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RESUMO

A psoriase € uma doenca inflamatéria crbnica da pele, com caracteristicas tanto
imunologicas quanto hiperproliferativas. Os tratamentos tradicionais para essa doenca
apresentam algumas desvantagens, dentre elas falta de adeséo e toxicidade. A terapia
fotodinamica (TFD) tem sido usada, cada vez mais, no tratamento de algumas
doencas, inclusive cutaneas. Consiste na utilizacdo de luz, oxigénio e um agente
fotossensibilizador onde ocorre uma reacdo fotoquimica com o objetivo de causar
destruicéo seletiva de um tecido. Nesse trabalho a porfirina lodeto de 5,10 -difenil — 15,
20 (N-metilpiridino-4-il) porfirina (Di-cis-Py+) foi utilizada como fotossensibilizador e
seus possiveis efeitos anti-inflamatoério e antiproliferativo foram avaliados em modelos
de inflamacado cutanea. A aplicacao topica de Di-cis-Py+, quando fotoativada, reduziu
significativamente o edema de orelha induzido pela aplicacdo de agentes flogisticos
como Oleo de créton e TPA, bem como a migracao leucocitéria para o foco inflamatério.
A atividade anti-inflamatoéria da Di-cis-Py+ também foi evidenciada pela reducdo das
citocinas inflamatérias IL-6, IL1-B e TNF-a induzidas por ambos agentes flogisticos.
Além do efeito anti-inflamatorio, no modelo induzido por multiplas aplicacdes de 6leo de
croton, a Di-cis-Py+, quando fotoativada, levou a reducdo da hiperproliferacao
epidérmica, evidenciada através da inibicdo dos niveis e da expressao do marcador de
proliferacdo PCNA. Também foi capaz de reduzir a viabilidade celular de queratinécitos
humanos imortalizados (HaCaT). Seu efeito anti-inflamatério, porém, ndo ocorre
através de receptores de glicocorticoide, uma vez que nao houve a reversao do efeito
da Di-cis-Py+, quando fotoativada, ap6s o tratamento com o antagonista de receptores
de glicocorticoide, mifepristona. Além disso, provavelmente, ndo ocorre sua absorc¢ao,
ao contrario da dexametasona. Os resultados apresentados sugerem que a Di-cis-Py+,
guando fotoativada , pode ser uma molécula com potencial para o desenvolvimento de
um novo agente fotossensibilizador para o tratamento de doencas inflamatorias
proliferativas cuténeas, apresentando vantagens por ser de aplicacdo tdpica, nao
ocorrendo uma aparente fotossensibilidade, com efeitos similares aos da
dexametasona, uma droga de primeira linha para o tratamento de doencas
inflamatorias hiperproliferativa.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica, Porfirina, Inflamacdo, Hiperproliferagéao,
Psoriase.



ABSTRACT

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease, with immunological and
hyperproliferative characteristics. Traditional treatments for this disease present some
disadvantages, as lack of adherence and toxicity. Photodynamic therapy (PDT) is
getting more and more applied in the treatment of certain diseases, including skin ones.
It consists in the use of light, oxygen and a photosensitizer agent in which a
photochemical reaction occurs in order to cause a selective destruction of a tissue. In
this work the porphyrin iodide 5, 10-diphenyl - 15 20 (N-methylpyridinium-4-yl) porphyrin
(Di-cis-Py +) was applied as a photosensitizer; and their possible anti-inflammatory and
antiproliferative effects were assessed in skin inflammation models. The topical
application of Di-cis-Py+, when photoactivated, reduced significantly the ear edema
induced by the application of phlogistic agents such as croton oil and TPA, as well the
leukocyte migration into the inflammatory focus. The anti-inflammatory activity Di-cis-
Py+, when photoactivated, was also noticed by the reduction of the inflammatory
cytokines IL-6, IL1-B and TNF-a induced by both phlogistic agents. Besides the anti-
inflammatory effect, in the model induced by multiple croton oil application, Di-cis-Py +,
when photoactivated, led to a reduction of epidermal hyperproliferation, noticed by the
inhibition of the levels and expression of the proliferation PCNA marker. It was also able
to reduce the cell viability of human immortalized keratinocytes (HaCaT). Its anti-
inflammatory effect, however, does not occur through glucocorticoid receptors, once
there was no reversion of the Di-cis-Py+, when photoactivated, effect after the
treatment with the antagonist of glucocorticoid receptors, mifepristone. Moreover,
probably no absorption occurs, different from dexamethasone. The presented results
suggest that Di-cis-Py +, when photoactivated, can be a molecule with potential for
developing a new photosensitizing agent to treat proliferative inflammatory skin
diseases, offering advantages for being topically applied, without an apparent
photosensitivity, with similar dexamethasone effects, a high level drug for treating
inflammatory hyperproliferative disease.

Keywords: Photodynamic Therapy, Porphyrin, Inflammation, Hyperproliferation,
Psoriasis.



“Dizem que a vida é para quem sabe viver, mas ninguém nasce
pronto. A vida € para quem é corajoso o suficiente para se arriscar e

humilde o bastante para aprender.”

Clarice Lispector
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19
1 INTRODUCAO

A psoriase € uma doenca inflamatdria crénica, mediada pelo sistema imune, que
se manifesta principalmente por lesdes cutaneas e em alguns casos,
comprometimento articular (NESTLE; KAPLAN et al., 2009). E uma doenca cutanea
comum, com prevaléncia entre 1-3%, sendo influenciada por fatores ambientais e
étnicos (JACOBSON, KUMAR et al., 2011). A etiopatogenia da psoriase ainda ndo
esta bem elucidada, embora a transmissdo genética esteja claramente envolvida,
parece ndo haver o padrdo de transmissdo classico autossémico recessivo ou
dominante. Estudos de mapeamento genético demonstraram o envolvimento de
diversos genes; no entanto somente a presenca destes parece ndo ser suficiente
para a manifestacdo dos sinais e sintomas, sendo necessaria a interacdo com
estimulos ambientais (ORTONNE, 1996). Vérios fatores parecem ser capazes de
desencadear ou agravar os sintomas da doenca como o consumo de alcool, o uso
de cigarros, lesdes por trauma e estresse (BASAVARAJ, NAVYA et al., 2011).

Tradicionalmente, a psoriase é tratada com corticosterdides e agentes tépicos.
Os resultados insatisfatérios incentivaram os avancos cientificos e aumentaram a
adesdo de terapias sistémicas, os quais foram desenvolvidos com o intuito de
atender questdes como mau controle da doencga. No entanto, o tratamento sistémico
usualmente interfere negativamente na qualidade de vida do paciente, além de
envolver altos custos para a continuidade da terapia, sem alcancar resultados
totalmente satisfatorios. Além disso, ha relutancia na prescricdo de terapia sistémica,

devido ao risco de baixa adesao, intolerancia e efeitos adversos (ROZENBLIT e
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LEBWOHL, 2009; STROWD, YENTZER et al., 2009; BEYER e WOLVERTON,
2010).

Outra modalidade de tratamento adotada para os quadros moderados a graves
de psoriase € a fototerapia com radiacdo ultravioleta. A fototerapia com PUVA
(Psoraleno + UVA), geralmente € eficaz, mas o grau de eficacia é variadvel entre os
pacientes. Além disso, h& o risco do surgimento de cancer de pele desencadeado
pela fototerapia com PUVA (LAPOLLA, YENTZER et al., 2011). De uma forma geral,
os efeitos adversos mais comuns séo eritema, pequenas queimaduras e lesdes que
podem persistir por semanas apos a aplicacdo de radiacao ultravioleta. (LAPOLLA,
YENTZER et al., 2011).

As propriedades terapéuticas da luz sdo conhecidas ha mais de trés mil anos.
Antigas civiliza¢des utilizavam, como opc¢do para o tratamento da psoriase e outras
doencas de pele, a ingestdo de plantas (contendo psoralenos) juntamente com a
exposicdo a luz, porém os estudos na area da Terapia Fotodindmica iniciaram
apenas no ultimo século (SIMPLICIO, MAIONCHI et al., 2002).

Ha algum tempo, a terapia fotodindmica (TFD) tem sido muito utilizada e com
bastante sucesso no tratamento de diferentes tumores, e vem se tornando uma
técnica cada vez mais poderosa no tratamento de doencas de pele ndo oncologicas
e/ou inflamatérias (LARISCH, VERWANGER et al., 2014).

A terapia fotodinamica envolve a administracdo de um agente
fotossensibilizador, o qual é absorvido metabolicamente pelas células e ativado por
irradiacdo com uma fonte de luz. Nos ultimos anos a terapia fotodindmica vem sendo

utilizada como outra opcéo terapéutica para a psoriase, tendo como vantagem o
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risco ndo carcinogénico, o que facilita a adesdo a terapia dos pacientes que se
limitam a tratamentos com PUVA (CARRASCOSA, LOPEZ-ESTEBARANZ et al.,
2011).

Fotossensibilizador € um composto quimico que, ao absorver luz em
comprimento de onda especifico, inicia reacfes de foto-oxidacdo (SILVA, SANTOS
et al., 2009). A maioria dos fotossensibilizadores utilizados atualmente corresponde
as porfirinas. Uma classe de compostos macrociclicos que ocorrem naturalmente e
desempenham uma enorme variedade de fung¢des nos sistemas biolégicos. Os
derivados porfirinicos, apresentam um espectro de absor¢ao caracteristico, com uma
banda de absorcéo intensa em torno de 420nm, e outras de menor intensidade na
faixa de 500 a 700 nm. Sdo muito utilizadas em aplicacbes médicas e industriais,
como fototerapia, fotodiagndstico, fotocatalise, conversdao de energia solar e
optoeletrénica (BIESAGA, PYRZYNSKA et al., 2000; BERG, SELBO et al., 2005)

Estudos prévios conduzidos neste laboratério com algumas porfirinas foram
realizados para avaliar a atividade das mesmas em queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT) com e sem a fotoativacdo, em varias concentracdes. Apds
esse “screening” com varias porfirinas, a porfirina Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi
a que apresentou melhores resultados e foi escolhida para dar continuidade ao
trabalho, verificando a possivel atividade para fins terapéuticos.

Devido a grande necessidade de busca por novas ferramentas terapéuticas para
o tratamento da psoriase que sejam eficazes, seguras e de facil aceitabilidade pelos
pacientes, bem como do conhecimento de que a terapia fotodindmica é uma técnica

em ascensao e aprovada para o tratamento de diversas doencas, espera-se com
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este trabalho verificar a possivel atividade anti-inflamatoria e antipsoriatica tépica da
Porfirina Di-cis-Py+ quaternizada, visto que a mesma ja apresentou resultados
prévios em modelos in vitro. Além disso, espera-se abrir novas possibilidades para o
tratamento clinico dessa enfermidade, que possibilitard um novo tratamento através

de composto fotoativo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 PELE

A pele é maior 6rgdo do corpo humano com uma area aproximada de 1,8 m?,
cuja funcdo principal é a de barreira, protegendo o meio interno de injurias
provenientes do meio externo, bem como permitindo sua interagdo com o mesmo. A
pele também é responsavel por auxiliar na manutengcédo da homeostase, ao evitar a
perda de agua e de calor (termorregulacdo). E muito mais que uma barreira contra
os insultos externos, sendo um complexo dinamico, integrando células, tecidos,
promovendo a primeira linha de defesa contra patdgenos microbianos. E
considerada uma barreira fisica contra lesbes por impacto mecanico e friccao,
sensacgles, reparo e regeneracdo de feridas e protecdo contra raios ultravioleta
(GOLDSMITH et. al.,, 2012; PROKSCH, BRANDNER et al., 2008; NESTLE, DI
MEGLIO et al., 2009; GROEBER, HOLEITER et al., 2011).

E composta por trés camadas diferentes. A camada mais externa € a epiderme,
a intermediaria € a derme e a mais profunda € a hipoderme (BRAGULLA e
HOMBERGER, 2009). As véarias camadas da pele desempenham funcdes

diferentes, sendo uma dependente da outra.

2.1.1 Epiderme
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A epiderme é a camada mais externa da pele, que estd em constante
renovagdao, medindo de 0,4 — 1,5 mm. Ela ndo possui sistema de irrigacao
sanguinea direta, sendo nutrida pela permeacdo dos nutrientes procedentes da
derme por capilaridade (GOLDSMITH et al.,, 2012; BOLOGNIA, JORIZZO et al.,
2012)

E constituida por varios tipos celulares: queratindcitos (80 — 85%), melandcitos
10-13 %, 4% de células de Langerhans e 1% de células de Merckel (FREINKEL e
WOODLEY, 2001; KOSTER e ROOP, 2004).

A epiderme faz parte do sistema imunoldgico, envolvendo mecanismos de
defesa especificos contra estimulos enddgenos ou exdgenos. A exposicdo a
gualquer substancia nociva ativa o sistema local, incluindo a percepgédo e a
apresentacao de antigeno, resultando na migracdo de células imunocompetentes
para dentro da epiderme, a fim de assegurar o reconhecimento do antigeno ou a
eliminacao do patégeno (NESTLE, DI MEGLIO et al., 2009; BOLOGNIA, JORIZZO et
al., 2012 GOLDSMITH et. al., 2012).

A epiderme é o compartimento exterior e possui quatro camadas. A camada
inferior é o estrato basal, responsavel pela proliferacdo celular dos queratindcitos
gue se dividem com frequéncia. Além disso, as células T, principalmente células T
CD8", podem ser encontrados no estrato basal e estrato espinhoso. Logo acima, o
estrato espinhoso é formado por queratinécitos que séo responsaveis pela sintese
dos filamentos de queratina (queratinizacéo), interagindo entre eles através dos
desmossomos, além da sintese de agentes antioxidantes (glutationa redutase,

peroxidase, catalase), citocinas, quimiocinas, entre outros. Logo abaixo esta o
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estrato granuloso, onde se inicia o processo de cornificacdo, através do qual as
células sofrem apoptose e diferenciam-se em cornedcitos. A camada mais externa, o
estrato cOrneo, atua como uma grande barreira & penetragcdo de organismos
externos e toxinas, prevenindo também a perda de agua (Figura 1 pag. 25).
(NESTLE, DI MEGLIO et al., 2009; BOLOGNIA, JORIZZO et al., 2012; GOLDSMITH
et al., 2012)

As diferentes camadas podem ser definidas de acordo com o estagio: o de
diferenciacdo e o processo de deposi¢cado de queratina, essencial para formacéo do
estrato corneo. A camada basal, onde 0s queratindcitos sdo gerados mitoticamente
a partir de uma célula mae; o estrato espinhoso, onde € iniciada a diferenciacao; o
estrato granuloso, o penultimo estagio de queratinizacdo; e o estrato corneo onde
ocorre o final da diferenciagéo (KANITAKIS, 2002).

Os queratindcitos sédo o0s principais componentes da epiderme, podendo
expressar resposta imune e/ou inflamatéria através da secrecdo de citocinas e
qguimiocinas, metabdlitos do acido araquidénico, componentes do complemento e
peptidios antimicrobianos (PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al.,
2012). Estdo em constante renovacdo da superficie da epiderme, por meio da
atividade mitética dos queratindcitos. A medida que as novas células vdo se
formando, as células vao se deslocando em direcéo a superficie. Ao longo de seu
percurso até a superficie, ocorre a diferenciacdo dos queratinocitos onde comecam a
acumular filamentos de queratina em seu citoplasma. Esse processo de
diferenciacdo dos queratinOcitos € um processo controlado com etapas bem

definidas. ApGs sua geracdo na camada basal, o queratindcito inicia, na camada
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suprabasal, a sintese de diversas proteinas que irdo desencadear a queratinizacao.
(BRAGULLA e HOMBERGER, 2009; BOLOGNIA, JORIZZO et al., 2012
GOLDSMITH et al., 2012).

Muitas doencas comuns de pele, como psoriase, feridas cutdneas crénicas,
gueratose actinica e cancer de pele sdo causadas por distdrbios no crescimento e
maturacdo dos queratindcitos (GNIADECKI, 1998; BOLOGNIA, JORIZZO et al.,

2012).

2.1.2 Derme

Logo abaixo da epiderme encontra-se a derme, a qual possui como principal
funcdo a ligacdo da epiderme com o organismo. E formada de tecido conjuntivo,
tendo o fibroblasto como sua principal célula, sendo ele o responsavel pela sintese
de colageno (KANITAKIS, 2002).

A derme apresenta maior diversidade celular (Figural p. 25). Contém varias
células especializadas do sistema imune, incluindo células dendriticas (CDs), células
T helper (Th) CD4" e células T natural killer (NKT) (NESTLE, DI MEGLIO et al.,
2009; PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al., 2012).

Estas células fazem parte do sistema imune inato e respondem a estimulos
antigénicos de maneira rapida e nao especifica. Apesar de a maioria ndo ser célula
apresentadora de antigenos, elas sdo capazes de processar e apresentar antigenos
as células T (PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al.,, 2012). Os

gueratinécitos também liberam células produtoras de eicosanoides, conjunto de
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mediadores lipidicos que regulam reacdes inflamatdrias e imunes, como o produto
da ciclooxigenase, prostaglandina E, (PGE;) e o quimioatraente leucotrieno B4

(LTB,4) de neutrdfilos (NESTLE, DI MEGLIO et al., 2009; GOLDSMITH et al., 2012).

Queratinécito em
diferenciacao

Cornedcito
Cel. Languerhans

1 Estrato 7
] Corneo
\ Estrato
< |Granuloso| @)
£
Estrato | @
Espinoso | QT
o
(11
Estrato
Basal
Melandcito ‘ Queratindcito Der-Epi
Basal pi-
Cel. Th2 CD4+ —
Fibroblasto Q
Cel. Th17 CD4+ g
\ o>
Vaso linfatico Vaso sanguineo P Q
Macréfago a Celulas T y& Celula T NK Mastécito

Figura 1. A pele, suas camadas, estruturas e células residentes do sistema imune.
Fonte: Adaptado NESTLE; DI MEGLIO P. et.al. 2009)

2.1.3 Hipoderme

A derme é suportada em sua regido inferior pela hipoderme, a camada mais

profunda subjacente a pele, constituida de tecido adiposo, ricamente servido por
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nervos e vasos sanguineos. Funcionalmente, a hipoderme ajuda na regulacéo
térmica, protecdo no amortecimento de estresse mecanico e depdsito nutricional

(KANITAKIS, 2002).

2.2 Doengas inflamatorias da pele

As doencas dermatoldgicas que tém em sua etiologia componentes inflamatoérios
e/ou imunoldgicos, nas quais incluem dermatites como a psoriase caracteriza-se por
alteracbes cutaneas que conferem um aspecto desagradavel a pele e que
necessitam de tratamento prolongado, além de envolver componentes emocionais,
gue promovem recidivas ou exacerbacoes das lesbes (LJUBOJEVIC, LIPOZENCIC
et al., 2002; RUSSELL-JONES, POWELL et al., 2005; WILLIAMS, 2005). Os
mecanismos envolvidos na patogénese das doencas inflamatérias cutaneas podem
ser distintos, sendo algumas doencas iniciadas por um processo alérgico ou
irritativo. Assim, as doencgas inflamatorias cutdneas nao envolvem necessariamente
o mesmo perfil e, consequentemente, 0 mesmo tipo de tratamento (FIRESTEIN,

2004).

2.3 Psoriase

E uma doenca inflamatéria cronica, que afeta aproximadamente de 2% a 3% da

populacdo mundial e que pode apresentar remissao e exacerbacdo espontaneas. A

variacdo na prevaléncia e incidéncia parece ser fortemente influenciada por fatores
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climaticos e étnicos, embora o entendimento dessas relacdes seja ainda bastante
complexo (JACOBSON, KUMAR et al., 2011). O aparecimento dos sinais e sintomas
€ mais comum durante dois periodos da vida: entre os 15 e 25 anos e entre os 50 e
60 anos de idade. Apresenta maior incidéncia em populagcdes americanas e
canadenses (4,6-4,7%) do que em populagbes africanas e asiaticas (0,4-0,7%)
(FEINGOLD e GRUNFELD, 2012).

