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Dedico esse trabalho, fruto de toda a minha dedicacdo académica e de meu grupo

de estudo, a todos os pacientes gue sofrem da forma cutanea de psoriase, tendo

como foco buscar novos horizontes para o seu tratamento de forma mais segura e
eficaz e com menos efeitos colaterais, uma patologia de certa forma mutilante,

considerando suas manifestacfes na pele e suas implicacdes estéticas.
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RESUMO

Introducédo: Psoriase é uma doenca multifatorial manifestada por hiperproliferacéo
de queratinécitos na epiderme e inflamacéao local persistente associada a secrecao
de citocinas pro-inflamatorias.

Objetivo: Avaliar a eficacia, seguranca e poténcia farmacoldgica do tratamento com
clobetasol em veiculo lipossomal (VL) em camundongos com lesfes psoriasiformes,
além de caracterizar o mecanismo de acéo anti-inflamataorio.

Métodos: Estudo pré-clinico experimental com analises in vivo e ex vivo. Lesdes
psoriasiformes foram induzidas em camundongos Swiss fémeas (n = 12/grupo) com
imiquimode (62,5 mg) aplicado em 2 cm? de pele do dorso (ou veiculo nos grupos
Sham) por 5 dias. Duas horas apés a aplicacdo os animais foram tratados por via
tépica com clobetasol 0,5 mg/mL em veiculo convencional (VC), comparando-se as
doses de 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL em VL. Foram avaliados parametros de eficacia e
seguranca e quantificadas as concentracbes de citocinas pelo método ELISA e
proteinas cinase por Western Blotting em amostras de pele.

Resultados: Lesdes induzidas foram reduzidas macroscopicamente e
microscopicamente sem alterar a temperatura da pele entre os grupos tratados em
VL ou VC. Clobetasol nos dois veiculos, em diferentes concentracbes, promoveu a
limpeza completa da pele. No entanto, o tempo necessario ao desaparecimento das
lesBes psoriasiformes foi menor no grupo tratado com clobetasol a 0,5 mg/mL em
VL. Clobetasol em VL a 0,1 e 0,5 mg/mL atenuou os niveis de IL17-A e IFN-y, efeito
similar ao observado com clobetasol em VC (0,5 mg/mL). Os niveis de IL-10,
reduzidos nos animais com lesdes psoriasiformes, aumentaram no grupo tratado
com clobetasol (0,25 mg/mL) em VL. A fosforilagdo da proteina Akt foi maior nos
animais com lesdes psoriasiformes e menor apos tratamento com clobetasol 0,5
mg/mL em VC ou VL, sem diferenca de eficacia entre eles. Os tratamentos se
mostraram seguros, ndo alterando a maioria dos parametros hematologicos, peso
corporal e de 6rgdos ou locomocao.

Concluséo: VL em doses usuais de clobetasol (0,5 mg/mL) ou menores (0,1 e 0,25
mg/mL) demonstraram eficacia farmacologica e seguranca, abrindo possibilidades

para ensaios clinicos no sentido de aumentar a poténcia farmacolégica e diminuir as



doses utilizadas no tratamento topico da psoriase através da utilizacdo dos VL, em

especial os nanolipossomas de fosfatidilcolina.

Descritores: Psoriase. Lipossomas. Clobetasol. Nanotecnologia.



ABSTRACT

Introduction: A psoriasis is a multifactorial disease manifested by hyperproliferation
of keratinocytes in the epidermis with persistent local inflammation associated with
secretion of pro-inflammatory cytokines.

Objective: To assess the efficacy, safety and pharmacological potency elicited by
treatment with clobetasol in a liposomal vehicle (LV) in mice with psoriasiform lesions
and to characterize the mechanism of anti-inflammatory action.

Methods: Pre-clinical experimental study with in vivo and ex vivo analyzes. Lesions
were induced in female Swiss mice (n=12/group) with imiquimode (62.5 mg) applied
in 2 cm? of back skin (or vehicle in Sham groups) for 5 days. Two hours after
applying the imiquimode mice were treated by topical route with clobetasol 0.5
mg/mL in conventional vehicle (CV), compared with doses of 0.1; 0.25 and 0.5
mg/mL in LV. Efficacy and safety parameters were evaluated, cytokines and kinase
proteins quantified by the ELISA method Western Blotting, respectively, in dorsal skin
samples.

Results: The induced-lesions macroscopically and microscopically reduced without
changing the skin temperature between groups treated in LV or CV. Clobetasol
promoted complete cleansing of the skin in both vehicles at different concentrations.
The clearance time was shorter in the group treated with 0.5 mg/mL clobetasol in LV.
Clobetasol in LV at 0.1 and 0.5 mg/mL attenuated the levels of IL17-A and IFN-y,
similar to the effects observed in CV (0.5 mg/mL). IL-10 levels, which were reduced
in animals with psoriasiform lesions, were increased in the group treated with 0.25
mg/mL clobetasol in LV. Akt protein phosphorylation was higher in animals with
psoriasiform lesions and lower following clobetasol 0.5 mg/mL in CV and LV, with no
difference in efficacy between them. All treatments were shown to be safe, not
altering hematological parameters, body and organ weight or locomotion.
Conclusion: LV in usual doses of clobetasol (0.5 mg/mL) or lower doses (0.25
mg/mL and 0.1 mg/mL) demonstrated pharmacological efficacy and safety,
suggesting the possibility for clinical trials to increase the pharmacological potency
and decrease the doses of drugs used in the topical treatment of psoriasis through

the use of LV, in particular, the phosphatidylcholine nanoliposomes.
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1. INTRODUCAO

A psoriase € considerada atualmente a doenca autoimune mais prevalente no
mundo!. Trata-se de uma condi¢do crbnica inflamatéria que promove prejuizos
fisicos e psicossociais, podendo apresentar-se sob varias formas, estando as
alteracdes dermatoldgicas entre as mais comuns (superior a 90% dos casos),
representando as principais causas de visitas aos dermatologistas?.

O processo patolégico da psoriase envolve uma atividade autorreativa
mediada por células, incluindo os linfécitos T e outras células fagocitarias, sendo
dirigida pela producdo an6mala de citocinas proé-inflamatérias, como o interferon
gama (IFN-y), o fator de necrose tumoral (TNF) e outras citocinas do eixo
interleucina (IL)-23/IL-17, podendo ter origem nos queratindcitos, células do sistema
imunolégico ou nervoso, entre outros®.

Nas lesdes psoriaticas a epiderme € composta por queratindcitos em um
estado de “maturacéo regenerativa”, normalmente observado somente no reparo de
feridas. As lesdes psoriaticas, na maioria das vezes, apresentam-se sob a forma de
placas epidérmicas fortemente espessas, eritematosas e descamativas, que contém
cones alongados (acantose), formados por queratindcitos hiperplasicos, células
endoteliais ativadas e infiltrado linfocitario proeminente. Ainda, é observado um
processo hiperproliferativo que faz com que o estrato cérneo seja formado por
queratinécitos com diferenciacdo incompleta que retém, de maneira aberrante, o
nucleo celular: um estado denominado de paraceratose®.

Os casos mais graves sdo, com certa frequéncia, tratados de forma sistémica
através de farmacos de uso interno, sejam corticosteroides, imunossupressores e
até agentes biolégicos, como por exemplo, anticorpos monoclonais anticitocinas®®.
O tratamento com anti-inflamatérios ndo esteroidais tem efeito muito aquém do
desejado, pois as lesbes exigem resolucdo por meio de uma reprogramacao
celular®’. A abordagem sistémica é evitada para o tratamento das lesGes psoriaticas
da pele devido aos inUmeros efeitos colaterais, sendo preferido o tratamento de uso
externo®.

O arsenal de farmacos de uso externo indicado para o tratamento da psoriase
inclui: corticosteroides (principalmente o clobetasol e a betametasona); e, indutores

de diferenciacdo e apoptose celular (como derivados da vitamina A e D,
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respectivamente)®®. Contudo, a despeito dos avancos alcancados no tratamento
desta doenca, existe por parte dos pacientes um descontentamento relacionado a
falta de eficacia e seguranca dos medicamentos disponiveis. Recentemente,
Lebwohl e colaboradores revelaram que até 46% dos pacientes consideram o0s
efeitos colaterais da terapia atual disponivel como sendo piores do que aqueles da
propria doenca. Ainda, cerca de 85% destes acreditam na necessidade do
desenvolvimento de novos medicamentos ou formulagées farmacéuticas®.

Os corticosteroides de uso externo estdo entre os principais farmacos
utilizados no tratamento de lesGes psoriaticas de pele, apresentando multiplos
efeitos ao atenuar a producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias: anti-
inflamatorio; antiproliferativos; e, imunossupressores. Mesmo assim, restricdes desta
modalidade terapéutica incluem limitagbes em termos de eficicia e inUmeros efeitos
colaterais®®°,

Especificamente, o clobetasol é o farmaco de uso externo mais utilizado nas
lesBes psoriaticas da pele. Ele representa a primeira escolha como principio ativo
das abordagens topicas para psoriase, sendo sua atividade glicocorticoide a mais
potente, associada a uma baixa atividade mineralocorticoide!®!!, As locdes
viabilizam a administracdo do farmaco sobre a area afetada, sendo a locdo de
clobetasol a preferida para o tratamento de lesdes psoriaticas disseminadas no
couro cabeludo?®?. Dentre os exemplos de lo¢des disponiveis comercialmente estéo:
Clob-X® (Galderma); o Therapsor® (Theraskin); e, o Psorex® (GlaxoSmithKline). As
formas de apresentacdo destes medicamentos nos veiculos convencionais
normalmente utilizados possuem limitacdes, uma vez que nas placas psoriaticas o
espessamento epidérmico caracteristico dificulta o acesso dos farmacos aos
queratindcitos alterados e germinativos encontrados nas camadas mais profundas
da epiderme. Neste caso, o farmaco ideal seria aquele capaz de permear a crosta
das lesdes (camadas de células corneas) e alcancar as regides comprometidas pela
patologia, o que inclui células e moléculas's. Este fato, eventualmente, permitiria o
emprego de doses de farmacos mais baixas, associadas a uma concentracao
plasmatica que promova menores efeitos adversos14-17,

Uma abordagem inovadora que tem sido testada no campo experimental
caracteriza-se pela preparacdo de formulacdbes a base de excipientes
nanoestruturados, funcionando como carreadores de farmacos. Neste sentido,

pesquisadores tem prestado esforcos para o desenvolvimento de uma variedade de
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produtos desta naturezal®?°. O termo “nanoestruturado” refere-se ao uso de
matérias-primas de natureza diversa, com tamanho reduzido e raio variando de 50 e
450 nm. Tem-se como exemplo os biopolimeros, metais e outras biomoléculas,
como os fosfolipidios?=23. Os fosfolipidios, que sdo lipidios anfipaticos, tém sido
particularmente foco de interesse uma vez que, quando utilizados no preparo de
formulacdes, podem gerar lipossomas capazes de carrear farmacos?4.

Formulas contendo clobetasol e betametasona (os principais farmacos
utilizados para tratamento local de psoriase) em veiculos lipossomais tém sido
testadas em estudos com intuito de desenvolver medicamentos mais eficazes e
seguros para 0S mais variados contextos'®20.23-26 Sjlva e colaboradores?®
compararam a penetracdo in vitro de clobetasol em solugdo aquosa e veiculo
lipossomal a base de fosfolipidios de lecitina (fosfatidilcolina) em diferentes camadas
da pele integra da orelha de porcos. Os resultados indicaram um alto potencial dos
lipossomas para carrear o clobetasol através das camadas, principalmente o estrato
cOrneo, que atuou como um reservatorio de farmaco, podendo levar a altas
concentracbes de clobetasol na pele remanescente durante esquemas de
administracdo cronica. Varios outros investigadores também evidenciaram melhorias
da seguranca de corticosteroides de uso topico por meio de formulacdes feitas com
fosfolipidios da lecitina, principalmente a fosfatidilcolina?427-2°, A fosfatidilcolina é o
componente mais comumente usado nessas formulagdes porque originalmente
constitui um componente natural/estrutural das membranas bioldgicas; sendo
biocompativel?427-29,

Os lipossomas tém sido amplamente pesquisadost®?2023-26 mas somente uma
pequena parcela deles ja esta disponivel em formulac6es dermocosmeéticas. Nao
obstante, eles tém chamado a atencdo de pesquisadores para o tratamento da
psoriase, pois apresentam caracteristicas vantajosas que vao de acordo com o0
desenvolvimento do medicamento ideal para uso externo. Na area da dermatologia,
os lipossomas vém sendo utilizados tanto para aumentar a permeacdo de
substancias ativas nos tecidos quanto como veiculo para liberacdo controlada de
principios ativos. Devido a estrutura em bicamadas dos lipossomas a base de
fosfolipidios, semelhante a estrutura das membranas celulares, os lipossomas tém
alto potencial de interagir de forma particular com o tecido cutaneo.

