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RESUMO

O numero de individuos que desenvolvem doencas inflamatérias de pele tem
aumentado. Dentre essas patologias, destacam-se a dermatite atopica, dermatite de
contato e a psoriase. Estudos anteriores tém demonstrado a participacdo do
receptor GABAs em problemas relacionados a pele e processos dolorosos, contudo
a maioria dos estudos enfatiza efeitos do receptor GABAB no sistema nervoso central
(SNC). Baseado nessas consideragdes, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
possivel atividade anti-inflamatoria do creme de baclofeno em modelos animais de
inflamacao de pele. Assim, o efeito tépico do baclofeno foi avaliado usando modelos
agudos e crénicos de inflamacgao, induzido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), nas orelhas dos camundongos. No modelo de inflamag&o aguda, creme de
baclofeno (2,5%, 5% e 7,5%) ou dexametasona tépica (1%) foram administrados
topicamente imediatamente apods aplicagdo de TPA (2,5 pg/orelha), e 6h apds a
administragao do agente flogistico a espessura da orelha foi mensurada. A resposta
inflamatdria cronica foi induzida pela multipla aplicacdo de TPA por nove dias
alternados. Nesse modelo, o tratamento com baclofeno (duas vezes por dia)
comegou a partir do quinto dia do modelo experimental, e o edema foi avaliado
diariamente. Ao final do protocolo experimental, as amostras das orelhas dos
animais submetidos ao modelo de edema de orelha foram submetidas a analises
histolégicas e imuno-histoquimicas. Semelhantemente, foi avaliado o efeito do
baclofeno sobre a proliferacdo de queratinécitos da linhagem PAM 212. Os
resultados obtidos mostram que uma unica aplicagdo do creme baclofeno 5% e
7,5% ou dexametasona 1% inibiu o edema agudo de orelha induzido pelo TPA
(54,64% £ 6,08%, 47,73% = 11,26%, 87.33% * 4,59%, respectivamente), sendo que
esses resultados foram confirmados pelas analises histologicas, na qual o creme
baclofeno foi capaz de reduzir o edema de orelha (39,14 + 5%). No tratamento do
creme baclofeno na orelha contralateral, foi observado que o farmaco nao inibiu o
edema induzido pelo TPA, ao contrario do grupo dexa 1%. No modelo crénico,
baclofeno 5% ou dexametasona 1% inibiram o edema de orelha (54,60% + 6,15%,
71,68% * 3,26%, respectivamente) e as analises histologicas confirmaram que o
creme baclofeno 5% foi eficaz em reduzir o edema de orelha (50,82 + 7,33%),
espessura da epiderme (47,5 + 5,52%), o infiltrado celular (61,80 + 6,68%), e reduziu
a expressao do antigeno celular de proliferacéo celular (PCNA) (62,01% £ 6,65%).
Entretanto, baclofeno nao foi capaz de inibir tanto a proliferacao dos queratinécitos
quanto alterar a viabilidade celular in vitro. Os resultados obtidos demonstraram que
baclofeno possui uma relevante agédo anti-proliferativa e anti-inflamatéria, portanto,
esse farmaco poderia ser uma alternativa para o tratamento de doencas
inflamatadrias de pele e hiperproliferativas.

Palavras-chave: Baclofeno tépico; doencas de pele; proliferacdo de queratindcitos;
Psoriase.



ABSTRACT

The number of individuals that develop inflammatory skin diseases has increased;
among these pathologies, we highlight atopic dermatitis, contact dermatitis and
psoriasis. Previous studies have demonstrated the participation of GABAB receptor in
skin problems and painful processes, although the majority of studies are focused on
the main effects of receptor GABAs in the Central Nervous System. Based on these
considerations, the aim of this study was to evaluate if topical baclofen could reduce
skin inflammation. The effect of topical baclofen was evaluated using acute and
chronic models of 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced skin
inflammation in mice ears. In the acute skin inflammation model, baclofen (2.5%, 5%
and 7.5%/ear) or dexamethasone (positive control 1%/ear) were applied immediately
after TPA (2.5 pg/ear) and 6 h later the ear thickness was measured. The chronic
inflammatory response was induced by multiple topical applications of TPA (2.5
Mg/ear) for nine alternate days. In this model, the treatment with baclofen (twice a
day) started at 5" day of TPA application and the edema was evaluated daily.
Baclofen and dexamethasone were incorporated in non-ionic cream, and a group
treated with non-ionic cream alone (vehicle) was used as control. Histological and
immunohistochemical evaluation were performed in mice subjected to the ear edema
assay. The effect of baclofen was also assessed on keratinocyte proliferation in
murine keratinocytes cell line (PAM 212). A single topical application of baclofen 5%
and 7,5%, or dexamethasone 1% inhibited the acute TPA-induced ear edema
(54.64% £ 6,08%, 47.73%+11.26%, 87.33% * 4.59%, respectively) and these results
were confirmed by histological analysis, mice topically treated with baclofen (5%)
presented a reduction in the ear edema (39.14 + 5%) and epidermis thickness (91.49
t* 6.63%), when compared with the vehicle group. In the contralateral experiment,
when TPA was instilled in right ear and baclofen (5%) or dexamethasone (1%)
applied on the contralateral, only dexamethasone was able to reduce the ear
thickness. In the chronic model, baclofen 5% or dexamethasone 1% inhibited ear
thickness (54.60%16.15%, 71.68%%3.26%, respectively), epidermis thickness
(47.20%+ 5.52%, 33.43% + 8.16%, respectively), cellular infiltrate (61.80 + 6.68%)
and reduced the proliferating cell nuclear antigen expression (62.01%6.65%,
70.42+6.11%, respectively). However, baclofen did not inhibit the keratinocyte
proliferation in culture nor produced alteration in cell viability in vitro. These results
demonstrated that baclofen exhibits relevant topical anti-proliferative and anti-
inflammatory properties and it could constitute a potential alternative for the
treatment of inflammatory and proliferative skin diseases.

Keywords: topical baclofen, skin diseases, keratinocyte proliferation, psoriasis,
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1. INTRODUGAO

1.1 PELE

A pele é um 6rgao que corresponde a 15% do seu peso corporal, possui a
capacidade de revestir e delimitar um organismo, além de, manter uma plasticidade
que € determinada pela sua resisténcia e flexibilidade, assim apresenta alteracdes
constantes, com uma extensa capacidade renovadora e de reparagao definindo um
grau de impermeabilidade (BRODELL; ROSENTHAL, 2008;HWA; BAUER; COHEN,
2011).

As fungdes naturais da pele consistem em: estabelecer a termorregulagao,
interagir com o ambiente externo, manter a fungdo sensorial da pele, proteger o
NOsso corpo contra agentes quimicos, fisicos e agentes biolégicos e desempenhar o
papel de prevengao na perda de substancias enddgenas e fluidos corporais, como a
agua (BRAFF et al., 2005;BRODELL; ROSENTHAL, 2008; VERDIER-SEVRAIN;
BONTE, 2007). A pele ainda é compreendida como maior 6rgdo neuro-imuno-
enddcrino por participar em processos que possuem fungdes sensoriais, enddcrinas
e imunolégicas (OLAH; SZOLLOSI; BIiRO, 2012)

Esse 6rgao é continuo com revestimento de membranas compreendendo a
superficie do corpo e € composta por trés diferentes camadas: a epiderme, derme e
o tecido subcuténeo (hipoderme) (NGUYEN; SOULIKA, 2019).

A epiderme é a camada mais externa da pele, € um tecido epitelial
queratinizado com estruturas e fungdes significativas de acordo com a localizagao
anatdémica. E constituido por células epiteliais chamadas de queratindcitos, que sdo
responsaveis pela estrutura da epiderme e seus anexos como pelos, unhas e
glandulas (LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014;MCGRATH; UITTO,
2010;0LAH; SZOLLOSI; BIiRO, 2012). Muitos estudos apontam os queratindcitos
como um dos principais responsaveis na producao e expressao de substancias pro-
inflamatodrias, sugerindo assim que a pele age como um 6rgdo do sistemaimune
(ALBANESI et al., 2005; WILLIAMS; KUPPER 2003).

Existe ainda na epiderme o sistema melanico, que compreende o0s
melandcitos que sdo ceélulas dendriticas que sintetizam pigmentos derivados da
crista neural e armazenados na pele predominantemente a camada basal. Os
melandcitos sdo responsaveis pela producédo do pigmento de melanina e sua

transferéncia para os queratindcitos (LIN; FISHER, 2007).
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Outro tipo de célula distribuido nessa camada € a célula de Langerhans, que
possui fungdo imunoldgica e que esta envolvida nas respostas inflamatorias
induzidas pelas células T. Esta célula esta distribuida na camada granulosa e em
pouca quantidade € encontrada também na camada basal. As células de
Langerhans s@o conhecidas por solubilizar através da endocitose os antigenos
encontrados na epiderme e apresenta-los as células T imaturas (HIERONYMUS et
al., 2015; MASOTTI; FORTES; SUFFREDINI, 2014)

Fornecendo a interligacdo entre epiderme e o sistema nervoso as células de
Merkel s&o conhecidas como mecanorreceptores (sensibilidade tatil). Estas células
existem em maior proporcao nas peles espessas como na palma das méaos e da
planta dos pés e estdo localizadas na parte profunda da epiderme, distribuidas e
ancoradas na membrana basal (NGUYEN; SOULIKA, 2019; OLAH; SZOLLOSI;
BIRO, 2012)

Vale ressaltar que a epiderme ainda subdivide-se em: camada cérnea,
camada granulosa, camada espinhosa e camada basal (BRODELL; ROSENTHAL,
2008; LAI-CHEONG; MCGRATH, 2013).

A camada basal é feita por células que se repousam sobre a membrana
basal que divide a epiderme da derme. Esta camada possui uma abundéancia de
células-tronco que apresenta intensa atividade mitética que juntamente com a
camada espinhosa é responsavel pela renovacdo da epiderme. A camada basal
possui filamentos intermediarios de queratina provenientes das células que estao
presentes, e se tornam mais numerosos quando as células avangam para a
superficie, isto €, quando formam a camada cérnea (LAI-CHEONG; MCGRATH,
2013).

A camada espinhosa ou também conhecida como a camada malpighiana é
constituida por células escamosas que vao se achatando progressivamente em
diregdo a superficie, estrutura padrdo de diferenciagao epitelial que progride a
queratinizagcao (MENON, 2002).

A proxima camada é a granulosa, constituida por células granulosas
caracterizadas por um excesso de granulos basofilicos de cerato-hialina no
citoplasma indicando uma perda do nucleo dos queratindcitos. Nessa camada ocorre
uma intensa atividade metabdlica, resultando a cornificagao que é o surgimento da
camada cérnea(BRODELL; ROSENTHAL, 2008).
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A camada coérnea é a camada mais externa da epiderme, a qual delimita o
meio ambiente com o individuo (BUCKS, 1984). As células dessa camada costumam
ser acidofilas, anucleadas e planas e o citoplasma preenchido por
queratina(BRODELL; ROSENTHAL, 2008;NG, 2015).

Dentre essas camadas a proliferagcdo acontece apenas na camada basal, os
queratinécitos apds a mitose passam por uma diferenciacéo progressiva em medida
que vao atravessando as camadas da epiderme até chegar a camada cérneaOs
queratinécitos em cada camada expressa diferentes tipos de biomarcadores.
Queratina 5 (K5) e 14 (K14) sao predominantes expressos na camada basal. Ja na
camada espinhosa os biomarcadores presentes sao Queratina 1 (K1) e 10 (K10) (TU
et al., 2004)

Outra camada que faz parte da pele é a derme, a qual apoia a epiderme e
une ao tecido subcutdneo (hipoderme). E constituido de uma camada de tecido
conjuntivo composta por um sistema integrado de estruturas filamentosas, fibrosas e
amorfas, e nela estdo inseridos vasos, anexos epidérmicos (glandulas e pelos) e
nervos. Apresenta uma superficie externa irregular que € caracterizado por umas
saliéncias chamadas de papilas dérmicas e sdo mais frequentes nas areas sujeitas a
pressdes e atritos (MASOTTI; FORTES; SUFFREDINI, 2014;NGUYEN; SOULIKA,
2019)

Constitutivamente a derme é formada por trés camadas distintas: superficial
ou papilar, com grande quantidade de células e predominancias de feixes finos
fibrilares de colageno dispostos verticalmente, camada profunda ou reticular,
formada por feixes espessos de colagenos ondulados e distribuidos no sentido
horizontal e ainda temos a camada perianexial, que € distribuida em volta dos vasos
e anexos e é feita através de feixes finos de colageno, como na derme papilar
(MENON, 2002).