A psoriase atualmente é reconhecida como uma doencga autoimune causada por
uma ativagao inapropriada do sistema imune celular, sendo caracterizada como uma
enfermidade papulo-escamosa, como consequéncia da hiperproliferacdo excessiva
dos queratindcitos e da formacao de um foco inflamatério. A sua patogenia envolve a
integracdo de leucdcitos infiltrados no tecido cutaneo (células T, neutrdfilos e
mastécitos), células residentes e uma variedade de citocinas pré-inflamatorias,
guimiocinas, fatores de crescimento e eicosanoides (NICKOLOFF e NESTLE, 2004;
KRUEGER e ELLIS, 2005).

Manifesta-se principalmente por lesdes cutaneas e, em alguns casos, apresenta
comprometimento das articulacbes (NESTLE, KAPLAN et al., 2009; FEINGOLD e
GRUNFELD, 2012).

As lesdes psoriaticas manifestam-se classicamente como placas bem
demarcadas, elevadas, eritematosas e cobertas com escamas prateadas
sobrepostas. As lesbes normalmente apresentam uma coloragéo acinzentada, sendo
bastante comum o desenvolvimento de hiperpigmentacdo cutanea poés-inflamatoéria
ap6s a remissdo das lesdes (COHEN, BARON et al.,, 2012). Geralmente essas

lesdes aparecem principalmente nos cotovelos, joelhos, couro cabeludo, umbigo e
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regido lombar; entretanto, em alguns casos, a psoriase se manifesta de forma
bastante particular, o que permitiu dividir a doengca em diversos tipos. O tipo mais
comum que se manifesta como placas classicas bem delimitadas principalmente nos
locais acima citados é a psoriase vulgar, responsavel por 90% dos casos da doenca
(GRIFFITHS e BARKER, 2007).

Os outros tipos sdo: gutata, pustular, invertida e eritematosa. A psoriase gutata
se manifesta por pequenas lesdes, de aproximadamente um centimetro, em forma
de gotas espalhadas por todo o tronco. A pustular € caracterizada por lesées com
pustulas dolorosas especialmente nas méos e nos pés. A mais severa é a forma
eritematosa, que acomete grande parte da superficie corporal por lesdes eritemato-
escamosas e pode estar associada com sintomas graves como insuficiéncia
cardiaca, representando risco de morte ao paciente. Psoriase ungueal € quando
essas lesbes acometem as unhas, na qual aparecem depressbes puntiformes ou
manchas amareladas principalmente nas unhas das méaos (GRIFFITHS e BARKER,
2007; IRLA, NAVARINI et al., 2012; JIN e WANG, 2013; MUMOLI, VITALE et al.,
2013).

A psoriase por si s6 € uma doenca complexa que ndo se manifesta apenas por
seus sinais fisicos, sendo bastante comum o aparecimento de sintomas
psicossociais e emocionais, 0 que acaba sendo o principal fator causador de
prejuizo na qualidade de vida dos pacientes. Muitas vezes as lesdes psoriaticas
aparecem em locais visiveis, podendo ainda ser acompanhadas de dor ou coceira;
0s pacientes acabam se incomodando com a impressdo que causam ao outro. E

comum as pessoas apresentarem problemas de autoestima, depressao, ansiedade e
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outras dificuldades psicolégicas que acabam por afetar o convivio social e a
aceitacao propria do paciente. Isso faz com que, apesar de a psoriase nao ser uma
doenca fatal, a diminuicdo na qualidade de vida seja tdo importante quanto a
observada em doencas como cancer e doencas cardiacas (BASAVARAJ, NAVYA et
al., 2011; OTUKI, REIS et al., 2011).

Assim como outras doencas inflamatérias crbnicas, a psoriase apresenta
comorbidade com outras doencas crbnicas. Diversos estudos clinicos tem relatado
uma forte associacdo entre psoriase e aterosclerose, diabetes tipo 2, sindrome
metabdlica envolvendo obesidade, dislipidemias e resisténcia a insulina, e ainda
doencas cardiovasculares e disturbios psicologicos (REICH, 2012).

Pacientes com psoriase podem desenvolver ainda artrite psoriatica, uma
espondiloartrite caracterizada por inflamacédo das articulagcbes que geram lesdes
articulares dolorosas e debilitantes, além das manifestacdes cutaneas. Essa
manifestacdo articular tem associacdo com a psoriase e é distinta da artrite
reumatodide, sendo normalmente negativa para o fator reumatéide. As estimativas da

prevaléncia da artrite psoriatica em individuos com psoriase variam desde 6% até

42%, dependendo da populacdo estudada (BOEHNCKE, KIRBY et al., 2013).

2.3.1 Imunopatogénese e alteracdes histopatoldgicas

Estudos sobre a resposta imunologica tém permitido uma nova definicdo da

doenca, aumentando a compreenséo dos processos de regulacdo da inflamacéo na

psoriase, mesmo que ainda néo totalmente elucidados. Desta forma, atualmente ha
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a certeza de que a quantidade e os tipos de citocinas, bem como os mediadores
inflamatoérios que séo sintetizados na pele lesionada sdo muito maiores do que se
tem admitido (BOWCOCK e KRUEGER, 2005).

Os eventos imunolégicos que contribuem para a patogénese da doenca
envolvem a desregulacdo de mediadores celulares envolvidos na resposta imune
capazes de modificar a estrutura da pele, levando a uma resposta inflamatéria
prolongada (PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al., 2012).

A psoriase € uma doenca mediada por estimulacdo persistente das células T
ativadas, com a participacdo tanto da imunidade inata quanto da adquirida. Diversos
fatores ambientais sdo capazes de ativar o sistema imune inato através de células
residentes como queratinécitos e células dendriticas (CD). Apds estimulos, os
gueratindcitos secretam citocinas como interleucina 1B (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral a (TNF-a), as quais séo capazes de ativar as CD (Figura 2
p. 30). Esses estimulos também promovem a liberacdo de peptideos antimicrobianos
(AMPs), como o peptideo catelicidina humana (LL-37), levando a formacgdo de um
complexo LL-37-DNA, o qual ativa as células dendriticas plasmocitdides e a
secrecdo de interferon a (IFN-a) por estas. INF-a também ativa células dendriticas
mieldides, que por sua vez migram até o linfonodo mais proéximo onde ativam
linfécitos T, iniciando a ativacdo do sistema imune secundéario (NESTLE, KAPLAN et

al., 2009; PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al., 2012).
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Figura 2. Formacao e evolucdo das placas psoriaticas.

Fonte: Adaptado de (Nestle, Kaplan et al. 2009).

Apoés a ativacdo das células dendriticas, inicia-se a cascata inflamatoria, com a
diferenciacdo dos linfocitos e, consequente, desenvolvimento da placa psoriatica
(LIMA EDE e LIMA MDE, 2011). Os principais linfocitos ativados na psoriase sao
linfocitos T helper TCD4+ tipo 1 (LThl), tipo 17 (LTh17) e linfécitos T citotoxicos
TCD8+ tipo 1 (LTcl). Quando ativadas, essas células sdo capazes de sintetizar e
liberar outras citocinas, dentre as quais estdo: IL-2, TNF-a, INF-y, além de fator
estimulador de colbnias de granuldcitos e leucocitos (GM-GSF) e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (NESTLE, KAPLAN et al., 2009; PERERA,

GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et al., 2012).
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Durante o processo de maturagéo, as células T produzem novas proteinas de
superficie que permitem sua passagem dos vasos para a pele, como o antigeno
associado ao linfécito cutaneo (CLA), molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) e
molécula de adesdo de células vasculares (VCAM-1), as quais contribuem para a
quimiotaxia de linfécitos T e B, assim como de neutrofilos e macréfagos para a
lesdo, por ativacdo do endotélio vascular. Sendo assim, uma vez ativados, 0s
linfécitos migram dos linfonodos para a pele onde ativam CDs e macrofagos,
sustentando a ativacdo do sistema imune inato. As CDs e macréfagos ativados
secretam IL-12 e IL-23 que estimulam a proliferagdo de LThl e LThl7,
respectivamente, estabelecendo assim, um ciclo vicioso de ativacdo do sistema
imune (NESTLE, KAPLAN et al., 2009; PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO,
PAOLA et al., 2012).

Ocorre a presenca de um grande numero de CD miel6ides na derme psoriatica
sugerindo que estas células podem desempenhar um papel critico na psoriase. CDs
atuam como células apresentadoras de antigenos e liberam IL-20 que estimula a
proliferacdo dos queratindcitos, e também Oxido nitrico o qual promove
vasodilatacdo. Secreta ainda IL-23, responsavel pelo aumento da proliferacdo de
LTh17, com consequente aumento na producéo de IL-22 e IL-6, as quais estimulam
a proliferacdo dos queratinécitos. TNF-a induz a expressdo de ICAM-1 dos
gueratinécitos e de VCAM-1 das células endoteliais, favorecendo e mantendo a
diapedese linfocitaria e a producdo de mediadores pro-inflamatérios e
qguimioatraentes tais como IL-8, IL-6 e IL-1. Na psoriase, o TNF também é

sintetizado em macrdéfagos, queratindcitos e células de Langerhans intraepidérmicas
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e se distribui por toda a epiderme, preferencialmente junto aos vasos sanguineos da
parte superior da derme (NESTLE, DI MEGLIO et al., 2009; NESTLE, KAPLAN et al.,
2009; COPPELLOTTI, FABRIS et al., 2012; PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO,
PAOLA et al., 2012).

As CDs provenientes de lesGes de psoriase ativam as células T para produzir IL-
17 e IFN-y, desse modo regulando positivamente o eixo IL-23/Th17. IL-17 interage
com o IFN-y para aumentar a sintese de citocinas proé-inflamatérias pelos
queratindcitos, como IL-6 e IL-8, aumentando o influxo de células T na pele, o que
contribui para a manutencdo da placa psoriatica. IFN-y juntamente com TNF e IL-20,
ativam os fatores de transcricdo envolvidos no processo inflamatério como STAT-1,
STAT-3 e fator nuclear kB (NF-kB) (PERERA, GAYATHRI K., DI MEGLIO, PAOLA et
al., 2012). .

Este processo imunoldgico com a participacdo de citocinas estimuladoras, como
IL-1, IL-6, IFN-y e a presenca de células T entre os queratindcitos, ativa uma
hiperproliferacdo epidérmica caracterizada pelo aumento em duas vezes do nimero
de mitoses e pela reducdo do ciclo dos queratindcitos em torno de oito vezes,
levando a uma maturagcdo incompleta. A sintese de lipidios para a formagédo dos
desmossomos pelos queratinécitos esta reduzido devido a um distirbio da
membrana plasmatica. Os linfécitos Tcl (CD8+) agridem o local das lesdes
psoriaticas pela liberacdo de citocinas e conseguem penetrar nos espagos
intercelulares dos queratindcitos, facilitando o processo inflamatorio observado na

psoriase (REDIGHIERI, MAIA TDE et al., 2011).
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ManifestagBes histopatologicas incluem renovacdo das células epidérmicas,
resultando em espessamento epidérmico marcante (acantose), com diminui¢do ou
perda do estrato granular, alongamento e engrossamento do estrato cOrneo
(hiperqueratose) e disfuncdo do processo de cornificacdo, com queratindcitos
contendo nudcleo no estrato cérneo (paraqueratose) e infiltracdo atipica de células
inflamatdrias na epiderme, chegando até a camada cornea. Além disso, 0 processo
de angiogénese é aumentado com a formacdo exagerada de novos vasos. A
proliferacdo dos queratinécitos é mediada por fatores de crescimento, como fator de
crescimento de queratinécitos (KGF) e fator de crescimento transformante (TGF-a e
TGF-B) (ALBANESI, DE PITA et al., 2007; FEINGOLD e GRUNFELD, 2012).

A formacdo de escamas e a ruptura da barreira protetora sdo causadas pela
diferenciacdo anormal dos queratindcitos e pela falha destes em se organizarem
normalmente, secretarem lipidios extracelulares e aderirem uns aos outros (LOWES,
BOWCOCK et al.,, 2007). Essas mudancas estdo associadas com a expressao
alterada de diversos componentes celulares. Na psoriase, a queratina, principal
componente dos filamentos intermediarios dos queratinécitos, é expressa de forma
anormal. Entre as queratinas expressas anormalmente, a queratina 17 (K17) é
bastante notavel, uma vez que ndo é expressa normalmente na epiderme saudavel,

mas é altamente expressa em lesdes psoriaticas (FU e WANG, 2012).

2.3.2 Tratamentos
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As opcoes de tratamento tradicionais para a psoriase incluem, para 0s casos
mais leves, terapias topicas (corticosteroides, analogos da vitamina D e retindides) e
fototerapia (UVB e PUVA), e para casos mais severos, terapias sistémicas
(Metotrexato retindides e Ciclosporina A). No entanto, todas as terapias existentes
possuem algum tipo de limitacdo (AFIFI, DE GANNES et al., 2005).

A melhor compreensao da imunologia cutanea permitiu grandes avancos em
relacdo ao desenvolvimento de novas terapias e aumentou o arsenal de agentes
disponiveis para o tratamento de doencas inflamatdrias cutaneas tanto na forma de
monoterapia quanto na forma de um esquema terapéutico que inclui diferentes
agentes utilizados simultaneamente (SKINNER, 2004).

Embora os estudos em busca da compreensdo da psoriase tenham evoluido
consideravelmente, a doenca ndo tem cura e os tratamentos utilizados tém o
objetivo de modificar a progressdo da doenca e reduzir os sinais e sintomas
(BAKER, COLEMAN et al., 2012). O indice de severidade e area da psoriase (PASI)
€ a ferramenta utilizada para avaliacdo da gravidade da doenca e leva em
consideracao o eritema, a espessura e grau de descamacao das lesdes, bem como
a area da superficie corporal envolvida (ABUABARA, WAN et al., 2013).

Dos agentes ja em uso na pratica clinica, os corticosteroides topicos ainda sao
os anti-inflamatorios mais empregados, devido aos seus efeitos sobre a resposta
imune e sua agao anti-inflamatoria. No entanto, o uso continuo dos corticosteroides
também é, frequentemente, acompanhado de efeitos adversos. Os principais
observados séo: alteracbes na pele (atrofia cutanea e diminuicdo do processo de

cicatrizacdo), osteoporose, atrofia muscular/miopatia, glaucoma, alteracdes do eixo
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HPA (hipotdlamo-pituitaria-adrenal), indugcdo do diabetes e hipertenséo
(NICKOLOFF e NESTLE, 2004; SCHOEPE, SCHACKE et al., 2006).

O sistema imune como alvo no tratamento de algumas condi¢des
dermatoldgicas e a compreensdo do mecanismo de acdo destes agentes permitiu a
transicdo da terapia classica com o0s corticosteroides topicos para a terapia com
agentes imunomoduladores (NICKOLOFF e NESTLE, 2004; SKINNER, 2004).

O tratamento tépico pode ser utilizado em monoterapia ou de forma combinada,
principalmente nas formas leves da psoriase. Ja nas formas moderadas a graves,
guando associado a fototerapia e/ou a terapia sistémica, pode acelerar a melhora
das lesdes e ocasionar maior conforto ao paciente. As substancias queratoliticas,
emolientes e umectantes sempre sdo incluidas no regime terapéutico, tanto
alternadamente com produtos ativos, quanto nas fases assintomaticas ou até
mesmo como adjuvantes (MASON, MASON et al., 2013).

Por via topica também séo utilizados analogos da vitamina D, que atuam sobre a
resposta imunoldgica, induzindo a apoptose pela ligacdo aos receptores de vitamina
D (TREMEZAYGUES e REICHRATH, 2011). Os inibidores de calcineurina
(Pimecrolimo e Tacrolimo) também s&o muito utilizados por provocarem menos
efeitos colaterais do que os corticosteroides e os analogos da vitamina D (AYER e
YOUNG, 2013).

O tratamento sistémico € representado principalmente pelo Metotrexato,
retindides orais e pela ciclosporina. O Metotrexato possui efeitos imunossupressores
e também atua na reducdo da hiperproliferacdo de queratindcitos, mas seu uso €&

limitado por causa de sua toxicidade, incluindo complicacdes no figado e rins
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(BAKER, COLEMAN et al., 2012; MIHELLER, KISS et al., 2013). Os retindides orais
(Acitretina e Isotretinoina) sdo analogos sintéticos da vitamina A, e sdo capazes de
interferir sobre o sistema imune, diferenciacdo e proliferagdo celulares. A
ciclosporina € um imunossupressor citotoxico, capaz de reduzir a migracao de
células T e de neutrofilos (RAUT, PRABHU et al., 2013).

Uma nova geracdo de agentes terapéuticos, chamados biolégicos, derivados da
tecnologia de DNA recombinante, tem sido desenvolvida nos ultimos anos, porém
nao se conhece exatamente seus efeitos em longo prazo (TONEL e CONRAD,
2009). Esses agentes nada mais sdo do que proteinas recombinantes criadas por
engenharia genética, incluindo: anticorpos monoclonais, proteinas de fusdo ou
citocinas humanas recombinantes. Nas duas primeiras categorias, estdo incluidos os
novos medicamentos ja aprovados para o tratamento da psoriase e da artrite
psoriatica no Brasil. Esses compostos sao capazes de bloquear, antagonizar ou
neutralizar alvos especificos do processo inflamatério (KIM, WEST et al., 2012). No
entanto, como a psoriase é uma doenca de natureza crbnica, muitos pacientes
requerem tratamento por um periodo muito longo e o alto custo do tratamento é o
gue pode limitar seu uso (AHN, GUSTAFSON et al.,, 2013; GARCIA-PEREZ,
STEVANOVIC et al., 2013).

Numerosos outros agentes biologicos estdo disponiveis e sédo classificados em
trés classes: agentes anti-células T (Efalizumab e Alefacept), agentes anti-TNF
(Infliximab, Adalimumab e Etanercept) e agentes anti-interleucina 12/23

(Ustekinumab) (BAKER, COLEMAN et al., 2012).
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Novas drogas estdo em desenvolvimento para o tratamento de pacientes com
psoriase, anti-TNF-a, anti-IL-17 e anti-IL 12/23. Entretanto, a minimizacdo da
toxicidade e aumento do custo/beneficio das terapias antipsoridticas ainda
representam um grande desafio clinico em termos de tempo, custos e inconveniente
(GARCIA-PEREZ, STEVANOVIC et al., 2013; PALFREEMAN, MCNAMEE et al.,
2013).

A fototerapia é uma opcao terapéutica indicada de forma isolada ou em
associacdo com agentes topicos e/ou sistémicos, com o objetivo de controlar a
doenca ou diminuir a dose dos medicamentos associados. Essa terapia possui
acOes anti-inflamatoéria e imunossupressora, além de ser capaz de diminuir a
proliferacdo celular (WONG, HSU et al., 2013). Pode ser utilizada com UVB de
banda estreita (UVB-NB) ou com PUVA, que consiste na associacao de Psoraleno e
radiacdo UVA (320-400 nm) (LAPOLLA, YENTZER et al., 2011).

A terapia fotodinAmica com a combinac¢ao de porfirina e irradiacédo de luz visivel
400-800nm (maior comprimento de onda em relagdo a UVA) parece representar uma
alternativa com menor risco cancerigeno, além de ter melhor penetragdo na pele

(SERRA, ZAMARRON et al., 2010).