Neste sentido, destaca-se um produto inovador que recentemente foi

disponibilizado no mercado, sendo um veiculo lipossomal a base de 6leo e agua,
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constituido por fosfatidilcolina. O veiculo recebeu 0 nome comercial de Pentravan®,
sendo produzido pelo laboratério holandés Fagron3:. Até o presente momento, 0
veiculo foi estudado somente para seu uso/aplicagdo sobre pele integra e em
mucosas3®2, Previamente, estudos realizados in vitro com pele humana
demonstraram que o veiculo é capaz de favorecer a permeacao de farmacos através
do estrato cérneo, tais como o cetoprofeno e a testosterona33. Considerando a
inovacao que este produto representa e a caréncia de dados cientificos que possam
ratificar sua aplicacdo clinica, propde-se através dessa tese a sua aplicagcdo como
carreador de betametasona em lesdes psoriasiformes em camundongos.

Clinicamente o referido veiculo tem sido prescrito para possibilitar a
permeacgdo de hormonios esteroidais, considerando a existéncia de comprovacoes
cientificas de eficacia e seguranca neste contexto34-3’. O sucesso relatado por estes
estudos, relacionado a incorporacdo de moléculas esteroidais em lipossomas para
aplicacao sobre a pele, somado aos aspectos criticos apresentados no tratamento
da psoriase, levaram a hip6tese de que o clobetasol administrado em uma logéo
lipossomal de fosfatidilcolina pode apresentar melhor eficAcia e seguranca no
tratamento de lesdes psoriasiformes. Esta hipotese considera a possibilidade de
uma maior permeacdo do farmaco através do estrato corneo da epiderme. Assim,
eventualmente, seria possivel o uso de doses mais baixas relacionadas a
biodisponibilidade e com menores efeitos colaterais. Assim, tem-se como pergunta
de pesquisa da presente tese: A administracédo de clobetasol em locao lipossomal de
fosfatidilcolina permite a melhor efichcia e seguranca em doses mais baixas
aplicadas sobre a pele de camundongos com lesbes psoriasiformes?

O desenvolvimento deste estudo representa 0 avango na area do tratamento
para psoriase com medicamentos de uso externo, além de poder contribuir
significativamente com dados importantes para investigacdes clinicas futuras. O
ineditismo deste estudo estd relacionado ao fato das formulagbes contendo
clobetasol em lipossomas de fosfatidilcolina terem sido pouco estudadas, além de
serem testadas, neste caso, em pele nao integra (psoriasiforme), a qual

sabidamente possui funcéo de barreira alterada's.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Psoriase

O termo “psoriase” origina-se do idioma grego psoriasis, que significa
‘erupcao sarnenta”, sendo reconhecido desde os tempos mais remotos, sendo
inclusive descrito no Papiro de Ebers, datado de 1550 a.C. Por mais de mil anos, a
doenca foi confundida com a hanseniase (“lepra”), sendo somente diferenciada no
século XVIII como uma nova patologia. No século XIX, acreditava-se que a psoriase
se originava de um processo de regulacdo anormal do crescimento dos
queratinécitos. Em 1970, quando avan¢os na imunologia celular demonstraram uma
participacdo de células imunoldgicas da corrente sanguinea na doenca, a teoria
sistémica da psoriase passou a ser investigada. A partir de 1982, outras
investigacbes mostraram a presenca e importante ativacdo de células T nas lesdes
psoriaticas. Assim, a doengca passou a ser vista como um distarbio imune
autorreativo baseado em achados imunohistolégicos na camada cornea da pele
psoriaticas83,

Do ponto de vista epidemiolégico, estima-se que a psoriase seja a doenca
autoimune mais prevalente no mundo*°. Estudos afirmam que a prevaléncia de
psoriase é de aproximadamente 1 a 3%%!, variando de acordo com a idade e regido
geografica (sendo mais frequente em paises mais distantes da linha equatorial) e
conforme caracteristicas demogréaficas!. Esses achados epidemioldégicos vém
contribuindo para uma melhor compreenséo da carga da doenca“2.

A psoriase, como uma doenca cronica inflamatoria recorrente de carater
universal, apresenta-se sob formas clinicas variadas, sendo que as mais comuns
sdo as formas dermatoldgicas ou cutadneas (com acometimento superior a 90%). O
espectro clinico da doenca, associado ao tipo de lesdo provocada na pele, produziu
uma classificacdo plausivel, considerando o aspecto morfologico em suas
manifestacdes cutaneas que, atraveés de uma avaliagdo dermatopatoldgica, pode ser
atil para confirmar o diagnéstico e conduzir ao melhor tratamento*3,

Sabe-se que as manifestacbes clinicas da psoriase na pele sao
proteicas?®4445  levando a lesbes primarias que podem variar entre maculas,
papulas, placas e até pustulas. A doenca pode ndo estar necessariamente restrita a

pele e unhas. Por exemplo, cerca de 30% dos pacientes podem desenvolver artrite
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inflamatoria. As manifestacbes cutaneas podem ser limitadas ou extensas,
monomaorficas ou polimorficas. Tal espectro da doenca inclui diversas formas de
aparéncia clinica que servem de critérios para diagnostico, auxiliando o clinico na
melhor abordagem terapéutica, visto que a etiologia e patogénese da psoriase sédo
pouco compreendidas. Os fendtipos clinicos da psoriase foram classificados com
base em diversas caracteristicas, tais como a idade de inicio da doenca, o grau de
envolvimento da pele, o padrdo morfolégico e o envolvimento predominante de
localizacdo anatémica especifica do corpo?®. As principais formas dermatolégicas
foram classificadas em: psoriase vulgar; psoriase gutata; psoriase inversa; psoriase
pustular; e, psoriase eritrodérmica. Além disso, as formas artriticas sao classificadas
em: artrite psoriatica simétrica; assimétrica; interfalangica distal; espondilite; e, artrite
mutilante°,

A psoriase vulgar ou do tipo placa é a mais prevalente e se manifesta em
cerca de 90% dos casos, sendo caracterizada pelo aparecimento de lesdes na pele
de cor avermelhada e descamativa, bem demarcadas*®#3, As escamas geralmente
tém cor “prateada” e, quando retiradas por curetagem, apresentam aspecto e
consisténcia semelhante a raspas de parafina (“sinal da vela”), exibindo em seguida
pequenos pontos hemorragicos*® conhecido como sinal de Auspitz (“orvalho
sangrante”). A psoriase inversa ocorre em areas intertriginosas, usualmente
desprovidas de escamas devido a friccdo e umidade caracteristicas dessas areas. A
forma pustulosa é caracterizada pela presenca de pustulas subcérneas e pode ser
generalizada, localizada ou acometer as palmas das méaos e plantas dos pés*. Ja a
psoriase gutata surge de maneira abrupta com inUmeras papulas e placas pequenas
disseminadas (tipo mais comum observado em criancas)*’*8. A psoriase
eritrodérmica € a forma mais grave e se caracteriza por eritema e descamacgao
generalizados, envolvendo até 90% da superficie corpérea®®. Este tipo afeta mais
comumente as superficies extensoras dos membros, o tronco e o couro cabeludo.

Na artrite psoriatica, considerando sua manifestacdo sistémica, ha
acometimento das articulacdes, em particular joelhos e cotovelos, bem como os
fendbmenos isomorficos de Koebner, onde o aparecimento de placas de psoriase em
locais de trauma fisico demonstra também a necessidade de uma abordagem topica.
Nesses casos, a doenca ndo se limita s6 a pele, causando inflamacdes dolorosas
articulares e no tecido conjuntivo, sendo uma inflamacéo crénica de fator reumatoide

negativo*®. Importante mencionar, a condicdo estd associada em sua forma grave
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com o risco aumentado de desenvolvimento de doencas -cardiovasculares,
deficiéncia psicossocial significativa, além de impactar significativamente a qualidade
de vida dos pacientes®°.

As bases moleculares da psoriase vém sendo esclarecidas, embora
apresente-se de forma heterogénea. Sabe-se que a doenca resulta de uma
interacdo complexa entre genética, ambiente, comprometimento da barreira cutanea
e disfuncdo imunoldgica*®®. Por muitos anos, discutiu-se a possibilidade de o
processo primario envolver queratindcitos hiperplasicos com ativacdo imune
secundaria ou vice-versa. Em parte, esse debate foi alimentado pela falta de
conhecimento sobre os mecanismos terapéuticos dos agentes comumente usados,
como os corticosteroides e o metotrexato®!. Relativamente, pouca atencéo foi dada a
identificacdo de fendtipos clinicos ou compreensdo sobre a histéria natural e
prognéstico da doenca. No entanto, no ultimo quarto de século, avancos
substanciais foram alcancados em relacdo a compreensdo da genética e
mecanismos moleculares patolégicos!4. Atualmente, 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 células
dendriticas, os macrofagos e as células T a produzirem citocinas que iniciam uma
cascata de eventos que envolve a ativacdo de células imunes, desregulacdo
epidermal com acantose, angiogénese, eritema, espessamento e descamacgdo®?.
Estudos prévios demonstraram que tanto o trauma fisico, quanto as infec¢des pelo
virus da imunodeficiéncia humana, o estresse emocional, antimaléricos,
betabloqueadores, litio, alguns anti-inflamatorios e inibidores da enzima conversora
de angiotensina sao fatores desencadeadores e/ou de exacerbacéo da doenca®3%4,

Destaca-se ainda que, nas formas dermatologicas de psoriase, podem ser
observadas alteracfes relacionadas aos queratinécitos e um papel alterado dos
sistemas imunolégico e nervoso®®. Na pele psoridtica os queratindcitos sdo
encontrados em um estado hiperproliferativo e com diferenciacdo anormal, levando
a um espessamento marcado da epiderme que se apresenta de forma descamativa
e eritematosa, com cones epiteliais alongados (acantose). As papilas dérmicas
também se tornam alongadas e edemaciadas. A camada granulosa da epiderme
esta fortemente diminuida ou ausente nas lesdes psoriaticas e, assim, o extrato
corneo é formado por queratinécitos com diferenciacdo incompleta que ainda retém,

de maneira aberrante, o ndcleo celular, um estado denominado de paraceratose>>58,
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Dentro das placas psoriaticas existem queratindcitos hiperplasicos, imundcitos
infiltrantes (ocorrendo um notério infiltrado de linfocitos T citotéxicos na epiderme) e
células endoteliais ativadas (angiogénese psoriatica)®®. As caracteristicas da pele
normal em comparacéo a pele psoriatica séo ilustradas na Figura 1.

Figura 1 — Caracteristica da pele normal e psoriéatica.

Pele normal Pele psoriatica -~ Paraceratose

~—— Micro abcessos

Algas capilares dilatadas e
tortuosas

Espessura irregular de
epiderme

Infiltrado linfocitario
dérmico superior

Fonte: Adaptado de Eberle et al®0.

Evidéncias robustas apontam a psoriase como uma doenca com fortes tracos
hereditarios caracterizados pela “agregagao familiar’, ou seja, tragos hereditarios
dentro de uma mesma familia. Os aspectos genéticos desta doenca assinalam a
psoriase como uma genodermatose multifatorial, poligénica e influenciada pelo meio
ambiente®. Estudos conduzidos na década de 90 ndo foram capazes de identificar
0s genes especificos envolvidos na doenca. No entanto, em 2004, Lowes et al.
focaram sua revisdo sobre a psoriase no papel da "via Th1l" como modelo
patogénico dominante. A época, foi percebido a existéncia da importante modulacio
do IFN-y juntamente com TNF na patogenia das les6es psoriaticas®. Recentemente,
estudos clinicos conduzidos com antagonistas individuais de citocinas sugeriram um
papel também importante de linfocitos auxiliares, ativados em linfocitos Th17 que
secretam IL-17 em resposta a IL-23, na evolugio patoldgica da doenca (Figura 2). E
de amplo conhecimento a grande complexidade envolvendo a biossinalizagédo na
patogenia da psoriase e, por este motivo, novos estudos estdo sendo realizados
para melhor entender o conjunto de vias e de moléculas que agora séo
estabelecidas como reguladoras-chave da inflamacéo da pele presente na psoriase,

empregando para isso antagonistas terapéuticos e estudos genéticos?®.
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Figura 2 — O microambiente da placa psoriatica.
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Fonte: Adaptado de Danilenko®?.

