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RESUMO

As doencas inflamatorias da pele apresentam uma série de caracteristicas
em comum: hiperproliferacdo de queratindcitos e infiltracdo de neutrofilos na
epiderme assim como a infiltracdo de células T, macrofagos, linfécitos e mondcitos
na derme e epiderme. Dentro deste contexto, varios estudos mostram que purinas
como a adenosina e seu metabdlito, a inosina, apresentam importante efeito
imunomodulador. A inosina é considerada um ligante natural dos receptores de
adenosina denominados: Al, A2, A2 e A3 e tem sido proposto que a inosina
exerce seus efeitos anti-inflamatérios através da ativacdo dos mesmos. Varios
estudos mostram que a inosina apresenta importante papel anti-inflamatério em
modelos de asma, colite, sepse e artrite, sendo também descritos efeitos
semelhantes para seu predecessor metabdlico, a adenosina. Entretanto, existem
poucos estudos mostrando a acdo destas purinas, mais especificamente da
inosina em modelos de inflamacdo cutanea. O presente estudo mostra que a
inosina, testada no modelo de inflamacdo aguda induzida por 6leo de créton, foi
capaz de reduzir significativamente o edema de orelha nas doses de 0,1 a 1,0
mg/orelha, apresentando uma inibicdo maxima de 57 + 12% para a dose de 1,0
mg/orelha. A inosina também reduziu de forma significativa a atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) nas doses de 0,3 a 1,0 mg/orelha, com inibicdo maxima
de 84 + 6% para a dose de 0,6 mg/orelha. A andlise histolégica demonstrou
reducdo na migracao celular e edema, corroborando os resultados anteriores. Os
dados obtidos sugerem que a inosina apresenta potencial anti-inflamatério quando
aplicada topicamente, um efeito que pode estar relacionado com ativacao de
receptores para adenosina. Desta forma a inosina torna-se um novo alvo de
estudo para inflamacgfes cutaneas. Novos experimentos serdo conduzidos para

tentar esclarecer esta hipotese, bem como o papel da inosina na pele.



ABSTRACT

Inflammatory skin diseases have a series of common features, such as:
keratinocytes hyperproliferation and neutrophils infiltration in the epidermis and
infiltration of T cells, macrophages, lymphocytes and monocytes in the dermis and
epidermis. Within this context, several studies show that purines such as
adenosine and its metabolite, inosine, present a significant immunomodulatory
effect. Inosine is considered a natural ligand of adenosine receptors known as Al,
A2,, A2g, and A3, and it has been proposed that inosine exerts its anti-
inflammatory effects through the activation of these receptors. Several studies
show that inosine plays an important anti-inflammatory effect in models of asthma,
colitis, sepsis and arthritis. However, there are few studies showing the action of
these purines, especially inosine in models of skin inflammation. This study shows
that inosine, tested in the model of acute inflammation induced by croton oil, was
able to significantly reduce ear edema at doses 0.1 to 1.0 mg/ear, with a maximum
inhibition of 57 + 12% at 1.0 mg/ear. Topical application of inosine also reduced
significantly the activity of the enzyme myeloperoxidase (MPO) from 0.3 to 1
mg/ear, with a maximum inhibition of 84 + 6% (0.6 mg/ear). The histological
analysis show a reduction in cell migration and edema, confirming previous results.
These data suggest that inosine has a potential anti-inflammatory effect when
applied topically, an effect that may be related to activation of adenosine receptors.
Thus, the inosine becomes a new target to study skin inflammatory processes.
New researches are required in order to clarify the role of inosine in the skin and in

skin diseases.
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1. INTRODUCAO

1.1 INFLAMACAO

Inflamacao € o termo genérico para definir a cascata de eventos que ocorrem em
resposta a uma infec¢édo ou lesdo ao tecido. A principal funcdo da inflamacéo é o reparo
da lesado levando o tecido ao estado de homeostase (BARTON et al, 2008).

Em um nivel basico a resposta inflamatéria pode ser vista como dois ramos
interconectados, a resposta imune inata e adaptativa. A resposta imune inata € o ramo
mais antigo. As células que participam desta resposta usam receptores invariaveis 0s
TLR (tool like receptors) para detectar e sinalizar a ocorréncia de uma invasao por
agentes infecciosos. Estes sinais possuem duas principais funcées: iniciar uma cascata
inflamatoria, que ajuda a conter a infeccdo, e a ativagdo da resposta imune adaptativa,
0 segundo ramo do sistema imune (BARTON et al, 2008).

Assim, imunidade inata ndo age apenas como a primeira linha de defesa contra
agentes nocivos, mas apos o reconhecimento do estimulo apropriado, ela fornece os
sinais que instruem o sistema imune adaptativo a montar uma resposta (LAWRENCE et
al, 2002). A resposta imune adaptativa consiste na proliferacdo de linfécitos antigeno-
especificos, um processo altamente efetivo e especifico, porém demora dias para ser
totalmente desenvolvido (BARTON et al, 2008).

Inflamacédo pode ser dividida em duas categorias principais, aguda e cronica,
baseando-se na duracdo e nas caracteristicas patolégicas. As doencas inflamatérias
cronicas incluem artrite reumatéide, lupus eritematoso sistémico, a silicose,
aterosclerose e doenca inflamatéria intestinal. Essas doencas sao caracterizadas por
um periodo prolongado, semanas, meses ou anos em que inflamacao, destruicdo do
tecido e reparacéo da lesédo estdo acontecendo ao mesmo tempo. Infiltracéo de células
mononucleares e fibrose sdo caracteristicas histolégicas tipicas da inflamacao crbnica
(SHERWOOD et al, 2004).

A resposta inflamatoria ideal é especifica e auto-limitante. A importancia deste
balanco € demonstrada uma vez que em infec¢des cronicas ou doengas auto-imunes, a

resposta inflamatoria causa mais dano que seu agente ativador (BARTON et al, 2008).
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A inflamagdo aguda é caracterizada por curta duragao (horas ou dias) e é
caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo de plasma, e migracdo de células,
primariamente neutrofilos, ao local da lesdo e em alguns casos ativacdo da cascata de
coagulacdo (SHERWOOD et al, 2004).

Os sinais cardinais da inflamag&o, rubor, calor, edema e dor séo iniciados pelo
reconhecimento da resposta imune inata. Células da resposta imune adaptativa podem
agravar esses efeitos, mas o sinal que inicia e promove a resolucao da inflamacao sao
inicialmente do sistema imune inato (BARTON et al, 2008).

O principal ativador da inflamacdo aguda é o reconhecimento de
microorganismos e antigenos pelos receptores do sistema imune inato. A resposta
inflamatoria a infec¢des é tradicionalmente dividida em quarto fases: reconhecimento da
infeccdo, recrutamento de células ao local da infec¢céo, eliminagcdo do microorganismo,
resolugéo da inflamacao e retorno da homeostase (BARTON et al, 2008).

