerato de betametasona e propionato de fluticasona. Os corticoides reduzem a quimiotaxia leucoc...
	A administração parenteral de corticoides é utilizada somente na psoríase eritrodérmica, artrite psoriática e nas formas mais grave de psoríase, tendo como efeitos colaterais a Sindrome de Cushing, osteoporose, diminuição do cortisol plasmático, dent...
	Os corticoides são contraindicados em dermatoses e dermatites em crianças com menos de 1 ano de idade; em infecções cutâneas ou no couro cabeludo não tratadas, na presença de rosácea, acne vulgar e tuberculose da pele; na infecção por herpes simples ...
	O calcitriol (o metabólito ativo da vitamina D) e o calcipotrieno, outro análogo sintético da vitamina D, auxiliam de forma promissora na redução do processo de maturação e hiperproliferação dos queratinócitos, regulando a expressão gênica259. Na pso...
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