Citocinas dos linfocitos T auxiliares (T helper) (Thl, Thl7 e até Th22),
quimiocinas, moléculas de adesdo, fatores de crescimento, neuropeptidios e
subpopulacdes especificas de células T, juntamente com seus receptores, agem de
forma integrada para evoluir em processos inflamatérios e proliferativos tipicos da
psoriase®. A Figura 2 apresenta um esguema dos principais elementos celulares e
moleculares envolvidos na patologia imunomediada da psoriase. A partir do
estimulo, células fagociticas, tais como células de Langherans, macrofagos e células
dendriticas (CDs), podem ser ativadas e comecar a secretar citocinas, tais como
TNF, que levam a uma cascata de produgéo de novas citocinas. A IL-12 produzida
pelas CDs e pelos macrofagos induz uma resposta imune por parte dos linfocitos
Thl que se caracteriza pela producéo de IFN-y, ao passo que a interleucina IL-23
também liberada pelas CDs e macréfagos, induz uma resposta por parte dos
linfécitos Th17 que é caracterizada pela producéo das interleucinas IL-17 e 1L-22341,

Ainda, observa-se um mecanismo primario iniciado pela sinalizacdo
persistente envolvendo TNF e incluindo outras citocinas pro-inflamatorias, entre elas

o IFN-y e a interleucina 1 beta (IL-13). Essas, tem relagcdo com a ativacao do fator
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kappa B nuclear (NF-kB), uma familia de fatores de transcricdo que controla um
grande numero de genes inflamatérios responsaveis pela neogénese linfoide, de
grande importancia clinica pela exacerbagdo dos processos inflamatorios que
promovem a psoriase.®®. Nas lesGes psoriaticas, o processo hiperproliferativo é
dirigido pela cascata de sinalizacdo de citocinas inflamatérias que alteram as vias de
transducédo de sinais nos queratindcitos e células imunes (Figura 2). Em especial, a
via da Janus cinase (JAKs) envolve um papel de enzimas responsaveis pela
transmissdo de sinais de citocinas, hormoénios ou fatores de crescimento. Esta
familia compreende quatro proteinas intracelulares: JAK1; JAK2; JAKS; e, tirosina
cinase 2. Cada uma destas esta associada a diferentes receptores de cinases que,
quando ativados, fosforilam os residuos de tirosina possibilitando a ligacdo de
proteinas responsaveis pela transducdo do sinal, ativacdo da transcricéo,
proliferacédo e diferenciacdo celular®©3,

Outra via também relacionada com a inflamacdo psoriatica € a via de
proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs). No contexto fisiologico, a via
das MAPKs atua em processos de sobrevivéncia e proliferacdo celular®. Sua
ativacdo depende da interacdo entre um ligante (fator de crescimento) e um receptor
do tipo tirosina-cinase na superficie das células. Esta interacdo leva o receptor a
uma autofosforilacdo que torna o sitio ativo disponivel, de modo que a enzima é
capaz de fosforilar residuos de tirosina de outras proteinas-alvo. Desta forma, a ERK
1 (cinase regulada por sinal extracelular, pertencente a via das MAPKSs), quando
ativada, medeia alguns dos efeitos biologicos de fatores de crescimento ao entrar no
ndcleo e fosforilar proteinas como a Elk-1. Esta, se ativada, modula a transcricdo de
cerca de 100 genes mediados por este fator, regulando a proliferacdo e
diferenciacéo celular®®.

A via de sinalizacdo da proteina cinase B (Akt), semelhante a via das MAPKSs,
também parece envolvida na fisiopatologia da psoriase. Fisiologicamente, esta via
funciona a partir da interacéo de algum fator de crescimento com um receptor do tipo
tirosina-cinase que sofre autofosforilacéo. Esta via de sinalizacdo € conhecida como
uma das mais importantes vias que regulam a sobrevivéncia celular;
desempenhando papel fundamental na angiogénese de células endoteliais. Além
disso, a Akt ativa a Oxido nitrico-sintase endotelial, liberando Oxido nitrico que

estimula vasodilatacdo, remodelagem vascular e novamente a angiogénese®:67,
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1.1.2 Tratamento da psoriase e limitacdes

O tratamento atualmente disponivel para psoriase conta com vérias opcdes
terapéuticas; a maioria delas farmacolégicas. A definicdo de qual tratamento sera
prescrito depende da forma clinica da doenca, da gravidade e extensédo, da idade,
sexo, escolaridade e das condicbes do paciente em relacdo a saude geral,
comorbidades associadas e situacdo socioecondmica®®%®. Independentemente da
modalidade terapéutica, sabe-se que todas elas tém efeito somente paliativo e
podem exibir efeitos colaterais importantes. Assim, o clinico precisa avaliar
criteriosamente tanto a eficacia como a seguranca, dependendo de varios fatores
como: o tipo de leséo; tempo de manifestacéo; localizagcéo; a adesédo do paciente
aos tratamentos utilizados; dentre outros'? 7072,

Normalmente, os pacientes sdo categorizados em dois grupos principais:
casos leves ou casos moderados a severos, dependendo do acometimento clinico
das lesdes, da percentagem de &rea corporal afetada e do comprometimento da
qualidade de vida. Tudo isto pode ser avaliado clinicamente com auxilio de uma
variedade de indices, sendo o mais utilizado o indice de Area e Severidade da
Psoriase, do inglés Psoriasis Area and Severity Index (PASI)’?, utilizado também
para monitorar a resposta ao tratamento®?.

A psoriase de grau moderado a grave geralmente requer tratamento
sistétmico. A presenca de comorbidades, como a artrite psoriatica, também &
altamente relevante na selecdo do mesmo. A fototerapia deve ser a primeira opgao
terapéutica para casos moderados a severos, constituindo na aplicacdo de radiacéo
ultravioleta, que causa imunossupressao local, reduz a hiperproliferacdo epidérmica,
além de provocar a apoptose de linfocitos. Seu mecanismo de agéo inclui a atividade
antiproliferativa, anti-inflamatéria e imunossupressora. A fototerapia pode incluir a
associacdo de psoralenos (farmacos fotossensibilizantes) e radiacéo ultravioleta tipo
A, sendo também conhecida como terapia fotodinamica’®. No entanto, esta técnica
pode causar efeitos adversos devido seu efeito fototoxico relacionado a liberacéo de
energia, podendo causar danos celulares e geracdo excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs)™.

O metotrexato, a ciclosporina A e os farmacos retinoides constituem as
opcOes terapéuticas sistémicas classicas da psoriase. Todos estes farmacos sao

administrados geralmente por via oral, com exce¢do do metotrexato que também
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esta disponivel para administracdo subcutanea®?. A classe de farmacos de alcance
sistémico utilizada para tratar psoriase passou a incluir nos ultimos anos compostos
biolégicos, que na maioria das vezes sdo anticorpos monoclonais dirigidos contra
citocinas envolvidas na patogénese da doenga, tais como o TNF, IL-17, IL-23, entre
outros®. Por principio, estes farmacos devem ser indicados somente em caso de
inegavel necessidade, quando ndo ha resposta satisfatéria da fototerapia ou quando
houver comprometimento de outros 6rgdos, como na artrite psoriatica. O motivo da
prescricdo controlada desta forma é que estes farmacos tém baixo indice terapéutico
e causam efeitos colaterais importantes®®.

O metotrexato é um antagonista do folato e tem efeito inibidor sobre enzimas
da biossintese de purinas, pirimidinas e tetraidrofolato. Ele apresenta excessiva
toxicidade e efeitos colaterais como: nauseas; leucopenia; e, aumento da atividade
das transaminases hepaticas’®. A ciclosporina é um derivado peptidico inibidor da
calcineurina, extraido de um fungo (Tolypocladium inflatum). A ciclosporina liga-se a
um receptor citoplasmético chamado ciclofilina, formando um complexo ciclosporina-
ciclofilina que inibe a atividade de uma enzima fosfatase-chave conhecida como
calcineurina, responsavel pela desfosforilacdo do fator nuclear de células T
ativadas®3®76.77, Dentre os efeitos colaterais mais expressivos da ciclosporina estdo a
hipertensdo, toxicidade renal, cancer, aumento da resisténcia vascular e
imunossupressao’’’8,

Efeitos adversos também tém sido relatados para as terapias bioldgicas,
incluindo infec¢des graves, principalmente respiratdrias, reativacdo de tuberculose,
susceptibilidade a formacdo de melanomas, doencas cardiovasculares, entre
outras’®. Infelizmente, a terapia biolégica apresenta restricGes também relacionadas
ao seu alto custo. O tratamento com produtos disponiveis no mercado, como 0
infliximabe, apresenta um custo estimado entre 12 e 20 mil ddlares/ano, por
paciente. Esse fato coloca os compostos biolégicos entre os medicamentos de
altissimo custo para paises em desenvolvimento como o Brasil, fato que torna
questionavel a sua aplicabilidade™.

Por outro lado, a grande maioria dos casos de psoriase € constituida por
pacientes com quadros de comprometimento leve a moderado (superior a 80% dos
casos)®. Estes pacientes, assim como alguns casos moderados a severos, sdo
tratados com farmacos de uso externo. A terapia de uso externo para psoriase €

feita principalmente pelo uso de glicocorticoides (principalmente o clobetasol e a
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betametasona), analogos da vitamina D (por exemplo, o calcipotrieno), inibidores da
calcineurina (por exemplo, o tacrolimus), retinoides (tazaroteno), queratoliticos
(salicilatos/acido latico) e fototerapia, podendo ser utilizados individualmente ou em
associacdo®12-82, Assim, os tratamentos de uso externo sdo considerados como de
primeira-linha para a maioria dos doentes com psoriase®, além de também serem
indicados para manifestacdes cutaneas em associacdo com a fototerapia ou
terapéutica sistémica convencional ou biolégica. No contexto do uso exclusivo de
terapia de uso externo, existe a possibilidade de minimizar os efeitos colaterais
associados a exposicdo a medicacao sistémica®.

No tratamento da psoriase, 0s corticosteroides topicos sdo considerados a
“pedra fundamental®3. Além de constituirem um tratamento de primeira-linha para
psoriase leve & moderada, sdo eficazes em areas onde outros tratamentos podem
induzir irritacdo, como as pregas cutaneas®’. Na psoriase, as células-alvo dos
corticosteroides sdo os queratindécitos, as células imunoldgicas e os fibroblastos da
derme, onde os receptores de glicocorticoides estdo localizados*. Tendo atingido as
células-alvo, a afinidade pelo receptor de corticosteroide ird determinar o efeito
clinico®384, Os corticosteroides de uso tépico, introduzidos no inicio da década de
1950, sado eficazes porque interferem com varios mediadores da resposta
inflamatoria, nomeadamente através da fosfolipase A2, prevenindo a liberacdo de
acido araquidénico na membrana celular e a formacdo de prostaglandinas e
leucotrienos. Eles tém também atividade imunossupressora e antimitética, além de
inibirem a atividade fibroblastica e a sintese de colageno®.

O efeito dos corticosteroides de uso topico esta diretamente relacionado a sua
capacidade de absorcdo percutanea, que depende dos seguintes fatores: 1) do
estado da pele em que sdo aplicados (variam numa relagcdo direta com a
temperatura, humidade e existéncia de leséo prévia, além da espessura da camada
cOrnea, que encontra-se espessada na psoriase); 2) da poténcia e concentracdo da
substancia ativa; 3) do veiculo usado; 4) da associacdo a outras substancias
potencializadoras; 5) do modo de aplicacdo (quantidade, frequéncia, oclusao, etc.).
Para a correta utilizacdo dos corticosteroides de uso tépico € fundamental o
conhecimento dos seus graus de poténcia, permitindo selecionar o corticosteroide
mais adequado a cada situacdo e a cada local de aplicacédo. A escolha do tipo de

veiculo a prescrever em cada caso deve levar em consideracdo a area da pele a
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tratar, sem esquecer que o veiculo em que os corticosteroides estdo formulados
influencia muito em sua poténcia®.

Wiedersberg, Leopold e Guy?®® revisaram os principais fatores que influenciam
a eficacia e a seguranca de corticosteroides de uso externo, destacando fatores que
vao desde a estrutura da barreira da pele, modificacbes na estrutura do
corticosteroide, efeitos do veiculo ou formulacdo e métodos para determinar sua
biodisponibilidade. Ainda, Katz e Shaikh®’ descreveram o significado da liberacéo
(difusdo fora do veiculo) e penetracdo (difusdo para a barreira da pele) para o
desenho de produtos de uso externo com base em corticosteroides, destacando que
esses dois processos dependem principalmente das propriedades fisico-quimicas da

droga e do veiculo.