A vasodilatacdo, clinicamente definida como rubor e calor na regido injuriada do
tecido, tem como proposito facilitar a solubilizacédo local de mediadores e a migracéo de
células inflamatorias. Pode ser induzida por inflamacédo, neste caso € mediada
primariamente por oxido nitrico (NO), bradicinina, histamina, substancia P e
prostaglandinas. Inicialmente a vasodilatagdo acontece nas arteriolas, seguido da
abertura de poros microvasculares. Em casos de inflamacgédo sistémica severa assim
como sepsia, a vasodilatacdo pode causar hipotensdo sistémica e choque
(SHERWOOD et al, 2004).

Além da vasodilatacéo, outro sinal inicial da inflamacao é a formacao de edema.
O edema é causado pelo fluxo de fluido rico em proteinas do compartimento
intravascular para o intersticio como um resultado da acdo de histamina, bradicinina e
leucotrienos, componentes do sistema complemento e fator ativador de plaguetas.
Esses mediadores alteram as fungbes da barreira dos vasos sanguineos e aumentam a
permeabilidade de capilares e vénulas para agua. Ao mesmo tempo o0 aumento da
permeabilidade vascular, aumento transitorio da pressdo hidrostéatica e a diminuicdo da
pressdo oncaética plasmatica nos capilares, agem para induzir o fluxo transvascular de

fluido e proteinas ao intersticio inflamado. A funcédo dessas alteracdes € permitir o



acesso de fatores como anticorpos e proteinas ao local da inflamacdo (SHERWOOD et
al, 2004).

Existem muitos outros mediadores que coordenam o0s eventos iniciais da
inflamacdo aguda como aminas vasoativas, citocinas e quimiocinas. Estes regulam
adaptacdes vasculares, o recrutamento de células inflamatérias e a expressdo de
moléculas de adesao, que facilitam o movimento das células inflamatorias da circulagéo
periférica para o local da inflamacdo (LAWRENCE et al, 2002).

Citocinas pro-inflamatorias como TNF-o e IL-1, ativam uma sequéncia de
sinalizacao nas células endoteliais que promovem a expressao de moléculas de adeséao
para a captura de leucdcitos circulantes (LAWRENCE et al, 2002). Neutréfilos séo
atraidos primeiro, seguidos de um fluxo de mondcitos algumas horas depois (BARTON
et al, 2008). Além das citocinas, outros agentes quimioatratores como moléculas
sollveis de produtos bacterianos ou produzidos por leucécitos, como componentes do
sistema complemento, quimiocinas e leucotrienos, também atraem células de defesa
para o local da inflamagao.

As quimiocinas sdo divididas em pelo menos quatro familias, duas das quais
foram amplamente descritas, alfa e beta. A familia alfa contém a IL-8 um poderoso
quimioatrativo para neutrofilos. A familia beta € um poderoso quimioatrativo para uma
variedade de leucdcitos incluindo basofilos, mondcitos, eosinofilos e linfécitos
(SHERWOOQOD et al, 2004).

A transmigracdo dos leucocitos € um processo dividido em varios eventos
distintos: marginacéo, rolamento, adesédo e transmigracdo. Marginacao € o processo de
movimentacdo dos leucdécitos da regido central do vaso para a periferia dos vasos.
Apo6s marginacdo uma interacdo adesiva fraca se desenvolve entre leucécitos e as
células endoteliais mantendo a sua proximidade com o endotélio vascular
(SHERWOOD et al, 2004).

As interacdes que permitem o rolamento de leucocitos s&o facilitadas por
selectinas e seus receptores. Selectinas sdo uma familia de glicoproteinas de superficie
celular que sdo expressas em leucdcitos, células endoteliais e plaquetas. As forcas
combinadas das ligacdes de selectina e do fluxo vascular promovem o rolamento dos

leucdcitos. Ao longo do rolamento um processo de alta adesdo ocorre. Este processo €
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fundamental para a transmigracdo celular e é mediado pela acdo de integrinas e seus
receptores.

As integrinas sao uma familia de proteinas heterodiméricas compostas de
unidades alfa e beta. As beta-2 integrinas e ICAMs sdo contitutivamente presentes na
superficie de leucécitos e das células endoteliais, mas sua expressao € aumentada
durante o processo inflamatério, promovendo a transicdo de rolamento para adesao
que é caracterizada por uma forte adesdo dos leucocitos para o0 endotélio
(SHERWOOD et al, 2004).

Apébs a adesdo o leucécito penetra no endotélio e membrana basal para entrar
no ambiente inflamado. Os leucécitos passam através das jungdes celulares, processo
facilitado pela retracdo das células endoteliais. Outras moléculas de adesdo como
moléculas de adesdo plaguetas-células endoteliais (PECAM-1), que se localizam na
superficie lateral das células endoteliais, assim como em neutréfilos, facilitam a
transmigracéo (SHERWOOD et al, 2004).

Os leucocitos entram no sitio inflamatorio armados com uma bateria de
mecanismos que podem lesar microorganismos e o proprio tecido. Ndo apenas
possuem granulos com proteinases capazes de degradar material fagocitado, mas
produzem substancias reativas de oxigénio e nitrogénio que desnaturam proteinas,
quebram lipidios e danificam DNA (BARTON et al, 2008).

Quando chegam ao local da inflamacao os neutréfilos fagocitam antigenos e
direcionam o conteudo de seus granulos para o fagossoma formado. Porém, se o
leucécito ndo encontrar um antigeno, mas for ativado por mediadores pré-inflamatérios
como TNF-a, os mesmos liberam o conteudo de seus granulos para o tecido de forma a
criar um ambiente inGspito para qualquer patdégeno préximo. O conteldo desses
granulos ndo é apenas téxico para microorganismos e causa dano significativo aos
proprios tecidos e células. Essa toxicidade ndo é aleat6ria ou acidental, sua funcdo &
conter uma possivel infeccdo na fase critica antes que uma resposta imune completa
tenha sido criada. Independente da resposta dos neutrofilos eles resultam no mesmo
destino: morte por apoptose e sua remocao por macrofagos (BARTON et al, 2008).

Se a resposta inflamatdria obteve sucesso contra os antigenos, a resposta muda

para sinais anti-inflamatorios e de resolucéo da inflamacdo (BARTON et al, 2008). Esta
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claro que os mediadores anti-inflamatérios endogenos revertem as alteragcbes
vasculares e inibem a migracdo e ativacdo de leucocitos, além de promover uma
remocdo segura das células inflamatérias através de apoptose e fagocitose
(LAWRENCE et al, 2002). Varias familias de mediadores derivados de lipidio tém um
papel importante. Particularmente lipoxinas, protectinas e resolvinas enviam sinais anti-
inflamatoérios que promovem a resolucéo da inflamacao e reparacao do tecido.