As células presentes na derme sao representadas por células mesenquimais
primitivas, fibroblastos, macréfagos e mastdcitos, em que células mesenquimais sao
as unicas existentes ao comecgo da vida fetal, transformando/diferenciando em
outras células posteriormente (MCGRATH; UITTO, 2010;NGUYEN; SOULIKA,
2019).

Os fibroblastos sao células fusiformes e possuem uma forma de estrela, com
nucleo volumoso e citoplasma lucido, tem-se uma importante agao enzimatica, que é

sintese e degradacéao das proteinas do tecido conjuntivo e outras substancias
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presentes nela que servem como transmissores de informagdo para epiderme e
estruturas adjacentes. Estas células ainda respondem a diversas substancias do
sistema imunolégico como interleucinas (IL-1 a e ), que estimulam a producao dos
mesmos e outros mediadores como fator de crescimento de queratindcitos,IL-1 (a e
B) e interleucina 8 (IL-8) (NGUYEN; SOULIKA, 2019;WILLIAMS; KUPPER, 2003).

Os macroéfagos presentes no tecido conjuntivo da derme derivam de células
precursoras da medula 6ssea que se dividem, formando os mondcitos, os quais
circulam pelo sangue e ao cruzar os vasosadentram no tecido conjuntivo, logo em
seguida amadurecem e adquirem caracteristicas estruturais e funcionais de
macrofagos. Sdo células de vida longa e constituem o sistema fagocitario
mononuclear, com capacidade de fagocitar, apresentar antigenos e secretar
moléculas imunomoduladoras (SINDRILARU et al., 2011).

Os mastécitos possuem ampla distribuicdo pelo corpo, contudo apresenta
uma abundancia em sua quantidade na derme e nos tratos respiratorio e digestivo
(KIM, M. S. et al., 2013). Esta célula é identificada pelo seu nucleo arredondado e
pela grande proporgao de granulos escuros no seu citoplasma. Os granulos dessas
células podem conter heparina, triptase, histamina, quimase, fator quimiotatico para
neutréfilos e eosinofilo (NGUYEN; SOULIKA, 2019;WILLIAMS; KUPPER, 2003).

Ainda, estas células conseguem secretar algumas substancias
imunomodulatoria como citocinas, leucotrienos, fator ativador de plaqueta e alguns
fatores de crescimento, sendo assim, acabam desempenhando um papel importante
em alguns casos como na reagao de hipersensibilidade do tipo |, reparagao tecidual,
acao antitumoral e angiogénese (WILLIAMS; KUPPER, 2003).

A camada mais profunda da pele a hipoderme, como observado na (figura 1)
possui uma espessura variavel, composta por tecido adiposo, que sao células
preenchidas por gorduras. Funcionalmente, a hipoderme participa no modelamento
do corpo, e além de servir como uma reserva energética consegue promover
protecao contra o frio (isolamento térmico) (GONCHOROSKI; CORREA, 2005).
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Figura 1: Desenho esquematico das camadas da pele.
Fonte: Adaptado de AZULAY, R.D.; AZULAY (2011).

1.1.1 Inflamacéo cutanea

A inflamagdo € um processo complexo que os leucdcitos sao recrutados
para o tecido em resposta de lesdo tecidual ou permeacgédo de algum patdégeno
(BURMAN et al., 2005). Assim, as primeiras células a atuarem na resposta
inflamatoria aguda séo as plaquetas, que fazem o processo de coagulagao e liberam
substancias que atraem os neutréfilos, como demonstrado na figura 2, em que sua
funcdo compreende fagocitar os patdgenos presentes na regidao e por conseguinte
secretar fatores quimiotaticos e pro-inflamatérios que estimulam outras células,
como fibroblastos e queratindcitos, além de atrair outros leucécitos para a area
danificada (GURTNER et al., 2008).

A citocina IL-1 produzida pelos neutréfilos promove quimiotaxia de mais
neutrofilos, leucécito mononuclear (mondécitos) e células T, o que ocasiona em rubor,
sintese de colageno e estimulagdo de crescimento e atividade secretéria dos
fibroblastos (MACLEOD; MANSBRIDGE, 2016).
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Como visto, os queratindcitos sdo as células predominantes na epiderme. As
funcdes dos queratinécitos versam em: formacao da barreira mecanica, perda de
agua e liquidos do organismo, defesa imunoldgica contra patégenos e outros
estimulos de exégenos (DENNING, 2004). Sabe-se que a produgdo de mediadores
imunes e inflamatorios pelos queratindcitos € baixa em condicbes normais, porém a
expressao dessas moléculas pode aumentar quando estimulados (ALBANESI et al.,
2005). Essas células podem fazer a transdugédo dos multiplos estimulos através de
citocinas, que sao transmitidas para outros linhagens de células da pele e outras do
sistema imune. Citocinas primarias podem induzir a expressdo de moléculas de
adesao de leucécitos e em células endoteliais, e estimular a liberagcao de fatores
quimiotaticos (WILLIAMS; KUPPER, 2003).

Ainda essas células expressam receptores para citocinas. O mediador
Interferon-gama (IFN-y), uma citocina derivada das células T, € um importante
regulador da resposta inflamatéria na pele, e os queratindcitos sdo um alvo primario
para este mediador. Quando exposto ao IFN-y, os queratinécitos expressam
altamente a proteina ICAM-1 (molécula de adeséao intercelular-1), um mediador
importante para realizar a compartimentalizagédo para LFA-1 (Antigeno 1 associado
a funcao linfocitaria), uma integrina que auxilia na diapedese e consequentemente
serve como um acessorio relevante e um sinal para ativar os linfécitos T CD4" e
CD8* (ALBANESI et al. 2005).
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Figura 2: Esquema representativo do processo inflamatério agudo na pele.
Fonte: Adaptado de GURTNER et al. (2008).

Entdo, quando os queratinécitos sao estimulados, liberam mais IL-1. Apds a
liberacao, as citocinas atravessam pela membrana basal para a derme, alertando as
células endoteliais para o local da resposta inflamatéria e inicia a cascata
inflamatédria. Fibroblastos dermais amplificam a reacado epidermal produzindo IL-1,
IL-6 e, TNF-a em resposta da citocina liberada pelos queratindcitos. Citocinas
derivadas de ambas as células se difundem na vasculatura dermal, resultando em
sinal de alerta para as células endoteliais informando o que esta ocorrendo na
epiderme. A difusdo continuada das citocinas para areas vasculares e a jungao de
eventos anteriores, culminam em um gradiente quimiotatico que permite o extravaso
de leucécitos do meio intravascular para o espago extravascular (DEBENEDICTIS et
al., 2001).

Logo em seguida, células dendriticas epidermais sao capazes de
diretamente ligar-se a pequenas estruturas contendo fosfato através de seus
receptores. Essas células T ndo precisam da apresentagao de antigeno no contexto
de MHC ou CD1, e eles fornecem respostas imunes imediata, reconhecendo
antigenos fosfolipidios conservados e antigenos fosfoprotéicos (DEBENEDICTIS et
al., 2001).
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Os antigenos sao apresentados ao sistema imunoldgico através de duas
vias (subcutanea ou intravenosa). Antigenos que entram na pele sdo apresentados
aos linfécitos principalmente nos linfonodos, enquanto aqueles que entram no
sangue sao apresentados no baco. Antigenos soluveis ou insoluveis sao
primeiramente fagocitado e processado pelas células de Langherans imaturas para
area de injecdo, no qual sai do tecido pelos vasos linfaticos aferentes destinados
para os linfonodos. A migracdo € aumentada pelas citocinas inflamatérias. No
linfonodo, a células de langherans pode apresentar o antigeno pelo sistema MHC de
Classe | ou 2 ou pela via CD1. Uma vez que linfocitos T naives interagem com as
células de Langherans migratéria, elas sdo ativadas e comegam a expressar
Antigeno linfocitario cutaneo (CLA). Ao entrar na circulagdo, o CLA fornece o
ligamento ao redor da pele. Essa diferenciacdo permite o reconhecimento
epidérmico por linfocitos circulantes (ALBANESI et al., 2005;BANGERT; BRUNNER;
STINGL, 2011)

Nas condi¢cdes ocasionais, a inflamacdo mediada por resposta imune inata
inicia em alguns minutos apds o estimulo e tem sua resolugdo em poucas horas ou
dias. Contudo, com a permanéncia do processo inflamatério durante semanas,
meses ou anos, o processo inflamatério se torna crénico, desenvolvendo o que é
denominado de doencas inflamatdrias créonicas (LAWRENCE; GILROY, 2007).

Nesse sentido, estudos vem demonstrando o crescimento do numero de
individuos que desenvolvem doencas inflamatdrias cronicas de pele, dentre as
quais, podemos destacar a dermatite atopica, dermatite de contato e psoriase
(CASTRO et al.,, 2006; MOTTA et al., 2011; RUIZ, AZEVEDO; SANTOS, 2012).
Muitas dessas inflamacdes de pele apresentam uma taxa de prevaléncia significativa
e segundo Ruiz, Azevedo e Santos (2012), a psoriase atualmente afeta cerca de 2%
da populacdo mundial. Ja na dermatite atopica observa-se no Brasil uma prevaléncia
entre 10% (Curitiba) e 14% (S&o Paulo) de acordo com os diagndsticos médicos
(CASTRO et al., 2006). Ainda, segundo Motta et al. (2011), a dermatite de contato
acomete entre 15 a 20% da sociedade durante algum estagio de vida se tornando a
terceira maior causa de consulta na area da dermatologia, e representa 15-20% das
doencgas causadas no ambiente de trabalho nos Estados Unidos.

A dermatite atépica € uma doencga inflamatéria de pele crbnica associada
pela hiper-reatividade a substancias do meio ambiente que usualmente sao inécuos

a individuos sem a dermatite (LEUNG et al., 2004). Esta sindrome de alguma
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maneira estad relacionada com pacientes que possuem historico de alergia
respiratoria e rinite alérgica, sendo observados altos niveis de eosinoéfilos na periferia
(LEUNG, 1999;LEUNG et al., 2004).

A associagdo da alergia com a dermatite atopica esta relacionada com o
efeito da ativagcédo crbnica das células T do perfil Th2, resultando no aumento da
Imunoglobulina E (IgE) através da estimulagéo da interleucina 4 e 13 (IL-4 e IL-
13)(GUTTMAN-YASSKY; KRUEGER, 2017). Citocinas como TNF-a e IL-1 de
algumas células residentes como queratinécitos, mastocitos e células dendriticas, se
ligam nos receptores do endotélio vascular, fazendo uma ativagdo da sinalizagéo
celular incluindo a via do fator nuclear (NF) kB, e indugdo da expressao de
moléculas de ades&o através das células endoteliais vasculares (AKDIS et al.,
2006). A persisténcia da fase cronica da dermatite atépica envolve também a
producao de citocinas do perfil Th1 como IL-12 e IL-18, bem como varias citocinas
associadas a remodelacdo como IL-11 e TGF-B1, que s&o expressas
preferencialmente nas fases cronicas das doengas (AKDIS et al., 2006;LEUNG et
al., 2004).

As manifestagdes clinicas na dermatite atopica podem variar com a idade,
trés estagios podem ser frequentemente identificados. Na infancia, a primeira lesao
eczematosa costuma aparecer nas bochechas e no couro cabeludo. O prurido,
frequentemente comeca poucas semanas depois, causando lesbes com crostas.
Durante a adolescéncia, lesdes nas regides de flexdo (articulagdes), regiao posterior
e superior do pescogco (nuca), e no dorso dos membros. Na fase adulta placas
liquenificadas acometem as regides das articulagdes, cabega e pescogco. Em cada
estagio, o prurido é continuo durante o dia e tende a piorar a noite levando a perda
do sono, consequentemente afetando a qualidade de vida (AKDIS et al.,
2006;BIEBER, 2008).