1.1.3 Clobetasol

Dos corticosteroides topicos utilizados na psoriase, o propionato de clobetasol
(clobetasol) € o mais potente atualmente disponivel. E considerado, na maioria dos
casos, a primeira op¢cdo para tratamento topico da doenca. Trata-se de uma
molécula pequena, derivada da prednisolona, com alta atividade para receptores de
glicocorticoides e baixa atividade sobre receptores de mineralocorticoides. E
lipofilico (solubilidade em agua de 3,86 mg/L), com 1ogP de 3,50, pKa de 12,47 e -
3,410, A sua estrutura quimica é apresentada na Figura 3. O clobetasol é um
farmaco, a principio, de uso externo, disponivel comercialmente nas formas de
pomadas, cremes e logbes. As logcdes, comumente apresentadas em concentracao
de 0,5 mg/mL, sdo preferidas para tratar lesbes em areas intertriginosas e
representam a forma mais apropriada para tratar lesées no couro cabeludo, uma das
areas mais frequentemente acometidas pela psoriase®. Suas formas comerciais
incluem:  Clob-X® (Galderma); Therapsor® (Theraskin); e, Psorex®
(GlaxoSmithKline). O clobetasol ndo pode ser utilizado por tempo indeterminado
devido a sua alta poténcia e efeitos colaterais. Para estes casos, sugere-se a
betametasona (Figura 4), que tem poténcia média a baixa, ficando reservada para
regides em que nado se pode utilizar clobetasol por risco de atrofia cutanea ou

telangiectasias, como na face e genitais®®2.
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Figura 3 — Estrutura molecular do propionato de clobetasol.
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Figura 4 — Estrutura molecular da betametasona.
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1.1.4 Seguranca da corticoterapia de uso externo

O uso prolongado de corticosteroides tOpicos esta associado a inducao de
telangiectasias (fator angiogénese), estrias, atrofia cutanea e imunossupressao local
e sistémica. Ainda, podem induzir a subregulagdo da sintese lipidica epidérmica, o
que torna a pele mais fina®. A absorcdo sistémica estd associada com inlimeros
efeitos colaterais, como por exemplo: desenvolvimento de sindrome de Cushing
(danos 0sseos e musculares, retencao de liquido); retencdo de soédio; inibicdo do
eixo hipotalamo hipofisario®?2; associacdo a taquifilaxia, ou seja, necessidade de
aumentar as doses para manter uma resposta terapéutica; além de todos os outros
efeitos tipicos do uso prolongado de corticoides sistémicos®9-9, Devem ser
consideradas ainda possiveis alergias ao farmaco ou ao veiculo, sendo importante
alertar os doentes sobre possiveis reacdes e efetuar substituicdes apropriadas em

determinados casos®4.
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1.1.5 Administracdo de farmacos atraves da pele

E necessario entender a anatomia, fisiologia, caracteristicas fisico-quimicas e
propriedades biolégicas da pele, a fim de utiliza-la com sucesso para a
administracéo de farmacos®. Atualmente, os camundongos representam a espécie
mais utilizada em estudos pré-clinicos de fisiologia e bioquimica, uma vez que sao
faceis de manusear e reproduzem-se rapidamente, sendo economicamente mais
viaveis®’. Na Figura 5 sdo ilustradas as principais semelhancas e diferencas entre a
pele de camundongos e humanos. O processo de reparo epitelial € semelhante

entre as duas espécies quando consideradas as fases que se sobrepdem, incluindo

eventos moleculares e celulares, homeostase, inflamacgéo, proliferacdo e
remodelamento®’.
Figura 5 — Pele humana versus pele de camundongos.
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Por outro lado, conforme demonstrado na Figura 5, embora a pele humana e
de camundongos tenham as mesmas camadas de células na epiderme e derme,
elas diferem principalmente em espessura e numero. A epiderme humana é
composta por cinco a dez camadas celulares, enquanto a pele murina contém
apenas duas ou trés. Também, a pele dos camundongos contém mais foliculos
pilosos do que a pele humana. Estes fatores ndo devem excluir os modelos murinos
dos estudos de administracéo de farmacos sobre a pele, mas servir de aviso para o
estabelecimento de critérios durante a interpretacdo dos resultados dos estudos®’.

A partir do exposto, cabe explorar um pouco 0s aspectos comuns da pele

humana e murina. Uma das funcbes naturais da pele é proteger o corpo contra a
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perda enddgena de substadncias e invasdo por substancias exogenas.
Microscopicamente, a maioria dos pesquisadores considera que a pele é composta
por trés camadas histologicas (epiderme, derme e hipoderme ou tecido subcutaneo),
ilustradas na Figura 5. A principal barreira a difusédo através da pele é a camada
mais externa da mesma, 0 estrato cOrneo, que consiste em cornedcitos (também
chamados queratinécitos mortos), que sao inteiramente rodeados por regides
lipidicas cristalinas lamelares (Figura 6). O limite da célula - um envelope cornificado
- € muito denso e tem estrutura de proteina reticulada, que reduz a absorcdo de
farmacos através da pele. O estrato cérneo é descrito como a barreira limitadora da

pele em relacédo a epiderme e derme viaveis®.

Figura 6 — Possiveis vias para a entrega de farmacos através do estrato corneo.
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A epiderme viavel é uma solucdo aquosa de proteinas encapsuladas em
compartimentos celulares por finas membranas fundidas por tonofibrilas. A epiderme
nao contém elementos vasculares. As células recebem nutricdo de leitos capilares
localizados na camada papilar da derme por difusdo de componentes do plasma
(Figura 6). Esta camada é formada de uma matriz proteica fibrosa e muito colageno
e elastina, elementos incorporados em uma substancia fundamental coloidal amorfa.
A derme € o local dos vasos sanguineos, nervos sensoriais e vasos linfaticos. Ela
contém os segmentos internos de glandulas sudoriparas e unidades pilossebaceas
que também sdo importantes para a entrega de alguns farmacos e sistemas de
transporte dos mesmos®°.

A administragcédo de farmacos sobre a pele pode incluir: (1) particionamento do

farmaco em veiculo para o estrato corneo; (2) penetracdo através do estrato cérneo;
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(3) difusdo através de cada camada da pele; (4) captacdo pela rede capilar na
juncao dermoepidérmica; e, (5) o transporte para os tecidos-alvo para alcancar acao
terapéutica®® (Figura 7). A absorcdo percutanea pode ocorrer através de duas vias:
transepidérmica (intercelular e transcelular) e transapéndices (foliculos pilosos,
dutos sudoriparos e vias pilossebaceas, Figura 6). A penetracdo entre cornedcitos
(intercelular) é o caminho pelo qual a maioria dos compostos ou particulas penetram
na pele. Como cornedcitos ndo sdo empilhados paralelamente quando penetrando
entre eles, um composto tem que viajar através de um caminho sinuoso. Acredita-se
gue este caminho permita livre difusdo de volume através das bicamadas lipidicas

presentes nas célulasi®.

Figura 7 — Vias de administracdo de farmacos sobre a pele normal: tépica e

transdérmica.
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Acredita-se que a via transcelular seja hidrofilica, em principio, sendo
composta de regides aquosas cercadas por lipidios “polares” (anfipaticos) que criam
paredes de microcanais. Esta via € conhecida por ter uma alta resisténcia a
penetracdo de compostos lipofilicos, mas uma baixa resisténcia para compostos
hidrofilicos. Compostos que permeiam esta via penetram entre aglomerados de
cornedcitos através de imperfeicdes que criam aberturas para compostos e agua.
Algumas investigagbes indicaram que a queratina intracelular fornece esse
caminho'®%, A via transapendicular pode representar um caminho para superar a
baixa difusividade do estrato cérneo e pode agir como um desvio difusional na
pele®’. Certos farmacos podem entrar nesses desvios mais rapido do que costumam
passar por outras vias, dependendo da formulacéo e propriedades intrinsecas!.

Comumente, na administracdo topica, a absorcao sistémica muitas vezes é
desconsideravel e, assim, muitos efeitos colaterais podem ser minimizados. Dessa

forma, nos casos leves a moderados de psoriase, sdo utilizados corticosteroides
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toépicos em principio, mesmo que a resposta possa ser mais lenta em relacdo ao
tratamento sistémico. Nao obstante, como nas formas dermatologicas da doenca as
escamas epidérmicas aumentam em espessura (hiperceratose), os farmacos
aplicados sobre a pele tém dificuldade de penetrar a &rea de tecido das lesdes, o
que compromete a eficacia dos mesmosi®. Nesse contexto, quanto mais espessa €
a pele, mais dificil o tratamento da psoriase®.

A Figura 8 apresenta uma ilustracdo representativa da administracdo de
farmacos inicialmente sobre a pele normal (Figura 8A-B, via tdpica e transdérmica,
respectivamente). Em sequéncia, é apresentado o caso da administracdo de
farmacos sobre a pele psoriatica (Figura 8C)%. Dois aspectos representam desafios
neste tratamento: o espessamento epidérmico somado a queratinizagdo anormal
que criam um caminho mais longo através do qual os farmacos tém dificuldade em
se difundir na pele psoriatica (Figura 8C). As limitagdes continuam, se considerada a
possibilidade de um comprometimento da funcdo de barreira da pele psoriatica, que
neste caso, paradoxalmente, pode aumentar o risco de absorcdo sistémica ou
excessiva de farmacos. Deste modo, a eficacia e seguranca dos farmacos ideais
dependem de caracteristicas fisico-quimicas e doses especificas de formulacées

que ainda séo foco de interesse em novos estudos'340.105,

Figura 8 — Administracdo de farmacos sobre a pele normal: via topica (A) e
transdérmica (B). Administracdo tépica de farmacos sobre a pele psoriatica (C).
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1.1.6 Lipossomas como sistemas de transporte de farmacos

Os lipossomas vém sendo pesquisados na area farmacéutica com Varios
objetivos. Podem ser utilizados para facilitar a veiculacdo do farmaco ao seu tecido-
alvo para mascarar o sabor de um farmaco quando este é administrado por via oral
(importante para medicamentos pediatricos e veterinarios), proteger das enzimas
digestivas, diminuir a biotransformacdo hepética e, assim, aumentar a
biodisponibilidade. Quando empregados em formulacbes para aplicacdo sobre a
pele, podem aumentar o controle da liberagdo dos farmacos, proteger contra
agentes degradantes (como a luz solar) e aumentar a permeacéo cutanea, fazendo
com que o farmaco chegue ao seu alvo em maior concentracéo (biodisponibilidade)
ou que se mantenha no local das alteracdes patoldgicas (retencdo e liberacéo
controlada)'®. Os lipossomas representam uma das primeiras opcdes na area
dermatoldgica e cosmetoldgica por serem parecidos com as membranas biolégicas
e terem sua aplicacdo apoiada por inUmeros trabalhos cientificos, tendo relevancia
como sistemas carreadores de farmacos bem-sucedidos em suas variadas
abordagens?2430.106-108

Os lipossomas foram descobertos por Alec D. Bangham na década de 1960
no Instituto Babraham, da Universidade de Cambridge!®®. Consistem em vesiculas
formadas por bicamadas lipidicas concéntricas Unicas ou multiplas que encapsulam
um compartimento aquoso. As primeiras formulacbes eram compostas
exclusivamente por lipidios naturais. Atualmente, s&o incluidos lipidios e
surfactantes naturais e/ou sintéticos, tendo a capacidade de encapsular agentes

lipofilicos em sua membrana lipidica e hidrofilicos no nucleo aquoso (Figura 9).

Figura 9 — Lipossomas de fosfolipidios.
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O tamanho dessas vesiculas lipidicas quase esféricas pode variar de alguns
nandometros a micrOmetros. Contudo, o0s lipossomas mais utilizados séao
nanoestruturados, variando geralmente entre 50 e 450 nm. Sua morfologia €
semelhante a das membranas celulares, o que Ihes conferem um formato esférico
denominado “vesiculas”, com capacidade para incorporar varias substancias®°.
Formados na maioria das vezes por fosfolipidios, sdo compostos de moléculas
anfifilicas que possuem uma cabeca hidrofilica e duas cadeias hidrofobicas
apolares. Quando os fosfolipidios sé@o dispersos em solu¢des aquosas devido a sua
natureza anfipatica, tém uma forte tendéncia a formar membranas, principalmente
por interagBes hidrofdbicas (interacdo intermolecular no qual compostos apolares
sofrem consequéncias das a¢Oes dinamicas dos compostos polares). Em solugao
aguosa estas propriedades duplas (cabecas polares e longas cadeias alifaticas
apolares) favorecem a formacdo de duas camadas lipidicas. Essas propriedades
apresentam vantagens biolégicas e tecnologicas para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo ideais para substancias biologicamente ativas, in vitro e in
vivo. Os lipossomas tém sido considerados o sistema de transporte de farmacos
mais bem-sucedido em desenvolvimento até o momento08-113,

Recentemente, os lipossomas foram usados para a elaboracdo de vacinas
contra a pandemia do SARS-CoV-2. O RNA mensageiro do virus com nucleosideo
modificado em Comirnaty™ foi formulado em nanoparticulas lipidicas, permitindo
gue o RNA néo replicante entre nas células hospedeiras para a expressao transitéria
do antigeno Spike (S) do virus SARS-CoV-2. O mRNA codifica a proteina S integral
ligada a membrana com duas mutacdes pontuais na hélice central. A mutacdo
destes dois aminoacidos para a prolina bloqueia a proteina S numa conformacéao
pré-fusdo antigenicamente preferida. Assim, a vacina induz imunidade celular e
producdo de anticorpos neutralizantes contra o antigeno S, o que pode contribuir
para a protecdo contra a COVID-19 (vacina Pfizer-BionTech)14,

Na estrutura do lipossoma as cadeias hidrofobicas de cada camada fazem
interface umas com as outras e constituem um compartimento interno lipofilico que
atua como uma barreira de permeabilidade. Intera¢c6es hidrofébicas estdo por tras
da formacdo dessas bicamadas lipidicas. Ainda, a chamada forca de van der
Waals!?® (interagdes intermoleculares fracas) mantém as longas caudas de

hidrocarbonetos juntas, fortalecendo assim sua arquitetura. Por ultimo, pontes de
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hidrogénio e interacOes polares entre as moléculas de agua do ambiente aquoso e
as cabecas polares dos fosfolipidios estabilizam essa organizacdo. A conformacéao
final dos fosfolipidios depende de sua natureza, concentracdo, temperatura e forma
geométrica. Os ions ou moléculas que estiverem presentes durante o processo de
formulacéo poderéo ser encapsulados nessa estrutura''®.