Os mais estudados séo lipoxinas, derivadas do acido araquidénico através de
lipooxigenases. As lipoxinas param a migracao de neutroéfilos, promovem a remocéao de
neutroéfilos apoptoticos por macréfagos e recrutam mondcitos que ajudam na remocgao
de células e detritos de tecidos (BARTON et al, 2008).

Os agentes anti-inflamatérios endégenos mais poderosos ja descritos até agora
sao os glicocorticoides. Os glicocorticéides e seus miméticos sintéticos sdo usados para
o tratamento de inUmeras doencgas inflamatorias crbnicas, incluindo artrite reumatdide,
doenca inflamatdria intestinal, asma, psoriase e vasculite. A acdo dos glicocorticoides
ocorre através da ligacdo a receptores citoplasmaticos de hormonios esterdides que
migram até o ndcleo e antagonizam a transcricdo de genes pro-inflamatérios. Por outro
lado eles também induzem a expressdo de proteinas que tem uma acdo anti-
inflamatéria (LAWRENCE et al, 2002).

1.2 PELE

1.2.1 A Pele como um 6rgéo do sistema imune

Em sua estrutura a pele pode ser dividida em duas por¢des principais: uma
porcado superficial, de menos espessura, composta de tecido epitelial, chamada de
epiderme; e uma parte mais profunda e mais espessa, composta de tecido conjuntivo,
denominada derme. A hipoderme encontrada baixo da derme forma uma tela
subcuténea, no entanto sem fazer parte da pele. Esta camada é constituida de tecido
conjuntivo areolar e adiposo, tendo como fungcdo armazenar gordura e os grandes

vasos sanguineos que irrigam a pele (TORTORA et al., 2006).
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A fungdo mais importante da pele é formar uma barreira entre o interior e o
exterior do organismo. A epiderme compreende as barreiras fisicas, quimicas,
bioquimicas através da imunidade inata e as barreiras da imunidade adaptativa. As
barreiras fisicas consistem quase exclusivamente do estrato cérneo, mas a epiderme
nucleada em particular as juncdes célula a célula associadas a proteinas de
citoesqueleto conferem uma barreira extra. As barreiras quimicas e bioquimicas
consistem de lipidios, &cidos, enzimas hidroliticas e macréfagos. E a barreira
imunologica adaptativa consiste dos componentes humorais e celulares do sistema
imune (PROKSCH et al, 2008).

A epiderme € formada por varias camadas de queratindcitos em diversas fases
de desenvolvimento. Na maioria das regides do corpo humano, a epiderme possui
quatro camadas distintas: estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e um
estrato corneo fino (Figura 1). No entanto, em alguns locais como pontas dos dedos e
planta dos pés, sujeitos a maior fricgdo, existem cinco camadas: estrato basal, estrato
espinhoso, estrato granuloso, estrato licido e um estrato cérneo espesso (TORTORA et
al., 2006).

O maior mecanismo usado pelos queratinécitos para participar dos eventos
imunes e inflamatorios é a producéo de citocinas, ativando varios membros do sistema
imune na pele: células de langerhans e células T da epiderme e macréfagos,
mastocitos, células dentriticas e células T da derme (figura 1). O vasto repertorio de
citocinas produzidas pelos queratindcitos é provavelmente a razdo mais relevante para
considerar a pele como um érgéo imune (WILLIAMS et al, 1996).

As queratinas sé@o as proteinas de maior importancia estrutural sintetizadas pelos
queratinécitos. Dessa forma é uma proteina fibrosa que ajuda no processo de formacgéao
da estrutura do corpo. Sua constituicdo é de 15 aminoacidos, sendo a cisteina a mais
predominante. Elas assumem um padréo de rede formada por filamentos que emanam
de um anel perinuclear e se estendem pelo citoplasma até os desmossomos e
hemidesmossomos. Durante o estagio final de diferenciacdo os queratindcitos sao
alinhados de forma altamente organizada através de interacdes com filagrina, uma
proteina da matriz. Esta proteina agrega os filamentos de queratinécitos em feixes.

Esse processo causa o colapso da célula e subseqiente achatamento, caracteristico
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dos cornedcitos. Estes sdo células anucleadas, que se situam na camada mais externa
da pele, o estrato corneo. O estrato corneo serve de principal barreira contra lesdes
mecanicas, quimicas e microorganismos capazes de lesionar o tecido. Também é
responsavel pela regulacdo da eliminacdo de agua pelo organismo na atmosfera,
conhecida como: perda de &gua transepidermal. Apesar de o estrato cOrneo ser
reconhecido como a barreira fisica mais importante, as outras camadas da epiderme

também tem importancia significante nesta funcdo (PROKSCH et al, 2008).

Queratinocitos em

Cornedcitos i iaca i
Cel. Langerhans diferenciagao terminal
s &W Estrato
— e ~———=" | cérneo
°
N — . ° 0 O° . ° Estrato
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Queratinécito Membrana
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Cel. Th2 CD4+ 0
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o Fibroblasto
DC Cel. Th1CD4+ Cel Th17 CD4+ &
plasmacitoide %
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sanguineo .
oo°°
Cel.T ya Cel. T NK Mastécito
Macrofago E

Figura 1: Células imunes hospedadas na pele (Modificado de NESTLE et al, 2009).

Na camada nucleada da epiderme podemos citar mecanismos de barreira como
as juncdes fortes, que sdo juncdes ceélula-a-célula que conectam células vizinhas e

controlam a passagem paracelular de moléculas e separam a regido apical da
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basolateral na membrana celular. Jun¢des aderentes e desmossomos que mantém a
coesdo do tecido, e as juncBes gap, que permitem a passagem de ions pequenos
(PROKSCH et al, 2008).

A derme hospeda um grande numero de mastdcitos do tecido conjuntivo.
Mastécitos expressam uma grande afinidade por IgE e sé@o conhecidas por sua
participacdo nas respostas alérgicas mediadas por IgE. Entre tanto outros estimulos
como neuropeptidios e componentes do sistema complemento também podem causar
a liberacdo de mediadores. Os mediadores pré-formados nos granulos dos mastocitos
incluem aminas vasoativas, fatores quimiotaticos de neutrdfilos e eosinofilos, TNF-a e
varias proteases (WILLIAMS et al, 1996).

As células de langerhans sédo caracterizadas por um tipo especial de organela
citoplasmatica conhecida como o granulo de birbeck. Tradicionalmente as células de
langerhans sao distinguidas de outras células pela expressédo de langerina. Elas estdo
entre as primeiras células dendriticas a entrar em contato com antigenos (NESTLE et
al, 2009). Como normalmente residem na epiderme, as células de langerhans podem
ser mobilizadas por um estimulo e deslocar-se ao linfonodos da regido onde assumem
o papel de células apresentadoras de antigeno, dando sequéncia na resposta imune
adaptativa (WILLIAMS et al, 1996).