Existem duas hipoteses sobre o mecanismo de fisiopatologia da dermatite
atopica. A primeira defende que esta doencga possui um disturbio imunolégico que
causa sensibilizagcdo mediada por IgE e uma disfungdo da barreira epitelial
considerada consequéncia da inflamacédo local (LEUNG et al., 2004). A segunda
hipétese consiste em uma deficiéncia intrinseca nas células epiteliais que leva a
disfungdo da barreira (PELC; CZARNECKA-OPERACZ; ADAMSKI, 2018), o que

pode levar a infec¢des virais, fungicas e bacterianas recorrentes ocasionados pelas
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lesdes de pele (ONG et al., 2002) neste contexto os aspectos imunolégicos sao
considerados um epifenémeno (BIEBER, 2008).

A dermatite de contato € uma doenca de pele causada pela exposi¢cdo a
algum alérgeno e por ser considerada uma doenga ocupacional. Foi estimado que
esta desordem de pele produz um impacto estimado na economia em 3 bilhdes de
dolares a cada ano (KADYK et al., 2003).

A fisiopatologia dessa dermatite baseia-se num complexo de uma proteina
com um hapteno que resulta em caracteristicas de um alérgeno e gera uma
sensibilizagcdo (primeira fase) que é seguida pela fase de elicitagdo apos a
reexposigcdo com o mesmo alérgeno (PEISER, Matthias, 2013). Aproximadamente
80% dos casos de dermatite de contato tem o envolvimento das mé&os, enquanto
que 10% tem o acometimento da face. Se o agente causador penetrar e contaminar
a roupa, pode gerar a dermatite em locais de atrito, como a parte superior das
costas, axilas, coxas e pés. Exposicdo a poeira contida no ar pode produzir
dermatite em lugares em que objetos com particulas acumuladas entrem em contato
com a pele, como colar, cinto, sapatos e meias, e, pode também ser pelo contato
direto com areas expostas da face e da parte anterior do pescogo (nuca) (BELSITO,
2005)

Estudos sobre a dermatite de contato alérgica podem ser conduzidos pelo
modelo experimental em camundongos denominado de hipersensibilidade de
contato. Diferentemente da dermatite atopica os niveis de IgE n&o estédo
aumentados nesta dermatite (AKDIS et al., 2006). Para gerar a dermatite de contato,
substancias quimicas com baixo peso molecular ou ions metalicos penetram na
camada cérnea da epiderme. O direto acesso a locais mais profundos da pele como
a derme pode ser facilitado por forca mecanica, queimadura solar, irritagdo ou
infeccdo que induzem a ruptura da barreira da epiderme (PEISER, 2013).

Durante a fase de elicitagdo apdés o contato com o alérgeno, queratinécitos
sao expostos a citocinas liberadas pelas células T de memdria a certos haptenos,
em que se acumula na pele tanto na derme quanto na epiderme (ALBANESI et al.,
2005).

Essas células T secretam IFN-y, embora que algumas do perfil Th2
secretam IL-4. Ainda assim, tanto o perfil Th1 e Th2 liberam TNF-a e interleucina 17
(IL-17). Entdo quando liberadas pelas células T, atingem primariamente os

queratinécitos, a qual aumenta a expressam de ambas as moléculas ICAM-1, MHC
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de classe |. Por expressarem essas moléculas, antigenos ligados aos queratindcitos
podem ser alvos para células T CD8+, o que leva o desencadeamento das lesdes na
epiderme na dermatite de contato e as células T CD4+ coopera nesse processo
mais tardiamente (ALBANESI et al., 2005;PEISER, 2013).

Além disso, os fatores de risco para dermatite de contato podem ser
subdivididos em adquiridos e inerentes. Os fatores de risco adquiridos sao
geralmente as doencgas inflamatdrias de pele como a dermatite atdpica, enquanto
que o fator de risco inerente sao as variabilidades genéticas resultando em uma
maior chance de susceptibilidade (PEISER et al., 2012) .

Apesar dos fatores desencadeantes das dermatites atdpicas de contato
serem 0s mesmos (ex: agentes quimicos, cosméticos, detergentes, solventes entre
outros), os mecanismos pelos quais tais substancias causam a dermatite parecem
ser distintos e ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Estas dermatites sao
caracterizadas pelo prurido intenso e lesdes eczematosas, sendo estas observadas
por eritema, papulas, escamas, vesiculas, exsudacao e liquenificacdo, podendo ser
isoladas ou acontecer simultaneamente (CASTRO et al., 2006; MOTTA et al., 2011).

Na psoriase o0 que ocorre parece ser distinto, ela é caracterizada como uma
doencga inflamatodria de pele mediada pelas células e moléculas tanto do sistema
imune inato quanto da resposta imune adaptativa e ainda compreende fatores
ambientais e genéticos (KRUEGER; BOWCOCK, 2005;LOWES; BOWCOCK;
KRUEGER, 2007).

Os sintomas tipicamente desenvolvem no comeg¢o da fase adulta
compreendendo entre 15 a 25 anos, mas outras idades podem ser acometidas. Essa
doenca é distinta das outras, porém tem uma variacao clinica de fendtipos, sendo
uma delas a psoriase vulgaris, que acomete aproximadamente 90% de todos os
pacientes (LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014;SUN; ZHANG, 2014). A
quantificacdo da area do corpo acometida pelas lesdes da psoriase pode ser
mensurada pela percentagem da area, usando a palma da méo para representar 1%
do corpo. Aproximadamente 1/3 (um tergo) dos pacientes, possuem mais de 10% do
corpo coberto pelas lesbdes, variando da fase moderada para psoriase severa
(LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014).

Antigamente foi considerada que essa doenca de pele era apenas uma
desordem da proliferacdo e diferenciacdo dos queratinécitos, porém ja é

reconhecido que é uma doenca autoimune de pele (KAUR; KUMAR, 2012). E
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suspeitado que auto antigenos ainda nao reconhecidos sdo responsaveis por
desenvolver a psoriase através das células dendriticas que apresentam estes auto
antigenos para os linfocitos T (GHORESCHI; WEIGERT; ROCKEN, 2007). Nesse
contexto, diversas citocinas sdo expressamente secretadas pelos queratinécitos na
pele psoriatica que induz a sua proliferagdo (GHORESCHI; WEIGERT; ROCKEN,
2007).

Adicionalmente, por estarem em intensa proliferacdo e uma rapida
diferenciagdo, os queratindcitos passam pela camada granulosa e chegam a
camada coérnea na fase incompleta, ou seja ainda nucleadas, acarretando em uma
pobre aderéncia em outras células e resultando em lesées com placas e escamas
(KRUEGER; BOWCOCK, 2005).

Na fisiopatologia da psoriase e em varias doencas de pele, ocorrem uma
intensa infiltracdo de células T e, em que ambas as células T CD4+ e CD8+ estao
envolvidas. Na psoriase, o infiltrado de linfocitos T produz a IL-17, uma citocina
importante nesta patologia (NGUYEN; SOULIKA, 2019).

De fato, ativacdo das células T esta relacionada a apresentacdo de
antigenos pelas células dendriticas que aumenta nesta patologia, além de
produzirem altos niveis da citocina interleucina 23 (IL-23), TNF-a e interleucina 20
(IL-20) o que resulta em uma proliferacdo de células. Dessa forma, as células
dendriticas sdo um dos principais indutores na inflamacéo inata, induzindo uma
gama moléculas em queratindcitos ou outros tipos de células e amplificando os
estimulos (DAVIDOVICI et al., 2010).

Junto a essa doenca de pele estdo associadas varias outras comorbidades,
incluindo a depressdo, risco cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2, sindrome
metabdlica, doenga de Chron, e artrite psoriatica (KAUR; KUMAR, 2012). Esta ultima
€ mais comum, sendo que mais de 30% dos paciente com psoriase desenvolvem
artrite psoriatica o que leva em uma piora da qualidade de vida, e em um diminuicéo
da fung¢ao motora (KIM, H. J.; LEBWOHL, 2019).

Na psoriase os fatores desencadeantes também sao varios, dentre os quais
podem ser destacados os fatores emocionais, como o estresse, as predisposicoes
geneéticas, o uso de certos medicamentos (antidepressivos e anti-hipertensivos) e
alguns habitos (ingestdo de alcool e o ato de fumar). Nesta patologia, podem ser
observadas lesbes como as erimatoescamosas causadas por um disturbio

hiperproliferativo de queratindcitos. Porém assim como nas dermatites, o mecanismo
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envolvido na psoriase também ndo esta totalmente esclarecido (PERERA et al.,
2012; VILLASENOR-PARK et al., 2012).

1.1.3 Abordagens terapéuticas nas doencas inflamatérias de pele

Atualmente os tratamentos terapéuticos disponiveis ndo sao totalmente
eficazes e apresentam uma diversidade de efeitos colaterais tais como: aumento da
sensibilidade, sedagao, xerostomia e ganho de peso, 0 que resulta muitas vezes na
ndo adesao ao tratamento por parte de muitos pacientes (LOWES; BOWCOCK;
KRUEGER, 2007;SIDBURY et al., 2014).

Nesse aspecto, a fototerapia tem sido utilizada para tratar uma gama de
dermatoses desde o seéculo passado, sendo indicado para as dermatoses
inflamatorias e com periodo cronico de evolugdo como a psoriase (DUARTE;
BUENSE; KOBATA, 2006).

O principio terapéutico da fototerapia esta relacionada na emissao de raios
UVA e UVB na derme e epiderme, acarretando alteragdes na producao de citocinas
como IL-10, INF-y, IL-1 e TNF-a; modificando a liberagdo das moléculas de adeséao
produzidas pelos queratindcitos e ainda, levam a producao de fotoprodutos de DNA
reduzindo assim, a sintese de DNA e, consequentemente a reducao da proliferagao
celular. Porém, o uso continuo deste tratamento pode gerar alguns efeitos colaterais
como, nausea, cefaleia, eritema, taquicardia, catarata e aumentar o risco de
carcinogénese e fotoenvelhecimento (DUARTE; BUENSE; KOBATA, 2006) .

Além disso, nas doencgas inflamatdrias de pele podemos notar um sinal clinico
importante referido pelos pacientes, o prurido. Nesse sentido, com a perspectiva de
melhorar a qualidade de vida desses individuos, o uso de anti-histaminico é
recomendavel nessas dermatoses, embora alguns farmacos dessa classe
provoquem sedagdo (DOMAGALA; SZEPIETOWSKI; REICH, 2017;SIDBURY et al.,
2014).

Ainda, em alguns casos mais severos das dermatoses inflamatérias, sao
utilizados no tratamento agentes imunossupressores exercendo efeito através da
inibicdo da expressao da produgdo ou agao da IL-2, inibicdo da expresséo de genes
de citocinas e inibicdo da sintese de purinas ou pirimidinas (SIDBURY et al.,
2014;SKINNER, 2004)
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Nesse sentido, algumas abordagens farmacoldgicas possuem como alvo o
sistema imune. Entdo, os glicocorticéides sao farmacos empregados no tratamento
das doencas inflamatorias de pele, de maneira que os seus efeitos atuam tanto
sobre a resposta imune quanto na agéo anti-inflamatéria (LAM; POLIFKA; DOHIL,
2008).

O mecanismo de agao dos glicocorticoides € modificar e consequentemente
inibir a expressao de genes proé-inflamatérios. Quando acoplados ao receptor
nuclear, alteram fatores de transcricdo como proteina ativadora-1 (AP-1) e fator
nuclear-kappa B (NF-kB), ambos reguladores da expressdo génica de varios
componentes inflamatdrios (SIDBURY et al., 2014). Entretanto, o uso prolongado
dos glicocorticoides gera muitos efeitos adversos que incluem a atrofia cutéanea,
hipertricose, Sindrome de Cushing, desordem no processo de cicatrizacdo, entre
outros (SCHACKE; DOCKE; ASADULLAH, 2002).