E sabido que a constituicéio lipidica dos lipossomas favorece a interagdo com
0 estrato cOrneo, podendo proporcionar um aumento na penetracdo cutanea de
varios ativos em peles normais. Além disso, estas particulas podem se fundir na
superficie da pele, promovendo ocluséo e hidratacdo do estrato corneo, favorecendo
a penetracdo do farmaco em peles normais e retencdo em peles ndo saudaveis,
como no caso da psoriase e da dermatite atépical®, promovendo também tempo de
retencdo aumentado por deposicdo de substancias nas camadas afetadas pelo
fendbmeno de paraceratose!!’, onde os queratinécitos, em seu espessamento,
dificultam a administracdo de farmacos por via tépica. Estudos tém mostrado o
potencial desses sistemas para saturar o estrato corneo com altos niveis da
substancia ativa, o que ndo seria possivel com os veiculos convencionais. Os
lipossomas possuem a habilidade de melhorar a farmacocinética e as propriedades
farmacoldgicas do principio ativo, sem necessidade de alterar quimicamente a
molécula; possibilitam encapsular farmacos hidrofilicos ou lipofilicos; potencializam a
eficacia terapéutica através da liberacdo do farmaco no tecido-alvo, ou mesmo em
células especificas, evitando danos em células sadias; eles permitem permeacao de
farmacos através das barreiras bioldgicas; aumentam a penetragcdo celular na pele;
possibilitam a administracdo de doses menores; tém perfil de liberacdo controlada
ou sustentada'®. Dessa forma, acredita-se que as formulacdes lipossomais possam
contribuir para aumentar a poténcia dos farmacos, um parametro central em
farmacologia e ciéncias bioguimicas, assim como na descoberta e desenvolvimento
de farmacos, pois é utilizada para descrever a relacdo entre a dose ou concentracao
e a intensidade de uma resposta bioldgica determinada?l!8,

Um dos tipos de fosfolipidios mais utilizados na constituicdo dos lipossomas é
a fosfatidilcolina, cuja estrutura é apresentada na Figura 10. A fosfatidilcolina
constitui o principal componente da fragéo fosfatada, obtida a partir da gema de ovo
ou de graos de soja e girassol, de onde é extraida por meios mecanicos ou
quimicos. Encontra-se presente, também, no plasma sanguineo como constituinte

de lipoproteinas. E biocompativel, biodegradavel e tem acédo tensoativa. E formada
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por duas cadeias longas de hidrocarbonetos, que séo acidos graxos (uma molécula
saturada e outra insaturada), que constituem a porcao hidrofébica ou apolar da
molécula. A porcao hidrofilica ou polar € formada pelo glicerol (ou glicerina), um

grupamento fosfato e uma molécula de colina*®.

Figura 10 — Estrutura quimica de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina.
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As emulsbes e suspensfes contendo lipossomas de fosfatidilcolina séo
compostas por fases oleosa e aquosa, somadas a um ou mais estabilizadores
(tensoativos), formando glébulos de tamanho submicrométrico, sendo consideradas
um excelente sistema de liberagéo controlada de substancias biologicamente ativas
devido a sua flexibilidade estrutural, seja em termos de tamanho, composicao e
fluidez da bicamada lipidica, como também por sua capacidade de incorporar uma
variedade de compostos hidrofilicos e/ou hidrofébicos!?L.

Vérios estudos demonstraram que formulacdes contendo lipossomas de
fosfatidilcolina podem aumentar a penetracdo e retencdo de drogas na pele,
provavelmente devido ao efeito oclusivo causado pela formacéo de um filme intacto
em sua superficie'?>123, Além disso, as formulacdes com lipossomas de
fosfatidilcolina podem interagir com os lipidios nhas camadas mais externas da pele,
resultando na fluidizacdo do estrato corneo e aumento da permeacao do farmaco na
pele normal e retencdo na pele psoriatica. As vesiculas contidas nestas formulacdes
também podem se acumular nos apéndices da pele, como os foliculos pilosos,
atuando como um reservatoério de longo prazo para a liberacdo do farmaco'?4.

Pesquisadores testaram formulagcbes contendo acido ascoérbico em
lipossomas de fosfatidilcolina sobre amostras de pele humana em ex vivo. O acido
ascorbico é utilizado em dermatologia pelo seu potente efeito antioxidante e anti-
inflamatorio, prevenindo o fotoenvelhecimento dos queratinécitos. Contudo, devido a
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instabilidade quimica e baixa penetracdo pela pele, um veiculo apropriado é
mandatorio para se obter os efeitos desejados do acido ascorbico. As amostras de
pele foram coletadas da regido abdominal de 10 pacientes, sendo as preparacoes
lipossomais testadas sobre a pele toda, isto é, envolvendo a epiderme e a derme. A
absorcdo percutanea do acido ascorbico foi monitorada por histologia e célula de
difusdo de Franz. Os resultados mostraram que a formulacao lipossomal melhorou a
penetracdo pela pele e estrato corneo, permitindo que o acido ascérbico instavel e
hidrofilico alcancasse regifes da epiderme e da derme, melhorando seus efeitos
protetores frente a irradiacéo ultravioleta tipo A e B1%5,

Ainda, Silva e colaboradores?®, no intuito de aumentar a retencéo na pele de
drogas para o tratamento da psoriase nas camadas externas da pele e melhorar a
seguranca da terapia topica, utilizaram nanoemulsGes a base de fosfatidilcolina,
taurodesoxicolato, acido estearico e acido oleico, in vitro. Estudos de penetracdo em
célula de difusédo tipo Franz e amostras de pele integra de orelhas suinas foram
utilizadas como modelo experimental de pele. Os resultados demostraram que o0
nanoencapsulamento de clobetasol tem um alto potencial para melhorar a terapia de
uso externo, visto que o estrato cOrneo atua como reservatério de farmaco
(retencdo), levando ao maior acumulo de clobetasol nessa camada e suas
concentracfes na pele remanescente, evitando assim absor¢ao sistémica durante os
esquemas de administracdo prolongada. Esses resultados justificam o
desenvolvimento de mais pesquisas envolvendo os lipossomas de fosfatidilcolina
contendo clobetasol em modelos de psoriase que apresentam caracteristicas

distintas em relacao a pele integra.

1.1.7 Um veiculo lipossomal disponivel comercialmente

Nos ultimos anos diversas formulacbes a base de cremes e logles
lipossomais tem surgido no mercado, principalmente para o uso transdérmico. Entre
elas, um produto inovador que recentemente foi disponibilizado comercialmente
caracteriza-se por um veiculo a base de 6leo e agua, contendo lipossomas de
fosfatidilcolina em matriz de polimero carboxivinilico. O veiculo também é composto
por potenciadores de permeacdo e estabilizadores (miristato de isopropila, acido
estearico, monoestearato de glicerol, estearato de polioxil 40 e palmitato de

isopropila)®!, sendo patenteado pelo laboratério holandés Fagron com o nome de
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Pentravan®. Este veiculo é promotor de permeacdo cutanea, sendo formado por
biolipideos em forma de bicamada lamelar. O produto foi desenvolvido por um
processo altamente tecnoldgico para apresentar elevada biocompatibilidade celular,
sensorial agradavel e diferenciado e atender todos os requisitos de seguranca
necessarios. No entanto, até o presente momento, apenas estudos para seu uso em
pele integra e em mucosas foram realizados, incluindo hormdnios esteroidais
sexuais®?33, Conforme mencionado, o nlcleo esteroidal também é caracteristico da
estrutura do clobetasol®. O veiculo lipossomal em questdo é livre de ingredientes
reconhecidamente ou potencialmente irritantes, toxicos ou controversos e promove
uma leve desorganizacdo da camada lipidica da pele sem dissolvé-la como faz o
dimetilsulféxido (DMSO), permitindo a penetracdo do principio ativo através do
estrato corneo (acéo surfactante anfotérica)3!.

Estudos demonstraram a capacidade dos nanolipossomas de fosfatidilcolina
de veicular horménios esteroides de forma eficaz e segura. Uma analise anterior
determinou o tamanho médio de particulas lipossomais feitas com este veiculo e
testosterona, que foi de 141,20+30,60 nm e indice de polidispersividade de
1,54432:3436,37.126 | ehman e colaboradores®? testaram a testosterona e o cetoprofeno
em formulacdes contendo os lipossomas, demonstrando melhor permeacéo destas

drogas através da pele.

1.1.8 Modelos animais de lesdes psoriasiformes

A psoriase é uma doenca que acomete primoridalmente os seres humanos, a
excessdo de casos esporadicos em algumas espécies de primatas. Nesse sentido,
os modelos n&o-humanos de psoriase podem somente providenciar uma
aproximacédo daquilo que ocorre na doenca real*?”. O estudo por novos farmacos
para o tratamento da psoriase historicamente apresenta um grande gargalo devido a
falta de modelos experimentais que recapitulassem a doenca que ocorre nos
humanos. Sempre foi considerado complicado extrapolar a partir de culturas de
células para a situagdo in vivo, pois 0s queratindcitos em cultura rapidamente
tornam-se mutantes. O fato de a psoriase ser uma doencga que acomete mais de um
sistema anatdomico simultaneamente, observando-se disturbios dos queratinécitos da
epiderme na forma cutédnea juntamente com distarbios celulares do sistema

imunoldgico, torna muito dificil realizar investigagfes utilizando sistemas in vitro.



41

Nickoloff e Wrone-Smith'?® romperam uma barreira realcando a possibilidade
de inducdo experimental de lesGes psoriasiformes em roedores. Mesmo assim, a
metodologia proposta ainda foi e tem sido considerada muito complexa devido aos
custos e a dificuldade na manipulacdo de animais imunodeficientes. O modelo
proposto é extremamente trabalhoso e requer consideravel experiéncia e habilidade
técnica. Além disso, a falta de um sistema imune funcional neste modelo de
xenoenxerto limita a sua utilizacdo no estudo de abordagens de intervencbes
imunestt’.

Por motivos como estes, o0 modelo de inducéo de lesGes psoriasiformes feito
com a administracdo topica do farmaco imiqguimode em camundongos Balb-c tem
sido considerado um dos 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 topico de verrugas genitais e perianais causadas pelo
virus do papiloma humano (HPV)'?°, além de indicacGes clinicas em lesGes
cutdneas pré-cancerosas, tais como queratoses actinicas e carcinomas de células
basais superficiais'®®13L, Inicialmente, foi observado que o farmaco causava
exacerbacdo da psoriase em pacientes com doenca bem controlada durante o
tratamento topico de queratoses actinicas e carcinomas de células basais
superficiais'®?. Foi observado também que a exacerbacdo ocorria tanto na area
tratada como também em areas distantes da pele previamente afetada’®:. Por meio
de testes da administracdo do imiquimode em roedores foi observado que o farmaco
leva a inducéo de lesBes psoriasiformes e que a aplicacao de imiquimode na pele de
camundongos leva a um influxo (infiltracdo) rapido de células dendriticas
plasmocitoides, atividade do IFN-y e inflamacdo mediada pelo eixo de citocinas IL-
23/IL-17, todas estas caracteristicas comuns da doenca psoriatica em
humanos!!’132134 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 lesbes cronicas causadas pela psoriase. No entanto, € preciso
admitir que ainda existem caracteristicas deste modelo a serem descobertas e que

estudos com este objetivo estdo ainda sendo publicados na literaturall7.135.136137,
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficécia, a poténcia farmacolégica e a seguranca do tratamento com

clobetasol em veiculo lipossomal em camundongos com lesGes psoriasiformes e

contribuir a caracterizacdo do mecanismo de acgao anti-inflamatorio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente estudo visa investigar especificamente nos animais com lesfes

psoriasiformes induzidas por imiquimode ou veiculo e tratados com clobetasol em

veiculo convencional ou lipossomal em diferentes doses:

Avaliar a gravidade de lesdes psoriasiformes;

Comparar o tempo necessario para o desaparecimento das lesdes
psoriasiformes;

Avaliar a acantose da pele;

Avaliar a temperatura da pele como sinal de inflamacéo;

Dosar a concentracdo de IL-17A, IFN-y e IL-10 nas amostras de pele;
Avaliar em amostras de pele a fosforilagdo de proteina cinase B (Akt) e
das cinases ativadas por mitdgenos (fosforilagdo da ERK1 e ERK2);
Avaliar hemograma e leucograma nas amostras de sangue;

Monitorar o peso dos animais, 0 consumo de agua e racao;

Avaliar a atividade locomotora dos animais;

Determinar o peso dos 0rgaos dos animais.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo pré-clinico experimental com analises in vivo e ex vivo.

3.2 LOCAL E DATAS

A presente pesquisa foi conduzida nas dependéncias e laboratérios do

Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, na UNISUL campus Pedra

Branca em Palhoca-SC (Brasil), nas dependéncias do Laboratorio de Neurociéncia

Experimental (LANEX). Sua execugdo experimental ocorreu no periodo entre

outubro de 2020 e o primeiro semestre de 2021.