1.2.2 As doencas de pele

As doencas dermatolégicas que tem em sua etiologia, componentes
inflamat6rios e ou imunolégicos nas quais se incluem as dermatites, eczemas e
psoriase, caracterizam-se por alteracdes cutdneas que conferem um aspecto
desagradavel na pele e necessitam de tratamento prolongado, além de envolver
componentes emocionais, 0s quais promovem recidivas ou exacerbagcdo das lesdes
(SOARES et al., 1995). Essas doencas inflamatorias de pele afetam varios individuos
no mundo e a prevaléncia dessas doencas tem duplicado nos ultimos 10 a 15 anos
(RUSSEL-JONES et al., 2005; LJOBOJEVIE et al., 2002).

Os mecanismos envolvidos na patogénese dessas doengas inflamatorias

cutaneas podem ser distintos, sendo algumas iniciadas por um processo alérgico ou
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irritativo. Assim, tais patologias ndo apresentam necessariamente o mesmo perfil e
consequentemente o mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN et al., 2004; LEUG et al.,
2004).

A ocorréncia do rompimento da barreira de impermeabilidade, hiperproliferacéo
da epiderme e inflamacdo, presentes em varios disturbios epidérmicos como a
dermatite alérgica ou de contato, dermatite atopica e psoriase podem agravar o estado
da doenca (PROKSCH et al, 2008).

Dentre as doencas de pele podemos citar a psoriase que ¢ uma doenca crénica
de pele e que afeta aproximadamente 1-2% dos adultos. A maioria dos casos sao de
uma variedade chamada psoriase vulgar que afeta de 85 a 90% das pessoas
acometidas com a doenca. Psoriase é considerada uma doenca severa uma vez que 0S
doentes tem vergonha da aparéncia de sua pele e devido os efeitos colaterais dos
medicamentos.

Assim como outras enfermidades crénicas 0s pacientes tem reduzidas
possibilidades de trabalho e qualidade de vida reduzida (NESTLE et al, 2009). A
psoriase € caracterizada pela formacéo de placas cutaneas cobertas com descamacao
da pele. Histologicamente as placas de psoriase mostram a hiperproliferacdo de
queratinécitos e infiltracdo de neutréfilos na epiderme assim como a infiltracdo de
células T, células dendriticas e macréfagos na derme e epiderme. A psoriase é
considerada uma desordem de natureza imune, entretanto, sua etiologia é
indeterminada (KUPPER et al, 2004).

Ja a dermatite atopica é uma doenca comum que afeta pessoas de todas as
faixas etarias em todo mundo. Em criangcas tem uma porcentagem de 7-17% de
ocorréncia e entre esse casos 60% persistem até a vida adulta. Atopia é a
predisposicao hereditaria para alergias ou hipersensibilidade. O termo dermatite atopica
€ usado para descrever um tipo de doencas cutaneas associadas com algumas
condicdes: rinite alérgica, queratoconjuntivite alérgica, asma e eczema, que podem ser
vistos em todas as faixas etéarias. Clinicamente a dermatite atépica é caracterizada pela
formacao de lesbes exsudativas eritematosas, nas dobras da pele, associadas com
coceira intensa. Histologicamente apresenta infiltracdo de linfécitos, mondcitos e

macrofagos na derme e epiderme. A dermatite atOpica aguda €é mediada
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especificamente por linfécitos T contra antigenos ambientais. Entretanto outros
subgrupos de dermatites atépicas possivelmente apresentam outros mecanismos de
gatilho para iniciar a inflamacéo (KUPPER et al, 2004).

A melhor compreensdo da imunologia cutanea permitiu grandes avangos em
relacdo ao desenvolvimento de novas terapias na ultima década e aumentou o arsenal
de agentes disponiveis para o tratamento dessas doencas inflamatérias tanto na forma
de monoterapia quanto na forma de um esquema terapéutico que inclui diferentes
agentes utilizados simultaneamente (SKINNER et al., 2005).

Em busca desse objetivo alguns estudos mostraram que certos mediadores
lipidicos podem ter um importante papel na resolu¢cdo da inflamacdo como anti-
inflamatorios endogenos (LAWRENCE et al, 2002).

Os agentes imunossupressores sdo utilizados no tratamento de afeccbes
cutaneas que tenham em sua patogénese o envolvimento do sistema imune e exercem
seus efeitos via inibicdo da producéo ou acado da IL-2 (ex: tacrolimus, pimecrolimus,
ciclosporina), inibicdo da expressdo de genes de citocinas (ex: glicocorticéides), e
inibicdo da sintese de purinas ou pirimidinas (ex: micofenolato de mefetila) (RANG et
al., 2003).

O sistema imune como alvo no tratamento de algumas condi¢cdes dermatoldgicas
e a compreensado do mecanismo de acdo destes agentes permite a transicao da terapia
classica com os glicocorticéides topicos para a terapia com agentes imunomoduladores
(SKINNER et al., 2005; NICKOLOFF et al., 2004).

Apesar de estarem disponiveis agentes cada vez mais especificos para o
tratamento de doencas inflamatdrias, os efeitos colaterais dos medicamentos atuais sao
um obstaculo a ser superado. Estes efeitos incluem entre outros: sindrome de Cushing
iatrogénica, osteoporose e afinamento da pele, no caso dos corticoides
imunossupressdo com reativacdo de infeccOes latentes como tuberculose e risco
aumentado de aparecimento de tumores malignos solidos, no caso de agentes
imunossupressores (DIAZ-BORJON et al., 2006).

Apesar de a terapéutica atual reduzir a sintomatologia e a progressdo das
doencas, a mesma ndo € considerada curativa uma vez que o processo inflamatorio

cutaneo instala-se novamente seguindo a interrup¢édo do tratamento. Além disso, 0s
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efeitos colaterais atribuidos aos medicamentos usuais podem reduzir a adesdo a
mesma, prejudicando a qualidade de vida do paciente. Isto vem instigando a busca de

agentes anti-inflamatorios eficazes.

1.3 INOSINA

Muitos estudos indicam que os nucleosideos enddgenos adenosina e inosina
apresentam um importante papel modulatério sobre a inflamacdo (BOURS et al., 2006;
SWENNEN et al., 2006; GOMEZ e SITKOVSKY, 2003). A adenosina € formada através
da ligagéo glicosidica entre uma base purica adenina e uma D-ribose. Este nucleosideo
€ gerado a partir do ATP por uma 5’-nucleotidase e rapidamente convertido pela
adenosina deaminase a inosina, xantina, hipoxantina e acido urico (POLOSA, 2002).

Os nucleosideos puricos como a inosina, sdo moléculas de peso molecular
baixo, envolvidas em uma ampla variedade de processos bioquimicos intracelulares.
Estes nucleosideos normalmente encontram-se em concentracdes baixas no espacgo
extracelular, porém em condi¢cdes de estresse metabdlico como isquemia, hipoxia e
processos inflamatdrios suas concentracdes aumentam consideravelmente (MABLEY et
al., 2009), refletindo um aumento no metabolismo da adenosina.