Sabe-se que muitas das doencas inflamatérias de pele n&o possui ainda
etiologia e patofisiologia bem estabelecidas, o que dificulta o tratamento dessas
dermatoses. Ainda, as abordagens terapéuticas disponiveis atualmente nao sao tao
eficazes, pois além de melhorar o quadro do paciente gera muitos efeitos
indesejaveis.(SEELIGER et al., 2003). Dessa forma, novas alternativas, bem como
novos alvos terapéuticos para o tratamento dessas desordens cutaneas, faz-se

necessario.

1.2 RECEPTOR GABA-B E INFLAMACAO

O Acido gama-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério
no sistema nervoso dos vertebrados. A transmissao gabaérgica acontece através de
duas classes de receptores como os receptores Inotréopicos GABAa e os receptores
metabotréopicos GABAs. Os receptores inotropicos GABAaA medeiam as respostas
rapidas através das aberturas dos canais e entrada de cloreto quando ativados pelo
GABA. Ja os receptores metabotropicos GABAs sdo membros da familia 3 (ou
familia C) acoplados a proteinas G (GPCRs) e tem uma resposta mais lenta quando
ativados pelo GABA, pois ativardo as proteinas G e assim transmitirdo a informagao
para o segundo mensageiro (PINARD; SEDDIK; BETTLER, 2010).

O receptor GABAB € localizado tanto nas areas pré-sinapticas, quanto pos-

sinapticas e desempenha um papel fundamental nas doencgas do sistema nervoso
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central como: epilepsia, espasticidade, esquizofrenia, ansiedade, depressao, déficits
cognitivos e dependéncia de alcool e outras drogas (XU et al., 2014). Também ja foi
mostrado estar envolvido na sobrevida celular, crescimento do nervo, migracao e
posigao dos neurdnios (XU et al. 2014)

Existe apenas duas estruturas heteroméricas no receptor GABAB, que
consiste em subunidades GABAs1a ou GABAs1 que estdo conjugadas com a
subunidade GABAs2. Isso foi importante para identificar o quao limitada é sua
estrutura, porém ao mesmo tempo lida com uma diversidade de efeitos
farmacologicos e cinéticos através da ativacdo desse receptor, quando comparados
com o receptor GABAA (PINARD; SEDDIK; BETTLER, 2010). A subunidade GABA&1
contém o sitio de ligacdo ao GABA, enquanto GABABs2 € acoplada a proteina G
(figura 3). No cérebro GABAg1 € predominantemente expresso como duas isoformas,
GABAB1a e GABAB1b, a qual aumenta sua expressao através de splicing alternativo,
originado do mesmo gene. Ja foi identificado que GABAB(1a2) estdo localizados pré
sinapticamente enquanto que os receptores GABAB(1b,2) estdo predominantemente
expressos nos sitios pos-sinapticos (PINARD; SEDDIK; BETTLER, 2010)

Adicionalmente os receptores GABAs funcionam como auto receptores ou
hetero receptores limitando a liberacdo de GABA ou outros neurotransmissores. Os
receptores pos-sinapticos induzem a lenta hiperpolarizagdo da membrana através da
abertura de proteinas ativadas pela proteina G, canais de potassio retificadores
internos (GIRKSs), induzindo uma lenta inibicdo do potencial pds-sinaptico e
diminuindo a despolarizacdo da membrana provocada por neurotransmissores
excitatoérios; enquanto que nos pré-sinapticos o receptor GABAs além de restringir a
liberacdo de neurotransmissores por meio da reducdo da ativacdo dos canais de
calcio, também retarda o recrutamento de vesiculas sinapticas (PINARD; SEDDIK;
BETTLER, 2010).

Ainda estes receptores no sistema sensorial, estdo localizados nas fibras
primarias aferentes e quando ativados, inibem a secrecdo dos neurotransmissores
como o glutamato e substancia P, diminuindo a atividade dos neurbnios que
carregam a informagédo sensorial para o sistema nervoso central (MORAN et al.,
2001).

Portanto, fisiologicamente o receptor GABAg parece servir como um mediador
tanto nas informagdes que chegam e sdo processadas pelo cérebro, quanto das

informacdes que sao transmitidas para outros tecidos através do neurbnios, a fim de
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evitar a exacerbacdo no processamento dos sinais transduzidos por meio da
liberacao excessiva de neurbnios estimulatérios (KUNER et al., 1999;PERFILOVA;
TYURENKOV, 2011).

Sitio e figag 8o

SD: Sitio de Ligagéo

ATP; Adenosina Tri-fosfato
OB AC: Adenilato Ciclase
Camp: AMP ciclico

Ca2: Calcio

K: Potassio
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Figura 3: Desenho esquematico da estrutura do receptor GABAs.
Fonte: Adaptado de PINARD et al. (2010)

Desse modo, agonistas do receptor GABAs, vem sendo utilizados para tratar
fisiopatologia e disturbios na transdugao dos sinais fornecidos e oriundos do sistema
nervoso central. Sendo assim, os agonistas possuem um importante papel no
tratamento dos disturbios como na ansiedade, depressao, no processamento da dor
e esquizofrenia (CRYAN; KAUPMANN, 2005;WASSEF; BAKER; KOCHAN, 2003).
Ainda, estudos em modelos animais como o de ansiedade, depressao e de adicgao
utilizam tanto os agonistas e os antagonistas do receptor GABAB, para elucidar por
qual via de sinalizagdo este receptor é atuante (COUSINS; ROBERTS; WIT,
2002;CRYAN; KAUPMANN, 2005). Embora, existem varias evidencias da

participacédo do receptor GABAs nos processos fisioldgicos e nos disturbios do SNC,
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alguns estudos vém mostrando o aumento da expressdo do receptor GABAs
associado a processos inflamatérios (CROWLEY et al. 2016; KONERMANN et al.,
2017). A expressao do receptor GABAs nas micréglias foi observada nos nucleos
faciais como uma consequéncia da ativacdo dessas células, podendo ser
representado como uma resposta protetiva endogena (CROWLEY et al.,, 2016;
SONG; PARK, 2014).

Ainda mais, o aumento da expressao de GABAs1 no hipocampo foi
associado com a progressao na doenca de Alzheimer (CROWLEY et al., 2016).
Especificamente, aumento neuronal da subunidade GABAsg1 foi observado em
estagios moderados da progressao da doenga. Em seguida, os autores discutiram
que a subunidade GABAB1 poderia servir como um protetor contra a excitotoxicidade
nas regides que se encontram, visto que areas que possuem menor expressao da
subunidade do receptor foram as mais suscetiveis a doenga, chegando a conclusao
que o aumento da expressdo do receptor GABAs pode desempenhar um papel
protetivo na neuroinflamag¢ao (CROWLEY et al., 2016).

Ja se sabe que o receptor GABAB esta presente no sistema nervoso central
(SNC), no entanto, pode ser encontrado também no figado, intestino, em células do
sistema imune e em queratinécitos (AUTERI; ZI1ZZO; SERIO, 2015; BARRAGAN et
al., 2015; CROWLEY et al., 2016; WHITEHEAD et al., 2012). Embora a maioria dos
estudos foque na importdncia do receptor GABAs no SNC, alguns estudos
demonstram que ele também apresenta fungbes em outros sistemas. Nesse
contexto, alguns estudos tem demonstrado a participagdo do receptor GABAs em
processos inflamatdrios de pele e na dor (SONG; PARK, 2014).

Recentemente foi observado em estudos que a ativagao do receptor GABAB,
consegue modular a resposta inflamatéria, resultando na diminuicdo da citocina
TNF-a e na reducdo da produgcdo das citocinas IL-6 e IL-12 secretadas pelas
microglias no trato gastrointestinal quando avaliado no modelo in vitro (AUTERI et al,
2015). Adicionalmente, ja foi demonstrado que o GABAB é expresso no corno da raiz
dorsal e que a diminuicdo da transmissao do neurotransmissor GABA poderia estar
associado no processamento da dor, assim relatados nos modelos de dor
relacionados a monoartrite (CASTRO et al., 2006). Ainda, foi visto que a ativagéo do
receptor GABAs reduziu a secregcdo da IL-17, uma das responsaveis pela
inflamacé&o sinovial e erosdo dos o0ssos, quando avaliado em modelo de artrite em
camundongos (HUANG et al., 2015).
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Semelhantemente, em outros estudos ja foi observada a participagao dos
receptores GABAs na modulagdo das doencgas inflamatérias de pele, onde sua
ativagdo conseguiu minimizar alguns sinais clinicos da inflamag¢dao como o edema e
o sintoma do prurido nos modelos de dermatite atopica e dermatite de contato
(CEVIKBAS et al., 2017; DUTHEY et al., 2010).

Atualmente, o agonista GABAB, baclofeno, de estrutura quimica (4-amino-3J-
4-clorofenil]-acido-butirico) (figura 4) se tornou a droga mais utilizada em pesquisas
quando o estudo é o receptor GABAB. Isso possivelmente porque o baclofeno é
utilizado na pratica clinica pela via oral ou intratecal como um relaxante muscular de
agao central para o tratamento de espasticidade que possui origem medular ou
encefalica (ADAMS; LAWRENCE, 2007;LEISEN et al., 2003;VIENNE et al., 2010).
Como sua composic¢ao possui a estrutura B-clorofenil-acido gama aminobutirico que
€ analogo ao acido gama amino-butirico (GABA) o baclofeno, consegue agir como
agonista dos receptores GABAgs na medula espinal, precisamente no génglio da raiz
dorsal e substancia cinzenta da coluna dorsal (HEETLA et al., 2014).

Cl
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Figura 4: Estrutura quimica do farmaco Baclofeno.
Fonte: Adaptado de SANCHEZ-PONCE et al. (2012).

O baclofeno sofre biotransformagao principalmente pelos rins, sendo que
apenas uma parte (cerca de 15%) ocorre pelo figado (RADHAKRISHNAN, 2016;WU
et al., 2005;WUIS et al., 1989). Quando o baclofeno atua nos sitios pré-sinapticos,
possui uma capacidade de diminuir a secrecdo de neurotransmissores excitatérios
como o aspartato e o glutamato. Ja nos receptores GABAB pos-sinapticos quando
ativados diminui o limiar de potencial de acéo (hiperpolarizagdo) dos neurbnios do
corno posterior da medula, consequentemente minimizando assim a excitabilidade
dos neurdnios motores (HEETLA et al., 2014).
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A eficacia dessa droga € baixa quando administrado por via oral, pois a
barreira hematoencefalica dificulta a sua passagem para o sistema nervoso central,
chegando a concentragbes muito menores no liquor em comparagao com o plasma,
entdo muitas das vezes sdo necessarias doses elevadas para a producado dos
efeitos funcionais (SANCHEZ-PONCE et al., 2012). Sendo assim, o baclofeno se
tornou um composto que pode resultar bastantes efeitos significantes fora de seu
sitio de acéo, gerando os efeitos colaterais, como a sedagdo e sonoléncia, entre
outros efeitos neurolégicos, sendo que em casos mais graves levar a hipotonia
muscular, depressao respiratéria e ainda nos casos mais graves a cardiomiopatia
(CHEN et al., 1997;ERTZGAARD; CAMPO; CALABRESE, 2017;RADHAKRISHNAN,
2016).

Uma alternativa de administragcdo sem ser a via oral do baclofeno é a
intratecal, que foi proposta por um pesquisador chamado Richard Penn (VEIROS;
MARTINS; MARTINS, 2005) aproximadamente dez anos depois da fabricagdo do
baclofeno via oral, e consiste em uma inje¢cdo do farmaco diretamente no espago
subaracnoide com resultados muitos positivos no tratamento da dor associada a
espasticidade e assim reduzindo os efeitos colaterais, assim, vem sendo
diversamente implementado, com grande eficacia clinica (AL-SHAAR; ALKHANI,
2016; HEETLA et al., 2014; VEIROS; MARTINS; MARTINS, 2005).

Ainda, mesmo que rara, a toxicidade do baclofeno € documentada quando
administrado pela via oral e subaracnoidea. Em grande parte dos casos esta ligada
com altas dosagens e abstinéncia. Outro fato que pode correr € a alteracéo funcional
dos rins (CARDOSO et al.,, 2014; RADHAKRISHNAN, 2016; SRIVASTAVA et al.,
2014; WU et al., 2005).