2.4  Terapia Fotodinamica (TFD)

A luz tem sido empregada desde a antiguidade no tratamento de doencas. Por
3000 anos ¢ utilizada pelos humanos, conhecida no Egito, india e China (DANIELL e

HILL, 1991).
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A terapia fotodindmica é uma técnica em ascensdo ja aprovada para o
tratamento de diversas doencas, tendo como mecanismo baseado na citotoxicidade
das células proliferativas, onde uma reac¢do quimica, ativada pela energia da luz, é
utilizada para seletivamente destruir o tecido. (BADER, STEPP et al., 2013).

Esse processo € baseado na combinacdo de trés componentes:
fotossensibilizador que se acumula nas células; oxigénio molecular tecidual e fonte
de luz com comprimento de onda adequado que coincida com o espectro de
absorcdo deste agente utilizado. Esta ativacdo pela luz ocorre na presenca de
oxigénio e faz com que o agente fotossensibilizador passe de um estado de repouso
para um estado de ativacdo denominado singlete. Sendo assim, a reacao
fotoquimica resultante € capaz de iniciar uma sequéncia de eventos fotoquimicos e
fotobiol6gicos levando & destruicdo do tecido-alvo com a morte celular através
producdo de oxigénio singlete (BABILAS, et.al.2010 ; DANIELL e HILL, 1991;
DARLENSKI e FLUHR, 2013).

Durante a fotossensibilizacdo, o oxigénio se alterna entre diferentes estados
eletrbnicos: estados singlete SO, S1 e S2 e estados triplete T1 e T2, que surgem
como consequéncia da mecéanica quéntica do spin eletronico (Figura 3 pg. 39). O
estado de excitacdo singlete possui uma meia vida curta (cerca de 6 a 10 segundos)
e, nesta etapa, as moléculas podem retornar ao estado de repouso liberando energia
na forma de fluorescéncia ou progredir para um estado de meia vida longa chamado
triplete, responsavel por espécies fotoativas na geracado de produtos citotoxicos. O
estado triplete sofre dois tipos de reacdo. Na reacdo tipo I, o fotossensibilizador no

estado triplete excitado interage com moléculas de oxigénio, dando inicio a reactes
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fotoquimicas que originardo uma mistura complexa de espécies reativas de oxigénio,
h& geracédo de radicais livres extremamente reativos (SLOMP, 2012).

S&o dois tipos de reacdes que ocorrem na terapia fotodinamica. A reacao do
Tipo | € quando o oxigénio reage diretamente, quer com o substrato, quer com a
membrana celular ou uma molécula, transferindo um atomo de hidrogénio para
radicais de formulario; os radicais interagem com o oxigénio para produzir produtos
oxigenados (*O,). Alternativamente na reacdo Tipo Il, o sensibilizador ativado pode
transferir sua energia diretamente para o oxigénio, para formar oxigénio singlete
(*O,) - uma espécie de oxigénio altamente reativa (BOLOGNIA; JORIZZO, et al.

2012).
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Figura 3. Terapia Fotodinamica
Fonte: SLOMP, 2012.

As moléculas interagem com substratos biolégicos para formar espécies
reativas, como os radicais superoxido, hidroxila e peréxido, reacdo esta comum no
tratamento que envolve o 8-metoxipsoraleno e UVA, e ndo necessita de oxigénio. A

reacao tipica da TFD é a reacéao tipo Il. O mesmo fotossensibilizador no estado
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triplete excitado transfere a sua energia ao oxigénio no seu estado fundamental,
levando & produc&o de oxigénio singlete (*O,), que provocaré a destruicdo do tecido
irradiado. Devido as reacdes de transferéncia de energia serem mais rapidas do que
as reac0es de transferéncia de elétrons, o mecanismo tipo Il € geralmente favorecido
nas reacoes de foto-oxidagdo. Isso se d& quando ha geracdo de oxigénio singlete
onde as moléculas transferem sua energia para o oxigénio intracelular formando
oxigénio singlete altamente reativo e responsavel pela morte celular (BOLOGNIA;
JORIZZO, et al. 2012).

Os dois tipos de reacdo podem ocorrer simultaneamente. O triplete é o estado
fundamental e estavel da molécula, encontrado, preferencialmente, em qualquer
célula, e é pouco reativo, enquanto que o0 oxigénio singlete reage facilmente com
outras substancias (TOREZAN, 2009; WONG, HSU et al., 2013).

Como o tempo de vida do oxigénio singlete é muito curto (~ 2 us) e a distancia
gue alcanca na célula ndo ultrapassa 0,01 — 0,02 mm, esta espécie reage no seu
sitio de formacédo. O dano gerado é limitado ao local de concentracdo da molécula
do fotossensibilizador, sendo essa uma das principais vantagens da terapia
fotodindmica. As principais biomoléculas que sofrem acdo do oxigénio singlete
gerado sao os lipideos insaturados e acidos nucléicos, tendo como 0s principais
alvos na célula a mitocondria, membrana plasmatica, complexo de Golgi,
lisossomos, endossomos e reticulo endoplasmatico, indicando que uma das
principais agdes das reacgdes foto-oxidativas sdo as alteragcdes na permeabilidade
celular, provocando a morte do tecido por necrose ou apoptose (CASTANO, MROZ

et al., 2006; CHATTERJEE, FONG et al., 2008; PENG, LAl et al., 2010).
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A TFD foi planejada para causar uma reacgdo citotdxica no tecido, entretanto,
ocorre uma resposta pés-TFD envolvendo reagdo imune inflamatéria inata e
adaptativa para auxiliar na erradicagdo bem sucedida de células residuais (WONG,
TRACY et al., 2003; WONG, HSU et al., 2013).

Para atingir a eficacia da terapia fotodindmica o comprimento de onda de
absorcdo do fotossensibilizador € um importante parametro a ser considerado.
Normalmente na pele, a intensidade de absorcdo da luz diminui com a profundidade
das camadas cutaneas. A penetracdo da luz em 630 nm se da em cerca de 2 e 3
mm e aumenta para 5 a 6 mm com comprimento de onda mais longo (700 — 800
nm). Geralmente a luz é capaz de ativar no intervalo entre 600 e 800 nm.
Comprimentos de onda mais curtos ttm menor penetracdo em tecidos e sdo mais
suscetiveis de induzir fotossensibilidade cutanea. Comprimentos de onda acima do
limite de 900 nm podem penetrar profundamente na pele, além de gerar uma energia
gue ndo é suficiente para produzir oxigénio singlete (MELLISH, COX et al., 2002;
TAYLOR e GONZALEZ, 2009; CALZAVARA-PINTON, ROSSI et al., 2012).

A terapia fotodindmica € uma perspectiva no tratamento de diversas patologias
como opcéo de tratamento. Tem-se observado um grande interesse na aplicacéo
desta técnica na dermatologia, com indicacdo para tratamento de tumores e
atualmente esta sendo empregada no tratamento de doencas inflamatorias como na
psoriase, na acne, hiperplasia sebacea, entre outras (CASTANO, MROZ et al., 2006;

DARLENSKI e FLUHR, 2013).

2.5 Fotossensibilizador
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Fotossensibilizadores sdo compostos quimicos que, ao absorverem luz,
provocam alteracbes quimicas ou fisicas em outra substancia quimica. O
fotossensibilizador ideal para terapia fotodindmica precisa atender alguns critérios
como: estabilidade quimica, solubilidade em &gua, alto rendimento quéantico de
geracdo de 'O, ndo ser citotdxico no escuro, ter uma seletividade tecidual,
eliminacéo rapida e elevado coeficiente de absor¢do no comprimento de onda (600-
800nm) para penetrar nos tecidos mais profundos (YANO, HIROHARA et al., 2011).

Diversos fotossensibilizadores tém sido estudados para tratamento de doencas
como a psoriase, acne, lUpus, cancer de pele, além de diversas outras doencas
oncoldgicas e nao-oncoldgicas (BABILAS, SCHREML et al., 2010; FILIP, CLICHICI

et al., 2011).

2.5.1. Porfirina

Os fotossensibilizadores mais amplamente estudados sé&o as porfirinas, que séao
uma classe de compostos macrociclicos amplamente encontrados na natureza, com
enorme variedade de funcdes, desempenhando papel essencial no metabolismo de
organismos Vvivos. Sao muito utilizadas na terapia fotodinamica como agentes
fotossensibilizados por possuir estabilidade quimica e fotoquimica (BIESAGA,
PYRZYNSKA et al., 2000).

Sua versatilidade € uma das caracteristicas mais interessantes, sendo possivel

associar outros substituintes em um ou mais dos quatro atomos de carbono
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participantes das ligagdes metilicas dos anéis pirrdlicos, a fim de melhorar a eficacia
do fotossensibilizador (BIESAGA, PYRZYNSKA et al., 2000; BERG, SELBO et al.,
2005).

O primeiro fotossensibilizador a ser aprovado para o tratamento de Vvarios tipos
de céancer € uma preparacdo semi-purificada de porfirinas para uso injetavel,
comercialmente conhecida como Photofrin®. Sua primeira licenga para uso clinico
em terapia fotodinamica foi no Canada, em 1993, para o tratamento de varizes
esofagicas e cancer de bexiga, e desde entdo tem sido extensivamente descrito e
estudado. Atualmente j4 tem aprovacdo para uso clinico em paises como Japao,
Alemanha e Reino Unido, e tem indicacdo para diversas outras doencas além das ja
citadas, como o céancer de pulmdo e neoplasias de cabeca e pescoco. Esse
medicamento apresenta algumas desvantagens, como a baixa seletividade, a
necessidade de grandes quantidades de droga para se obter uma boa eficiéncia e a
elevada fotossensibilidade cutanea, a qual pode durar até seis semanas (ALLISON e
MOGHISSI, 2013; NOKES, APEL et al., 2013).

Apés o Photofrin®, outros fotossensibilizadores foram aprovados para uso em
terapia fotodindmica, os quais usualmente se baseiam na estrutura porfirinica. O
Visudyne®, um derivado monoacidico de uma benzoporfirina (BPD-MA), é outro
fotossensibilizador ja aprovado, sendo indicado para degeneragdo macular da retina.
O Levulan® (a4cido aminolevulinico), indicado para aplicacdo em queratose actinica,
€ um pro-farmaco precursor de porfirina (SUN e LEUNG, 2002; HONIGSMANN,
2013).

A porfirina utilizada no estudo Di-cis-Py+ (Figura 4) é uma molécula catibnica.
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Figura 4. lodeto de 5,10 -difenil — 15,20 (N-metilpiridino-4-il) porfirina (Di-cis-Py+).

A procura por novos fotossensibilizadores ideais é grande; o mesmo precisa
apresentar uma toxicidade intrinseca baixa ou ausente, a regido de absorcao precisa
permitir a penetracdo da droga no tecido, deve ser seletivo para o tecido alvo e,
assim, permitir que ocorra a fotoatividade nos alvos intracelulares.

Apesar disso, essa abordagem ainda nao atingiu os efeitos terapéuticos ideais
devido as limitacdes dos fotossensibilizadores atuais, o que incentiva a busca por
novos agentes. Para determinar a eficacia desses novos agentes para o uso clinico,
€ necessario primeiramente conhecer seu comportamento in vitro em células
saudaveis. Os queratindcitos, sendo um dos tipos celulares com participacédo
importante na resposta imune e no processo de cicatrizagdo da pele, comumente
sdo as células de escolha para avaliar a proliferacdo e a viabilidade celular em

tratamentos in vitro com fotossensibilizadores.



48

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do derivado porfirinico lodeto de 5,10 -difenil — 15,20 (N-
metilpiridino-4-il) porfirina (Di-cis-Py+) em modelo in vitro e modelos animais, como

uma possivel abordagem terapéutica na psoriase.

3.2 Objetivos especificos

v Avaliar se o fotossensibilizador porfirina Di-cis-Py+ apresenta atividade
somente apos a fotoativacao;

v Avaliar a acdo da Di-cis-Py+ na viabilidade celular em linhagem de
queratindcitos (HaCaT);

v Verificar a acdo anti-inflamatéria da Di-cis-Py+ no modelo de edema de
orelha induzido por 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA) em camundongos,
através da espessura da orelha, atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),
analise histoldgica e citocinas.

v Verificar acdo da Di-cis-Py+ em parametro inflamatorio no modelo por
multipla aplicacdo de 6leo de croton, através de espessura da orelha, MPO, NAG,

hitostologia e niveis de citocinas.
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v Avaliar a acdo da Di-cis-Py+ na hiperproliferacdo celular induzida no

modelo por mdltipla aplicacdo de 6leo de créton, através de imunohistoquimica e

Western Blott.
v Verificar a possivel acdo via sistémica da Di-cis-Py+.
v Verificar a possivel interacdo da Di-cis-Py+ com o0s receptores

glicocorticoides
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Drogas e Reagentes

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizados: etanol absoluto,
polietilenoglicol 400, perdxido de hidrogénio, acetato de sédio, Tween 20, cloreto de
sodio, hematoxilina, eosina, xilol, molibdato de sdédio, glicerol, glicina, metanol,
fosfato de sodio, cloreto férrico, sacarose, dextrana, 4-2-hidroxietilpiiperazina-1
(HEPES), Triton X-100, &cido fosfomolibdico, Tris-HCI (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil); acetona, fenol, dimetiformamida, citrato de sodio, &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), formaldeido, &cido acético glacial, Entellan e
parafina (Merck Biosciences, Alemanha). Dexametasona, Oleo de créton, 12-O-
tetradecanoilforbol acetato (TPA), mifepristona, hexadeciltrimetilamonio (HTAB),
tetrametilbenzidina (TMB), p-nitrofenil- N-acetil-B-D-glicosamina (NAG), fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), aprotinina, albumina de soro bovino (BSA), Ditiotreitol
(DTT), 1,4-bis(5-fenil-2-oxazolil)benzeno (POPOP), 2,5-Difeniloxazol (PPO), brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), gelatina, balsamo do canada e
cloreto de benzetdnio (Sigma-Aldrich Co., USA). Cetamina e xilazina (Syntec, Cotia,
Brasil). Anticorpo policlonal anti-PCNA (sc- 9857), anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (HRP — horseradish peroxidase, sc-2020) (Santa Cruz Biotechnology®,
EUA), kit substrato diaminobenzidina (DAB) para peroxidase (BD Biosciences

harmigen®, EUA). Meio dulbecco mem (DMEM), soro fetal bovino (SFB), tripsina
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(Cultilab, Campinas, Brasil) e estreptomicina/penicilina (Gibco, Life Technologies

Corporation, USA), DMSO (Sigma).

4.2 Fotossensibilizador

A Porfirina di-cis-piridil quaternizada (Di-cis-Py+) utilizada no estudo foi
sintetizada pelo grupo de pesquisa coordenado pelos professores Dr?. Sandra Mara
Woranovicz Barreira e Dr. Alan Guilherme Goncalves (Departamento de Farmacia-
UFPR).

Sua estrutura esta representada na Figura 4 pg.43.

4.3 Tratamentos com fotossensibilizacao

Para todos os tratamentos com luz tanto, in vitro quanto in vivo, a luz foi incidida
no comprimento de onda entre 400 e 800 nm (fornecido pela LumaCare LC-122A —
Figura 5), intensidade de 100 mW/cm?2. Este valor foi determinado através da
compilacdo dos dados publicados em outros trabalhos na area, bem como pela

validag&o da intensidade no laboratorio que forneceu a Di-cis-Py+.
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LumaCare
LC-122M

Figura 5. Lampada LUMACARE LC-122A, utilizada nos tratamentos para incidéncia de luz.

4.4 Cultivo celular

Foram utilizados queratinécitos humanos imortalizados (HaCaT), cultivados no
Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo, Dor e Febre, do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Estas células foram armazenadas em nitrogénio liquido e crioprotegidas por
DMSO (Sigma). O descongelamento foi realizado em banho-maria a 37°C por dois
minutos. Em seguida, as células foram transferidas para um tubo de centrifugacao
contendo 10 mL de meio Dulbecco MEM (DMEM - CINTILAB), suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab) e 1% estreptomicina-penicilina (GIBCO).
Esta mistura foi centrifugada a 1300 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
aspirado e o precipitado de células ressuspendido em 1 mL de DMEM suplementado
com 10% SFB. A suspensao de células resultante foi transferida para um frasco de
cultivo celular de 75 cm? contendo 10 mL de DMEM suplementado com 10% SFB, e

mantidas em estufa a temperatura de 37°C em atmosfera Umida contendo 5% de
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CO,. O crescimento celular foi monitorado em microscoépio invertido e o meio de
cultura trocado a cada 1-2 dias, conforme o tempo de duplicag&o celular.

Ao atingir confluéncia de aproximadamente 80%, o meio foi removido e as
células lavadas com solucao 0,05% de EDTA. Apds serem lavadas, as células foram
incubadas por 10 minutos a 37°C com a solugdo de EDTA a 0,05%. Os
queratinocitos foram entdo desaderidos com o auxilio da solucéo de tripsina / EDTA
1:250 (CULTILAB) durante aproximadamente 5 minutos. Em seguida, a tripsina foi
inativada com DMEM acrescido de SFB e as células em suspensdo foram
centrifugadas a 1300 rpm durante 5 minutos. Apdés retirar o sobrenadante, as células
foram ressuspendidas em 1 mL de DMEM.

Antes do plagueamento, foi retirada uma aliquota de 10 pL para avaliacdo da
viabilidade celular e contagem de células. As células foram contadas em camara de
Neubauer.

Foi adotada a densidade de 7x10° para células viaveis por garrafa, as quais
foram mantidas estufa umidificada com 5% de CO, a 37°C até o momento dos

experimentos posteriores.

4.5 Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular, apos o tratamento com diferentes concentragdes de Di-cis-

Py+, foi determinada através do ensaio colorimétrico MTT - brometo de 3-[4,5-

dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio.
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O ensaio de viabilidade celular através do método do MTT foi realizado de
acordo com Tada e cols. (1986), com algumas modificacdes (TADA, SHIHO et al.,
1986). O fundamento é que, quando a célula estd viavél, a atividade da
desidrogenase mitocondrial faz com que seja formado um complexo com o MTT
(formazan), possibilitando a leitura através da andlise colorimétrica. Foram
plaqueadas em placas de 96 pocos 7x10° células/poco. Apés 24 h, o meio foi
removido, lavado 2 vezes com PBS e as diversas concentracdes preparadas em
meio DMEM (1% SFB) foram adicionadas. Apos 24 e 96 h (ensaios distintos), 0 meio
foi removido, os pogos foram lavados com PBS e a solugdo de MTT (0,5 mg/mL) foi
adicionada em cada poc¢o (200 uL). Apds 4 h, a solucado de MTT foi removida e 200
ML de etanol 70° foi adicionado em cada poco. A absorbéancia foi lida a 570 nm em

um leitor de microplacas (EL808B, BioTech Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

4.6 Estudos de fotoativagéo in vitro

Para os testes in vitro, as células HaCaT foram plaqueadas (200 pL/pogo) em
placas de 96 pocos de fundo chato estéril (Corning) com 7x10° células por poco. As
células foram pré-incubadas por 24 horas em estufa umidificada com 5% de CO; a
37°C. Apés as 24 horas, as células foram tratadas com 200 pL por poco com
diferentes concentra¢cdes da Di-cis-Py+ (0,01 a 10 puM) diluidas em DMEM com
apenas 1% de SFB, a fim de controlar seu crescimento exponencial durante os
ensaios. Um grupo controle foi adicionado a cada placa, recebendo apenas meio

(DMEM com 1% de SFB).
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As células foram incubadas com diferentes concentragdes da Di-cis-Py+ por 4
horas (SERRA et al., 2010). Logo em seguida as células receberam a incidéncia de

luz, por determinado(s) tempo(s), de acordo com o tratamento aplicado.

4.6.1 Tratamento sem luz (fotoativacao)

Para avaliar a citotoxicidade da Di-cis-Py+, as células HaCat foram inicialmente
submetidas a experimentos no escuro. Para isso, as concentragdes (0,01 - 10 pM)
da Di-cis-Py+ foram aplicadas nas células e incubadas por 28 horas na auséncia de
luz, esse tempo foi 0 mesmo que as células ficaram em contato com a Di-cis-Py+
nos experimentos com fotossensibilizacdo. ApGs 28 horas de incubacgéo, 0 composto

foi removido e a viabilidade celular avaliada.