De acordo, enquanto a concentragdo intersticial de inosina é em taxas
micromolares, em tecidos apresentando sepsia foram observadas concentracfes
milimolares (Gomez et al, 2003).

Tanto a inosina e adenosina tem mostrado acdo anti-inflamatéria in vitro,
reduzindo a producdo de citocinas inflamatérias em macréfagos humanos e de
camundongos, estimulados com LPS. Em adigcédo, in vivo um efeito semelhante foi
observado apdés o tratamento com inosina em leucécitos estimulados por
lipopolisacarideos bacterianos (LPS) em modelos de inflamacgéo pulmonar (LIAUDET et
al, 2001). A inosina ainda atenuou doengas inflamatdrias crénicas como colite
(MABLEY et al., 2009).
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Além disso, a inosina assim como outros analogos da adenosina sdo conhecidos
por apresentar um papel importante na percep¢do de dor em varios modelos, incluindo
agudo, neuropatico e inflamatério (SAWYNOK et al, 2003).

A inosina também apresenta um papel protetor contra dano nos tecidos
pulmonares e na musculatura esquelética em modelos de lesédo induzida por reperfusao
(SORIANO et al, 2001).

' AMPc
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Deaminase De Nucleosideo
INOSINA INOSINA
l Hipoxantiha ———>» ﬁc.'do
rico
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A1, A2a, A2b, A3

Membrana
Celular

Figura 2: Via de biosintese da Inosina. (figura modificada de POLOSA et al, 2002)

Até o momento, tem sido descrito que a inosina exerce seu papel fisiolégico e
imunomodulatério ligando-se aos mesmos receptores da adenosina. Estes sédo
receptores de superficie de membrana, amplamente distribuidos, pertencentes a familia
P:1 (acoplados a proteina G), que quando ativados liberam segundos mensageiros
(GOMEZ E SITKOVISKY, 2003). Existem quatro subtipos de receptores de membrana
para a adenosina que ja foram identificados, sao eles: Ai, Aza, Azg, As. NO epitélio os
receptores encontram-se no tecido conjuntivo, células residentes do sistema imune e
principalmente nos queratinécitos. Os subtipos de receptor A; e Aza sdo chamados

receptores de alta afinidade e os receptores Az e Az chamados de baixa afinidade
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devido ao padrdo de ligacdo da adenosina aos mesmos (FREDHOLM et al., 2001;
GOMEZ E SITKOVISKY, 2003).

A primeira evidéncia do efeito imunomodulatério da inosina vem da observacao
de que esta promove degranulacdo de mastocitos em concentracfes de 5-10 mM,
através da ligacdo com o receptor Az in vitro, Em mastocitos sem o receptor Az nao foi
observado o mesmo efeito. Este fato implica a inosina como um agente indutor de
inflamacéao e alergia mediante degranulacdo de mastacitos (JIN et al, 1997; HASKO” et
al, 2004).

Em contraste, outros receptores parecem mediar efeitos anti-inflamatoérios da
inosina. Na presenca dos antagonistas para os receptores A; e A,, a acao inibitéria da
inosina sobre a liberacdo de TNF-a (Fator de necrose tumoral a) em macréfagos, foi
revertida. Neste estudo, foi demonstrado ainda, que em macréfagos sem o receptor
adenosinérgico A,a, 0 efeito da inosina foi reduzido, entretanto ndo foi eliminado
completamente sugerindo uma contribuicdo parcial deste receptor na agao da inosina
(LIAUDET et al., 2001).

Além disso, através da aplicacao tépica de CGS-21680 (agonista especifico para
0s receptores Aa da adenosina), foi demonstrado que a ativacdo do receptor A,a esta
relacionada com aumento da cicatrizagdo de lesdes na pele, bem como da
angiogénese (MONTESINOS et al., 2002).

Apesar da acdo cicatrizante e anti-inflamatéria da adenosina ser amplamente
discutida na literatura, nenhum estudo abordando a acdo anti-inflamatéria do seu
metabdlito inosina em modelos tépicos é encontrado, apesar de alguns trabalhos
mostrarem sua agéo anti-inflamatoria em outros modelos experimentais incluindo colite,
choque séptico e lesdo pulmonar aguda.

Desta forma, este trabalho buscou verificar o possivel papel imunomodulatério e
anti-inflamatoério da inosina, administrada topicamente, em modelos de inflamacéao na
pele induzida por mediadores pro-inflamatérios, admitindo-se a expressao destes
receptores no tecido cutaneo. Este estudo pbde facilitar a compreensdo do papel
destes mediadores enddgenos e abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de

uma nova terapia anti-inflamatoria para doencgas inflamatorias na pele.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Avaliar o potencial da inosina como agente anti-inflamatério tépico na inflamacéo
cutanea induzida por 6leo de créton.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito anti-inflamatério da inosina em modelo de edema de orelha em

camundongos induzido por 6leo de croton;

e Avaliar os parametros de inflamacdo: hiperproliferacdo celular, edema e
infiltracdo leucocitaria através da analise histolégica das amostras de orelha nos
modelos de aplicacéo topica de 6leo de croton;

e Avaliar a acdo da inosina na migracao de leucécitos polimorfonucleares através

da medida da atividade da enzima mieloperoxidase;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss fémeas
(25-359) do Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, CCB-UFPR, mantidos
em condi¢des de temperatura controlada (22 + 2°C), respeitando uma fase clara/escura
de 12 horas e com livre acesso a agua e ragdo comercial (Nuvital). Antes do inicio dos
experimentos os animas foram mantidos no laboratério por um periodo de pelo menos 1
hora para adaptacdo, ndo sendo estes animais reutilizados em testes posteriores. Os
experimentos foram conduzidos de acordo com orientacdes para os cuidados com
animais de laboratério (CEEA, 2003), e os protocolos experimentais foram submetidos a
avaliacdo do Comité de Etica em Experimentacio Animal do Setor de Ciéncias

Bioldgicas da UFPR e aprovados sob o numero 392.

3.2 AVALIACAO DO EDEMA DE ORELHA

O edema de orelha foi expresso como o aumento da espessura da orelha dos
camundongos (um), de acordo com a metodologia revisada por Hecker e Schmidt
(1974). A espessura da orelha foi medida proxima a extremidade medial da mesma,
com o auxilio de um micrémetro digital (GREAT MT — 045B), antes e apos determinado
tempo da indugéo do processo inflamatorio, dependendo do agente flogistico utilizado.
Os compostos foram dissolvidos em acetona e tween 80 e aplicados na orelha direita
dos camundongos. Para minimizar variacdes concernentes a técnica, 0s experimentos

foram conduzidos sempre por um Unico experimentador.
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3.3 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO TOPICA DO OLEO DE
CROTON

O o6leo de croton (Croton tiglium L.) apresenta como principio ativo majoritario o
TPA (12-O-tetradecanoilforbol acetato), um éster de forbol, potente agente flogistico e
promotor de tumor, capaz de promover uma resposta inflamatéria e hiperproliferativa
bastante intensa, assemelhando-se com algumas doencas cutaneas (GABOR, 2003;
GABOR, 2000).