Embora muitos estudos foquem nos principais efeitos do receptor GABAB no
sistema nervoso central, alguns estudos vém trazendo outras perspectivas, como a
utilizagcdo do baclofeno nas doencas de pele e no processo da dor. Combinagdes
topicas de 0,8% baclofeno/ 3% amitriptilina/ 1,5% cetamina foi eficaz em melhorar os
sintomas de cdlicas, formigamentos e dores em queimagéo em pacientes com dor
neuropatica induzida pelo tratamento da quimioterapia (BARTON et al., 2011). Outro
estudo demonstrou que a aplicagdo tépica do creme baclofeno 5% conseguiu
solucionar as dores neuropaticas em um paciente com acromegalia (KEPPEL et al,

2013). Ainda também, a aplicagéo do farmaco baclofeno 2% juntamente com o
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creme 2% de amitriptilina foi efetivo no tratamento nos pacientes que sofriam
vulvodinia (NYRJESY et al., 2009).

Similar a esses achados, o agonista GABAg baclofeno apresentou um efeito
anti-inflamatério diminuindo alguns sinais da inflamacéo como a liberagao de fatores
quimiotaticos e producdo de interleucinas (DUTHEY et al., 2010) e um efeito anti-
pruriginoso (CEVIKBAS et al., 2017) em modelos experimentais de inflamagao da
pele em camundongos.

Enfim, perante os achados na literatura podemos observar uma atividade do
receptor GABAs tanto no processamento de dor quanto na resposta inflamatoria.
Neste sentido, vemos uma necessidade de estudos que correlacionem a atividade
deste receptor no processo inflamatorio de pele, o que torna relevante a busca de se
conhecer as potencialidades farmacolégicas do receptor GABAs nas doencgas
cutaneas, assim como, a atuagcdo do agonista GABAs como uma possivel proposta

terapéutica nas enfermidades dermatologicas.
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2  JUSTIFICATIVA

Embora os receptores GABAs estejam amplamente distribuidos
principalmente no SNC, eles ainda podem ser encontrados nas superficies de varias
células em diferentes tecidos, o que pode trazer uma diversidade de efeitos
adversos de acordo com a sua localizagao.

Sugere-se, por meio de estudos anteriores, que o receptor GABAB participam
no processo da inflamacgao e da dor. Podem também estar presentes na membrana
das células mais abundantes da pele, os queratindcitos, estando inteiramente
ligadas nos processos inflamatorios deste tecido.

A hipotese aqui presente foi baseada nas evidencias descritas sobre os
estudos dos efeitos farmacologicos em experimentos pré-clinicos e clinicos do
baclofeno na dor e na resposta inflamatéria. Sendo assim, este trabalho foi
desenhado para avaliar o potencial efeito anti-inflamatério da administracdo topica
do creme de baclofeno no modelo animal de inflamacéo de pele. Pois, ainda ha uma
escassez de estudos que correlacionem a atividade do receptor GABAB no processo
inflamatorio de pele, assim como, a atuagado dos agonistas GABAs nas doengas de

pele.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Verificar se o creme do agonista GABAg (baclofeno) reduz o processo

inflamatério de pele em modelo agudo e crénico em camundongos

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o efeito do tratamento com o creme do baclofeno nos modelos
agudo e cronico de edema de orelha induzido por 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA);

Analisar o efeito sistémico do tratamento com o creme do baclofeno
através da avaliacdo da formacao do edema de orelha induzido por TPA
com tratamento contralateral,

Analisar se o tratamento com o creme do baclofeno é capaz de interferir
no infiltrado celular induzido pela administragéo de TPA;

Avaliar a possivel atividade antiproliferativa do tratamento com o creme do

baclofeno sobre queratinécitos in vivo;

Investigar a atividade anti-proliferativa do creme de baclofeno in vitro, na
linhagem celular PAM 212.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os procedimentos foram realizados em camundongos Swiss machos,
pesando entre 25g a 35g, randomicamente distribuidos em diferentes grupos. Os
animais foram alocados em sala com a temperatura controlada a 22 £+ 2 °C e
mantidos em ciclo claro e escuro de 12 horas com comida e agua fornecidos ad
libitum. Os animais foram mantidos na sala de experimentagao durante pelo menos
1 h antes da realizacdo dos experimentos para adaptacdo. Todos os experimentos
foram realizados apds a aprovacao dos protocolos experimentais pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana sob o

protocolo n®1230.

42 DROGAS E REAGENTES

Os protocolos experimentais foram realizados com as seguintes drogas: 12-
O-tetradecanoilforbol-acetato (TPA), (x)-baclofen, dexametasona, 4-nitrofenil-N-
acetil-B-D-glicosamina, brometohexadeciltrimetilaménio (HTAB), brometo 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) da Sigma Chemical Co (St Louis MO,
USA); acetona, formaldeido, dimetilformamida, acido acético glacial, tampao de
solugédo salina (PBS), parafina (Inlab, Biosciences, Alemanha), albumina de soro
bovino (Inlab, Brasil); peroxido de hidrogénio, etanol absoluto, metanol, eosina,
acetato de sodio, glicina, hematoxilina e xileno obtidos da Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB) foram
adquiridos através da Cultilab (Brasil).

O 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) foi dissolvido em acetona,
enquanto baclofeno e dexametasona foram preparados pelo proprio pesquisador em

creme ndo idnico com adicdo de duas gotas de polietileno glicol 400 (PEG400).

4.3 MODELO DE INFLAMAGAO DE PELE

4.3.1 Inflamag&o de pele induzida pelo TPA

O edema de orelha agudo foi induzido pela unica aplicagdo do 12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) 2,5 ug/20 ul, sendo este administrado
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diretamente na orelha direita do camundongo, a resposta inflamatéria foi avaliada
através do aumento da espessura da orelha, como representado na figura 4
(GABOR, 2003). As medidas foram anotadas usando o micrometro digital (GREAT,
MT-04513), antes (basal) e 6 horas apos a administracdo do TPA e o edema foi
calculado e expresso como a diferenga da espessura entre as medidas antes e apés
a aplicagdo do agente flogistico TPA. Creme de baclofeno (2,5%, 5% ou 7,5%),
veiculo (creme nao ibnico+ Propilenoglicol - PEG) ou creme de dexametasona 1%
(utilizado como controle positivo) foram aplicados na orelha dos camundongos, com
o auxilio de uma espatula, imediatamente apds a aplicagcdo do TPA. Entao, 6 horas
apos a exposicao ao TPA, em que ocorre o apice do edema (STANLEY et al., 1991).
A espessura da orelha foi avaliada e os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e amostras das orelhas (6 mm do tecido) foram coletados
para analises histoldgicas.

Ainda, para verificar se existem possiveis efeitos sistémicos através da
aplicacao tépica do baclofeno, em um bloco de experimento foi testada uma unica
aplicagao topica do TPA na orelha direita e imediatamente baclofeno (5%),
dexametasona (1%) ou o veiculo (creme n&o ibnico+PEG) foram aplicados na orelha

contralateral e 6 horas apds o edema foi avaliado como mencionado acima.

ESPESSURA < ESPESSURA
BASAL ;
TPA+BCL
o TPA+VEI
' TPA+DEXA

Figura 5: Representacao esquematica do modelo de inflamacgao de pele induzido por TPA.
Fonte: O Autor
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4.3.2 Inflamacgé&o crénica de pele induzida pelo TPA

O processo de inflamagao crénica foi induzido por repitidas aplicagdes do
TPA (2,5 ug/20 pul/orelha) em dias alternados por nove dias (STANLEY et al., 1991).
O tratamento se deu a partir do quinto até o nono dia por duas vezes ao dia como
representado no esquema na figura 5, com o creme baclofeno (5%), creme
dexametasona (1%) ou veiculo (creme nao iGnico+PEG) seguido da aplicagédo do
TPA, e as espessuras das orelhas foram anotadas e avaliadas diariamente como
descrito anteriormente. No nono dia, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e amostras das orelhas (6 mm do tecido) foram coletados

para analises histologicas e imuno-histoquimicas.

Tratamento

..........................

TPA 2,5ug/orelha/20pl

Figura 6: Representacado esquematica do protocolo do modelo de inflamagéo crénica de pele
induzida pelo TPA.
Fonte: O Autor

4.4 ANALISES HISTOLOGICAS

Amostras de orelhas coletadas foram fixadas em solugdo de ALFAC (85%
de etanol 80GL, 10% de formaldeido a 40% e 5% de acido acético). Subsequente,
as amostras foram passadas em uma serie de desidratagcdo, e embebidas em
parafinas e cortadas em corte de 5 um e coradas com hematoxilina e eosina (H&E).
Para avaliar o infiltrado celular e a espessura da epiderme, cortes foram
fotografados em objetiva de x100 e x200 com a camera digital acoplada ao
microscopio Olympus BX51 (Olympus, Tokio, Japédo) e analisado com o programa

ImageJ® software versdo 1.41 (National Institute of Health, USA). As areas
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representativas foram selecionadas para analises e todas as avaliacbes foram
realizados em duplo cego. A contagem dos leucdcitos na derme foi realizada através
da quantificagdo dessas células por campo com aumento de x200, sendo analisados

5 campos de 3 cortes histoldgicos distintos.

45 IMUNO-HISTOQUIMICA

Orelhas que foram coletadas dos experimentos anteriores com creme
baclofeno (5%), creme dexametasona (1%) ou veiculos (creme n&o iGnico) foram
embebidos em parafina, e cortado em corte de 5 ym e incubados por duas horas
com o anticorpo para Antigeno nuclear de célula proliferante (PCNA) (1:100, sc-
9857- Santa Cruz Biotech, Inc., USA) em camera umida. Depois, os cortes foram
incubados com um anticorpo secundario IgG HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
EUA) por uma hora na sala umida. Os sitios de ligagdo para peroxidase foram
evidenciadas por coloragdo usando cromogeno diaminobenzidina (Kit de substrato
DAB), incubadas por 15 minutos. O excesso foi retirado em agua corrente. Em todas
as fases, as amostras foram lavadas cuidadosamente de duas a trés vezes em
tampao fosfato-salino (PBS). Por fim, as laminas com os cortes foram desidratadas,
clareadas com xilol e montadas com Balsamo do Canada (Entellan ®). Foi utilizada
lente ocular graduada para avaliar a marcacdo dos cortes e a marcacgao foi
analisada por representativas areas com um aumento de 400x. As células marcadas
para PCNA na epiderme foram quantificadas em 3-5 cortes histologicos distintos de
cada grupo, sendo escolhidos 5 diferentes fotos de forma aleatéria de cada corte e
assim foram analisadas com o software ImageJ® versao 1,48 (National Institute of
Health, EUA).