4.6.2 Tratamento com luz (fotoativagcédo) nos tempos de 10, 20 e 30 minutos

As células aderidas em placas com 96 pocos foram incubadas com a Di-cis-Py+
nas concentracbes de 0,01 a 1 puM durante 4 horas na auséncia de luz. ApGs o
tempo de incubacdo, nos tempos de 10, 20 e 30 minutos foi incidido a luz com
comprimento de onda entre 400 e 800 nm (lampada LumaCare LC-122A), na
intensidade de 100 mW/cm?, e incubadas por 24 horas na auséncia de luz. Apos

esse tempo o composto foi removido e a viabilidade celular avaliada.
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4.7 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
fémeas (25-35 g) proveniente do Biotério Central do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana, Curitiba (PR). Todos os animais foram mantidos
em temperatura de 22 + 2 °C, respeitando o ciclo claro/escuro de 12 horas, com livre
acesso a agua e racdo. Antes do inicio de cada experimento os animais foram
mantidos no laboratdrio por um periodo de pelo menos 48 horas para aclimatacao;
0s mesmos nao foram reutilizados em experimentos posteriores. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com as orientagOes estabelecidas para os cuidados
com animais de laboratérios, segundo normas do COBEA. O presente projeto foi
submetido a avaliacdo do comité de ética em experimentacdo animal do Setor de

Ciéncias Bioldgicas da UFPR, sob o CEUA n° 736.

4.8 Edema de orelha

O modelo de inducdo de edema de orelha em camundongos é utilizado em
estudos sobre processo inflamatorio cutaneo.

Esta metodologia € empregada inicialmente com o objetivo de verificar a
formacao de edema induzido pelo agente flogistico e, posteriormente, analisar outros
parametros relacionados ao processo inflamatério, a partir da retirada de amostras
teciduais (circulos de 6 mm de diametro da orelha do camundongo) apds a

eutanasia. O edema de orelha foi expresso como 0 aumento da espessura da orelha



57

dos camundongos em micrometros (um). A espessura da orelha foi medida antes e
apos a inducao do processo inflamatério com a utilizagdo de um micrébmetro digital
(Electronic Outside Micrometer DIGIMESS 0,25 mm - 0,001 mm). A medida foi
realizada proxima a extremidade medial da orelha direita, calculando-se a espessura
através da diferenca entre a medida inicial (basal) e a medida feita apds a aplicacao
do agente flogistico. Para minimizar variacbes de medida na técnica, 0s
experimentos foram realizados por um Unico experimentador.

Para aplicacdo dos agentes flogisticos, assim como o tratamento com a droga
de referéncia dexametasona ou a Di-cis-Py+, as substancias foram solubilizadas em
acetona e dissolvidas em um volume de 20 pL e entdo administradas por via topica
na face interna da orelha direita de cada animal (OTUKI, VIEIRA-LIMA et al., 2005).

Para os agentes flogisticos, dexametasona e a Di-cis-Py+, a acetona foi utilizada
como veiculo. Os seguintes grupos foram divididos: (Naive) animais que nao
receberam qualquer tratamento; (Veiculo) animais que receberam acetona apenas;
(Controle) animais que foram estimulados com agentes flogisticos mas nao foram
tratados com a Di-cis-Py+; (Porfirina) animais tratados com diferentes doses da Di-
cis-Py+; (Dexametasona) animais tratados com dexametasona na dose de
0,05mg/orelha, utilizada como farmaco de referéncia, apos a indugdo com agente

flogistico.

4.8.1 Edema de orelha agudo induzido pela aplicagéo de TPA
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Um dos constituintes ativos presente no 6leo da Croton tiglium L. é o 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). A aplicacao topica de ésteres de forbol, como o
TPA, na forma aguda, induz uma resposta de inflamacé&o cutanea, e quando
aplicado repetidas vezes nos animais induz uma resposta hiperproliferativa,
assemelhando-se, sob muitos aspectos, aos sinais de algumas doencas de pele
como a psoriase (GABOR, 2000).

Assim o processo inflamatorio cutéaneo foi induzido pela aplicacdo tépica de TPA
(2,5 pg) na orelha direita de camundongos em um volume de 20 pL de acetona
(0,125 mg/mL). A Di-cis-Py+ em diferentes doses (0,01 - 0,3 mg/orelha), assim como
a droga de referéncia dexametasona (0,05 mg/orelha), foram aplicados na orelha
dos animais em seguida a aplicacdo do TPA nos grupos experimentais. Logo apos a
administracdo dos tratamentos, a luz foi incidida durante 20 minutos a 100mW/cm?.
A espessura da orelha foi verificada antes (basal) e 6 horas ap6s a inducdo do
processo inflamatdrio (DE YOUNG, KHEIFETS et al., 1989). Apds 6 ou 24 horas, 0s
animais foram eutanasiados e amostras teciduais das orelhas (6mm) foram
coletadas e submetidas a avaliacdo dos niveis de citocinas, a analise histoldgica e
avaliagdo da enzima mieloperoxidase (MPO).

Para controle dos experimentos onde a Di-cis-Py+ recebeu a fotoativacéo todos
0S outros grupos do experimento foram anestesiados e receberam a incidéncia de

luz durante 20 minutos a 100mW/cm?>.
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4.8.2 Modelo de edema induzido por multiplas aplicacdes de Gleo de croton

Para avaliar o efeito anti-inflamatério cutaneo pré-estabelecido e a atividade
antiproliferativa da Di-cis-Py+, foi utilizado o modelo por multipla aplicacdo de 6leo
de croton, o qual promove um processo inflamatorio cutaneo com parametros que se
assemelham a caracteristicas de doencas inflamatdrias crénicas, mimetizando
aspectos clinicos e histopatoldgicos de psoriase. A inflamacéo da pele neste modelo
€ persistente e tem sido (til para avaliar se 0os compostos aplicados séo capazes de
reverter ou proteger uma lesdo inflamatoria existente (DE VRY, VALDEZ et al.,
2005). Dessa forma, a Di-cis-Py+ foi avaliada frente a um processo inflamatorio ja
estabelecido.

O processo inflamatério foi estabelecido ap6s multiplas aplicacbes de 6leo de
croton (0,4 mg/orelha em 20 pL de acetona) em dias alternados durante 9 dias. O
tratamento com Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha), teve
inicio a partir do quinto dia de experimento sendo aplicado por via tépica cada 24
hora, durante 4 dias consecutivos. Logo apds a administracéo dos tratamentos a luz
foi incidida durante 20 minutos a 100mW/cm?, a espessura da orelha foi avaliada 6 e
24 horas apos a aplicacao (Figura 6 p. 56) (STANLEY, STEINER et al., 1991).

No 9° dia de experimento os animais foram eutanasiados e amostras teciduais
(6mm) das orelhas foram coletadas, pesadas e submetidas a avaliagdo dos niveis
de citocinas, atividades de mieloperoxidase (MPO), n-acetil-B-D-glucosaminidase
(NAG) e fixadas para avaliagcéo histolégica bem como para determinagédo dos niveis

de expresséao da proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacéo celular).
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Para controle dos experimentos onde a Di-cis-Py+ recebeu a fotoativacéo todos

0s outros grupos do experimento foram anestesiados e receberam a incidéncia de

luz durante 20 minutos a 100mW/cm?>.

Espessura da orelha
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Créton

Oleo de
Créton
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TRATAMENTO

Amostras
retiradas

Figura 6. Delineamento experimental do modelo de edema induzido por multiplas aplicacdes de 6leo

de créton

4.9 Ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da enzima MPO é utilizada como indicativo da presenca de

leucocitos polimorfonucleares no tecido inflamado. Para a avaliacdo da atividade da

enzima MPO foi utilizada a metodologia de Bradley e colaboradores (1982)

modificada por De Young e colaboradores (1989). As amostras de tecido (circulos de

6 mm de tecido) das orelhas dos camundongos submetidos ao modelo agudo e
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modelo por multipla aplicagdo foram pesadas e adicionadas a 0,75 ml de tampéao
fosfato de sédio 80 mM (pH 5,4), contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio (HTBA)
e homogeneizadas por 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em microtubos e
adicionado a 0,75 ml de tampéao fosfato (anteriormente descrito). As amostras (1,5
ml) foram colocadas em microtubos e centrifugadas a 11.200 x g a 4 °C por 20 min.
Triplicatas de 30 ul do sobrenadante foram colocadas em placas de 96 pocos,
adicionando 200 ul de uma mistura contendo 100 pl de tampéo fosfato de sédio 80
mM (pH 5,4), 85 ul de PBS 0,22 M (pH 5,4) e 15 ul de perdxido de hidrogénio
0,017% em cada poco. A adicédo de 20 pl de tetrametilbenzidina.HCI (TMB) 18,4 mM
dissolvida em uma solu¢do aquosa de dimetilformamida a 8%, promove o inicio da
reacdo. Posteriormente a placa foi incubada a 37°C por 3 min, adicionando 30 ul de
acetato de sodio 1,46 M (pH 3,0) em cada poco para interromper a reacdo. A
atividade enzimética foi determinada colorimetricamente usando leitor de placas
(Bio-Tek Multi-Mode Microplate reader Synergy HT) cuja leitura da absorbancia sera

feita a 620 nm, sendo expressa em mDO/amostra.

4.10 Ensaio da atividade enzimatica da N-acetyl-B-D-glucosaminidase

(NAG)

A avaliacdo da atividade da enzima NAG é utilizada como indicativo da presenca
de leucocitos mononucleares e foi realizada, assim como a MPO, a partir de
amostras de orelhas de camundongos oriundas do modelo da multipla aplicacéo de

6leo de croton (SANCHEZ e MORENO, 1999). As amostras de tecido (circulos de 6
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mm de tecido da orelha dos camundongos) foram adicionadas a 750 pL de solugao
de fosfato de sé6dio 80 mM (pH 5,4) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamonio
(HTAB) e homogeneizado por cerca de 45 s a 0°C. O homogenato foi decantado em
microtubos e foram adicionados 750 pL do tampao anteriormente descrito. As
amostras (1,5 mL) foram adicionadas em microtubos e centrifugadas a 12000 x g a
4°C por 15 min. Triplicatas de 25 pL do sobrenadante foram colocadas em placas de
96 pocos e posteriormente foi adicionado 100 puL de tampé&o citrato 50 mM (pH 4,5).
A reacéo foi iniciada pela adicdo de 25 pL da solugéo de p-nitrofenil-acetamida-p-D-
glicopiranosideo (NAG- 2,24 mM) em &agua ultra pura (MilliQ — Millipore). A seguir a
reacao foi incubada a 37°C por 1 h e interrompida pela adicdo de 30 pL de tampéo
glicina 200 nM (pH 10,4) em cada poco. A atividade enzimética foi determinada por
colorimetria usando um leitor de placas (BioTek Ultra Microplate reader EL 808), cuja
leitura foi realizada na absorbancia de 405 nm e os resultados expressos como

mDO/amostra (SANCHEZ e MORENO, 1999).

4.11 Quantificacao de Citocinas

Para avaliar os efeitos do tratamento topico com Di-cis-Py+ sobre a producéo de
citocinas proé-inflamatérias foi realizada a quantificacdo de TNF-a, IL-1p3 e IL-6 nas
orelhas dos camundongos. As amostras teciduais (6 mm) foram homogeneizadas
em tampéao especifico (PBS, 0,05% de Tween 20, 0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de
cloreto de benzametdnio, 10 mM de EDTA, 2 pg/mL de aprotinina, 0,5% de BSA e

0,4 M de NaCl) na proporcéo de 20% peso/volume e o homogenato centrifugado a
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3000 g & 4 °C por 10 min. No sobrenadante, a concentracdo de proteinas de cada
amostra foi verificada através do método de Bradford. A determinacéo dos niveis de
citocinas foi realizada através de kit de ensaio de imunoadsorvente ligado a enzima
(ELISA) (Ready-Set-Go®, eBioscience). Os anticorpos de captura respectivos para
IL-6, TNF-a e IL-1B8 foram diluidos para a concentracdo de uso de acordo com o
fabricante do Kit, adicionados 100 pl/poco em placa de 96 pocos e incubados
overnight. Apos incubacéo, os pocos foram lavados (o conteudo dos pocos foram
aspirados e lavados trés vezes com 400 pl/poco de tampao de lavagem (PBS,
0,05% de Tween) e a placa esgotada sobre papel toalha, adicionado 300 ul de
tampéao de bloqueio (PBS, 1% BSA, 5% Sacarose, 0,05 mM NaNO3) e incubado por
1 h. A placa foi lavada (como descrito anteriormente) e as amostras (100 pl) foram
incubadas. Apés 2 h, a placa foi lavada e adicionada 100 ul de streptavidina diluida
(1:200) em PBS + 1% de BSA em cada po¢o e incubado por 20 min no escuro. A
placa foi lavada, incubada por 20 min no escuro com 100 ul/poco de solucéo
substrato (TMB + H202). A reacéao foi encerrada com a adicéo de 50 pl da solucéo
de parada (H’SO* 1M). A densidade 6ptica foi determinada a 450 nm e a 550 nm,

sendo o resultado expresso pela diferenga entre a segunda e a primeira leitura.

4.12 Avaliacéo do tecido cutaneo através da analise histoldgica

As amostras de orelhas, coletadas dos camundongos submetidos aos modelos
anteriormente citados, foram fixadas em solucdo de Alfac (85% alcool 80° GL, 10%

formaldeido 40% e 5% acido acético) por um periodo de 16 h, sendo em seguida
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conservadas em alcool 70% até inicio do processo de desidratacdo As orelhas foram
entdo desidratadas em uma bateria seriada de alcool e xilol, emblocadas em
parafina, e seccionados em cortes de 5 um e colocados sob laminas de vidro. Os
cortes foram, entédo, hidratados em xilol e uma sequéncia decrescente de etanol, em
seguida, corados com hematoxilina e eosina (RECIO, GINER et al.,, 2000). Para
coloragdo com HE, as laminas foram expostas a hematoxilina de Harris durante 1,5
min e em seguida lavadas em agua corrente por 10 min. As laminas foram, entéo,
lavadas em dois banhos de 4gua destilada e em seguida expostas a eosina por 2
min e desidratadas. Apds o ultimo banho de xilol, as laminas foram montadas com
Balsamo do Canada e laminula. A infiltracdo de leucdécitos, o0 edema e a espessura
da epiderme foram avaliados em é&reas representativas com aumento de 200x e/ou
400x. A quantificacdo da celularidade presente na derme e espessura da epiderme
foram realizadas através da contagem dessas células e da espessura (um) por
campo com aumento de 400x, sendo analisados dez campos de trés cortes
histolégicos distintos de cinco animais por grupo. As analises foram realizadas com
auxilio do software ImageJ (Image Processing and Analysis in Java, Bethesda,
Maryland, USA). A média de cada animal foi utilizada para a constru¢éo do gréfico e

analise estatistica (OTUKI, VIEIRA-LIMA et al., 2005).

4.13 Verificacdo e quantificacdo da expressdo do antigeno nucelar de

proliferacéao celular (PCNA) por Imunohistoquimica.
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Para analisar o efeito da Di-cis-Py+ sobre a celularidade da epiderme foi
realizada a andlise imunohistoquimica para verificar a expressao de marcador
celular como marcador de proliferacédo celulares. Um desses marcadores é o PCNA
gue foi descrito como marcador da atividade proliferativa (EINSPAHR, XU et al.,
2006). Para verificar expressdao de PCNA, amostras de orelhas de animais
submetidos ao modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo mdultipla de 6leo
de croton foram processadas conforme descrito no item anterior. Os cortes
histolégicos obtidos foram montados em laminas gelatinizadas (gelatina tipo A e
cromo alimem) contendo uma solu¢cdo de albumina 1%. As laminas foram
reidratadas em uma bateria seriada de concentracBes de xilol-alcool hidratado e
seguidas de banho de PBS. As laminas foram entdo submetidas a um banho de
glicina (0,1 M) para o bloqueio dos radicais aldeidos, H,O, (3%) em metanol para
blogueio da peroxidase enddégena e PBS/BSA (1%) para bloqueio dos sitios
inespecificos. Em seguida os cortes foram incubados com o anticorpo primario anti-
PCNA (1:100) durante duas horas a temperatura ambiente em camara Umida. Apos
banho com PBS, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado
com peroxidase (1:100) durante uma hora a temperatura ambiente e em camara
Umida. As laminas foram lavadas com PBS e incubadas com kit contendo o
cromégeno DAB durante 15 min. Em seguida, as laminas foram lavadas,
contracoradas com hematoxilina e desidratadas em uma bateria seriada de alcool
hidratado-xilol, seguidas da montagem com balsamo do Canada e laminula. A
presenca de ceélulas imunopositivas para o marcador PCNA foi quantificada em

areas representativas com aumento de 400x em microscopio optico. A quantificacado
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foi realizada através da contagem do numero de células imunopositivas por campo,
sendo analisados 10 campos de 3 cortes histologicos distintos de 5 animais de cada
grupo utilizando o software ImageJ 1.46R, em aumento de 400x. A média de cada

animal foi utilizada para a construcdo do gréfico e analise estatistica.

4.14 Avaliacdo dos niveis da proteina PCNA pelo ensaio de Western Blot

Com o objetivo de avaliar a proliferacdo celular, apés a aplicacdo mdultipla de
Oleo de Croton, foi utilizada a técnica de Western Blot para quantificacdo da
expressdo da proteina PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) na pele de
camundongos. Para tal, amostras (circulos de 6 mm de diametro de tecido da orelha
dos camundongos) foram coletadas no dia 9 apdés o tratamento crénico com a
aplicacdo multipla de Oleo de Créton para avaliagéo dos niveis de PCNA. A fracéo
total dos extratos de amostras de orelhas, obtida como descrito anteriormente, foi
submetida a eletroforese em gel desnaturante e SDS-poliacrilamida (12,5%), sendo
logo depois transferida para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C Extra
Amersham Biosciences (GE Healthcare). Ap6s a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com solucdo de leite em po (5%) e posteriormente incubada com
anticorpo policlonal para PCNA (Santa Cruz Biotechnology, EUA). A visualizacéo
das proteinas foi realizada utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a
peroxidase e as bandas imunorreativas foram visualizadas usando-se kit de aumento
de quimioluminescéncia (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) e filme

radiografico, segundo recomendacdes do fabricante.
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4.15 Edema de orelha agudo induzido pela aplicacdo de TPA com

tratamento de Di-cis-Py+ no lado oposto

Com o intuito de verificar se a Di-cis-Py+ apresentava agao sistémica, foi
induzido o processso inflamatorio pela aplicacdo de TPA como descrito no item 6.8.1
e na sequéncia realizado o tratamento topico. A Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) e a
dexametasona (0,05 mg/orelha, utilizada como droga de referéncia) foram
administrados na orelha oposta da inducdo com TPA. Logo apds a administracao
dos tratamentos foi incidida a luz durante 20 minutos a 100 mW/cm?. Assim como o
TPA, as drogas testadas também foram dissolvidas em 20 pL de acetona. A
variacdo da espessura da orelha foi avaliada 6 horas apés a aplicacdo do agente

flogistico (TPA) (DE YOUNG, KHEIFETS et al., 1989).