Para avaliar a atividade da inosina nesse modelo, o edema de orelha foi induzido
pela aplicacdo topica de 0,4 mg /orelha de 6leo de créton, dissolvido em 20 ul de
acetona. A inosina (0,01-1 mg/orelha) foi diluida no veiculo Tween 80 (10ul) e em
acetona e aplicada logo ap6s a administracdo topica do agente flogistico.
Paralelamente, um grupo controle de animais foi tratado com o veiculo dexametasona
(controle positivo; 0,05 mg/orelha). A espessura da orelha foi avaliada 6 horas apés a
aplicacdo do oleo de créton (DE YOUNG et al.,, 1989), conforme descrito no item
anterior. Amostras das orelhas dos camundongos (circulos de 6 mm de tecido) foram
coletadas 24 horas apés a aplicacdo do 6leo de créton e submetidas a avaliacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e a quantificacdo de espécies reativas.

3.4 MEDIDA DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A atividade da enzima MPO, utilizada como indicativo da presenca de leucécitos
polimorfonucleares, foi avaliada utilizando a metodologia de Bradley et al. (1982)
modificada por De Young et al. (1989). As amostras (circulos de 6 mm do tecido das
orelhas dos camundongos) foram adicionadas a 200ul de tampao fosfato de sédio
80mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) e homogeneizadas
por cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi adicionado a 1300uL do tampéo
anteriormente descrito. A amostra (1,5 mL) foi colocada em microtibos e centrifugada a
11.400 xg a 4 °C por 20 minutos. Duplicatas de 30 puL do sobrenadante foram colocadas
em placas de 96 pocos, onde posteriormente foi adicionado 200 pL de uma mistura
contendo 100 pL de tampéao fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4), 85 uL de PBS 0,22 M (pH
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5,4) e 15 uL de peroxido de hidrogénio 0,017% em cada poco. A reacao foi iniciada com
a adicdo de 20 pL de tetrametilbenzidina HCI (TMB) 18,4 mM dissolvida em uma
solucédo aquosa de dimetilformamida a 8%. A placa foi posteriormente incubada a 37 °C
por 3 minutos e a reacédo interrompida pela adicdo de 30 pL de acetato de sédio 1,46 M
(pH 3,0) em cada pogo. A atividade enzimatica foi determinada colorimetricamente
usando leitor de placas (Bio-Tek Ultra Microplate reader EL 808) com comprimento de

onda de 620 nm, sendo expressa em mDO/tecido.

3.5 ANALISE HISTOLOGICA

As amostras de orelha foram coletadas dos camundongos submetidos ao modelo
de edema de orelha induzido pelo 6leo de croton e fixadas em solu¢cdo ALFAC (&lcool
80%, formol 40% e acido acético glacial) num periodo de 16 horas, sendo em seguida
conservadas em alcool 70% até inicio do processo de desidratacdo. As orelhas foram
posteriormente desidratadas, emblocadas em parafina, seccionadas em cortes de 5 ym
em um micrétomo e coradas com hematoxilina e eosina. A infiltracdo de leucécitos,
edema e espessura da epiderme foram avaliadas em areas representativas com o

aumento de 200x e zoom digital de 2.1x.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sé@o apresentados como média + erro padrdo da média (EPM),
exceto para os valores das Dlsp (dose necesséria para reduzir em 50 % as respostas
dos grupos tratados em relagdo ao grupo controle), que foram representados como a
média geométrica acompanhada de seus respectivos intervalos de confianca de 95%.
Os dados sao avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
teste de multipla comparacdo de Newman-Keuls. Valores de P menores do que 0,05
(P<0,05) foram considerados como indicativos de significancia. Os calculos foram
realizados utilizando o Software estatistico GraphPad Prism version 3.00, San Diego

Califérnia, EUA.
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4. RESULTADOS

4.1 EFEITO DA INOSINA EM MODELO DE EDEMA INDUZIDO POR OLEO DE
CROTON

Seis horas apoés a aplicacdo do 6leo de créton ocorreu um profuso aumento na
espessura da orelha como apresentado na figura 3. A inosina, quando aplicada
topicamente, inibiu significativamente o edema de orelha induzido pelo 6leo de créton,
nas doses de 0,1 a 1 mg/orelha, com inibicdo maxima de 57 + 12% para a dose de 1,0
mg/orelha, quando comparado ao grupo controle (C) e veiculo (Tween) (Figura 3). O
tratamento das orelhas com 0,5% de tween (veiculo usado para dissolver a inosina) nao
alterou a resposta edematogénica causada pela aplicacdo do 6leo de créoton (Figura 3).
Além disso, para controle do ensaio, a aplicacdo tépica de dexametasona (0,05
mg/orelha), glicocorticéide usado como controle positivo, inibiu 0 edema de orelha

causado pelo 6leo de créton em 83 + 3% para a dose de 0,05 mg/orelha.

200+

100+

*k%

A Espessura da orelha (up m)

C Tween 0,01 0,03 0,1 0,3 0,6 1,0 Dexa

Inosina (mg/orelha)

Figura 3: Efeito da inosina no edema de orelha induzido pelo 6leo de créton, em
camundongos. Os animais foram tratados com aplicacé@o topica de 6leo de créton e avaliados 6 horas
apos. A barra fechada (C) corresponde ao grupo controle tratado somente com éleo de créton (0,4 mg
por orelha); a barra pontilhada (Dexa); grupo dexamentasona (0,05 mg/orelha); a barra xadrez (Tween),
grupo veiculo tween (0,5%); as barras abertas, grupo tratado com inosina nas doses indicadas. Cada
grupo representa a média de 10 animais e as barras verticais o E.P.M. Na andlise estatistica, foi
considerado significante *P<0,05, **P < 0,01 e **P < 0,001quando comparado ao grupo veiculo (Tween).
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4.2 O EFEITO DA INOSINA NA ATIVIDADE DA MPO

Como esperado, 24 h apés a aplicacdo de Oleo de créton na orelha de
camundongos causou aumento na atividade da enzima MPO quando comparado com o
tecido de animais nao tratados (basal) (Figura 4). Os animais que receberam tween
0,5% e Oleo de croton na orelha ndo apresentaram alteracdo sobre o aumento da
atividade da MPO tecidual quando comparado ao grupo que recebeu somente 6leo de
croton. J& o tratamento topico com inosina na orelha reduziu a atividade da enzima
MPO nas doses de 0,3 a 1 mg/orelha quando comparado ao grupo Tween (0,5%,
veiculo usado para dissolver a inosina) e ao grupo Controle. O efeito inibitério maximo
da inosina sobre a MPO foi de 84 + 6% para a dose de 0,6 mg/orelha. A dexametasona
usada como controle positivo também reduziu a atividade da MPO com inibi¢cdo de 92 +
2% para a dose de 0,05 mg/orelha.