46 ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

Queratindcitos PAM 212 (carcinoma de células escamosas da pele) de
camundongos foram cultivados como monocamada em Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM), o qual continha 25 mM de glucose, 10% soro fetal bovino
inativado pelo calor (SFB), e 1% penicilina- estreptomicina (Invitrogen) e mantido em
atmosfera de 5% de CO2zna temperatura de 37°C. Baclofeno ou metrotrexato (droga
antiproliferativa utilizada como controle positivo) foi inicialmente dissolvida até a

concentragao final de 1 mg/ml e 0,5 mg/ml respectivamente, usando o meio de
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cultura livre de soro e filtrado e esterilizado com filtro de seringa de 0,22 pm
(milipore) antes de usar. Quando as células cultivadas atingiram a confluéncia (70-
80%), elas foram coletadas e divididas em diferentes subgrupos para os
experimentos posteriores. O ensaio de contagem de células Kit-8 (CCK-8) (Dojindo
Laboratories, Kumamoto, Japao) foi usado para mensurar a viabilidade de acordo
com o protocolo do fabricante. Para testar a possibilidade de efeitos citotoxicos,
células subconfluente PAM 212 (10* células/pogos em 96-pogos) foram incubadas
com baclofeno (10, 30 ou 100 yM) ou metotrexato (0,1uM) (droga de escolha que
promove efeito anti-proliferativo neste modelo) e incubado por 24 horas na
temperatura de 37°C. Em seguida para avaliar a proliferagéo celular, as mesmas
concentracdées do baclofeno ou metotrexato foram adicionadas sob as células
subconfluente PAM212 (3x103 células/pogos) em 96 pogos plaqueados, e incubadas
por 72 horas. Reagentes CCK-8 (10 pL/100 uL) foram adicionados em cada pogo e
incubado em 37°C por 2 horas. Os resultados de densidade optica (DO) foram
mensurados através da leitura da absorbancia em 450 nm usando a Leitora de
microplacas (Moleculas Devices, Sao Francisco, CA, EUA). No ensaio de
proliferacdo celular, do kit CCK-8 foi feita leitura a cada 24 horas, assim como, a

renovacao do meio e a incubagao das drogas.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram expressos com meédia + erro padrdo da média
(E.P.M). Os dados foram analisados pelo teste de varidancia de uma via (ANOVA)
com o pos teste Newman-Keuls. O nivel de significancia aceito para os testes foi de
p< 0,05. Todos os testes estatisticos foram feitos usando o software GraphPad
Prism verséao 6.0, San Diego California, EUA (GraphPad Software, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

51 EFEITO DO CREME DE BACLOFENO NO MODELO AGUDO DE
INFLAMACAO DE PELE

Os resultados demonstraram que a uUnica aplicacdo do TPA induziu
significante aumento da espessura da orelha quando avaliada 6 horas apos a
aplicagéo do agente flogistico. A aplicagéao topica do creme baclofeno 5% e 7,5%
inibiu o edema de orelha promovido pelo TPA (58,94 + 6,14% e 47,73 £ 11,26%,
respectivamente) quando comparado com o grupo veiculo. Nao houve diferencga
significativa entre as doses de 5 e 7,5%. Ainda foi verificado que, o creme com o
principio ativo dexametasona (1%) promoveu reducédo do edema de orelha induzido
por TPA (87,33 + 4,59%), quando comparado ao grupo veiculo (Figura 7).

O efeito antiedematogénico da aplicagéo tépica do baclofeno foi confirmado
através de analise histologica (Figura 8 e 9). Assim, verificou-se que camundongos
tratados topicamente com baclofeno (5%) apresentaram reducgdes significativas da
espessura da orelha (39,14 + 5%), quando comparado com o grupo veiculo (Figura
8A). Da mesma forma, a aplicacao topica de dexametasona reduziu a espessura da
orelha (58,29 £ 7,65%) (Figura 8).
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Figura 7: Efeito anti-inflamatério do creme baclofeno no modelo de inflamagao de pele aguda
induzida pelo TPA. Atividade antiedematogénica no tratamento tépico com baclofeno (Bcl, 2,5%, 5%
ou 7,5%) ou dexametaxona (Dexa, 1%) no modelo de edema de orelha induzido por uma unica
aplicacado do TPA. O grupo veiculo foi tratado topicamente com o creme néo ibnico+PEG. Todas as
drogas testadas foram aplicadas na orelha direita apds aplicagdo do TPA. O edema de orelha foi
mensurado 6 horas apds a administracdo do TPA. Barras representam a média + E.P.M (n=9-14).

Simbolos denotam o nivel de significancia para: **p <0,01 e

*kk

p<0,001 quando comparando com o

grupo veiculo (Utilizado o teste de varidncia ANOVA de uma via seguido por post-hoc Newman-

Keuls).
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Figura 8: Imagens histolégicas do efeito anti-inflamatério através da aplicacio do creme
baclofeno no modelo de inflamagao aguda de pele: (A-D) Sdo imagens representativas de cortes
transversais das orelhas de camundongos coradas com hematoxilina- eosina (aumento de 100x,
escala de 200 ym), coletadas apds a mensuragéo do edema in vivo apos 6 horas. Grupos: Naive (A),
veiculo (B), Bcl 5% (C) e Dexa 1% (D).
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Figura 9: Analise quantitativa do efeito anti-inflamatério através da aplicagcdo do creme
baclofeno 5% no modelo de inflamagado aguda de pele obtidos na histologia: Avaliacdo da
atividade antiedematogénica na espessura da orelha. Tratamento com o creme baclofeno 5% (Bcl) ou
creme dexametasona 1% (Dexa) diminuiu o edema de orelha induzido pela Unica aplicagédo do TPA.
Cada coluna representa a média + E.P.M. (n=5 triplicatas). Simbolos demonstram o nivel de
significancia para: ***p<0,001 quando comparando com o grupo veiculo (Utilizado o teste de variéncia
ANOVA de uma via seguido por post-hoc Newman-Keuls).

Com o intuito de avaliar um possivel efeito sistémico do baclofeno,
camundongos tiveram o processo inflamatério induzido por TPA na orelha direita,
enquanto o tratamento com baclofeno (5%) ou dexametasona (1%) foi administrado
topicamente na orelha contralateral. Nesse contexto, os resultados mostraram que
somente o creme dexametasona teve a capacidade de reduzir a espessura da
orelha (Figura 9), demonstrando efeito sistémico mesmo quando aplicado

topicamente (75,11+ 7,6%).
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Figura 10: Efeito da aplicagao do creme de baclofeno na orelha contralateral sobre a indugao
da inflamagao de pele produzido pelo TPA. TPA foi aplicado pela via topica nas orelhas direitas
dos camundongos e todos os tratamentos com o creme baclofeno 5% (Bcl), creme dexametasona 1%
(Dexa) e o veiculo (creme ndo idnico+PEG) foram aplicados nas orelhas esquerdas (contralateral). O
edema de orelha foi mensurado 6 horas apds a administragdo do TPA. Cada coluna representa a
média + E.P.M. (n= 5 ftriplicatas). Simbolos demonstram o nivel de significAncia para: ***p<0,001
quando comparando com o grupo veiculo (Utilizado o teste de variancia ANOVA de uma via seguido
por post-hoc Newman-Keuls).

5.2 EFEITO DA APLICACAO DO CREME DO BACLOFENO NO MODELO DE
INFLAMACAO CRONICA DE PELE INDUZIDA PELA APLICACAO
MULTIPLA DE TPA.

Conforme representado na Figura 11, os resultados mostraram que as
multiplas aplicacbes de TPA promoveram aumento significativo da espessura da
orelha. Em contraste, o tratamento topico com o creme baclofeno (5%) foi capaz de
inibir a formacédo do edema de orelha induzido por TPA em 33,31 = 3,67%, a partir
do primeiro dia de tratamento (quinto dia) (p<0,05). Semelhantemente, o controle
positivo dexametasona (1%) diminuiu o edema de orelha induzido por TPA em 34,

06 * 8,71%, quando comparados ao grupo veiculo.
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O efeito de inibicdo maxima foi observado no ultimo dia de experimento
(nono dia), onde baclofeno (5%) inibiu em 54,06 + 6,15% e dexametasona em 71,68
1 3,45% a formagao do edema de orelha induzido por multiplas aplicagoes de TPA,
ambos comparados ao grupo veiculo (Figura 11).

Analises histopatolégicas demonstraram que a repetida aplicagdo do TPA
promoveu um exacerbado aumento da espessura da orelha e da epiderme, além de
intenso infiltrado celular (Figuras 12 C;13 A-C). Em contraste, animais tratados com
o creme baclofeno (5%) exibiram uma redugdo na espessura da orelha (50,82 +
7,33%) Figura 13A, na espessura da epiderme (47,5 + 5,52%) (Figura 13B) e no
infiltrado celular (61,80 + 6,68%) (Figura 13C) em comparagao com o grupo veiculo.
O resultado foi similar com o creme dexametasona (1%) que também mostrou uma
inibicdo da espessura da orelha (83,69 £ 6,12%), da espessura da epiderme (71,8
6,14 %) e infiltrado celular (33,43 £ 8,16 %) (Figuras 12D; 13 A-C).
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Figura 11: Efeito do creme de baclofeno na inflamagao cronica de pele induzida pela aplicagao
do TPA. TPA foi administrado em dias alternados, durante nove dias de experimento em todos os
grupos. Tratamento com o grupo veiculo (triangulo), creme baclofeno 5% (circulo) e creme de
dexametasona 1% (losango), comecou no quinto dia de experimento e as aplicacdes foram feitas
duas vezes ao dia. O edema de orelha foi medido diariamente. As linhas representam média + E.P.M.
(n=9-11). Simbolos demonstram o nivel de significancia para: **p <0,01 quando comparando com o
grupo veiculo (Utilizado o teste de variancia ANOVA de uma via ponto a ponto, seguido por post-hoc
Newman-Keuls).
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Figura 12: Imagens representativas da histologia de orelha dos camundongos mostrando o
efeito anti-inflamatério do creme baclofeno no modelo de inflamagao crénica de pele induzido
pelo TPA. (A-D) Cortes transversais corados em hematoxilina-eosina das orelhas dos camundongos
(x100, x200 com escala de 200 um e 100 um, respectivamente), coletadas apds o ultimo dia de
experimento (nono dia). Grupos: Naive (A), veiculo (B), Bcl 5% (C) e Dexa 1% (D)
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Figura 13: Anadlises quantitativas das laminas histolégicas no efeito anti-inflamatério do creme
baclofeno no modelo de inflamagao crénica de pele induzido pelo TPA: O processo inflamatério
crbnico foi induzido com a aplicagdo topica do TPA em dias alternados durante 9 dias. Analises
quantitativas das I&minas histolégicas evidenciaram que o tratamento com o creme baclofeno 5%(Bcl)
e Dexametasona 1% (Dexa) reduziu o (A) edema de orelha, (B) espessura da epiderme e (C) e o
infiltrado celular induzido pelas multiplas aplicagdes do TPA. Cada coluna representa a média +
E.P.M. (n=3 triplicatas). Simbolos demonstram o nivel de significAncia para: **p <0,01 e ***p<0,001
quando comparando com o grupo veiculo (Utilizado o teste de variancia ANOVA de uma via seguido

por post-hoc Newman-Keuls).
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53 EFEITO ANTIPROLIFERATIVO DO CREME DE BACLOFENO NA
EPIDERME

Com o intuito de avaliar o potencial antiproliferativo do baclofeno em
queratinécitos, foi realizada a avaliagao da presenca de células imunomarcadas para
o antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) na epiderme (Figura 14).

Os resultados obtidos mostram que a aplicacédo repetida de TPA promoveu
uma desregulagdo na proliferagdo dos queratindcitos, promovendo aumento
significativo do numero de células positivas para PCNA (96,65 + 5,92 células
positivas/campo) ao longo de diferentes areas da epiderme, quando comparado com
o grupo Naive (11,67 3,34 células positivas/campo) (Figura 15).

Interessantemente, o tratamento com baclofeno topico (5%) diminuiu em
62,01+ 6,65% o numero de células marcadas para PCNA, sugerindo modulagao da
proliferagdo dos queratinocitos (Figura 13 C; 14). A avaliagao da imunohistoquimica
com PCNA também evidenciou a reducgao de 70,42 + 6,11% células proliferativas em
animais tratados com dexametasona, ambos comparados com o grupo veiculo
(Figura 14D; 15).
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Figura 14: Imagens da imuno-histoquimica mostrando a atividade antiproliferativa do creme
baclofeno nos queratinécitos epidermais. (A-D) Imagens representativas dos cortes transversais
das orelhas dos camundongos marcados com PCNA (x100, x400 com escala de 200 um e 50 ym
respectivamente) no modelo de inflamagao crénica de pele induzido pela aplicagdo do TPA. Setas
indicam células em proliferacdo. Amostras coletadas apds o ultimo dia de experimento (nono dia).
Grupos: Naive (A), veiculo (B), Bcl 5% (C) e Dexa 1% (D).
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Figura 15: Analise quantitativa da atividade antiproliferativa do creme baclofeno nos
queratinécitos epidermais Quantificacdo de células imunopostivas para PCNA na amostra de
animais Naive ou tratados com creme baclofeno 5% (Bcl), creme dexametasona 1% (Dexa) ou
veiculo. Cada coluna representa a média £ E.P.M. (n=5 triplicatas). Simbolos demonstram o nivel de
significancia para: ***p<0.001 quando comparando com o grupo veiculo (Utilizado o teste de variéncia
ANOVA de uma via seguido por post-hoc Newman-Keuls).