4.16 Ensaio de Reversdo por Antagonista Corticosterdides (RU486 -

Mifepristona)

Para verificar o possivel envolvimento dos receptores de corticosteréides na
acdo anti-inflamatoria e antirproliferativa da Di-cis-Py+, os animais foram pré-
tratados com o antagonista farmacol6gico RU486 (mifepristona) (50 mg/kg, sc) ou
com seu veiculo Polietilenoglicol 400 (PEG400) e, apdés 30 minutos foi induzido o
edema de orelha pela aplicacdo de TPA como descrito no item 4.8.1 e na sequéncia
realizado o tratamento topico com Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) fotoativada e

dexametasona (0,05 mg/orelha). A espessura da orelha foi utilizada como indicador
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do processo inflamatério e para avaliar a possivel reversdo causada pelo

antagonista (PINTO, MORAIS et al., 2010).

4.17 Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrédo da média).
A significancia estatistica entre os grupos foi avaliada por andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Newman-Keuls e de duas vias,
seguida do teste post-hoc de Bonferroni, dependendo do ensaio realizado. Para
dados nao-paramétricos, foi utilizado qui-quadrado. O nivel de significancia aceito
para os testes é de P < 0,05. Todos os testes foram realizados utilizando o software

estatistico GraphPad Prism 5.0, S&o Diego, California, EUA.
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5 RESULTADOS

Os estudos pré-clinicos, in vitro e in vivo, de acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria visam definir os perfis farmacologico e toxicolégico de possiveis
medicamentos. S&o obtidas informacdes preliminares sobre a atividade
farmacoldgica e seguranca da nova molécula estudada. O uso de métodos
alternativos in vitro em substituicdo a estudos in vivo, desde que validados e aceitos
internacionalmente, s&o recomendados (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A fim de determinar a eficacia de um novo agente para o uso clinico, &
importante, primeiramente, conhecer seu comportamento in vitro. Através da
viabilidade celular pode-se verificar quais concentragcbfes sdo capazes de causar
danos a célula, por sua vez minimizando, posteriormente, 0 uso de animais

(SVENSSON, ROPKE et al., 2012).

5.1 Modelo in vitro

5.1.1 Tratamento com fotossensibilizador Di-cis-Py+ sem fotoativagcao

Quando se esta a procura de um fotossensibilizador ideal para terapia
fotodinAmica, este precisa atender alguns critérios; entre eles, ndo apresentar
citotoxicidade no escuro (CASTANO, DEMIDOVA et al., 2004; 2005; JOSEFSEN e

BOYLE, 2008; YANO, HIROHARA et al., 2011).
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Figura 7. Avaliagdo da viabilidade das células da linhagem HaCat ap0s tratamento da
Di-cis-Py+ sem fotoativagdo. As células foram tratadas nas diferentes concentracdes de
Di-cis-Py+ (0,01; 0,03; 0,1; 0,3, 1, 3 e 10 uM). Apés 28 horas, a porcentagem de células
vidveis foi determinada através do método de MTT. Os simbolos indicam o0s niveis de
significaAncia. *** P <0,001 quando comparado com o grupo de Controle (C), o qual foi
tratado somente com meio DMEM 1%.

O primeiro ensaio com Di-cis-Py+ avaliou a viabilidade celular sem a incidéncia
de luz. As células foram incubadas com diferentes concentracdes da Di-cis-Py+
(0,01; 0,03;0,1; 0,3, 1, 3 e 10 uM) por um periodo de 28 horas. A viabilidade celular
foi mensurada através do ensaio colorimétrico do MTT e os resultados mostraram
que, sem a fotoativagéo, Di-cis-Py+ diminuiu a viabilidade das células HaCaT nas
concentracbes de 3 e 10 yM em 49,9 + 6% e 81,7 + 2,8%, respectivamente, quando
comparadas com o grupo controle (Figura 7). Estas concentracdes (3 e 10 uM) se

mostraram citotdxicas independente da fotoativacgéo.
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5.1.2 Tratamento da Di-cis-Py+ com fotoativacéao

De acordo com os resultados obtidos na auséncia de luz, foram escolhidas as
concentracfes para uma curva no teste com fotoativagéo. As concentragdes (3 e 10
MM) que reduziram a viabilidade celular independente da fotoativacdo foram
excluidas do experimento subsequente.

A viabilidade celular da HaCaT foi avaliada apds a pré-incubacao com diferentes
concentracfes da Di-cis-Py+ (0,01; 0,03; 0,1; 0,3 e 1 uM) por um periodo de 4 horas
na auséncia da fotoativacdo. Logo em seguida, nos tempos de 10, 20 e 30 minutos,
foi incidida a luz no comprimento de onda entre 400 a 800 nm na intensidade de 100
mW/cm2. A viabilidade celular foi mensurada através do ensaio colorimétrico de

MTT.
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Figura 8. Avaliagdo da viabilidade das células da linhagem HaCat ap0s tratamento da
Di-cis-Py+ com fotoativagdo. As células foram pré-tratadas com diferentes concentracdes
da Di-cis-Py+ (0,01; 0,03; 0,1; 0,3 e 1 uM) por 4 horas na auséncia de luz. Em seguida foi
incidida a luz nos tempos de 10 (A); 20 (B) e 30 (C) minutos. Apés 24 horas a quantidade de
células viaveis foi determinada através do método de MTT. Os simbolos indicam os niveis
de significancia. *** P <0,001 quando comparado com o grupo de Controle (C) o qual foi
tratado somente com meio DMEM 1%.

De acordo com os resultados obtidos nos trés tempos de incidéncia de luz, todas

as concentracdes foram capazes de causar reducéo na viabilidade celular (Figura 8).



73

No tempo de 10 minutos com a incidéncia de luz (Figura 8A) todas as
concentracOes foram capazes de reduzir a viabilidade celular, sendo a concentracéo
de 0,3 pM a que causou maior reducao da viabilidade em 87,3+ 1,3%.

Quando as células foram expostas no tempo de 20 minutos com a incidéncia de
luz (Figura 8B) todas as concentracdes também foram capazes de reduzir a
viabilidade celular sendo a concentracdo de 1 yM com menor reducéo da viabilidade
celular em 83,3 £ 0,9%.

Apéds 30 minutos de incidéncia de luz (Figura 8C) semelhante aos outros tempos
ocorreu uma reducgdo da viabilidade celular em todas as concentragdes, sendo 0,3
MM que causou maior reducdo em 83,8 £ 1,6%.

De acordo com Tabela 1 verifica-se a reducdo da viabilidade celular de cada

concentracdo em células de linhagem HaCaT nos tempos do tratamento.

Reducéo da Viabilidade Celular (%)

10 minutos 20 minutos 30 minutos

0,01 33,8+11,4 63,3 +2,8 59,5 +15,8
0,03 63,5 +11,6 80,9 +1,3 81,1+2,0
0,1 81,2+2,0 86,8 +1,5 85,1 +1,6
0,3 87,3+1,3 82,3+1,0 83,8 1,6
1 86,5 +0,6 83,3 0,9 82,5+1,6

Tabela 1. Porcentagem de inibicdo celular ap6s tratamento com Di-cis-Py+ fotoativada
(0,01 - 1 pM) nos tempos de 10, 20 e 30 minutos.
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5.2 Avaliac&o de parametros inflamatérios no modelo de edema de orelha

induzido por 12-O-tetradecanoilforbol acetato (TPA).

Esse ensaio foi realizado para verificar de que forma a Di-cis-Py+ atuaria in vivo,
utilizando modelos mais especificos para avaliar alguns parametros que podem estar
relacionados com a Psoriase.

Primeiramente foi realizado um screening para avaliar a acdo anti-inflamatéria da
Di-cis-Py+, através do modelo agudo de inflamacéo induzido por TPA em animais

Swiss.

5.2.1 Efeitos da Di-cis-Py+ sem fotoativacdo no edema agudo de orelha

induzido pela aplicacéo de TPA

Como descrito anteriormente, um agente fotossensibilizador ideal é aguele que
nao apresenta atividade na auséncia de luz. Dessa forma, primeiramente, o0s
experimentos foram realizados na auséncia de fotoativacdo, com o objetivo de
verificar se poderia ocorrer alguma atividade do agente fotossensibilizador sem a

mesma.
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Figura 9. Efeito da Porfirina Di-cis-Py+ sem fotoativacdo aplicada por via toépica em
edema de orelha agudo. Efeito da Di-cis-Py+ na concentracdes de 0,01 a 0,3 mg/orelha e
da dexametasona 0,05 mg/orelha (Dexa) (droga de referéncia), quando aplicados por via
topica. As barras verticais representam a meédia * E.P.M. (n=5-10). Os simbolos
representam o nivel de significAncia quando comparados ao grupo controle (C) no qual os
animais receberdo apenas o agente flogistico. **P<0,01.

Apoés 6 horas do tratamento com a Porfirina em estudo, ndo ocorreu a reducao
do edema quando comparada ao grupo controle, o qual recebeu somente o agente

flogistico (Figura 9).

5.2.2 Avaliagéo da Di-cis-Py+ com fotoativagdo no modelo de edema agudo

de orelhainduzido pela aplicagéo de TPA

Apés verificar que a Di-cis-Py+ ndo apresentou agdo quando a mesma nao
recebeu a fotoativacdo, foi feita uma curva de doses apos fotoativacdo da Di-cis-

Py+.
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A Di-cis-Py+, quando ativada por 20 minutos, apresentou uma redugcdo no
edema de orelha no modelo agudo induzido pela aplicacdo de TPA, mostrando
diferenca nas doses de 0,0003 mg/orelha — 0,3 mg/orelha, em comparac¢ao ao grupo
controle (Figura 10A). A aplicacado da Di-cis-Py+ foi capaz de alterar o edema na
orelha dos animais, apresentando inibicdo méaxima (Imax) de 81,3 + 2,8% (P<0,001)
na dose de 0,3 mg/orelha e DE50 de 2.3 10™ mg/orelha (9.10® a 5.9.10 mg/orelha)
(Figura 10C). A droga de referéncia (dexametasona) também foi capaz de alterar do

edema em 93,4 + 1,5% (P<0,001).

Na Figura 10A é possivel observar que, apdés o estabelecimento do processo
inflamatorio agudo, tanto a Di-cis-Py+, quando fotoativada, quanto a dexametasona
impediram a formac&do do edema, mostrando a capacidade da Di-cis-Py+, quando
fotoativada, em impedir o efeito edematogénico provocado pela aplicacdo tépica de

TPA na dose de 2,5 pg/orelha.

De acordo com a Figura 10B, a aplicacéo tépica de TPA promoveu 0 aumento
da atividade da enzima MPO no tempo de 24 horas. Este aumento ndo foi observado
no grupo tratado com Di-cis-Py+, quando fotoativada, por 20 minutos, a qual
demonstrou uma inibicdo maxima de 80,8+ 4,5% (P<0,001) na dose de 0,01
mg/orelha. A atividade da enzima MPO ¢é utilizada como indicativo da presenca de
leucocitos polimorfonucleares no tecido inflamado. Assim pode-se dizer que a Di-cis-
Py+ inibiu o infiltrado de polimorfonucleares de forma semelhante a dexametasona,

a qual inibiu a atividade da enzima em 83,1 + 3,2% (P<0,001).
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Figura 10. Efeito da aplicagcdo topica de Di-cis-Py+ no modelo de inflamagdo aguda
induzida por TPA. Acéo da Di-cis-Py+ nas doses de (0,01; 0,03; 0,1; 0,3 mg/orelha) sobre a
formacdo do edema (A), atividade da enzima MPO (B) e DEs, (C) induzidos pela aplicacéo
topica de TPA. O grupo controle recebeu o agente flogistico (TPA 2,5ug/orelha), O grupo
veiculo foi tratado topicamente. O tratamento com as doses de Di-cis-Py+ e dexametasona
(0,05 mgl/orelha) foram aplicados logo ap6s a aplicacdo do agente flogistico, seguido pela
incidéncia de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm, na
intensidade de 100 mW/cmz2. O edema nas orelhas foi medido 6h apos a indugdo com o
TPA. Foram coletadas amostras das orelhas 24h apés a inducdo e homogeneizadas em
HTAB. A partir do sobrenadante o ensaio da MPO foi realizado para avaliagdo da atividade
enzimatica. As barras representam a média + EPM para (n = 6-10). Os simbolos indicam os
niveis de significancia para: ** P <0,001 quando comparado com o grupo naive(N), ndo
tratado. *** P <0,001. **P<0,01 quando comparado ao grupo controle (C).

Para confirmar o efeito da Di-cis-Py+, quando fotoativada, sobre a migragéo de
células inflamatérias para o local inflamado, amostras das orelhas foram submetidas
a analise histoldgica.

Nas fotos representativas de cortes histolégicos (Figura 11A) observa-se, que 0
grupo com aplicacdo do TPA apresenta um intenso infiltrado inflamatoério dérmico, o

gual n&o ocorre nos grupos tratados com a Di-cis-Py+, quando fotoativada.
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ApOs o tratamento com a Di-cis-Py+, quando fotoativada, a dose de 0,1
mg/orelha reduziu o infiltrado celular em 66,9+1,5% e o grupo dexametasona

reduziu em 68,5+1,2% (Figura 11B).
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Figura 11. Avaliagdo histologica do efeito da Di-cis-Py+ no modelo de inflamagéo
aguda induzida por TPA. Foram coletadas amostras das orelhas 24h apds a inducéo e
coradas com hematoxilina-eosina. (A) fotos representativas foram tiradas a partir de laminas
coradas (aumento de 200 - 400x / escala 200-50um) e analisadas. Avaliacdo da celularidade
através do numero total de nucleos corados com HE em células da derme (B). Barras
representam a média + EPM para (n = 6-10). Os simbolos indicam os niveis de significancia
para: *** P <0,001 quando comparado ao grupo controle (C); " P <0,001 quando
comparado ao grupo naive (N), ndo tratado com a Porfirina.

5.2.3 Efeitos da Di-cis-Py+ fotoativada na liberacdo de citocinas apés a

inducao por TPA

Outro parametro avaliado no modelo de inflamacgéo aguda foi o nivel de citocinas
pré-inflamatérias. O tratamento com diferentes doses da Di-cis-Py+, quando
fotoativada, por via topica inibiu significantemente a liberagdo das citocinas TNF-a,

IL-1B e IL-6 induzida pela aplicacéo topica de TPA (2,5 pg/orelha).
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Figura 12. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de TNF-a no modelo de
inflamacdo aguda induzida por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos
animais pela administracédo tépica de TPA. O grupo controle recebeu o agente flogistico
(TPA 2,5ug/orelha) O grupo veiculo (V) foi tratado topicamente com acetona. O Grupo
Naive(N). O tratamento com as doses de Di-cis-Py+ (0,01 — 0,3 mg/orelha) e dexametasona
(0,05 mg/orelha) foram aplicados logo ap0s a aplicagdo do agente flogistico, seguido pela
incidéncia de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm, na
intensidade de 100 mW/cmz2. ApGs 6 horas da aplicacdo do agente flogistico, amostras de
tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a quantificacdo dos niveis de TNF-a por Kit
ELISA. As barras representam a média £+ EPM (n=6). Os simbolos representam o indice de
significAncia quando comparados 0s grupos tratamento com o grupo controle (C) ou veiculo
(V), respectivamente. *** P<0,001, ** P<0,01 e * P<0,05. (N) representa o grupo naive.

A Di-cis-Py+, quando fotoativada, promoveu a maior inibicdo da liberacdo de
TNF-a de 98,6 £ 1,4% (P<0,001) na dose de 0,01mg/orelha; a dexametasona inibiu

em 54,4 + 13,5% (P<0,01) (Figura 12).
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Figura 13. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de IL-6 no modelo de
inflamacdo aguda induzida por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos
animais pela administracédo topica de TPA. O grupo controle recebeu o agente flogistico
(TPA 2,5ug/orelha). O tratamento com as doses de Di-cis-Py+ (0,01 — 0,3 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados logo apés a aplicacdo do agente flogistico,
seguido pela incidéncia de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm,
na intensidade de 100 mW/cmz2. Apoés 6 horas da aplicagédo do agente flogistico, amostras de
tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a quantificacao dos niveis de IL-6 por ELISA.
As barras representam a média + EPM (n=6). Os simbolos representam o indice de
significAncia quando comparados 0s grupos tratamento com o grupo controle (C) ou veiculo
(V), respectivamente. *** ###P<0,001. (N) representa o grupo naive

Os niveis de IL-6 retornaram a valores basais na dose 0,3 (mg/orelha) pela
aplicacdo da Di-cis-Py+, quando fotoativada, enquanto a dexametasona promoveu

inibicdo maxima de 88,1 + 4,3 % (P<0,001) (Figura 13).
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Figura 14. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de IL-18 no no modelo de
inflamagdo aguda induzida por TPA. O processo inflamatério foi induzido na orelha dos
animais pela administracédo tépica de TPA. O grupo controle recebeu o agente flogistico
(TPA 2,5ug/orelha). O tratamento com as doses de Di-cis-Py+ (0,01 — 0,3 mg/orelha) e
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados logo apés a aplicacdo do agente flogistico,
seguido pela incidéncia de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm,
na intensidade de 100 mW/cm2. Apés 6 horas da aplicacédo do agente flogistico, amostras de
tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a quantificacdo dos niveis de IL-1B por
ELISA. As barras representam a média £+ EPM (n=6). Os simbolos representam o indice de
significAncia quando comparados 0s grupos tratamento com o grupo controle (C) ou veiculo
(V), respectivamente. ~ **P<0,001 (N) representa o grupo naive.

De maneira semelhante as citocinas anteriores, a liberagdo de IL-1f3 teve uma
inibicdo maxima de 94,0+ 2,4% (P<0,001) na dose de 0,3mg/orelha da Di-cis-Py+,
qguando fotoativada, enquanto que a dexametasona promoveu inibigdo maxima de

65,1 + 5,8% (P<0,001) (Figura 14).
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5.3. Modelo de edema induzido por multiplas aplicac6es de 6leo de créton

5.3.1 Efeito da Di-cis-Py+ sem fotoativacao

Apos verificar que a Di-cis-Py+ reduziu varios parametros inflamatérios no
modelo de edema agudo provocado por TPA, e que a Psoriase é uma doenca de
cunho inflamatoério crénico com aumento da proliferacdo de queratindcitos, foi
necessario aprofundar o estudo em modelo que mimetiza processos de
hiperproliferacdo, como é o caso do modelo de inflamatério induzido por multiplas
aplicacdes de Oleo de Croton.

De forma semelhante aquelas realizadas nos experimentos anteriores, antes de
iniciar os testes com fotoativacdo, os experimentos foram realizados sem a
fotoativacdo, com o intuito de confirmar se a Di-cis-Py+ tem acdo sem fotoativacao.

A dose de 0,1mg/orelha foi escolhida baseada nos resultados anteriores os
guais foi mostrada a semelhanca entre as doses maiores.

Quando aplicado na orelha do animal, o Oleo de Créton é capaz de promover
aumento da sua espessura e, com a multipla aplicacdo, pode-se observar o
estabelecimento do edema com um intenso infiltrado celular e um espessamento da
epiderme. O 6leo de créton foi aplicado durante todo o experimento em dias
alternados. A partir do 5° dia os tratamentos com Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) e
Dexametasona (Dexa, 0,05 mg/orelha) foram realizados, 1 vez ao dia, até o final do
experimento (9 dias) sem a incidéncia de luz. Os animais foram mantidos na
auséncia de luz para que ndo ocorresse interferéncia da luz externa. O edema foi

avaliado sempre 6 e 24 horas ap6és a aplicacédo do Oleo de Croton.
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Conforme a Figura 15, observou-se que, ap0s o tratamento com Di-cis-Py+ na
dose de 0,1mg/orelha sem fotoativacdo ndo ocorreu alteracdo na espessura da
orelha de forma semelhante ao grupo controle. Isso corrobora experimentos
anteriores nos quais a Di-cis-Py+ necessita de fotoativacdo para apresentar

atividade.