750+
<
2 500- T
O
e T T *%
5 *%% Kk
a) T
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.***
0-

B C Tween 0,01 0,03 0,1 0,3 0,6 1,0 Dexa

Inosina (mg/orelha)

Figura 4 — Efeito da inosina sobre a atividade da mieloperoxidase. Os animais foram tratados com
aplicacéo topica de 6leo de croton e avaliados 24 horas apds. A barra cinza (B) representa o grupo basal
ou branco, nao tratado; a barra fechada (C) corresponde ao grupo controle tratado somente com 6leo de
croton (0,4 mg/orelha); a barra xadrez (Tween), grupo veiculo tween (0,5 %); as barras abertas, grupo
tratado com inosina nas doses indicadas a barra pontilhada (Dexa), grupo dexamentasona (0,05
mg/orelha). Cada grupo representa a média de 10 animais e as barras verticais o E.P.M. Na analise
estatistica, foi considerado significante **P < 0,01 e ***P < 0,001 quando comparado ao grupo veiculo
(Tween).
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4.3 HISTOLOGIA

A andlise histologica foi realizada em amostras colhidas 24 horas apos a
aplicacdo da inosina na concentracdo de 1,0 mg/orelha, sendo esta a dose que
apresentou maior efeito na reducdo do edema e efeito significativo na redugcéo da
atividade da MPO. Os resultados apresentados na figura 5 mostram que a aplicacao de
Oleo de croton causa aumento na espessura total da orelha (A) e é possivel notar o
aumento na concentracdo de neutroéfilos (pontos mais escuros). O tratamento com o
veiculo ndo causou alteracdo significativa na resposta inflamatéria do 6leo de créton
(B). Ainda na figura 5 imagens C e D, a aplicacdo de inosina (1,0 mg/orelha) ou de
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram capazes de reduzir expressivamente o edema e

a quantidade de células no tecido das orelhas causados pelo 6leo de croton.
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Figura 5: Avaliagdo da analise histolégica 24 horas apds a aplicacao tépica de dleo de
croton. As fotos representam 5 cortes transversais de orelhas de camundongos coradas com
hematoxilina-eosina em aumento de 200x. Nas imagens podemos ver a diferenca na espessura dos
cortes entre os diferentes grupos tratados. A imagem (a) corresponde ao grupo controle inflamado 6leo
de croton (0,4 mg/orelha); (b) representa o grupo tratado com 6leo de croton e veiculo (tween 80; 0,5 %);
(c) representa o grupo tratado com 6leo de croton e dexametasona (0,05 mg/orelha); (d) corresponde ao
grupo tratado com 6leo de créton e inosina (1,0 mg/orelha).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o potencial da inosina como um possivel agente anti-
inflamatorio, utilizando o modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de croton. Apés
administracdo tOpica da mesma, os parametros utilizados para a avaliacdo do seu
possivel efeito foram: avaliagdo do efeito anti-edematogénico, através da medida do
edema de orelha, a analise da atividade da mieloperoxidase e histologia.

A aplicacdo topica do 6leo de croton é um método usado para identificacdo de
substancias com possivel atividade anti-inflamatoria cutanea. O Gleo é obtido a partir
das sementes de croton (Croton tiglium L.), é considerado um forte promotor tumoral,
resultado atribuido a um éster de forbol, seu componente majoritario, o TPA (12-O-
tetradecanoilforbol acetato) (SLOAN et al, 1989). Este é capaz de promover uma
resposta inflamatéria e hiperproliferativa bastante intensa, assemelhando-se com
algumas doencas cutaneas (GABOR, 2000). Sua aplicacdo promove o desenvolvimento
de eventos inflamatérios como formagédo de edema, infiltracdo e proliferagédo celular,
com a producdo de metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas e outros mediadores
pré-inflamatérios (GABOR, 2000; OTUKI et al., 2005).

Os ésteres de forbol sdo compostos naturais que se ligam e ativam proteinas
quinases chamadas de PKC, mimetizando a a¢do dos diacilglicerdis (SLOAN et al,
1989). Até o momento foram caracterizadas 12 isoenzimas que fazem parte da familia
das PKC e tém papel importante na regulacdo de processos fisiolégicos como
proliferacéo celular, diferenciacéo e apoptose. As PKCs, podem ser divididas em duas
familias, as classicas (cPKC) e as novas (nPKC). Os ésteres de forbol sdo capazes de
ativar as duas familias da PKCs, com posterior ativacdo de diferentes vias de
sinalizacdo incluindo: as Raf-MEK (proteina quinase ativada por mitogénio) - ERK 1 e 2
(quinase regulada por sinal extracelular 1 e 2); vias das IKKs (IkB quinases) que ativam
o NF-xB (fator nuclear-xB); outras vias como as que envolvem ativacdo de p38 MAPK
(p38 quinase ativada por mitogénio), JNK (cJUN — proteina quinase N-terminal) e NFAT
(fator nuclear ativado em células T). Todas essas vias ativadas levam a efeitos em
comum como proliferacédo e transformacao celular, expressao de genes, morte celular e
inflamacé&o (YANG et al, 2003).
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a inosina, quando
aplicada topicamente reduziu significativamente, o edema de orelha induzido pelo éleo
de croton. De acordo, em trabalho anterior nosso grupo mostrou que a adenosina, o
precursor da inosina, foi capaz de reduzir o edema de orelha e a infiltracdo de
neutréfilos na pele, utilizando mesmo modelo experimental que foi utilizado neste
trabalho (DAMASIO, 2009).

Em modelos de cicatrizacdo na pele estudos demonstraram que a aplicacédo
topica de agonistas seletivos para os receptores A1 e A2, da adenosina, promove a
cicatrizacdo de feridas, sendo que estudos complementares demonstraram que a
adenosina, ligando-se no seu receptor A2,, estimula migracao e proliferacéo de células
endoteliais e fibroblastos e secrec¢éo do fator de crescimento endotelial (VEGF) in vitro
(MONTESINOS et al., 2002). Também foi demonstrado farmacologicamente e através
do uso de animais nocaute para receptores A2,, que a aplicacdo topica de agonistas
para este receptor acelera a cicatrizagdo de feridas em ambos, animais saudaveis e
ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, os quais apresentavam dificuldade de
cicatrizacdo (VICTOR-VEGA et al. 2002; VALLS et al, 2009).