3.3 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Foram utilizados para o desenvolvimento deste estudo 0s seguintes materiais

e equipamentos:

Acido etilenodiaminotetracético EDTA (Sigma-Aldrich, EUA);

Agitador magnético, vortexador e centrifuga baby (Quimis®, Brasil);
Anticorpos primarios anti-Akt, anti-fosfo Akt, anti-ERK, anti-fosfo ERK,
anti-B-actina-HRP e anticorpos secundarios conjugados (Santa Cruz,
EUA);

Arena de campo aberto (Insight, Brasil);

Balanca analitica (Shimadzu AUY 220, Jap&o);

Camera Termografica (FLIR C2, Oregon, EUA);

Centrifuga de microtubos (Eppendorf, Alemanha);

Centrifuga refrigerada (Solab Cientifica-405, Brasil);

Coquetel inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA);

Criotubos (Sigma-Aldrich, EUA);

DMSO (Galena, Brasil);

Leitor de microplacas por espectrofotometria (Quimis®, Brasil);
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e Etanol (Vetec®, EUA);

e Microtubos Eppendorf (Sigma-Aldrich, EUA);

e Gaiolas para animais (SoftLab, Brasil);

¢ Imiquimode 250 mg/saché (Neoquimica, Brasil);

¢ Kits de Elisa para dosagem de IL-17A, IFN-y (Invitrogen/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) e IL-10 (R&D Systems, Minneapolis,
MN);

¢ Kit para deteccdo de quimiluminescéncia (Amersham®);

e Microscépio optico (Olympus, Japéo);

e Microsoft Excel (Washington, EUA);

e Micropipetas (Axygen, EUA);

e Veiculo a base de fosfatidilcolina Pentravan (Fagron, Holanda);

¢ Placas cultura 96 pocos (Prolab, Brasil);

e Propilenoglicol (Galena, Brasil);

¢ Propionato de Clobetasol (Iberoquimica, Brasil);

¢ Solucdo de tampéo fosfato-salina (PBS);

e Sistema e reagentes de Western Blot (Bio-rad, EUA);

e Sistema de revelacao e captura de imagens (iBright — Life Sciences);

e Software GraphPad Prism 9 (San Diego, EUA);

e Software ANYmaze® (Stoelting, EUA).

3.4 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Mus muscullus da linhagem Swiss albino
provenientes da Universidade Federal de Santa Catarina. Estes, foram alojados no
biotério do LANEX, da Unisul, campus Pedra Branca em Palhoga, Santa Catarina.
Os critérios de inclusédo para os animais foram: 1) atestado de sanidade animal; 2)
homogeneidade animal em termos de idade (cerca de dois meses), peso (4010 g);
e, 3) mesma procedéncia (Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina). O principal critério de exclusao foi relacionado a presenca de sinais de
alteracdes morfologicas ou comportamentais, tais como piloerec¢éo, agressividade,

letargia e qualquer outro disturbio aparente.
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Foram utilizadas fémeas, adultas jovens, com idade aproximada de 60 dias,
pesando cerca de 40 g. Os animais foram mantidos sob condi¢des controladas (ciclo
claro e escuro de 12 horas, temperatura entre 22+2 °C, com aproximadamente 60%
de umidade relativa do ar, recebendo ragdo laboratorial e 4gua ad libitum). Ao final
do estudo, foi induzida a morte indolor assistida, conforme preconizado pelas
diretrizes da pratica de eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacédo Animal (CONCEA)!3,

3.5 FORMULACOES E FORMAS DE APRESENTACAO

Todas as formulagbes foram administradas em uma forma farmacéutica pré-
definida (locdes emolientes de uso externo). Esta definicdo teve como base a
literatura e ao fato das lesbes psoriaticas aparecerem ressecadas e descamativas.
Nesse sentido, procurou-se incluir emolientes na composi¢cdo dos medicamentos
para tratamento topico3%140, As caracteristicas das lo¢Ges sdo apropriadas para
este tipo de estudo pois as mesmas foram homogéneas, permitindo o controle mais
preciso de doses. Além disso, elas apresentaram viscosidade e espalhabilidade
adequadas a aplicacéo sobre a pele!4:.

A locédo de uso externo de clobetasol em veiculo convencional utilizada foi
manipulada em veiculo convencional, semelhante aos veiculos usados em suas
formas comercializadas, contendo clobetasol a 0,5 mg/mL. O veiculo desta
formulacédo foi constituido de DMSO a 1%, propilenoglicol 10%, alcool etilico 15%,
metilparabeno 0,02%, citrato de sédio 0,02%, acido citrico (ajuste de pH) e agua
destilada gsp. O &cido citrico nessa formulacéo foi utilizado somente para o ajuste
de pH'*2. As locGes lipossomais foram preparadas em veiculo a base de lipossomas
de fosfatidilcolina em base de 6leo e 4gua e matriz de polimero carboxivinilico,
contendo potenciadores de permeacdo e estabilizadores. Esta formula contém
miristato de isopropila, acido estearico, monoestearato de glicerol, estearato de
polioxil 40 e palmitato de isopropila3:®2. As formulacGes testadas neste estudo foram
adquiridas com laudo técnico de qualidade fisioquimica e microbiologica, sendo
preparadas pela farmacéutica responsavel na Farmacia DayPharma, S&do Paulo
(Brasil).
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3.6 DELINEAMENTO DE ESTUDO

O delineamento deste trabalho foi definido com base no desenho de estudos
semelhantes publicados anteriormente!!’143-145 " A maioria destes utilizou o modelo
de lesdes induzidas por imiquimode em camundongos e tratamentos experimentais
administrados diariamente, pelo periodo de quatro a sete dias'!’'43, Desai e
colaboradores'#* testaram a administracdo tdpica de uma associacdo de RNA
silenciador anti-TNF e capsaicina em nanoparticulas lipidicas que demonstraram
inibir eficientemente a inflamacdo da pele causada pelo imiquimode em
camundongos’#*. Neste estudo, os autores testaram trés doses das nanoparticulas
que foram administradas a cada 24 h durante trés dias. Em outro estudo
semelhante, Walunj e colaboradores'*® desenvolveram um projeto intitulado
“Preparacao, caracterizacdo e avaliacéo in vivo de lipossomas catiénicos contendo
ciclosporina para o tratamento de lesbes psoriasiformes” (em camundongos). Os
autores realizaram um tratamento experimental diario durante cinco dias
consecutivos. Para definir a extensédo do tratamento experimental na presente tese
optou-se também por um tratamento experimental realizado durante cinco dias
consecutivos!*®147  conforme observado no desenho experimental a seguir (Figura
11).

Vinte e quatro horas antes do experimento foi realizada a depilagdo dos
animais na area dorsal (2 cm?) e a alocagdo nos diferentes grupos experimentais.
No dia 1 foi realizada a pesagem inicial dos animais, quantificados agua e racao
através de metodologia detalhada. Os tratamentos dos animais foram realizados
durante os cinco dias subsequentes. No dia 5, duas horas apo0s a administracdo das
Gltimas doses dos tratamentos, 0os animais/agua/racdo foram pesados novamente,
sendo avaliada a atividade locomotora'4’ e a gravidade das lesGes e temperatura da
pele!!” (n=12/grupo). Na sequéncia, foram coletadas as amostras de sangue e
induzida morte indolor assistida em seis animais de cada grupo'3® para obtencéo
das amostras de pele necessarias as avaliacdes moleculares (ELISA e Western
Blotting). Os animais remanescentes mantidos vivos (n=6/grupo) foram monitorados
diariamente, a partir do sexto dia, para determinar o tempo de desaparecimento das

lesdesi*s,
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Figura 11 — Desenho experimental.

1 2 3 4 5 A partir do dia 6 até o
desaparecimento das lesGes

v

Dias

v Animais mantidos vivos avaliados a
cada 24 h

v Contagem de animas apresentando
lestes psoriasiformes

v" Pesagem dos animais E E
v Pesagem da racéo ! i
v Medida do volume d'agua | i

1

Aplicacdo de Imiquimode
Tratamento experimental das lesdes

v" Pesagem dos animais

v" Pesagem da racéo

v" Medida do volume d’agua

v Teste de campo aberto

v Avaliacdo da severidade das lesbes

v Eutandsia e coleta de amostras de E

pele e sangue H
v' Coleta e pesagem dos drgéaos i
v" Avaliacbes histologicas !
v' Avaliacbes de ELISA e WB i

Fonte: Adaptado de van der Fits et al.1*” e Walunj et al.1*5.

3.6.1 Grupos experimentais

Os animais foram alocados em oito grupos experimentais, apresentados a
sequir:

e Sham/Veiculo Convencional e Sham/Veiculo Lipossomal. Dois
grupos Sham tratados somente com o0s veiculos convencional ou
lipossomal. Os dados coletados junto a estes grupos refletem os
eventuais efeitos dos veiculos per se. Estes grupos foram compostos
por animais ndo submetidos ao procedimento de inducdo de lesdes,
mas tratados com os veiculos em volume determinado em estudos
anteriores (100 pL)'#6147 um volume suficiente para cobrir toda a area

das lesdes (2 cm?). Cabe ressaltar, todos os grupos experimentais
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envolvidos nesta pesquisa foram tratados com o mesmo volume de
cada dose (100 pL)46.147;

e Imiquimode/Veiculo Convencional e Imiquimode/Veiculo
Lipossomal. Dois grupos controles em que foram induzidas lesdes
com imiquimode e tratadas somente com os veiculos (convencional ou
lipossomal). Comparag0des realizadas frente aos dados obtidos nestes
grupos vislumbram possiveis indicadores da eficacia dos tratamentos
experimentais;

e Imiquimode/Clobetasol 0,5 mg/mL em Veiculo Convencional.
Grupo no qual as lesbBes psoriasiformes induzidas por imigquimode
foram tratadas com clobetasol em veiculo convencional em dose
comercialmente disponivel (0,5 mg/mL)'*° por locdo de uso externo.
Comparacdes frente aos dados obtidos neste grupo podem revelar
diferencas entre os tratamentos experimentais com veiculo lipossomal
e o tratamento com veiculo convencional,

e Imiquimode/Clobetasol 0,1; 0,25 ou 0,5 mg/mL em Veiculo
Lipossomal. Trés grupos-teste tratados com clobetasol em veiculo
nanoestruturado a base de lipossomas de fosfatidilcolina. Foram
testadas trés doses distintas de clobetasol. A primeira foi equivalente
aos medicamentos (lo¢cdes de uso externo) a base de clobetasol
disponibilizados comercialmente (0,5 mg/mL). Para testar a hipétese
desta tese (eficacia satisfatdria em doses menores, associadas com
menos efeitos colaterais), os ultimos dois grupos-teste foram tratados
utilizando clobetasol a 0,25 mg/mL e 0,1 mg/mL. Comparagdes frente
aos dados deste grupo permitem uma estimativa da poténcia
farmacoldgica, além das avaliagbes dos parametros relacionados a

seguranga.

3.6.2 Tamanho amostral

Uma analise de poder indicou que pelo menos seis camundongos por grupo
foram necessarios para detectar diferencas em termos de resolucdo das lesdes
(desaparecimento das mesmas) em um contexto de poder estatistico de 80%,

intervalo de confiangca de 95%, razdo de 1:1 entre 0s grupos e levando em
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consideracéo o padrdo de resolugdo das lesdes?%1%2, Uma equacéo para determinar
o tamanho das amostras sem reposicao foi utilizada (Eq.1): n = {[(z alfa + z beta) * 5]
/ sigma} 2. Na equacdo, n = tamanho da amostra; z alfa = valor tabelado para alfa
0,05 (distribuicdo normal), z beta= valor tabelado para alfa de 0,20 (distribuicao
normal), s= desvio padrdo, sigma = diferenca (s) adotada (s) entre as medias para
deteccao significativa. A quantidade de 12 animais por grupo surge da necessidade
de um numero significativo para se obter amostras biolégicas e, por outro lado, da
necessidade de animais vivos, para realizar todas as andlises da Ultima fase
(contagem do tempo necessario para 0 desaparecimento das lesdes)

esquematizada na Figura 11.

3.7 INDUCAO DE LESOES PSORIASIFORMES POR IMIQUIMODE

As lesdes psoriasiformes foram induzidas farmacologicamente, com excecao
dos grupos Sham, aplicando 62,5 mg de imiquimode por via topica, uma vez ao dia,
durante cinco dias consecutivos, sobre a area dorsal depilada dos animais.
Observar-se que dois ou trés dias apoés o inicio da aplicacdo do imiquimode o dorso
dos camundongos exibe sinais de eritema, descamacdo e espessamento’®’. Esse
modelo ndo possibilita inducdo de lesGes por tempo prolongado uma vez que 0s
animais tratados topicamente com imiguimode desenvolveriam uma resposta
inflamatéria sistémica, ficando propensos a desidratacédo®. Por este motivo, optou-
se nesta tese pela utilizacdo da metodologia de van der Fits e colaboradores!!’ e

Walunj e colaboradores?*.