TRATAMENTO

5007 _o CONTROLE
= PORFIRINA 0,1 mglorelha
-+~ DEXAMETASONA 0,05 mglorelha

A Espessura orelha (um)

Dias

Figura 15. Efeito da Di-cis-Py+ induzido por multiplas aplica¢gdes de 6leo de créton. O
processo inflamatério cronico foi induzido com a aplicacdo topica de 6leo de créton (0,4
mg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. A Di-cis-Py+ (0,1mg/orelha) e a
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicadas topicamente a partir do quinto dia (1 vez ao
dia). A medida da espessura da orelha foi avaliada diariamente. Os valores estdo expressos
como média + EPM (n=10). ***p< 0,001; representa o nivel de significancia em relacdo ao
grupo controle.
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As fotos representativas de corte histolégico (Figura 16A) indicam que o modelo
com multiplas aplicacdes de 6leo de créton leva a um processo inflamatoério, com
espessamento acentuado da epiderme e na derme um intenso infiltrado inflamatorio
mononuclear dérmico.

Conforme as Figuras 16 B e C verifica-se de forma semelhante ao grupo
controle o aumento da espessura da epiderme e celularidade, confirmando que a Di-

cis-Py+ ndo apresenta atividade quando nédo recebe a fotoativacao.
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Figura 16. Analise do efeito da Di-cis-Py+ sem fotoativacdo sobre alteracdes
histologicas no modelo de indugcdo de inflamagdo crénica mediado por aplicagdes
multiplas de 6leo de créton. As amostras foram coletadas no 9° dia de experimento e
processadas de acordo com o procedimento de histologia para coloracdo de hematoxilina-
eosina (A). Fotos representativas foram tiradas a partir de laminas coradas (aumento de
200-400x / escala 200-50um) e analisadas. Avaliacdo da celularidade através do ndmero
total de nucleos corados com HE em células da derme (B). Espessura da epiderme avaliada
em imagens coradas com HE (C). Barras representam a média + EPM para (n = 6-10). Os
simbolos indicam os niveis de significancia para: *** P <0,001 quando comparado ao grupo
veiculo.

5.3.2 Efeito da Di-cis-Py+ com fotoativagéo

Conforme descrito anteriormente, os animais receberam o mesmo tratamento,
porém agora com incidéncia de luz. Neste caso a partir do 5° dia de experimento 0s
animais foram tratados com a Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) e Dexametasona (Dexa,
0,05 mgl/orelha). Logo apos os tratamentos, todos 0s grupos receberam a incidéncia
de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm na intensidade
de 100 mW/cm?2 uma vez ao dia até o final do experimento. O edema foi avaliado

sempre 6 e 24 horas ap06s a aplicacdo do Oleo de Créton. Os grupos naive e veiculo
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ndo receberam Oleo de Créton; no entanto, o grupo veiculo recebeu acetona
(diluente dos tratamentos).

A Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi capaz de reduzir o edema pré-estabelecido
pela multipla aplicacdo de Oleo de Croéton, 6 horas apds o primeiro dia de tratamento
(5° dia de experimento), assim como a Dexametasona. Esta reducéo foi observada
até o final do experimento, atingindo a reducdo maxima de 50,9 £ 6,9 % (P<0,001)
no terceiro dia de tratamento (7° dia de experimento) e 43,6 + 10,2% (P<0,001) no
Gltimo dia de tratamento (9° dia de experimento). Ja a dexametasona reduziu 70,8 *

10,2 % (P<0,001) no ultimo dia de tratamento (Figura 17).
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Figura 17. Efeito da Di-cis-Py+ no edema induzido pela aplicacdo multipla de 6leo de
croton. O processo inflamatorio crénico foi induzido com a aplicagéo topica de 6leo de créton
(0,4 mg/orelha) em dias alternados durante 9 dias. Di-cis-Py+ (0,1mg/orelha) e dexametasona
(0,05 mg/orelha) foram aplicados topicamente, em seguida foi incidida a luz por 20 minutos no
comprimento de onda entre 400 e 800 nm na intensidade de 100 mW/cm2 em todos 0s grupos.
O tratamento ocorreu durante 5 dias (1 vez ao dia) a partir do quinto dia do inicio da aplicacéo
do Oleo de créton e a espessura da orelha medida diariamente. Os valores estdo expressos
como média + EPM (n=10). ***p< 0,001; **p< 0,01; "*p< 0,001 representam o nivel de
significancia em relacdo ao controle e Naive que representa o0 grupo néo tratado que recebeu
somente a luz.

Da mesma forma que a MPO é expressa em neutréfilos ativados, a enzima NAG
€ expressa nos lisossomos de células mononucleares, como macréfagos ativados.
Sua atividade pode ser quantificada indireta e colorimetricamente (DEAN, HYLTON

et al., 1979; SANCHEZ e MORENO, 1999).
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Figura 18. Efeito tépico da Di-cis-Py+ no modelo de inducdo de inflamacédo crbnica
mediado por aplicagdes multiplas de 6leo de créton, e avaliacdo da atividade das
enzimas MPO e NAG. O oleo de créton foi aplicado em dias alternados, durante nove dias.
Os tratamentos com a Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha), dexametasona (0,05 mg/orelha) com
incidéncia de luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e 800 nm, comecaram
no quinto dia de experimento, uma vez ao dia. A espessura da orelha foi medida diariamente.
No ultimo dia de experimento as amostras da orelha foram coletadas e homogeneizadas em
HTAB. A partir do sobrenadante foram realizados os ensaios para as atividades enzimaticas
da MPO (A) e NAG (B). Os valores estdo expressos como meédia + EPM (n=10). Simbolos
indicam os niveis de significancia para:* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 quando comparado
ao grupo controle; ### P <0,001 quando comparado ao grupo naive, nao tratado.
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A administracdo multipla de 6leo de créton no modelo de edema crénico também
promoveu o0 aumento da atividade das enzimas MPO e NAG, as quais sao utilizadas
como indicativo de migracado celular para o foco inflamatorio. O tratamento tépico
com a Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi capaz de inibir a atividade da enzima
MPO, apresentando inibigdo maxima de 15 + 6,1% (P<0,01) (0,1 mg/orelha), assim
como a dexametasona a qual promoveu inibicdo de 30,7 + 2,3% (P<0,001) (Figura
18A).

Assim como a MPO, o tratamento tépico com a Di-cis-Py+, quando fotoativada,
foi capaz de inibir a atividade da enzima NAG apresentando inibicdo maxima de 43,4
+11,2% (P<0,05) (0,1 mg/orelha), assim como a dexametasona a qual, promoveu
inibicdo de 73,2 £ 10,5 % (P<0,001) (Figura 18B).

A hiperproliferacdo da epiderme € outra caracteristica do modelo de edema de
orelha induzido pela multipla aplicacdo de 6leo de croton e esta relacionada com
doencas de pele hiperproliferativas, como a psoriase.

A andlise através das fotos representativas do corte histolégico, mostra o
espessamento acentuado da epiderme e derme, infiltrado inflamatério mononuclear
dérmico no grupo controle, a aplicacdo tépica de 0,1 mg/orelha de Di-cis-Py+,
guando fotoativada, foi capaz de reduzir o espessamento da epiderme, o infiltrado
inflamatério dérmico chegando quase aos parametros do grupo que recebeu

tratamento com a dexametasona (Figura 19A)
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A aplicacdo topica de 0,1 mg/orelha de Di-cis-Py+, quando fotoativada, bem
como de 0,05 mg/orelha de dexametasona, foram capazes de reduzir tanto o
espessamento da epiderme quanto a celularidade.

De acordo com a Figura 19B a reducdo na celularidade foi de 46,6+1,4%
(P<0,001) no grupo tratado com a porfirina Di-cis-Py+, quando fotoativada, enquanto
0 grupo dexametasona reduziu em 53,8+1,8% (P<0,001).

A espessura da epiderme foi mensurada, de acordo com a Figura 19C, ocorre
reducdo na espessura de 79,2 = 0,7 (P<0,001) no grupo tratado com a porfirina Di-
cis-Py+, quando fotoativada, ja o grupo dexametasona reduziu a espessura em 80,7

+0,8% (P<0,001).
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Figura 19. Imagens representativas da andlise histolégica do efeito da Di-cis-Py+
sobre alteracdes histolégicas no modelo de inducédo de inflamacéo crénica mediado
por aplicacdes miultiplas de 6leo de croton. As amostras foram coletadas no 9° dia de
experimento e processadas de acordo com o procedimento de histologia para coloracéo de
hematoxilina-eosina (A). Fotos representativas foram tiradas a partir de laminas coradas
(aumento de 200-400x / escala 200-50um) e analisadas. Avaliacdo da celularidade através
do numero total de nucleos corados com HE em células da derme (B). Espessura da
epiderme avaliada em imagens coradas com HE (C). Barras representam a média + EPM
para (n = 6-10). Os simbolos indicam os niveis de significAncia para: *** P <0,001 quando
comparado ao grupo veiculo; ### P <0,001 quando comparado ao grupo haive, nao tratado
com a Porfirina.
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Através da contagem dos nucleos corados, verificam-se alteracdes no numero
de células nos grupos tratados com a Di-cis-Py+, quando fotoativada,
complementando os resultados observados nos ensaios de edema e atividade das
enzimas MPO e NAG.

Outro parametro avaliado no modelo crbnico para confirmar a agao
antiinflamatoria da Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi avaliar os niveis de citocinas
pro- inflamatdrias induzidas pela mdltipla aplicacdo de Oleo de créton que est&o
presentes no processo de Psoriase.

O tratamento tépico com a Di-cis-Py+, quando fotoativada, inibiu os niveis das
citocinas TNF-q, IL-13 e IL-6.

A Di-cis-Py+, quando fotoativada, promoveu inibicdo da liberacdo de TNF-a em
99,6+ 0,4% (P<0,001) na dose de 0,1mg/orelha, assim como a dexametasona(0,05

mg/orelha) inibiu a niveis basais (Figura 20).
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Figura 20. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de TNF-a no modelo de
inflamac&o induzido pela mdltipla aplicacdo de Oleo de créton. O processo inflamatorio
foi induzido com a aplicagéo tépica de Oleo de créton (0,4 mg/orelha) em dias alternados
durante 9 dias. Di-cis-Py+ (0,1mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados
topicamente, em seguida foi incidida a luz por 20 minutos no comprimento de onda entre
400 e 800 nm na intensidade de 100 mW/cm2 em todos os grupos. O tratamento ocorreu
durante 5 dias (1 vez ao dia) a partir do quinto dia do inicio da aplicagédo do 6leo de créton e
a espessura da orelha medida diariamente. No dltimo dia de tratamento as amostras de
tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a quantificacdo dos niveis de TNF-a por Kit
ELISA. As barras representam a média £ EPM (n=6). Os simbolos representam o indice de
significancia quando comparados com o grupo naive ** P<0,00 e com o grupo controle
***P<(0,001.

A inibicdo dos niveis de IL-1B foi de 70,1 + 2,5% (P<0,001)na dose 0,1
(mg/orelha) pela aplicagao da Di-cis-Py+, quando fotoativada, durante os 5 dias de
tratamento, enquanto a dexametasona promoveu inibicdo de 63,3 = 6,5% (P<0,001)

(0,05 mgl/orelha) (Figura 21).
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Figura 21. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de IL-1 no modelo de
inflamac&o induzido pela mdltipla aplicacdo de Oleo de créton. O processo inflamatorio
cronico foi induzido com a aplicacdo topica de Oleo de croton (0,4 mg/orelha) em dias
alternados durante 9 dias. Di-cis-Py+ (0,1mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha)
foram aplicados topicamente, em seguida foi incidida a luz por 20 minutos no comprimento
de onda entre 400 e 800 nm na intensidade de 100 mW/cm2 em todos os grupos. O
tratamento ocorreu durante 5 dias (1 vez ao dia) a partir do quinto dia do inicio da aplicacédo
do éleo de créton e a espessura da orelha medida diariamente. No Gltimo dia de tratamento
as amostras de tecido (6 mm) foram retiradas e utilizadas para a quantificagdo dos niveis de
IL-18 por ELISA. As barras representam a média + EPM (n=6). Os simbolos representam o
indice de significancia quando comparados com o grupo naive “* P<0,00 e com o grupo
controle **P<0,001.

De maneira semelhante, a inibicdo dos niveis de IL-6 foi de 96,3 + 3,7%
(P<0,001) na dose 0,1 (mg/orelha) pela aplicacao da Di-cis-Py+, quando fotoativada,
durante os 5 dias de tratamento, enquanto a dexametasona promoveu inibicdo a

niveis basais (Figura 22).
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Figura 22. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada sobre os niveis de IL-6 no modelo de
inflamac&o induzido pela multipla aplicacéo de Oleo de créton O processo inflamatorio foi
induzido com a aplicacao topica de 6leo de créton (0,4 mg/orelha) em dias alternados durante 9
dias. Di-cis-Py+ (0,1mg/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados
topicamente, em seguida foi incidida a luz por 20 minutos no comprimento de onda entre 400 e
800 nm na intensidade de 100 mW/cm2 em todos os grupos. O tratamento ocorreu durante 5
dias (1 vez ao dia) a partir do quinto dia do inicio da aplicacao do 6leo de créton e a espessura
da orelha medida diariamente (A). No ultimo dia de tratamento as amostras de tecido (6 mm)
foram retiradas e utilizadas para a quantificacdo dos niveis de IL-6 por ELISA. As barras
representam a média £ EPM (n=6). Os simbolos representam o indice de significancia quando
comparados com o grupo naive **P<0,00 e com o grupo controle ***P<0,001.

Para confirmar que o efeito sobre a espessura da epiderme ocorre através da
atividade antiproliferativa, os cortes histologicos foram submetidos a analise
imunohistoquimica para a verificacdo do marcador de proliferacdo celular PCNA
(Figura 23A).

A aplicacdo do Oleo de créton promoveu um aumento no numero de células
positivas para PCNA e esse aumento foi reduzido pela aplicacdo topica de Di-cis-

Py+, quando fotoativada, assim como pela aplicacdo da dexametasona,
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apresentando uma diminuicdo no numero de células positivas para PCNA de 46,3 +

2,0% (P<0,001) e 36,3 + 3,3% (P<0,001), respectivamente (Figura 23B)

Naive Controle

Luz
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Figura 23. Efeito da Di-cis-Py+ fotoativada (0,1 mg/orelha) sobre a expresséo
epidérmica de PCNA induzida pela aplicacdo multipla de 6leo de croton. A andlise foi
realizada através de imunohistoquimica e a quantificacao realizada através da contagem
das células positivas para PCNA com aumento de 400x em dez campos distintos de cada
corte histolégico de seis animais de cada grupo. As barras verticais representam a média +
EPM (n=6). Os simbolos representam o nivel de significAncia quando comparado ao grupo
controle (C) ou naive (N), respectivamente.*** *#pP<0 001.

Com o intuito de confirmar a reducédo proliferacao celular apés o tratamento da
Di-cis-Py+, quando fotoativada, a quantificacdo do PCNA foi realizada (Figura 24A).
O grupo controle apresentou aumento dos niveis protéicos de PCNA os quais foram
reduzidos no grupo que recebeu o tratamento com a Di-cis-Py+, quando fotoativada,
em 17,4 £ 3,9% (P<0,001). Da mesma forma, o grupo dexametasona apresentou

reducdo dos nives de PCNA em 21,8 + 7,5 % (P<0,001) (Figura 24B).
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Figura 24. Avaliacdo da proliferagdo dos niveis de antigeno nuclear de proliferacéo
celular (PCNA) no modelo com multipla aplicacdo de Oleo de cr6ton. Homogenatos de
orelhas induzidas com Oleo de créton (controle) e tratadas com Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) e
dexametasona (0,05mg/kg). (A) Representacdo do niveis protéicos de PCNA (B) diagrama
com quatificacdo de imunoblots. Os simbolos representam o nivel de significancia quando
comparado ao grupo naive (N) e grupo controle. **P<0,01 , * P<0,05, respectivamente.
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5.4 Avaliacdo do possivel efeito sistémico da administragcédo topica de Di-

cis-Py+, quando fotoativada.

ApoOs os resultados obtidos, mostrou-se interesse em verificar se ocorre uma
possivel acdo sistémica da Di-cis-Py+, quando fotoativada.

Porém conforme, Figura 25 A, apds 6 horas do inicio do tratamento na orelha
oposta a induzida com TPA, ndo ocorreu reducdo do edema conforme visto
anteriormente em todos os tratamentos com Di-cis-Py+, quando fotoativada. Ja o
grupo dexametasona 29,2 + 8,5% pode-se verificar uma ac¢éo significativa quando
comparado ao grupo controle

ApOs 24 horas (Figura 25B) do tratamento, verificou-se uma reducéo do edema
significativa mais elevada do grupo dexametasona em 89,7 = 2,8% quando
comparado ao grupo controle, 0 que ndo acontece com o grupo Di-cis-Py+, quando

fotoativada, mantendo o edema.



104

A oo- 6 Horas B 24 Horas
400 -
E B
g — g __
p = 300
= 29,2+ =
o 8,5% 2
[=] * [+]
fd © 200 1
7 5
o a
a o
i o 1001 80,7+
w w 2,8%
<] <] * ok
0
Controle 0.1 0,05 Controle 0.1 0,05
Porpirina Dexa P°:P'r':‘ha D;exam
{mg/orelha) (mg/orelha) (mg/orelha) (mg/orelha)
TPA 25 pg/orelha TPA 25 pg/orelha
20 min luz 100mW/cm? 20 min luz 100mW/cm?

Figura 25. Efeito da aplicacdo topica de Di-cis-Py+ em orelha oposta no modelo de
inflamagdo aguda induzida por TPA. O grupo controle recebeu o agente flogistico (TPA
2,5ug/orelha) para inducéo do processo inflamatorio. O tratamento com a dose de Di-cis-Py+
(0,1 mgl/orelha) e dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados na orelha oposta a
aplicacdo do agente flogistico, seguido pela incidéncia de luz por 20 minutos no
comprimento de onda entre 400 e 800 nm, na intensidade de 100 mW/cm2. O edema na
orelha foi medido 6 h (A) e 24 h (B) apds a indu¢do com o TPA. As barras representam a
média + EPM para (n = 6-10). Os simbolos indicam os niveis de significancia para:* P<0,05;
*** P <0,001 quando comparado com o0 grupo controle.

5.5 Avaliacdo da interacdo da Di-cis-Py+ fotoativada com o0s receptores

glicocorticoides.

Uma vez que as respostas verificadas até o momento com a Di-cis-Py+, quando
fotoativada, mostraram-se eficazes em todos os parametros de maneira semelhante
a efichcia da dexametasona, tornou-se interessante investigar se a Di-Cis-Py+,
guando fotoativada, estaria agindo por mecanismos parecidos com o0s dos

glicocorticoides.
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Figura 26. Reversdo da atividade antiedematogénica de Di-cis-Py+ fotoativada e
dexametasona pela mifepristona. A Di-cis-Py+ (0,1 mg/orelha) fotoativada e a
dexametasona (0,05 mg/orelha) foram aplicados por via tépica imediatamente ap6s o TPA.
A mifepristona (50 mg/Kg, s.c.) foi administrada 30 minutos antes dos tratamentos. Veiculo:
polietilenoglicol 400, utilizado para a diluicho da mifepristona. As barras verticais
representam a média + EPM (n=7-10). O aumento da espessura da orelha foi verificado 6
horas apds a aplicagdo do TPA. Os simbolos representam o nivel de significAncia quando
comparados ao grupo TPA+Mifepristona ou aos grupos pré-tratados com mifepristona,
respectivamente ***, ### P<0,001.

Na tentativa de identificar um possivel alvo do mecanismo de acdo da Di-cis-
Py+, quando fotoativada, a mifepristona (antagonista dos receptores de
glicocorticoides) foi administrada por via subcutédnea nos animais, 30 minutos antes

dos tratamentos. A aplicacéo tépica de TPA promoveu um aumento significativo na
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espessura das orelhas dos animais, as quais nao sofreram alteracdo com a
administracao do veiculo (PEG 400) por via subcutanea.