Dentro deste contexto, trabalhos ja descreveram que durante processos
inflamatorios na pele, como o observado na cicatrizacéo de feridas, os receptores para
adenosina podem ser expressos em diferentes tipos celulares como macréfagos,
células epidermais, fibroblastos e células da microvasculatura endotelial. Estes
receptores apresentam diferentes padrdes de expressdo que diferem entre os tipos
celulares mencionados, porém o mesmo nao foi bem estabelecido (FEOKTISTOV et al.,
2002; VALLS et al., 2009). A inosina é considerada um ligante natural dos receptores
de adenosina denominados: Al, A25, A2z e A3 e tem sido proposto que a inosina
exerce seus efeitos anti-inflamatoérios através da ativagdo dos mesmos (GOMES e
SITKOVSKY, 2003).

A inosina foi protagonista de inUmeros estudos cientificos e apresenta efeitos
contraditorios e aplicacbes nas mais diversas areas. A inosina € vendida como um
suplemento alimentar disponivel na maioria das lojas de alimentos saudaveis e para

atletas, que consomem inosina para melhorar seu desempenho. Nenhum efeito
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colateral é observado apdés consumo da inosina, embora ndo exista comprovacao
cientifica deste efeito (MARKOWITZ et al, 2009).

Atualmente existem muitos trabalhos mostrando os efeitos da inosina em
modelos experimentais diversos de inflamacdo, como por exemplo, em trabalhos com
esclerose mudltipla. Neste estudo a inosina reduziu predominantemente as lesfes
inflamatodrias na bainha de mielina, causadas pela destruicdo das células de Schwann
por células imunes nos dendritos e axbnios das regides internas do sistema nervoso
central (massa branca), a principal caracteristica da esclerose mudltipla. A inosina
guando administrada via oral eleva os niveis de acido Urico no plasma o que é benéfica
para pacientes com esclerose multipla (MARKOWITZ et al, 2009).

Outro modelo experimental de inflamacdo envolvendo a inosina é o de colite
(MABLE et al, 2009). Foi demonstrado que a inosina suprime efetivamente o
desenvolvimento de colite in vivo. A inosina tem efeito anti-inflamatério, desde que
administrada junto com o agente causador de colite, o dextran sulfato de sodio (DSS)
ou administrada ap6s o desenvolvimento da doenca. Também aumenta
dramaticamente a sobrevivéncia em modelos de colite cronica. A inosina mudou o perfil
de citocinas presentes na colite de forma que reduziu as quimiocinas MIP-1 e MIP-2
gue sao envolvidas na resposta inata e adaptativa, uma vez que recrutam e ativam
células T e mondcitos.

O tratamento com inosina reduziu a infiltracdo de leucécitos no espaco alveolar
em modelos de inflamacédo pulmonar, tanto na contagem de células como na atividade
da MPO (LIAUDET et al 2002). Os autores também verificaram que a inosina diminuiu
os niveis de IL-8 e suprimiu a expressdo de TNF-qa, IL-1 e IL-6 significativamente. Em
analises histoldgicas o dano causado pela inflamacgéo foi menos pronunciado uma vez
gue o tratamento com inosina reduziu os eritrécitos e leucdécitos nos alvéolos.

Em ambos os estudos citados (LIAUDET et al., 2002), no modelo de colite e no
modelo de inflamacéo pulmonar, os efeitos apresentados pela inosina foram atribuidos
a ativacao dos receptores A3 da adenosina. Além disso, a participagdo do receptor A2a
e A3 parece mediar os efeitos anti-inflamatérios da inosina num modelo de leséo
hepatica induzida por ConA e em modelo de endotoxemia induzida por LPS (GOMEZ e

SITKOVSKY, 2003).
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Por ultimo podemos citar o estudo de MABLE e colaboradores (2009) que utilizou
0 analogo da inosina INO-2002, o qual possui meia-vida mais longa. O analogo INO-
2002 reduziu a migracao de leucdcitos e os niveis de TNF-a, IL-1 e IL-6 no modelo de
lesdo pulmonar aguda induzida por LPS.

De acordo com os resultados apresentados por esses trabalhos citados, em
nosso estudo observamos uma significativa redugéo da atividade da MPO causada pelo
tratamento com inosina no modelo de edema de orelha induzido por éleo de créton. De
maneira complementar, a analise histoldégica subsequente demonstrou reducdo na
migracdo de leucdtcitos e também da espessura de orelhas tratadas com inosina. Os
mecanismos responsaveis pelos efeitos das purinas, assim como a inosina, na
inflamacdo ndo sdo completamente entendidos. Entretanto, trés mecanismos foram
identificados como possiveis principais moduladores do efeito anti-inflamatoério (MABLE
et al, 2009). Podemos citar o primeiro mecanismo como a capacidade funcional da
inosina de ativar os receptores para adenosina, como ja mencionado anteriormente. Um
segundo mecanismo de acao da inosina ocorre pela modulacdo da ativacdo da enzima
nuclear poli ADP-ribose polimerase (PARP). As purinas adenosina, inosina e
hipoxantina, que tém similaridades estruturais com a NAD, o substrato da PARP,
provocam sua ativacao in vitro. O terceiro mecanismo de acdo da inosina ocorre pela
acdo do seu metabolito &cido Urico, que mostrou degradar radicais Oxidos e
peroxinitratos. Dessa forma podemos atribuir o efeito da inosina a varias vias de acao
nao relacionadas (LIAUDET et al 2002).

Apesar de existirem trés mecanismos propostos, 0 mais estudado na literatura é
aquele relacionado com a ativacdo dos receptores para adenosina. Dessa forma, ha
uma grande probabilidade de a inosina tépica estar ativando receptores para
adenosina. A inosina, no tecido inflamado, é formada rapidamente a partir da
adenosina, pela acdo da adenosina deaminase. Este dado, associado ao fato de
ambos, adenosina e inosina, apresentarem grande semelhanca estrutural e finidade
pelos mesmos receptores (LIAUDET et al., 2002; GOMEZ e SITKOVSKY, 2003),
reforca ainda mais a hipotese de que a inosina exerce seus efeitos atraves da ativacéo
de receptores para adenosina. Ainda, experimentos adicionais utilizando antagonistas

para os receptores da adenosina sdo necessarios para verificar o envolvimento dos

31



mesmos nos efeitos anti-inflamatoérios da inosina na pele. Sem uma maior investigagao,

esta e outras possibilidades ndo podem ser comprovadas ou descartadas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a aplicacéo topica de inosina é
capaz de reduzir o edema e a migracao leucocitaria no modelo de inflamacéo da pele

N s aps

do edema e da atividade da enzima MPO.

Logo, foi verificado que a inosina aplicada na pele tem efeito anti-inflamatério,
reduzindo edema e migracdo de neutréfilos, e estendem os dados da literatura acerca
da acdo da inosina como modulador inflamatorio. No entanto, para poder sugerir a
inosina ou anélogos para o tratamento de doencas de pele, é necessario aprofundar
esta investigacdo quanto a eficacia, seguranca e efeitos a longo prazo.
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