3.8 TRATAMENTOS COM CLOBETASOL

Do dia 1 ao dia 5, ap0s duas horas da aplicacdo de imiquimode para indugéo
das lesdes psoriasiformes ou veiculo, foi aplicado topicamente na pele do dorso dos
camundongos (n=12/grupo) as solu¢des de veiculo lipossomal ou convencional per
se (Imiguimode/Veiculo Convencional, Imiguimode/Veiculo Lipossomal); clobetasol
0,5 mg/mL em veiculo convencional (Imiquimode/Clobetasol 0,5 mg/mL em Veiculo
Convencional) ou clobetasol 0,1; 0,25 ou 0,5 mg/mL em veiculo lipossomal

(Imiguimode/Clobetasol 0,1; 0,25 ou 0,5 mg/mL em Veiculo Lipossomal).
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3.9 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS

3.9.1 Avaliagao da eficacia dos tratamentos

Foram utilizados dois indicadores de eficacia dos tratamentos experimentais:
a severidade das lesdes psoriasiformes avaliadas e comparadas por meio da escala
PASI adaptada para camundongos!!’ e o tempo necessario para o desaparecimento
das lesBes. O método PASI é um instrumento utilizado para determinar a gravidade
dos casos dermatoldgicos de psoriase em humanos’?. Trata-se de uma escala de
pontuacdo visual. Na versdo adaptada para camundongos a pontuacdo total da
escala vai de zero a doze. S&o avaliados trés parametros: eritema, descamacéo e
espessamento da pele. Nao foi avaliado o parametro superficie corporal pois este foi
pré-determinado em 2 cm? para indugdo da lesdo. A pontuacdo foi atribuida para
cada um dos parametros em uma escala de zero a quatro pontos, onde 0 =
auséncia, 1 = leve, dois = moderado, 3 = marcado e 4 = muito marcado (intenso). A
pontuacao final do PASI foi obtida de maneira cumulativa pela soma da pontuagao
obtida para cada parametro. O PASI foi aplicado no dia 5 a contar do inicio da
inducéo das lesdes (n=12/grupo)°®.

O tempo de desaparecimento das lesBes foi avaliado pela contagem diaria de
camundongos apresentando lesdes psoriasiformes a partir do sexto dia de
experimentacdo até o desaparecimento completo das lesdes, por metodologia
descrita anteriormente (n=6/grupo)'*®. Esses dados foram plotados em um gréfico de
ordenadas e coordenadas (numero de animais apresentando lesdes versus dias
apos a interrupcao do tratamento experimental). Desta forma, a area sob a curva
(AUC) foi proporcional ao tempo necessario para o desaparecimento das lesbes em
cada grupo e a inclinagdo da reta (B) utilizado para mensurar a velocidade de
desaparecimento das lesdes; quanto maior, mais rapido é o tempo necessario para
completar a depuracdo das lesdes induzidas por imiquimode'46:148,

Por fim, os animais foram submetidos a avaliacdo da temperatura das lesbes
cutaneas na area de 2 cm? da pele do dorso por meio de camera termogréafica
(modelo FLIR C2, Oregon, EUA). Essa avaliacdo foi realizada para mensurar
alteracGes de temperatura da pele'®® onde o fendmeno eritematoso é observado

(n=12/grupo). Dessa forma, o processo inflamatorio € avaliado indiretamente.
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3.9.1.1 Coleta de sangue, pele e 6rgaos

Cerca de duas horas ap6s a administracdo dos tratamentos no quinto dia de
aplicacao de imiquimode os camundongos foram anestesiados (1-2 % de isoflurano
a 100% de oxigénio) e as coletas de sangue realizadas por via intraventricular.
Aliguotas de sangue total contendo acido etilenodiamino tetra-acético de sédio (Na
EDTA) 1 mg/mL foram preparadas para as andlises hematoldgicas?®. Em
sequéncia, foi realizada a confirmacéo da eutanasia por decapitacdo dos animais!®?
e posteriormente foram dissecados o0s rins, coracdo, baco e figado (n=6/grupo). Os
6rgdos foram pesados imediatamente em balanca analitical®®. Adicionalmente,
amostra de 2 cm? de pele do dorso foi dissecada e uma porcdo imediatamente
congelada em nitrogénio liquido e estocada em freezer -80 °C até a realizacdo dos
Ensaios de Imunoabsorcdo Enziméatica (do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay, ELISA) e Western Blotting. A outra porcdo de pele dissecada foi
imediatamente fixada em formaldeido 10% para as analises histoldgicas.

3.9.1.2 Andlise histolégica da pele

Para as analises histologicas as amostras de pele dissecadas permaneceram
fixadas em formol a 10% por 24 h. Resumidamente, o tecido foi embebido em
parafina, seccionado a 5 ym verticalmente usando um micrétomo (RM2235, Leica
Biosystems, Alemanha). Posteriormente, os cortes foram colocados em laminas,
desparafinizados em Xilol e hidratados com concentra¢es decrescentes de Alcool
Etilico. Em seguida, as laminas foram coradas com hematoxilina (Merck Cat.
115938) e eosina (Merck Cat 115935). As fatias foram examinadas em um
microscéopio Olympus CX41l e um software de andlise de imagens Olympus
(Olympus, Japéao) foi usado para quantificar a acantose: formacdo de cones
alongados compostos por queratinocitos hiperplasicos, células endoteliais ativadas e
infiltrado linfocitario proeminente®41%°, Para a mensuragdo dos niveis de acantose
uma lente objetiva de 10x e 40x foi posicionada ao centro do cone epitelial alongado
de cada lamina (n=6/grupo) e contado o numero de células na vertical que
constituiram a altura maxima de cada cone (uma lamina/foto/animal). Assim, foi
atribuido um escore onde 1-6 células = acantose leve/ausente; 7-12 células =

acantose moderada e 13 células ou mais = acantose intensa.
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3.9.2 Avaliacdo dos mecanismos de acao

3.9.2.1 Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica

O método de ELISA foi realizado em amostras de pele homogeneizadas em
solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), contendo Tween® 20 (0,05%), PMSF
(0,1 mM), EDTA (10 mM), aprotinina (2 ng/mL) e cloreto de benzeténio (0,1 mM)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As amostras foram centrifugadas a 6000 x g
por 15 minutos (4°C), e o sobrenadante coletado e armazenado a -80 °C para as
andlises futuras. A concentracao de proteina total do sobrenadante foi medido pelo
método de Bradford'>” usando uma curva de calibragédo padrdo com BSA (0,05 a 0,5
mg/mL). Aliquotas de 100 pl foram usadas para medir as concentracdes de citocinas
(IL-17A, IFN-y e IL-10) usando kits de ELISA para camundongos de acordo com as
instrucdes do fabricante. As concentracbes de citocinas foram medidas por
interpolagéo de uma curva padrdo de 8 pontos com ensaios colorimétricos a 450 nm
(corrigidos por subtracdo da leitura a 550 nm) em um espectrofotdbmetro de placa
(Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove Medical Equipment Co, Nanjing, China). Os

valores foram expressos em pg (citocina) por mg (proteina)t®’.

3.9.2.2 Ensaio de Western Blotting

O ensaio de Western Blotting foi utilizado para a quantificacdo do
imunocontetdo das proteinas: Akt, pAkt, ERK 1/2, pERK 1/2. As amostras de pele
foram pulverizadas e incubadas em tampéao de lise RIPA [composto por Nonidet P-
40 1%, deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de
sédio 100 mM, PMSF 100 mM e coquetel de inibidores de proteases 1% e, em
seguida, incubados em gelo por 30 minutos. Apés centrifugagéo a 6000 xg por 20
minutos (4°C) o sobrenadante foi recolhido, separado e armazenado em freezer -80
°C. O conteldo proteico foi mensurado pelo método de Bradford!®” utilizando uma
curva padrdo de calibracdo com BSA (0,05 a 0,5 mg/mL). Aliquotas de proteina total
(30 pg) foram fervidas a 95°C por 5 minutos em 25% do volume em tampao Laemmli
(fosfato de sodio 1M pH 7,0, 10% Docecil Sulfato de Soédio (SDS), 10% -
mercaptoetanol, 50% glicerol, 0,1% azul de bromofenaol).
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As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%.
Apos a eletroforese as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em tenséo constante de 90 V por duas horas. Depois de uma hora de
bloqueio com 5% de leite desnatado (Molico) as membranas foram lavadas e
incubadas com solugéo Ponceau S para a deteccéo das proteinas transferidas. Essa
marcacao foi capturada por leitura colorimétrica em um fotodocumentador e utilizada
como controle de carga de proteina.

ApoGs a lavagem para remover a coloragdo com Ponceau S as membranas
foram incubadas overnight (4°C) com o0s anticorpos primarios: rabbit anti-Akt
(1:1000, #9272, Cell Signaling Technology MA, USA), rabbit anti-p-Akt1/2/3 (1:1000,
sc-33437, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA), rabbit anti-ERK1/2 and anti-
pERK1/2 (1:1000, sc-23759, Santa Cruz biotecnologia, CA, EUA) and mouse
monoclonal Anti-B-Actin-Peroxidase (1:45,000; A3854, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Depois de lavadas em tampéo salina tris com Tween® 20 (TBS-T) (137
mM NaCl e 20 mM Tris HCI + 0,1% Tween® 20, pH 7,6), as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario apropriado (Abcam, Cambridge, MA, USA),
conjugado a peroxidase em temperatura ambiente por uma hora.

AplOs esse periodo, uma nova lavagem de 30 minutos com TBS-T foi
realizada seguida pela exposicdo das membranas, durante 1 minuto ao kit de
quimiluminescéncia (ECL) e deteccdo usando um sistema de imagem (iBright
Imaging Systems, Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A
quantificacdo das bandas de proteinas foi realizada por densitometria utilizando o
software de analise iBright (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
Os valores foram expressos graficamente como unidades arbitrarias, conforme

descrito anteriormente®9,

3.9.3 Avaliacéo da seguranca dos tratamentos

Para avaliar alguns parametros relacionados a seguranca dos tratamentos foi
quantificado o peso corporal, 0 consumo de ragdo/agua, a atividade locomotora e o
peso dos orgaos (rins, coragdo, baco e figado), além das anélises hematoldgicas. O
peso dos animais e da ragcdo foram medidos em balanca analitica (Shimadzu,

Japao)**’. O peso dos animais foi expresso como ganho ou perda de massa (g) em
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cada grupo experimental. O volume de agua (mL) consumido nos cinco dias de
experimentacédo foi determinado utilizando proveta graduada (Dist, Brasil).

Possiveis efeitos sobre o padrdo locomotor dos animais foram avaliados por
meio do teste de campo aberto realizado duas horas apdés a administracdo das
tltimas doses dos tratamentos experimentais. A atividade locomotora espontanea foi
registrada em uma arena quadrada de 40 cm de largura x 40 cm de profundidade x
30 cm de altura durante um periodo de 5 min, conforme descrito anteriormentet. A
distancia total percorrida (em metros) foi medida utilizando o software ANYmaze®
(Stoelting, EUA). O aparato foi limpo com uma solucdo de etanol a 10% entre os
testes para minimizar a confuséo de pistas de odores estranhos de animais.

As avaliacdes hematoldgicas foram realizadas em sistema automatizado ABX
Pentra 451, O sistema consiste em um analisador de hematologia baseado no
principio da impedancia para mensuracdo de hemacias, leucdécitos, plaquetas e
basdfilos; fotometria para a determinacdo de hemoglobina, impedancia e
espalhamento de luz para linfocitos, mondcitos, neutréfilos, eosinodfilos, linfécitos
atipicos e células imaturas. Os indices de hematdcrito e eritrécito (MCV, MCH,
MCHC) foram obtidos por célculo, com 100 células sendo contadas em um campo
de 400 x e 5 campos de 1000 x sdo contados para a contagem de plaguetas,
calculada a média e multiplicada por 20. A contagem de plaquetas também foi
realizada no equipamento ABX Pentra 45, e posteriormente confirmada em

laminal®l,



3.10 VARIAVEIS DE ESTUDO

Quadro 1 — Variaveis de estudo.
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Proposta de

Variaveis Tipo Natureza utilizacio
Tratamentos Independente Qua“t.at'vf’l npmmal Sim / Nao
dicotdmica
Lesao psoriasiforme Independente Qua“t.at'vf’l npmmal Sim / Nao
dicotdmica
Consumo de agua Dependente Quantitativa continua Mililitros
g P média + DP
. o . Gramas
Consumo de ragao Dependente Quantitativa continua média + DP
I . Gramas
Peso corporal Dependente Quantitativa continua média + DP
Deambulacdo Dependente Quantitativa discreta Numero de
guadrantes
. ~ o . 0-4 pontos
Severidade das lesdes (PASI) Dependente Quantitativa ordinal média + DP
Tempo para o desaparecimento das Numero de
pop | esﬁeps Dependente Quantitativa discreta camundongos com
leséo/dia
o . °C
Temperatura da pele Dependente Quantitativa discreta média + DP
Contagem de leucdcitos Dependente Quantitativa discreta mil/mm?®
g P média + DP
. I . milhdes/mm?3
Contagem de hemacias Dependente Quantitativa discreta média + DP
. o . g/DlI
Hemoglobina Dependente Quantitativa discreta média + DP
. o . %
Hematdcrito Dependente Quantitativa discreta média + DP
o . Fl
MCV Dependente Quantitativa discreta média + DP
L . Pg
MCH Dependente Quantitativa discreta média + DP
o . g/Dl
MCHC Dependente Quantitativa discreta média + DP
I . %
Segmentados Dependente Quantitativa discreta média + DP
. I . %
Eosindfilos Dependente Quantitativa discreta média + DP
Basdfilos Dependente Quantitativa discreta média + DP
- o . %
Mondcitos Dependente Quantitativa discreta média + DP
C o . %
Linfocitos Dependente Quantitativa discreta média + DP
L . pLx1000
Plaquetas Dependente Quantitativa discreta média + DP
Lo i i i I . pg/mg de proteina
Citocinas IL-17A, IFN-y e IL-10 Dependente Quantitativa continua média + DP
Imunoconteutdo das proteinas pERK I . Densidade 6ptica
1/2, ERK 1/2, pAkt e Akt total Dependente | Quantitativa continua média + DP
o . Escore
Acantose Dependente Quantitativa discreta média + DP

Abreviatura: DP, desvio padréo.
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3.11 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Os resultados foram analisados no programa GraphPad Prism na versao 9.0
(La Jolla, Califérnia, EUA). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para caracterizacdo dos dados. Os resultados paramétricos foram apresentados
como a média + desvio padrdo (DP). Os dados foram submetidos ao teste de analise
de variancia ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey. Os dados de tempo
de desaparecimento das lesdes foram avaliados pelos declives das curvas (), por
meio de regressdo multipla e pela AUC. Valores de p < 0,05, foram considerados

estatisticamente significativos.