5.4 EFEITO DO CREME DE BACLOFENO SOBRE OS QUERATINOCITOS NO
MODELO IN VITRO

As diferentes concentragbes de baclofeno avaliadas (Figura 16) néo
promoveram alteragdes significativas na viabilidade de células da linhagem PAM
212, apo6s 24 horas de incubacao.

Semelhantemente, o tratamento com baclofeno ndo interferiu na proliferagcao
celular durante o ensaio de crescimento dos queratinocitos que perdurou por 72
horas. Como esperado o metotrexato (uma droga conhecida por seu efeito
antiproliferativo) reduziu a viabilidade celular dos queratinécitos quando incubados
nas 24 horas, e ainda conseguiu inibir o crescimento dos queratinécitos no ensaio de
72 horas.
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Figura 16: Influéncia do baclofeno na viabilidade e proliferagao celular na cultura de

queratinécitos. Células da linhagem PAM 212 (104 células/pogos para 24 horas e 3x10°
células/pogos por 24 horas e 72 horas) estavam no meio de cultura em crescimento com baclofeno
(Bcl) ou metrotrexato (MTX) com concentragdes indicadas em 24 horas (A) ou 72 horas( B),
fornecidos para contagem de células do kit-8 de ensaio (CCK-8). Simbolos demonstram o nivel de
significancia para: **p <0,01 e ***p<0,001 quando comparando com o grupo veiculo (PBS) (Utilizado o
teste de variancia ANOVA de uma via seguido por post-hoc Newman-Keuls).
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6 DISCUSSAO

Visto que ainda a medicina nao possui uma terapia totalmente eficaz para o
tratamento das doencgas inflamatérias de pele (LOWES; BOWCOCK; KRUEGER,
2007) ha necessidade de pesquisar novas drogas e alvos terapéuticos. Nesse
sentido, alguns pesquisadores demonstraram uma importante fungdo do GABA nas
doengas inflamatérias cronicas em varios sistemas (AUTERI; ZIZZO; SERIO, 2015;
DUTHEY et al.,, 2010; WANG et al., 2018) e neste contexto podemos citar a dor
neuropatica, artrite e doengas de pele em que o GABA e o receptor GABAs parecem
desempenhar um papel essencial nesse cenario (CEVIKBAS et al., 2017; HUANG,
S. etal., 2015; MAGNAGHI et al., 2014).

No presente estudo foi evidenciado um importante efeito anti-inflamatdrio
agudo pela aplicagdo do creme baclofeno nas doses de 5% e 7,5% no modelo de
inflamacédo de pele induzido por TPA em camundongos. De fato, o creme de
baclofeno 5% e 7,5% foi capaz de reduzir o edema de orelha, um dos sinais do
processo inflamatério. As analises histolégicas desses tecidos também revelaram
uma reducdo da espessura da orelha confirmando que o creme de baclofeno
apresenta um efeito anti-inflamatério.

O modelo de inflamagdo que utilizamos € conhecido por produzir uma
resposta inflamatoria na pele com apenas uma unica aplicagdo do agente flogistico
TPA na orelha dos camundongos, consistindo em infiltracdo dos leucdcitos
polimorfonucleares, edema e eritema mediado pela ativagdo da proteina Kinase C,
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), fosfolipase Az, cicloxigenase-2 e
lipoxigenase (CARLSON et al., 1985; MURAKAWA et al., 2006; STANLEY et al.,
1991). Além disso, o processo inflamatério se inicia apds a aplicagdo do TPA devido
aumento dos metabdlitos do acido araquidénico nos tecidos, inferindo que estes
metabdlitos sdo importantes para desencadear a resposta inflamatoéria, o que em
sequéncia ocasiona a producado de mediadores inflamatérios como os eicosanoides
e citocinas pré-inflamatérias (MURAKAWA et al., 2006).

Corroborando com nossos achados, Duthey e colaboradores (2010) também
reportaram que a administracdo do baclofeno pela via intraperitoneal (1 mg/kg) foi
capaz de reduzir o edema de orelha induzido pela aplicagdgo do 2,4-
dinitrofluorobenzeno (DNFB). Os pesquisadores sugerem que o0 agonista baclofeno

poderia reduzir os processos inflamatorios pela acdo nas proteinas quinases C
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dependentes de calcio, que sao responsaveis por fazer a dessensibilizacido
heteréloga dos receptores de quimiocinas, e adicionalmente ativam a proteina G;,
resultando na inibicdo da secrecdo de mediadores pro-inflamatorios.

Recentemente, Cevikbas et al. (2017) evidenciaram que a aplicagdo dos
agonistas GABAa (muscimol) ou GABAB (baclofeno) sozinhos ou em combinagdo em
doses baixas quando administrados pela via intraperitoneal foram capazes de
promoverem um efeito anti-pruriginoso no modelo de dermatite atépica em
camundongos, sugerindo um potencial clinico para aplicagao de agonistas GABA no
manejo de prurido agudo e cronico (CEVIKBAS et al., 2017).

Ainda Cevikbas et al (2017), descreve que o mecanismo fisiopatoldgico do
prurido na dermatite atdopica poderia estar relacionado ao aumento dos niveis de
CGRP (Peptideo relacionado ao gene da calcitonina), que é um neuropeptidio
responsavel pela acado pré-prurido no circuito do corno da raiz dorsal, e em
sequéncia foi observada uma diminui¢do da subunidade do receptor GABAB1 pOs-
sinaptico, sugerindo que as doencas de pele tem um aumento do neuropeptidio
excitatério (CGRP) e diminuigdo da expressao dos receptores (GABABg1).

No processo inflamatério de pele aguda o contato com um agente flogistico
caracteriza a inflamagao por quatro sinais clinicos: rubor, calor, edema e dor
(HOHJOH et al., 2014). De fato, nossos resultados demonstraram que o creme
baclofeno 5% foi eficaz em reduzir um sinal clinico, o edema in vivo, percebendo
também uma reducao significativa da espessura da orelha na histologia. Nesse
sentido, os dados da literatura juntamente com os obtidos nesse trabalho reforgcam
um importante papel do GABAEg no tratamento de inflamagéao de pele.

Nossos estudos também demonstraram que o creme baclofeno 5% aplicado
na orelha contralateral foi ineficaz para inibir o edema de orelha causado pela
aplicacdo do TPA na orelha ipsilateral, diferentemente do observado com a
dexametasona. Em um estudo recente, Hanack et al. (2015) também mostrou que o
baclofeno quando administrado pela via intraplantar na pata contralateral do
camundongo, nao diminuiu a resposta nociceptiva estimulada pela bradicinina ou
fator de crescimento do nervo (NGF) na pata ipsilateral.

Além disso, em um estudo de caso publicado pelos pesquisadores Kosky e
Keppel (2013), foi reportado uma redugdo de 95% da resposta da dor em uma
paciente que sofria de acromegalia e que desenvolveu dores neuropaticas. Nesse

mesmo estudo os autores relataram que nao foram evidenciados efeitos colaterais
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apoés o uso do creme baclofeno 5% quando aplicado por duas semanas. Essas
evidéncias e dados aqui reunidos nos permitem sugerir que o creme baclofeno, além
de reduzir a resposta inflamatéria, pode apresentar, nessas doses testadas, menos
absorcao sistémica e possivelmente menos efeitos colaterais quando administrado
pela via topica. Nessas circunstancias, esses achados poderia insinuar uma
seguranga na sua aplicabilidade uma vez que, quando o baclofeno é administrado
pela via oral ou via endovenosa na clinica, pode causar diversos efeitos colaterais
como a sedacdo, alteragdo funcional dos rins, em casos mais graves a
cardiomiopatia (CARDOSO et al., 2014; RADHAKRISHNAN, 2016; SRIVASTAVA et
al., 2014; WU et al., 2005). Porém, € necessarias outras avalia¢gdes para afirmar a
seguranca desse farmaco em relagdo aos efeitos colaterais mesmo quando
administrado em forma de creme.

Além do efeito anti-inflamatério em um modelo de inflamacéo de pele aguda,
aqui também foi demonstrado efeito semelhante em um modelo de inflamacgéo
cronica. Algumas doencgas inflamatorias crénicas de pele, como a psoriase e a
dermatite atépica sao caracterizadas pela hiperplasia, aumento da espessura da
pele, placas escamosas (SVENSSON et al., 2012). Esses sinais clinicos
apresentados nos pacientes com disturbios de pele sdo evidenciados através da
intensa proliferacado dos queratinécitos (DAVIDOVICI et al., 2010). As anormalidades
no crescimento dos queratinocitos e diferenciagdo demonstram uma significancia em
diversas doencas de pele por meio das respostas anormais ou exageradas a fatores
de crescimento. (DENNING, 2004).

A diferenciacdo dos queratindcitos € extensivamente alterada nessas
dermatoses, paralelamente a “maturagdo regenerativa®, uma alternativa para
diferenciagao celular programada que € adquirida durante a reparagao tecidual.
Doencas inflamatérias de pele possuem lesbées em formas de placas e escamas, 0
qgue é causado pela diferenciagao anormal dos queratindcitos. A camada granular da
epiderme, onde a diferenciagdo terminal comeca, é reduzida ou inibida nas lesdes
psoriaticas. Consequentemente, a camada cornea é formada por queratindcitos em
diferenciagcao incompleta, os quais ainda possuem nucleos. Consequentemente,
descamacgdes, e a quebra da barreira protetiva, sdo causados pela falha dos
cornedcitos na psoriase que deveriam secretar lipideos extracelulares e fazer a
adesdo celular (ELDER; KANSRA; STOLL, 2004;MCKAY; LEIGH, 1995)
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Aqui foi demonstrado que o creme de baclofeno foi capaz de melhorar algum
desses parametros clinicos no modelo crénico de multiplas aplicagdes do TPA. O
modelo de inflamagao crénica de pele devido a repetidas aplicagcbes TPA é
conhecido por produzir um persistente estado de inflamagdo como aumento da
espessura da epiderme (semelhante a psoriase) com um aumento de TGF-R1 e
leucotrienos B4. Adicionalmente os leucotrienos sao capazes de aumentar a
permeabilidade vascular resultando em um aumento do peso e espessura da orelha.
Além disso, o TPA aumenta a liberagéo de citocinas pro inflamatérias, incluindo IL-
13 e entdo, estimula a intensa proliferagdo e diferenciagcdo dos queratindcitos
(GABOR 2003; STANLEY et al. 1991; MURAKAWA et al. 2006).

A formacao da cascata proé-inflamatdria induzida pelo TPA assemelha-se ao
gue acontece nas doencgas inflamatérias de pele, em que as citocinas como TNF-a e
IL-1 de algumas células residentes como queratindcitos, mastécitos e células
dendriticas, se ligam nos receptores do endotélio vascular, fazendo uma ativagao da
sinalizacao celular incluindo a via do fator nuclear (NF-kB), e inducédo da expressao
de moléculas de adesao através das células endoteliais vasculares (AKDIS et al.,
2006). A persisténcia da fase cronica como na dermatite envolve também a
producao de citocinas do perfil Th1 como IL-12 e IL-18, bem como varias citocinas
associadas a remodelacdo como IL-11 e TGF-B1, que sao expressas
preferencialmente nas fases crénicas das doengas e produzindo um extravaso
intersticial resultando no edema (AKDIS et al., 2006; LEUNG et al., 2004).

Nesse sentido, nossos achados evidenciaram que o creme baclofeno 5% foi
capaz de reduzir significativamente a infiltracdo celular no modelo crénico induzido
por repetidas aplicagbes do TPA. Corroborando com nossos dados Duthey et al.
(2010) mostrou que baclofeno quando aplicado intraperitoneal diminuiu o
recrutamento de neutréfilos, mondécitos e linfécitos no modelo de dermatite de
contato alérgica, por meio do antagonismo dos receptores de quimiocinas, inibindo
qgue essas células sofressem a quimiotaxia.

Em um estudo clinico recente também foi verificado que a administracdo do
creme baclofeno 5% durante algumas semanas em pacientes que foram submetidos
a hemorreidectomia, conseguiu suprimir as dores pos-operatorias de origem
inflamatdria e cirargica (ALA et al., 2019).