Como observado na Figura 25, a aplicacdo topica da Di-cis-Py+, quando
fotoativada, e da dexametasona inibiram a formacdo de edema em 84,2 = 3,4%
(P<0,001) e 42,8 + 14,8% (P<0,001), respectivamente, sendo que o pré-tratamento
com mifepristona foi capaz de inibir a resposta antiedematogénica somente da
dexametasona, promovendo reversao total do efeito observado. Esse efeito néo
acontece com a Di-cis-Py+, quando fotoativada, mostrando uma acéo
edematogéncia semelhante & dexamentasona, porém sua acdo ndo ocorre através

de receptores corticosteroidess.
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6 DISCUSSAO

Psoriase é uma doenca inflamatoria crénica sendo conhecida como a mais
prevalente das doencas autoimunes em humanos. Sua etiologia ainda € pouco
compreendida; acredita-se que seja resultado de varios fatores complexos como
fator genético, disfuncdo imune, meio ambiente e rompimento da barreira da pele
(BELGE, BRUCK et al., 2014; RAYCHAUDHURI, MAVERAKIS et al., 2014).

O tratamento dos pacientes com psoriase € selecionado de acordo com o tipo e
a gravidade do quadro. Quando ocorre um quadro leve, o tratamento consiste na
aplicacao de corticosterodides topicos. Nos casos mais graves, um dos tratamentos €
a irradiacdo com luz ultravioleta B (UVB), a qual tem efeito imunossupressor,
afetando a proliferacdo e diferenciacdo de queratindcitos. Se ndo houver resposta
terapéutica, outra opgéo € a luz UVA associada ao psoraleno (PUVA), que penetra
mais profundamente que a radiacdo UVB. A maioria 0s pacientes com psoriase
severa necessita de terapia oral com medicamentos sistémicos. A primeira classe de
medicamentos utilizados para o tratamento da psoriase por via oral sdo 0s
imunossupressores como metotrexato e ciclosporina. Os agentes biolégicos sédo o0s
medicamentos mais recentes para psoriase, 0s quais interferem nas vias de
patogénese da doenca principalmente através da inibicdo na atividade de TNF-q,
como Adalimumab, Infliximab e Etanercept (VILLASENOR-PARK, WHEELER et al.,
2012).

As opcoes terapéuticas sdo inimeras e frequentes avancos tém sido feitos com

tratamentos sistémicos, terapias topicas assim como também fototerapia e terapia
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fotodinamica. No entanto, todas as terapias existentes possuem limitagdes distintas.
(BAKER, COLEMAN et al., 2012; MARTHA-ESTRELLA GARCIA-PEREZ, 2012).

A fototerapia local tépica com PUVA (psoraleno e ultravioleta A) e UVB, bem
como a terapia fotodinamica tém sido cada vez mais utilizadas no tratamento local
da psoriase. De acordo o trabalho de Almutawa et.al. 2015 no qual houve
comparacao de diferentes tratamentos, foi mostrado que a eficacia de pacientes com
77% nos pacientes tratados com PUVA, 61% nos pacientes tratados com UVB, e
22% nos tratamentos com TFD (ALMUTAWA, THALIB et al., 2015). A terapia com
PUVA tem acdo anti-inflamatéria e antiproliferativa com melhor estimativa no
tratamento; no entanto menos tolerada do que fototerapia com UVB, e ha mais
evidéncias sobre seu potencial carcinogénico devido a modificagdo covalente do
DNA celular, o que leva muitos pacientes a ndo concluirem o tratamento (RACZ e
PRENS, 2015).

O tratamento com terapia fotodindmica ndo induz modificagdo covalente no DNA
celular, mas apresenta um potencial de promover efeitos genotdxicos pela geracao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), no entanto seu efeito € limitado ao local de
acao, nao produzindo fotoprodutos como na radiacdo UV, tendo um baixo risco de
carcinogenicidade (FRITSCH, GOERZ et al., 1998; MORTON, MCKENNA et al.,
2008).

Assim, a terapia fotodindmica tem o potencial de atender muitas necessidades
clinicas atuais. Embora ainda emergente, ja € uma modalidade terapéutica bem

sucedida e aprovada clinicamente para o tratamento de neoplasias e doencas
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inflamatdrias (AGOSTINIS, BERG et al., 2011; LARISCH, VERWANGER et al.,
2014).

Um dos primeiros estudos que demonstraram a eficacia da terapia fotodindmica
no tratamento da psoriase foi realizado por Boehncke et al. 1994, onde demostraram
gue a TFD com ALA (acido 5-aminolevulinico) foi capaz de induzir os mesmos
efeitos imunomoduladores daqueles induzidos por PUVA (BOEHNCKE, 1994). A
Terapia Fotodindmica ja vem sendo utilizada em tratamentos e ensaios clinicos para
o tratamento de psoriase (BISSONNETTE, et al. 2002; FRANSSON, et al., 2005;
SMITS, et al., 2006), devido ao seu efeito ndo ser diretamente sobre o nucleo
celular; sendo, assim, uma opc¢ao de tratamento mais segura do que oS
convencionais (REINHARD, et al. 2015).

Entre os compostos fotossensibilizadores utilizados para a TFD, as porfirinas e
seus derivados metélicos desempenham um papel fundamental no metabolismo
celular de diversos organismos. Além da sua ocorréncia natural, uma grande
variedade de porfirinas tem sido sintetizada para o uso clinico como agentes de
contraste em tomografia de fluorescéncia, imagem radiolégica, ressonancia
magneética nuclear e como fotossensibilizadores no tratamento de doencas através
de terapia fotodindmica (SUNSHINE, HOFRICHTER et al.,, 1982; MORGAN; e
DOLPHIN, 1987).

A toxicidade independente da incidéncia de Iluz de compostos
fotossensibilizadores porfirinicos foi descrita por Mellish e colaboradores. Ao

estudarem a citotoxidade desses compostos in Vvitro, esses investigadores
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mostraram que as maiores concentragbes testadas foram capazes de causar
toxicidade independente da fotoativacdo (MELLISH, COX et al., 2002).

No presente estudo, os resultados de viabilidade celular com as concentragdes
mais elevadas (3 e 10 uM) de Di-cis-Py+ sem fotoativacdo foram capazes de reduzir
a viabilidade de células de linhagem HaCaT independente da fotoativacéo, levando a
exclusdo das concentragbes que apresentam citotoxicidade no escuro, mantendo
somente as concentragbes que apresentaram citotoxicidade quando fotoativadas,
visto que um fotossensibilizador para ser ideal, 0 mesmo ndo deve apresentar
toxicidade no escuro (AGOSTINIS, et al. 2011).

As concentracfes estudadas nos testes in vitro indicaram que a Di-cis-Py+ néo
alterou a viabilidade celular da HaCaT quando nao recebeu a fotoativacao,
mostrando ser uma molécula fotossensivel eficaz nos tratamentos das células
HaCaT somente apoés a fotoativagdo. Sendo assim é uma molécula promissora para
estudos de reducéo da proliferacéao celular, assemelhando-se aos resultados obtidos
por Sarrazy e colaboradores, no qual verificaram a diminuicdo da viabilidade de
gueratindcitos HaCaT ap6s TFD com conjugado de porfirina-poliamina (SARRAZY,
GARCIA et al., 2011).

Os resultados do estudo in vitro corroboram outros trabalhos, nos quais os
derivados porfirinicos necessitam de fotoativacdo para ter atividade
fotossensibilizadora (LAMBRECHTS, AALDERS et al., 2005; VALENTINA RAPOZZI,
2014).

A avaliacao in vitro é uma ferramenta Gtil na triagem de compostos, ajudando no

direcionamento da pesquisa e sendo capaz de mensurar efeitos tanto relacionados



111

com eficacia de um determinado produto quanto sua seguranca. No entanto,
modelos animais sdo necessarios em um screening de compostos anti-psoriaticos,
0S quais devem mimetizar caracteristicas clinicas, histologicas, celulares e
moleculares da pele de pacientes com psoriase (SVENSSON, ROPKE et al., 2012).

Dessa forma, a eficacia de compostos avaliados in vitro pode ser avaliada
também em modelos tradicionais de inflamacao cutanea in vivo, como o modelo de
edema de orelha induzido por TPA (SVENSSON, ROPKE et al., 2012).

O TPA é o principal éster de forbol do 6leo de créton o qual é extraido a partir da
planta Croton tiglium L. pertencente a familia Euphorbiaceae . Esse agente flogistico
€ capaz de provocar irritacdo e efeito vascular na pele, devido a ativacdo da proteina
quinase C (PKC), a qual é responsavel por uma série de eventos celulares que
conduzem a inflamacdo, como o aumento de prostaglandinas e leucotrienos,
resultando na formacdo de edema. O modelo experimental agudo induzido TPA
promove quimiotaxia de leucocitos para o tecido, principalmente a migracdo de
células polimorfonucleares (neutréfilos) (DE BERNARDIS, LEONARDI et al., 1994;
MURAKAWA, YAMAOKA et al., 2006).

A infiltracdo dessas células pode ser inferida e indiretamente quantificada
através da medida da atividade da enzima MPO; no entanto essa é somente uma
das ferramentas Uteis para avaliagdo do processo inflamatorio, podendo ser refinada
através da analise histologica, a qual avalia a celularidade no tecido afetado
(MARQUEZ, DUNFORD et al., 1990; MENDES, HORINOUCHI et al., 2012).

Os processos inflamatorios cutaneos representam a primeira linha de defesa do

organismo contra patdégenos, ocasionando uma intensa presenca de infiltrado
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leucocitario. Os polimorfonucleares, entre eles os neutrofilos, tém ac¢éo primordial na
resposta inflamatéria aguda (NEMETH e MOCSAI, 2012).

O sistema de defesa da pele frente a um agente estranho é composto de trés
mecanismos: barreira da pele, imunidade inata e a imunidade adquirida, onde esses
mecanismos estao alinhados cronoldgicos, funcional e filogeneticamente. (TURVEY
e BROIDE, 2010).

Cada camada tem papéis exclusivos para proteger o corpo contra agentes
infecciosos especificos e perigos internos e/ou externos. O processo inflamatorio
surge como parte de um processo fisiologico de regeneracdo e protecdo do
organismo frente a um agente estranho. As doencas inflamatérias da pele sao,
originalmente, resultado dessas respostas protetoras e regeneradoras da pele contra
infeccéo e agentes danosos ao organismo (DAINICHI, HANAKAWA et al., 2014).

Além da inducédo dos prostandides, o TPA pode levar a inducéo e expressao de
diversos mediadores imunolégicos como citocinas e quimiocinas (STANLEY,
STEINER et al., 1991; GABOR, 2003). As citocinas sdo pequenas moléculas,
produzidas em células ativadas por agentes inflamatérios (BORISH e STEINKE,
2003; NEDOSZYTKO, SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014). Na pele estas séo
produzidas por células residentes, tais como queratinoécitos, células de Langerhans,
melandcitos, mastocitos, macréfagos e por células recrutadas dos infiltrados
inflamatorios: neutrofilos, eosindfilos e linfécitos (BORISH e STEINKE, 2003;
NEDOSZYTKO, SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014).

As citocinas controlam todas as fases da resposta imune, regulando os

mecanismos da imunidade inata e adaptativa, alterando proliferacdo celular,



113

diferenciacdo e ativacdo de linfécitos B e T, assim como de NK,
mondcitos/macréfagos, granulécitos e queratindcitos. Influenciam, também, a funcéo
e migracdo de neutrofilos, mastécitos, basofilos e eosindfilos através da ativacao de
moléculas de adesdo e ativacdo de sintese de fatores quimiotéticos (BORISH e
STEINKE, 2003; NEDOSZYTKO, SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014).

Interleucina-1 e TNF-a séo citocinas inflamatérias primérias produzidas durante
a resposta celular a estimulos inflamatérios levando a ativacédo da célula e producéo
de citocinas inflamatérias secundéarias como IL-6, IL-8, IL -12, IL-15, IL-17, IL-18.
(BAGGIOLINI, 2001; GERARD e ROLLINS, 2001; BORISH e STEINKE, 2003;
CHARO e RANSOHOFF, 2006; MABUCHI, CHANG et al., 2012; NEDOSZYTKO,
SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014).

No modelo de inflamacdo aguda induzida por TPA, h4 o aumento de alguns
parametros inflamatoérios assim como edema, MPO, infiltrado celular e citocinas pro-
inflamatorias IL-6, IL-18 e TNF-a. A porfirina Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi
capaz de reduzir esses parametros assemelhando-se ao tratamento com
dexametasona, mostrando ser uma molécula com atividade anti-inflamatoria.

Uma vez que a Di-cis-Py+, quando fotoativada, foi capaz de reduzir os
parametros inflamatorios no modelo agudo. E, consequentemente, a melhora da
resposta inflamatoria. A analise histologica confirmou a possivel agdo anti-
inflamatoria com reducéo das células inflamatorias na epiderme quando comparada
ao grupo controle, confirmando a acéo anti-inflamatéria da porfirina Di-cis-Py+

guando fotoativada.
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Existem varios estudos a respeito da biossintese e degradacdo de derivados
porfirinicos, além de seus efeitos em tratamentos oncoldgicos, porém pouco se sabe
sobre suas propriedades anti-inflamatorias, sugerindo um potencial modulatério dos
derivados porfirinicos no processo inflamatério. Além disso, cada vez mais se
observa o aumento de derivados porfirinicos em aplicagdo terapéutica,
particularmente aquelas relacionadas com o processo inflamatorio (JELIC, TATIC et
al., 2012).

O processo inflamatorio € desencadeado por diversos tipos de insultos ao tecido.
Se este processo for persistente, a fase inicialmente benéfica torna-se cronica,
podendo gerar danos ao tecido. Alguns fatores contribuem para 0 processo
inflamatério crénico, como o prolongamento da inflamacdo aguda, ativacdo do
sistema imune adaptativo através de estimulo persistente, evoluindo para um
processo crénico no qual células especializadas do sistema imune séo recrutadas. O
influxo de neutrdéfilos € substituido por componentes celulares que inclui fagécitos
mononucleares e células T (ALLER, ARIAS et al., 2007; POBER e SESSA, 2007,
AOKI e NARUMIYA, 2012).

O modelo de edema induzido por multiplas aplicacdes de 6leo de créton € bem
conhecido. Por meio deste modelo podem ser avaliadas respostas inflamatorias da
pele (DE YOUNG, KHEIFETS et al., 1989; GABOR, 2003), auxiliando no melhor
entendimento do possivel papel da Di-cis-Py+ no processo inflamatério e
hiperproliferativo.

No modelo de edema induzido por multiplas aplicacdes de 6leo de croton, o pico

de migracédo de leucocitos polimorfonucleares para o local inflamado € observado no
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terceiro dia; j& no quarto dia o perfil leucocitario se altera de acordo com o aumento
no nimero de macrofagos, atingindo seu apice no décimo dia. E possivel também
observar uma reacdo inflamatéria prolongada caracterizada pela hiperplasia da
epiderme e infiltracdo de células inflamatorias (RAHMAN, BHATIA et al., 2008).

De forma semelhando a MPO, a qual € expressa nos neutrdéfilos, a enzima NAG
€ expressa nos lisossomos de linfécitos mononucleares, como macréfagos e
mondcitos (DEAN, HYLTON et al., 1979; SANCHEZ e MORENO, 1999).

Nesse estudo, no modelo de inflamacgéo induzido por mdltiplas aplicacdes de
Oleo de croton, foi possivel observar o aumento de alguns parametros caracteristicos
do modelo, entre eles a espessura da orelha, atividade das enzimas MPO e NAG, as
quais estdo relacionadas com a infiltracdo de células polimorfo e mononucleares,
respectivamente, para o local inflamado; porém o tratamento com a Di-cis-Py+
fotoativada reduziu a espessura da orelha e a atividade dessas enzimas,
comprovando mais uma vez que o0 sucesso do tratamento com a Di-cis-Py+ pode
estar relacionado com sua atividade anti-inflamatoria.

A psoriase apresenta um infiltrado inflamat6rio dérmico com vérias células
imunolégicas, uma pronunciada proliferacdo dos queratindcitos e células endoteliais
gue podem, por sua vez, desencadear a resposta inflamatéria (HEYDENDAEL,
SPULS et al., 2003). E classificada como uma doenca relacionada a autoimunidade,
caracterizada por uma inflamacdo crdnica na auséncia de um agente infeccioso
conhecido ou antigenos, sendo essa inflamacdo um denominador comum no
processo da doenca (DAVIDSON e DIAMOND, 2001, NEDOSZYTKO,

SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014).
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Nessa doenca ocorre 0 aumento da expressao cutanea e sistémica de citocinas
pro-inflamatérias. Além disso, a composicdo celular do infiltrado inflamat6rio no
interior de placas psoriaticas, bem como a hiperproliferacdo de queratindcios,
parecem ser influenciados por essas citocinas (RODRIGUEZ-CERDEIRA,
MOLARES-VILA et al., 2014).

Também € observado nas lesdes psoriaticas um aumento da expressdo de
citocinas pro-inflamatérias: TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-18 juntamente
com a diminuicdo da concentracdo de citocinas anti-inflamatérias: IL-10 e IL-4. O
TNF- a, IL-17 e IFN- y parecem desempenhar um papel-chave no desenvolvimento
de les@es psoriaticas (KRUEGER e BOWCOCK, 2005; SHAW, KIMBER et al., 2012;
NEDOSZYTKO, SOKOLOWSKA-WOJDYLO et al., 2014).

Nas lesdes psoriaticas, a hiperproliferacdo e o defeito na diferenciacdo terminal
de queratinécitos atrapalham na formacdo da barreira. A infiltracdo de células
ativadas do sistema imune leva a inflamacdo, e a interacdo desses dois tipos
celulares perpetua a doenca (LOWES, BOWCOCK et al., 2007; ROBERSON e
BOWCOCK, 2010).

As células do sistema imune inato produzem citocinas-chave. Os queratinécitos
produzem as citocinas IL-1[3, IL-6 e TNF-qa; as células T- NK produzem TNF-a € IFN-
y; células dendriticas plasmocitéides produzem IFN-y e macrofagos produzem TNF-
a. Essas citocinas produzidas em um primeiro momento sao capazes de ativar
células dendriticas mieloides, as quais apresentam antigenos e secretam
mediadores como IL-12 e IL-23, levando a diferenciagdo das células T naive em

células Thl7 e Thl. Cada uma é responsavel pela secrecdo de diferentes
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mediadores. As células Thl secretam TNF-a e IFN-y; j& as células Th17 secretam
IL-17A, IL-17F e IL-22. Todos esses mediadores s&do capazes de ativar
queratindcitos e induzir a producdo de peptideos antimicrobianos, citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e quimiocinas. Esses mediadores fazem feedback
para o ciclo da psoriase e configuram o infiltrado inflamatério com a proliferacao do
gueratinécitos (FRANK O. NESTLE, 2009; NESTLE, KAPLAN et al., 2009).

Sabe-se que o0s queratindcitos psoridticos sdo fonte de peptideos
antimicrobianos, o0s quais possuem, além da funcdo antimicrobiana, funcédo
quimiotética e do controle da fun¢&o imune, incluindo aquela das células dendriticas
e células T (BUCHAU e GALLO, 2007).

O transporte das células T da derme para a epiderme € um evento fundamental
no processo da psoriase. As células T psoriaticas secretam, predominantemente,
INF-y e IL-17. As células Th17 sdo especializadas na imunovigilancia do epitélio e
também secretam (além de IL-17) IL-22, uma citocina capaz de ligar efetores imunes
adaptativos e desregulacdo epitelial na psoriase. IL-22 induz a proliferacdo de
queratindcitos e producdo de peptideos antimicrobianos, além de quimiocinas
(FRANK O. NESTLE, 2009).