3.12 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto de pesquisa prévio a execucdo desta pesquisa foi submetido e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNISUL (protocolo n°
19.044.4.01.1V). Os experimentos foram realizados seguindo as normas e cuidados
de bem-estar e biosseguranca na experimentacdo, conforme determinado na Lei n.
11.794, de 8 de outubro de 2008, e de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), das diretrizes para
cuidados e protecdo de animais utilizados e o National Institutes of Health

Guidelines.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia, poténcia farmacoldgica e seguranca do
tratamento com clobetasol em veiculo lipossomal em comparacdo a veiculo
convencional em camundongos com lesdes psoriasiformes e caracterizar o
mecanismo de acdo anti-inflamatéria. As lesdes psoriasiformes foram induzidas na
pele dorsal de camundongos Swiss fémeas com imiquimode por 5 dias. Os animais
foram tratados diariamente por via topica com clobetasol 0,5 mg/mL em veiculo
convencional para comparacdo com clobetasol veiculo lipossomal nas
concentracfes de 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,1 mg/mL. Os tratamentos topicos com
clobetasol em veiculo lipossomal (0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,1 mg/mL) ou
convencional (0,5 mg/mL) melhoraram o indice de Severidade de Area da Psoriase
(PASI) e a acantose epidérmica. O clobetasol, em ambos os veiculos, promoveu a
limpeza completa das lesGes da pele. O clobetasol em veiculo lipossomal a 0,5
mg/mL e 0,1 mg/mL atenuou os niveis de interleucina (IL) 17-A e interferon (IFN) -
gama, assim como o clobetasol em veiculo convencional a 0,5 mg/mL. Os niveis de
IL-10 aumentaram com clobetasol 0,25 mg/mL em veiculos lipossomais. A
fosforilacdo da proteina Akt foi atenuada pelo clobetasol 0,5 mg/mL tanto no veiculo
convencional quanto no lipossomal. Todos os tratamentos mostraram-se Seguros.
Doses usuais de clobetasol (0,5 mg/mL) ou doses menores (0,25 mg/mL e 0,1
mg/mL) em veiculos lipossomais mostraram eficacia farmacologica e segurancga.
Este estudo abre possibilidades para aplicacdes clinicas no sentido de aumentar o
poder farmacolégico e diminuir as doses dos farmacos utilizados no tratamento
topico da psoriase por meio do uso de veiculos lipossomais, especialmente 0s

nanolipossomas da fosfatidilcolina.

Palavras-chave: Psoriase, Lipossomas, Clobetasol, Nanotecnologia.
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ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the efficacy, pharmacological power, and safety
of the treatment with clobetasol in a liposomal vehicle compared to a conventional
vehicle in mice with psoriasiform induced lesions and to characterize the
mechanisms of anti-inflammatory action. The psoriasiform lesions were induced on
the dorsal skin of female Swiss mice with imiquimod for 5 days. Animals were treated
daily via topical route with clobetasol 0.5 mg/mL in a conventional vehicle for
comparison with the efficacy of clobetasol in a liposomal carrier with doses of 0.5
mg/mL, 0.25 mg/mL and 0.1 mg/mL. The topical treatments with clobetasol in
liposomal vehicle (0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL e 0.1 mg/mL) or conventional vehicle (0.5
mg/mL) improved the Psoriasis Area Severity Index (PASI) and the epidermal
acanthosis. Clobetasol, in both vehicles, promoted the complete clearing of the skin.
Clobetasol in liposomal vehicle at 0.5 mg/mL and 0.1 mg/mL attenuated the levels of
interleukin  (IL)17-A and interferon (IFN)-gamma, just as the clobetasol in
conventional vehicle at 0.5 mg/mL. The levels of IL-10 increased with clobetasol 0.25
mg/mL in liposomal vehicles. The Akt protein phosphorylation was attenuated by
clobetasol 0.5 mg/mL in both the conventional and the liposomal vehicles. All
treatments were shown to be safe. Usual doses of clobetasol (0.5 mg/mL) or lower
doses (0.25 mg/mL e 0.1 mg/mL) in liposomal vehicles displayed pharmacological
efficacy and safety. This study opens possibilities for clinical applications in the sense
of enhancing the pharmacological power and diminishing the doses of the drugs
used in the topical treatment of psoriasis through the use of liposomal vehicles,

specially the nanoliposomes of phosphatidylcholine.

Keywords: Psoriasis, Liposomes, Clobetasol, Nanotechnology.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo forneceu dados inéditos acerca da eficicia, seguranca e,
em especial, a poténcia farmacolégica do clobetasol quando administrado em um
veiculo lipossomal em camundongos submetidos a inducédo de leséo psoriasiforme
pelo imiquimode, em doses iguais ou inferiores a titulagdo usualmente utilizada nos
veiculos disponiveis comercialmente para uso tépico na psoriase cutanea.

Observou-se uma reducdo expressiva nas lesfes induzidas por imiguimode
macroscopicamente (PASI) e microscopicamente (acantose), sem alteracdo da
temperatura da pele entre os grupos tratados de forma tépica com clobetasol em
veiculo lipossomal (em diferentes concentracdes) ou veiculo convencional, uma
mensuracao empregada para a caracterizacdo de sinais inflamatoérios. O tratamento
com clobetasol em diferentes concentracbes, nos dois veiculos, convencional e
lipossomal, promoveu a limpeza completa da pele em um curto periodo de tempo.
No entanto, o periodo necessario ao desaparecimento das lesdes psoriasiformes foi
menor no grupo tratado com clobetasol a 0,5 mg/mL em veiculo lipossomal.

O tratamento com clobetasol em veiculo lipossomal a 0,5 mg/mL e 0,1 mg/mL
atenuou 0s niveis das citocinas pro-inflamatérias IL17-A e IFN-y gque estavam
aumentadas nos animais com lesdes psoriasiformes, demonstrando seu efeito
Imunossupressor mesmo com baixas doses. O mesmo efeito foi observado com
clobetasol em veiculo convencional a 0,5 mg/mL. Foi observado aumento dos niveis
da citocina anti-inflamatéria IL-10, que se apresentou reduzida nos animais com
lesbes psoriasiformes apenas no grupo tratado com clobetasol 0,25 mg/mL em
veiculo lipossomal, reabrindo uma discusséo sobre a dosagem de corticoide no
tratamento tépico da psoriase. O presente estudo sugere que doses menores de
corticoterapia podem ser alcangadas em nanocarreadores, a partir do conhecimento
de suas propriedades de retencédo na derme e liberacdo controlada, potencializando
o efeito dos farmacos.

A fosforilagdo da proteina Akt foi maior nos animais com lesfes
psoriasiformes e o tratamento com clobetasol 0,5 mg/mL, tanto em veiculo
convencional quanto lipossomal, foi capaz de reduzir significativamente essa
fosforilacdo, sem diferenca de eficacia entre os diferentes veiculos. Nao houve

reducdo significativa nos grupos tratados com clobetasol a 0,1 e 0,25 mg/mL da
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proteina Akt. Também, ndo houve diferenca significativa na fosforilacdo das
proteinas ERK1 e ERK2 entre os grupos tratados.

Em relacdo aos perfis de seguranca avaliados, parametros hematologicos,
alteracbes do peso corporal e de Orgdos e deambulacdo ndo demonstraram
alteracdes significativas, configurando a seguranca dos tratamentos. Apenas foi
observado variacdo no consumo de racao e agua entre 0S grupos.

O tratamento tépico com clobetasol a 0,1; 0,25 e 0,5 mg/mL em veiculo
lipossomal mostrou-se eficaz no tratamento dos camundongos com lesdes
psoriasiformes, assim como o0 tratamento com clobetasol 0,5 mg/mL em
convencional, validando o objetivo do presente estudo em buscar doses menores de
corticoides para uma melhor resolucdo da inflamacao na psoriase e menores efeitos
colaterais causados pela absorcéo sistémica. Este estudo abre possibilidades para
ensaios clinicos futuros e uso clinico no sentido de aumentar a poténcia
farmacoldgica e diminuir as doses dos farmacos utilizados no tratamento topico da
psoriase de formas cutaneas através da utilizacdo dos veiculos lipossomais, em

especial, os nanolipossomas de fosfatidilcolina.
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3 Dextran Sulphate of Sodium-induced colitis in mice:

antihyperalgesic effects of ethanolic extract of Citrus reticulata

» Abstract

and potential damage to the central nervous system

ALEXANDRE S. HILEL [..] ANNAP. PIOVEZAN ABOUT THE AUTHORS

Abstract

Citrus species are widely related to antihyperalgesic and anti-inflammatory effects. The aim of this study was to investigate if treatment with
ethanolic extract from peels of mature Gitrus reticulata Blanco causes antihyperalgesic effects on the referred mechanical hyperalgesia in a
model of dextran sulphate of sodium (DSS)-induced colitis in mice, as well as the possible oxidative damage in different regions of the
brain induced by its inflammatory reaction. Antihyperalgesia (30 te 300 mg/kg) was investigated by behavioral response (frequency of
response to von Frey filament stimulation) in Swiss mice, while damage to central nervous system was investigated through techniques
that evaluated oxidative stress using male black C57 BL6 mice (n=8). Treatment of the animals with the extract (100 mg/kg) from days 3 to
5 after colitis induction reduced referred the mechanical hyperalgesia (32.6 + 5.1) in relation to the control group (57.4 +2.0). Levels of lipid
peroxidation or carbonyl proteins were augmented in colitis<induced animals in relation to the disease group. These results indicated an
antihyperalgesic effect of the studied extract and a potential impairment of the central nervous system functioning caused by inflammation
during calitis, which could be related to mental disorders observed in patients suffering of this pathology.

Key words
Citrus reticulate; medicinal plants; inflammation; oxidative stress; central nervous system
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Study of the potential adverse effects caused
by the dermal application of Dillenia indica L.

fruit extract standardized to betulinic acid in
rodents
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T. Remor, Aline . Schlindwein, Luiz &. Kanis, Daniel F, Martins, Maicon R, Kviecinski - *

Universicads do Sul de Sama Calanna, Posigraduabe Program n Health Scences, Palhoga, Santa Cadarnina,
Birazd

* makcon. kviacirsk Egmaill com, Mmoo Dscin s & unisu b

Abstract

This sludy aimead o evaluate the potential adverse eftects of the dermal administration of DW-
fenia indica Linnasus (0. mdies) fruit extract in healthy rodents; the extract was standardzed
10 befulinic acid. In the initial phase, the acute effects wene evaluated on the skin application
sita of a single extract dosa, A skin irrtation test was pedomed m male Wistarrats (n=8/
greup) receiving Ihe extract (50150 mgiml) wilh betulire acid |0.5-1.5%, respectively). A
photosensvity test was periommed in male BALE/2 mice (n = Sigroup) receiving the extract
{150 mgimiL). Afterwards, ofher BALB/: rice (n = 20, male:female, 1:1) were used io sssess
the systemic alterations causad by 14 daily repsatad doses (150 mg'mL) by monioning tha
eflecis an morality, body momphokegy, behavior, nutrition stalus, neursmolorn reactions,
organ monphotogy and waight, and blood tasts. At this tme. 0.5 mg/ml dobetasol was usad
a5 he positive contral. The skin irilation indes seggested Bat negligible skin iration kad
oocurred, even when tha axtract was applad to the rat skin at 150 mg/mL. Howevar, tha
exiract acled as a pholosensitizer on mouse skin, showing a pholosensilizing activity dose ko
that of 10 mg/mL S-mathoxypsoralan, Repeated doses caused no mousa maortality, apgras-
siveness, piloersstion, diarhes, cormulzions, neursmolor alterations or nuirition status
changes. The mouse grgan waights did not change, and the mice did nol have alterations in
Iheir bloosd composilions. Clobelasol caused a reduction in the mononuclears leukocyle nurm-
bers. In genaral, the data suggest that the axtract was safa in haalthy rodents but indicate
Ihat caution shouwld be taken wilh e pholosensilizing aclivily; inaddtion, 1his activity should
b furiher axplored as it may be useful for phototharapeutic dug developmant.

Introduction

This work was origisated from an interest i patwral products that could be sowrces of Innova-
tiwe drugs for the treatment of bamune-meadsabed dermatologesl diserders, such as peoriasis
Psoriases is currently the most prevalent autolmmune disease worldwide [1,2]. The available

PLOS OME | Fipedoioeg 10 1371 joumal pone 0217718 May 31, 2018
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