Além disso, ndés mostramos que no modelo crénico de multiplas aplicagdes de TPA,

o baclofeno tépico 5% apresentou um efeito inibitério em relagdo a hiperplasia da
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epiderme, caracterizado pela redugcao das células marcadas pelo PCNA, indicando
um decaimento na proliferacdo dos queratindcitos. A liberacdo de quimiocinas
produzidas pelos queratindcitos estimulados no processo inflamatério, acarreta no
aumento da infiltragcdo celular de células mononucleares, como mondcitos,
neutrofilos e linfocitos. Essas células sado responsaveis por infiltrar no tecido
inflamado, nesse caso na pele, e fagocitar os antigenos ou neste contexto os auto
antigenos, e assim, liberar outros tipos de interleucinas transmitindo informagdes
para os linfocitos T (GROZDEV; KORMAN; TSANKOV, 2014;GUTTMAN-YASSKY;
KRUEGER, 2017).

Ainda, a sinalizacdo na cascata pro-inflamatéria resultaria na diferenciacéo
dos linfécitos T (Th1, Th17 e Th22) que como resposta liberariam fatores
estimulatérios & proliferacdo dos queratindcitos (LOWES; SUAREZ-FARINAS;
KRUEGER, 2014). Diante do resultado obtido em nossos estudos é possivel que
que o efeito inibitério do creme baclofeno na hiperproliferacédo dos queratindcitos na
imuno-histoquimica e na infiltragcdo celular, poderia estar ocorrendo por meio da
ativagdo do receptor GABAB que esta presente nessas células (WHITEHEAD et al.,
2012), e que a ativagdo do mesmo poderia inibir a proliferacdo dos queratinécitos e
também a infiltracao celular.

Na atualidade, o tratamento de algumas doengas de pele como a psoriase e
dermatite atopica € feito mediante a administragdo oral ou sistémica de diversos
farmacos como o metotrexato, glicocorticoide e anti-histaminicos (SIDBURY et al.,
2014). O metotrexato € um agente antimetabdlico que impede a sintese de DNA,
RNA e a reprodugédo celular, isso acontece devido ao acumulo intracelular de
dihidrofolato por meio da inibicAo da enzima dihidrofolato redutase,
consequentemente, este acumulo acarreta em reducdo na produgao de purinas e
timinas (SIDBURY et al., 2014). Essa droga é uma das mais efetivas na pratica
clinica, pois em baixas doses consegue modular a hiperplasia, por meio da atuagao
do crescimento e viabilidade celular, sendo assim, considerado como um farmaco
citotoxico (JEFFES et al.,, 1995).Ja foi descrito na literatura que a administracéo
prolongada desse farmaco pode ocasionar diversos efeitos colaterais, como o
aumento do risco de hepatotoxicidade, morte fetal, anomalias congénitas, supressao
da medula 6ssea, toxicidade gastrointestinal com uso concomitante de farmacos
anti-inflamatério ndo esteroidal, cirrose, toxicidade pulmonar, linfomas malignos e
imunossupressao (HUANG, T. H. et al., 2019;KIM, H. J.; LEBWOHL, 2019).
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Os glicocorticoides como a dexametasona, sao farmacos que reduzem a
resposta inflamatéria em individuos com disturbios na pele, e sdo conhecidos por
diminuir os sinais clinicos, como o prurido e eritema, além de servir como adjuvantes
no tratamento com a fototerapia, porém, sua utilizagado deve ser criteriosa, visto que,
os efeitos adversos quando utilizados cronicamente, sdo maiores do que o0s
beneficios, pois podem acarretar no desencadeamento da hipertensao, ganho de
peso, gastrites, hipertrofia da glandula adrenal e intolerancia a glicose (SIDBURY et
al., 2014).

Nesse sentido, pensando numa nova proposta terapéutica, nossos
resultados sugerem que o baclofeno poderia agir como um agente anti-proliferativo e
anti-inflamatério no processo inflamatério de pele.

Na contraméo, nossos resultados no modelo in vitro mostraram que diferente
do observado in vivo, baclofeno foi ineficaz para reduzir a proliferagcdo dos
queratinécitos, e também nao causou morte celular em cultura de queratindcitos
epidermais. Ja o metotrexato, como esperado foi eficaz para reduzir a proliferagao
dos queratindcitos e a viabilidade celular. Assim, pode-se observar que baclofeno,
diferente do metotrexato, parece promover efeito antiproliferativo sem afetar a
viabilidade celular, o qual seria uma vantagem, uma vez que varias drogas sao
conhecidas por diminuir a proliferacao celular em algumas doengas de pele, através
da inibicdo do crescimento dos queratinécitos e aumentando a apoptose. O uso
desses farmacos requer um monitoramento regular das enzimas do figado e
contagem de células sanguineas, devido os efeitos toxicos seletivos ao figado e
medula o6ssea (JEFFES et al, 1995KIM, H. J.; LEBWOHL, 2019;
SOONTHORNCHAI et al., 2019).

Além disso, o resultado observado no presente estudo sugere que esse efeito
do agonista GABAB em reduzir o numero de células em proliferagdo in vivo, mas néao
in vitro, parece nao ocorrer por uma direta modulacdo do receptor GABAB nos
queratinocitos, mas talvez por outra via de sinalizagéo, desde que este receptor esta
presente em varias células e possui diferentes agbes de acordo com o tecido
especifico (BASSI et al. 2016; KONNERMAN et al. 2017). Sendo assim, poderia-se
sugerir que esse mecanismo esta ocorrendo através da inibicdo da liberagdo das
citocinas pro inflamatdrias, resultando na transducdo de sinal, consequentemente

num bloqueio da cascata pré-inflamatéria.
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Adicionalmente o receptor GABAB esta presente em células do sistema
imune, as quais participam do processo inflamatoério nos disturbios da pele, como as
células dendriticas que s&o uma das principais peg¢as para a via da psoriase e
dermatite atopica. Ja foi visto que a contagem de células dendriticas esta
aumentada nas lesbes psoriaticas e que, interessantemente, essas células ativam
os linfocitos T por meio da apresentagdo de auto antigenos e através da liberagao
de algumas citocinas pro-inflamatoérias como IL-12 e a IL-23 (GROZDEV; KORMAN,;
TSANKOV, 2014;LOWES; SUAREZ-FARINAS; KRUEGER, 2014). Recentemente
modelos de doencgas de pele incluiam papéis importantes para os subconjuntos de
células Th1, Th17 e Th22 que produzem as citocinas da classe Interferon gama
(INF-y), interleucina 17 (IL-17) e Interleucina 22 (IL-22) respetivamente.

Ja estd claro que o estimulos pro-inflamatérios inicia-se por meio da
diferenciagao das células T em Th17 e esta célula diferenciada libera IL-17 que é
suficiente para amplificar os processos inflamatérios na psoriase, e ainda iniciar a
diferenciacao e infiltracdo no tecido das células Th1 e Th22. Portanto, o modelo
mais atual considera que o principal fator da psoriase € o tipo 17, assim células T
(Th17, Tc17) e auto antigenos especificos sdo os provaveis ativadores da patologia
(GUTTMAN-YASSKY; KRUEGER, 2017).

Nesse sentido, Huang et al. (2015) demonstrou que, baclofeno conseguiu
melhorar os sinais clinicos no modelo animal da artrite, diminuindo IL-17, IL-6,
células do perfil Th17 do linfonodo inguinal, e a frequéncia de células Th1. Contudo,
o efeito ndo foi confirmado no modelo in vitro. De fato, no ensaio in vitro, baclofeno
nao afetou a diferenciacdo das células Th17 e TH1, e também das células T
regulatoria. Assim, os autores sugerem que o baclofeno reduz a diferenciagdo das
células Th17 in vivo, mas n&o in vitro, possivelmente por mecanismos indiretos
(HUANG et al., 2015). Embora o modelo experimental usado por Huang et al.,
(2015) seja diferente do usado em nossos estudos, os resultados obtidos por eles
corroboram com os nossos dados por mostrar que baclofeno in vitro também
apresentou um efeito diferente dos achados no modelo deles in vivo.

Como dito anteriormente, o receptor GABAs esta localizado em inumeros
tecidos, e estudos ja demonstram a presenca dele no corno da raiz dorsal em que, 0
receptor GABAB expresso nessas fibras participa da hiperalgesia em modelo de dor
neuropatica em ratos, no qual uma diminuigdo gabaérgica poderia estar relacionada

com o efeito nociceptivo (PATEL et al., 2001).
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Recentemente foi observado que o receptor TRPV1 (Receptor Potencial
Transitério Vaniléide 1), que € um canal ibnico expresso em células neuronais e nao
neuronais como mondcitos, macréfagos, células mamarias e queratinécitos (KUNDE
et al., 2018; OMARI et al., 2017; TALAGAS; MISERY, 2019) esta bastante expresso
no corno da raiz dorsal e esta envolvido na participacéo dos processos inflamatérios
neurogénicos e no processamento da dor através da liberagcéo dos peptideos CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina) e substancia P (KANG; HYUN, 2020).
Além disso, foi demonstrado que o receptor GABAs esta co-localizado com o
receptor TRPV1 nas terminagcbes dos nervos periféricos (HANACK et al. 2015).
Usando modelos experimentais in vitro e in vivo, os autores evidenciaram que a
ativagdo do GABAs através do baclofeno n&do diminui a fungédo constitutiva do
receptor TRPV1, mas inibia o seu estado de sensibilizacdo. Esse efeito foi
independente da sinalizagdo mediada pela proteina Gi/0 e foi inferido que a acgao foi
mediada justamente pela sua co-localizagao, e € possivel que o baclofeno provoque
uma mudanga conformacional que € transmitida diretamente para o canal TRPV1
para controlar e regular o seu estado de sensibilizacado (HANACK et al. 2015).

Reforgando ainda, um grupo de pesquisadores demonstrou um efeito anti-
inflamatorio da alga Rhodosorus marinus em modelo in vitro em células da pele, na
qual evidenciou a capacidade da alga em reduzir os niveis de Interleucina 1 (IL-1) e
NGF (fator de crescimento do nervo). E em seguida foi descoberto que essa alga em
sua constituicdo continha o neurotransmissor GABA (agonista endégeno do receptor
GABAB), e foi salientado que este efeito inibitério poderia ser através da co-
localizagao dos receptores TRVP1 e GABAs (SCANDOLERA et al., 2018). Visto que,
o receptor TRPV1 tem sido apontado como um possivel mediador nos processos
inflamatdrios de pele (TALAGAS; MISERY, 2019) e que sua modulagéo parece ser
mediada pelo receptor GABAs como observado em estudos anteriores, nés nao
podemos excluir que o efeito antiproliferativo sobre os queratindcitos observado pela
aplicacao do baclofeno tépico in vivo, mas nao in vitro, nos nossos estudos possa
estar acontecendo pela modulagao indireta via receptor GABAB sobre o receptor
TRPV1 ou ainda sobre outros canais expressos em neurdnios sensoriais. Portanto,
novos estudos sao necessarios para clarear essa possivel modulagao indireta do

receptor GABAB& na proliferacdo de queratinécitos.
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7. CONCLUSAO

Sabe-se que as doengas inflamatdrias de pele possuem um grande impacto
na saude humana, pois afetam a qualidade de vida dos pacientes. Além disso, as
terapias atuais para estas dermatoses ainda nao sdo totalmente eficazes ou
apresentam efeitos colaterais que dificultam a adesdo dos pacientes. Sendo assim,
o presente estudo mostrou que o GABAB participa de alguma maneira na modulagéo
das respostas inflamatérias de pele. E 0os nossos resultados evidenciaram um efeito
anti-inflamatério e anti-proliferativo mediante a aplicacdo do creme baclofeno nos
modelos de inflamagao aguda e cronica de pele. Nesse sentido, o uso do baclofeno
de forma topica poderia ser uma alternativa para o tratamento e manejo de doencgas
inflamatorias de pele e hiperproliferativas, como a psoriase. Além disso, o possivel
efeito terapéutico do creme de baclofeno, poderia minimizar alguns efeitos colaterais

quando comparado com a administragao por via oral ou por via endovenosa.
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