A rede de citocinas na psoriase indica um papel central das citocinas pro-
inflamatoria, incluindo TNF-a (NICKOLOFF, XIN et al., 2007). Esse fato pode ser
comprovado pelo fato de a terapia anti-TNF ser usada no tratamento da psoriase
com sucesso (REICH, NESTLE et al., 2005).

Estudos tem revelado que lesdes de psoriase apresentam anormalidade nas

citocinas e, consequentemente, alteracdo na regulacdo do sistema imune
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(NICKOLOFF e NESTLE, 2004). As citocinas sdo capazes de regular as reagbes
imunes e inflamatdrias e interagir com o sistema enddcrino e nervoso. Como néo
sdo pré-formadas ou estocadas, elas sdo liberadas brevemente em eventos
limitados, como resultado da ativacdo celular apds sintese iniciada pela transcricao
génica (BROTAS; CUNHA; et al., 2012).

Na psoriase, varias citocinas, entre elas IL-1B e IL-6, atuam em diferentes
etapas e sdo de extrema importancia para a regulacao da diferenciacdo de células
Th17 a partir de células T naive em seres humanos. (VELDHOEN, HOCKING et al.,
2006; NURIEVA, YANG et al., 2007).

Embora haja baixa expressdo de receptores para uma citocina em uma célula,
sua afinidade é bastante alta, sendo capaz de desencadear varios efeitos bioldgicos,
como diferenciacdo de linfocitos em células Thl, Th2 ou Thl7, proliferagdo celular
ou apoptose (BROTAS; CUNHA; et al., 2012).

A IL-1 merece destaque nos processos inflamatérios. E conhecida como uma
citocina priméria, uma vez que pode iniciar, de forma independente, uma série de
mecanismos capazes de desencadear inflamacédo (STEINHOFF e LUGER, 2005).
Os queratinécitos sdo os maiores produtores de IL-1 na pele. Uma vez liberada, IL-1
pode estimular a angiogénese, aumentando a expressdo de moléculas de adesao,
ativar células T, induzir a sintese de outras citocinas como TNF-a, IL-6, IL-8, IFN-y,
GM-CSF e promover a proliferacdo de queratindcitos, levando ao desenvolvimento
de novas lesbes de psoriase em alguns pacientes (BOYD e NELDNER, 1990;

SANCHEZ, 2010). IL-1 pode regular 388 genes, incluindo aqueles associados com
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protedlise, adesdo celular, transducdo de sinais e diferenciacdo epidérmica
aberrante observada na psoriase (YANO, BANNO et al., 2008).

De forma geral, IL-1 se refere a duas citocinas, IL-1a e IL-13. Embora possuam
acOes similares e se liguem ao mesmo receptor, elas sao codificadas por genes
diferentes (GABAY, LAMACCHIA et al., 2010). IL-1a é expressa como uma proteina
intracelular e é liberada durante estresse mecéanico ou qualquer evento que leve a
inflamacéao local dos queratindcitos. IL-1B é sintetizada como uma molécula inativa e
secretada no tecido vizinho ou corrente sanguinea apds clivagem da caspase-1
(SANMIGUEL, OLARU et al., 2009). A ativacdo local de linfécitos nos locais da
injuria parece ser uma alteracdo central na psoriase e seu influxo precede a
infiltracdo de neutrdfilos. A interacdo entre células T e queratinécitos é importante na
patogénese da doenca por causa da secrecdo de citocinas proé-inflamatérias e
fatores de crescimento na pele psoriatica (STEINHOFF e LUGER, 2005, BROTAS;
CUNHA, et al., 2012).

Outra citocina fundamental no processo da psoriase é a IL-6, uma citocina
pertencente a uma grande familia que consiste em uma glicoproteina de 21-26 kDa
(KEITH, ALBERT et al., 1994). Por ser uma citocina pleiotropica, pode-se destacar a
regulacéo da expresséo de outras citocinas, proliferacdo e diferenciacao celulares e
inibicdo de crescimento tumoral, bem como a inducéo das proteinas de fase aguda
nas reacdes inflamatérias. Ela estd presente na pele normal humana e é
imunologicamente detectada nos queratinocitos da camada basal, células
endoteliais, fibroblastos e células mononucleares (CASTELLS-RODELLAS,

CASTELL et al., 1992). Também participa ativamente da regulacdo enddgena de
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diversos processos fisiolégicos, induz a proliferacdo e a diferenciagcdo de células
mieldides, maturacdo de linfécitos B, a ativagdo e diferenciacdo de linfécitos T
(ATAIE-KACHOIE, POURGHOLAMI et al., 2013).

A IL-6 age como mitdbgeno autdcrino na epiderme psoridtica, atuando em
sinergismo com IL-1 e TNF-a; dessa forma, contribuindo para a hiperproliferagéo
celular (CASTELLS-RODELLAS, CASTELL et al., 1992; BROTAS, CUNHA et al.,
2012). Ha aumento de niveis de IL-6 nas lesbes psoriaticas quando comparado com
pele de pacientes saudaveis (ALENIUS, ERIKSSON et al., 2009).

IL-6 e TNF-a sdo redundantes em varios aspectos funcionais; ambos estimulam
a producao de proteinas de fase aguda, aumentam a velocidade da sedimentacéo
de eritrécitos e aumentam a proliferacdo de queratindcitos, os quais sdo observados
nos pacientes com a forma pustular generalizada em pacientes com a forma
eritrodérmica (NEUNER, URBANSKI et al., 1991; BROTAS, CUNHA et al., 2012).
Além disso, essas duas citocinas encontradas em altas concentracdes em pacientes
com psoriase. TNF-a também é capaz de aumentar a acao de NF-kB (fator de
transcricdo nuclear de TNF-q, IL-6 e IL-8, ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina), através
do aumento da degradacao da sua proteina inibitoria, a 1-kB. Quando estimulado,
aumenta a resposta inflamatoria e inibe a apoptose de queratinocitos (GOTTLIEB,
2001).

O TNF-a é a citocina mais estudada por causa do aumento da sua expressao na
pele e no soro de pacientes, aléem da sua eficacia terapéutica através de seus
inibidores especificos (WOLLINA e KONRAD, 2002; BROTAS, CUNHA et al., 2012).

O blogueio de citocinas, particularmente de TNF-a, em doengas imunoinflamatérias
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tem levado a grandes avancos nos ultimos anos na medicina (MOLLER e VILLIGER,
2006).

Mondcitos e macréfagos sé@o as principais células relacionadas com a produgéo
de TNF-a, mas outras células imunes também sdo capazes de sintetizar TNF-q,
como células NK, basdfilos, eosinodfilos, neutréfilos e linfécitos T e B, bem como
células ndo relacionadas ao sistema imune, como astrécitos, células da glia,
neurdnios, osteoblastos, células musculares lisas e células tumorais (VASSALLI,
1992; BAZZONI e BEUTLER, 1996, BROTAS, CUNHA et al., 2012).

Constitutivamente ou por estimulacdo o TNF-a pode ser produzido pela maioria
das células da pele, como queratinécitos, melandcitos, células de Langerhans e
outras células dendriticas, células T ativadas, macrofagos, fibroblastos e células
endoteliais (CORDIALI-FEI, ARDIGO et al., 2008). A transcricdo do seu gene é
precoce e imediata; assim, apdés um sinal ser dado, niveis de TNF rapidamente
aumentam entre 15 e 30 minutos (SCHOTTELIUS, MOLDAWER et al., 2004).

O TNF-a é um mediador primario em infec¢des, traumas e inflamacédo, bem
como defesa do hospedeiro e homeostase tecidual. Dependendo da sua
concentracao, duracdo da exposicao celular e presenca de outros mediadores, sua
rede de efeitos bioldgicos pode ser local ou sistémica, benéfica ou prejudicial. Sua
expressao e atividade séo finamente reguladas em diferentes niveis, o que permite
seu trabalho silencioso, mesmo na auséncia de estimulagdo exogena. A principal
funcgéo fisiolégica do TNF-a é estimular o recrutamento de leucdcitos para os locais
de infec¢do através do aumento de moléculas de adesdo nas células endoteliais,

inducao da sintese de IL-12 e IL-18, as quais sdo potentes citocinas que estimulam a
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formacdo de IFN-y (essencial para eliminacdo de patdgenos, especialmente os
intracelulares) (NEUNER, URBANSKI et al., 1991).

Polimorfismo do gene do TNF-a, bem como estimulo exdgeno, podem estar
relacionados com o0 agravamento ou inicio da doenca (RENATA FERREIRA
MAGALHAES, BIRAL et al., 2010). Com relac&o a psoriase, TNF-a possui diferentes
efeitos em nivel celular, os quais estdo correlacionados com mecanismos
patofisiologicos da doenca. E capaz de aumentar a produc&o de vérias citocinas pro-
inflamatérias sintetizadas por linfécitos ativados ou queratinécitos, exercendo efeitos
especificos para a psoriase.

TNF-a tem efeito direto no aumento de citoqueratina 6 através da estimulagao
do promotor génico de fatores de transcricdo em queratindcitos, construindo a
hiperproliferagdo do epitélio. De forma semelhante a IL-1, nesse caso, estimula a
sintese de mais citocinas e a expressdo de citoqueratina-6, um marcador de
gueratindcitos ativados e hiperproliferados (NEUNER, URBANSKI et al., 1991).

Dessa forma, existe uma correlacdo entre resposta clinica, histopatolégica e
imunolégica através de mecanismos associados intimamente com citocinas na
comunicacédo entre células residentes (queratinécitos e células endoteliais) e células
infiltradas (linfocitos, neutrofilos, e células de Langerhans) na psoriase. Aumento da
renovacao celular e maturacéo incompleta de queratinécitos estao relacionados com
hiperqueratose, cujos sintomas clinicos séo o desenvolvimento de placas. Tanto IL-1
guanto IL-6 aumentam a proliferacdo de queratindcitos. O eritema secundario a

proliferacdo vascular e infiltrado inflamatorio sdo mediados por IL-1 e TNF-a, os
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guais estimulam angiogénese (processo mantido por IL-22) (BROTAS; CUNHA, et
al., 2012).

No presente estudo, apés a multipla aplicacdo com Oleo de créton ocorre o
aumento das citocinas IL-1B, IL-6 e TNF-a, a porfirina Di-cis-Py+, quando
fotoativada, foi capaz de reduzir os niveis dessas citocinas praticamente a niveis
basais, igualando-se ao tratamento com a dexametasona; dessa forma ela pode ser
capaz de interferir, reduzir ou até mesmo interromper o ciclo da patogénese da
doenca. Para que ocorra a regulacdo da diferenciacao de células T naive em Thl e
Thl7, é fundamental a presenca das citocinas IL-1B e IL-6 (NOGRALES, ZABA et
al., 2008; NESTLE, DI MEGLIO et al., 2009; NESTLE, KAPLAN et al., 2009; CHIU,
CHENG et al., 2012).

As células Th17 sdo produtoras das citocinas IL-6, IL- 17A, IL-17F, IL-21, IL-22 e
TNF-a, as quais regulam o desenvolvimento de doengas auto-imunes, como a
psoriase (DONG, 2008; KORN, BETTELLI et al., 2009).

A IL-17 ativa os macréfagos ao quais produzirdo TNF, IL-1B, IL-6. Além disso,
aumenta a maturacao das células dendriticas (PIETRZAK, ZALEWSKA et al., 2008),
interage com IFN-y para aumentar a sintese de citocinas pelos queratinécitos, como
IL-6 e IL-8, aumentando o influxo de células T na pele, contribuindo para a
manutencdo da placa (KRUEGER, 2002; KRUEGER e BOWCOCK, 2005; DAS,
JAIN et al., 2009; LIMA, 2011).

A via de sinalizacéo da IL-17 é composta por uma familia de seis citocinas (IL-
17A - IL-17F. Na psoriase IL-17A e IL-17F sao expressas na pele. IL-17A induz a

expressao de citocinas pro-inflamatorias de varios tipos de células, incluindo células
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epiteliais, regulando positivamente a expressao de citocinas pro-inflamatorias como
IL-18 e IL-6 (KORN, BETTELLI et al., 2009; LOWES, SUAREZ-FARINAS et al.,
2014).

Os queratindcitos sdo o principal alvo da IL-17A na psoriase. Constitutivamente
0s receptores de IL-17 s@o expressos na superficie dos queratindcitos por toda a
epiderme. Tanto IL-17A quanto outras citocinas Thl7 efetoras levam o0s
queratindcitos a ativacdo e producao de mediadores inflamatoérios criando, assim,
um ciclo inflamatério com manutencao da leséo psoriatica (NOGRALES, ZABA et al.,
2008).

Entre os efeitos da IL-17A estd o aumento da expressao de peptideos
antimicrobianos, incluindo os B-defensina e S100A, os quais estimulam o sistema
imune inato, hiperproliferacdo de queratindcitos com hiperproliferacdo epidérmica e
uma perturbacdo da barreira da pele, ocasionando o aumento da expressdo da
gueratina 17, reducdo da expressao de filagrina e alteracdo de genes envolvidos na
adesdo de células(NOGRALES, ZABA et al, 2008; GUTOWSKA-OWSIAK,
SCHAUPP et al., 2012).

Notavelmente, a IL-17A e TNF-a agem sinergicamente nos queratindcitos,
aumentando ainda mais a producdo de TNF-a e outros mediadores pro-
inflamatorios, mantendo o ciclo inflamatério da psoriase (LYNDE, POULIN et al.,
2014).

A dinamica do conhecimento das citocinas leva ndo somente a elucidacéo dos
mecanismos de tratamentos tradicionais anti-psoriaticos, como também a

elaboracdo de novos bioldgicos efetivos. Os primeiros farmacos anti-citocinas foram
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registrados para o tratamento de doencas inflamatorias autoimunes, incluindo
psoriase, mostrando maior eficacia que as terapias tradicionais (SINGRI, WEST et
al., 2002; SCHOTTELIUS, MOLDAWER et al., 2004; NUMEROF e ASADULLAH,
2006).

O infiltrado dérmico observado na psoriase contém varias células do sistema
imunolégico, proliferacdo de células endoteliais dérmicas, responsaveis pela
producdo de citocinas, como resultado da resposta inflamatoria (BELGE, et al.
2014).

Amostras histologicas de lesdes psoriaticas caracterizam-se pelo espessamento
da epiderme, taxa mitética dos queratindcitos basais aumentada e subsequente
incompleta cornificacdo, gerando paraqueratose e elevado infiltrado inflamatorio
dérmico. O infiltrado inflamatdrio é constituido principalmente por células dendriticas,
macréfagos, e células T na derme; e neutréfilos, com algumas células T na epiderme
(LOWES, BOWCOCK et al., 2007; NESTLE, KAPLAN et al., 2009; PERERA, G. K.,
DI MEGLIO, P. et al., 2012).

Os resultados encontrados nesse estudo corroboram algumas caracteristicas
histolégicas de lesdes psoriaticas. No modelo de mdltiplas aplicacbes de 6leo de
croton pode-se observar aumento da espessura da orelha; na epiderme observa-se
também aumento significativo da epiderme, em torno de 15 camadas celulares
associada a uma hiperqueratose na superficie. O tecido conjuntivo apresenta
aumento da celularidade equiparando-se aos cortes histolégicos de lesdes
psoriaticas. No grupo que recebeu o tratamento com a Di-cis-Py+, quando

fotoativada, houve melhora em comparacédo ao grupo com reducédo da espessura e
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do infiltrado celular, além de uma evidente melhora do grupo, quase de forma
semelhante ao tratamento com dexametasona.

A hiperproliferacdo da epiderme alcangada no modelo de edema induzido por
multiplas aplicacbes de 6leo de croton pode ser uma ferramenta Util para estudar
doencas de pele hiperproliferativas como a psoriase (ALBANESI, DE PITA et al.,
2007; NESTLE, KAPLAN et al., 2009).

Através da andlise de imunomarcacdo com PCNA nos grupos tratados com a
Di-cis-Py+, foi confirmada que ocorreu reducdo das células em proliferacdo; esse
parametro também foi visto com o ensaio de Western blot no qual ocorreu a reducéo
da proteina PCNA, comprovando que a Di-cis-Py+,quando fotoativada, além de
reduzir varios parametros inflamatorios, também foi capaz de reduzir o processo de
proliferacao celular.

A atividade antiproliferativa de diversos agentes antipsoriaticos € alcancada
através da capacidade de inibir a expressao do PCNA. A imunomarcacédo do PCNA
€ utilizada constantemente como ferramenta de identificacdo de substancias com
potencial antiproliferativo (LIN, LEU et al., 2009).

Assim, a Di-cis-Py+, quando fotoativada, apresenta um potencial para o
desenvolvimento de um novo agente fotossensibilizador para o tratamento com TFD,
uma vez que reduziu a expressao de PCNA na epiderme de camundongos.
Associado aos efeitos anti-inflamatorios ja descritos nesse trabalho, o efeito
antiproliferativo pode ser indireto, ja que a proliferacdo dos queratinécitos pode estar

relacionada ao processo inflamatorio, abrindo margem para a possibilidade do
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emprego do Di-cis-Py+ como ferramenta terapéutica no tratamento da psoriase,
assim como outros disturbios inflamatorios e hiperproliferativos da pele.

Apesar da evolucdo a respeito da compreensdo da psoriase, a cura ainda nao
foi encontrada. A psoriase é associada a um alto grau de morbidade e os
tratamentos atuais apresentam efeitos colaterais graves, levando muitas vezes 0s
pacientes a desisténcia dos mesmos (MARTHA-ESTRELLA GARCIA-PEREZ, 2012;
RAYCHAUDHURI, MAVERAKIS et al., 2014).

Para pacientes com quadros leves, o tratamento de escolha para a psoriase € a
aplicacdo de corticosteroides tépicos. Os corticosterdides ainda sdo os agentes
antiinflamatérios mais empregados no tratamento de doencas inflamatorias
cutdneas, devido aos seus efeitos sobre a resposta imune e sua agéo anti-
inflamatoria (SCHOEPE, SCHACKE et al., 2006).

Apesar da sua eficacia anti-inflamatdria, a utilizagdo de corticosterdides como
agentes terapéuticos € muitas vezes restringida, devido a dois grandes
inconvenientes. Primeiro, o tratamento em longo prazo com corticosteréides €
frequentemente acompanhado de efeitos adversos severos e muitas vezes
irreversiveis, incluindo a atrofia cutanea, hipertricose, Sindrome de Cushing,
diabetes mellitus, redistribuicdo da gordura corporal com aumento do peso corporal,
osteoporose, aterosclerose, hipertensao, atrofia muscular, atrofia da epiderme e da
derme, as quais levam ao aumento da permeabilidade da pele, perda de agua
transepidérmica e, por sua vez, levam a alteracdes no processo de cicatrizacao.
Outros efeitos adversos notaveis incluem o aumento do risco de infeccéo, efeitos

indesejaveis sobre o sistema nervoso central (alteracbes de humor, depresséo,
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euforia) e efeitos sobre os olhos (glaucoma e catarata). (SCHACKE, DOCKE et al.,
2002; LOWENBERG, STAHN et al.,, 2008; MCDONOUGH, CURTIS et al., 2008;
STAHN e BUTTGEREIT, 2008). Em segundo lugar, pode ocorrer resisténcia aos
corticosteréides, limitando o sucesso de terapias que os utilizam como base
(SCHOEPE, SCHACKE et al., 2006; VANDEVYVER, DEJAGER et al., 2013).

Os corticosterdides atuam praticamente sobre todos os 6rgéos e tecidos. Eles
ttm como mecanismo fundamental de atuagdo a transcricdo génica. O
corticosterdéide livre atravessa a membrana celular da célula-alvo por difusdo passiva
e, no citoplasma, liga-se a receptores proteicos especificos. Esse complexo
corticosteréide-receptor sofre transformacdo estrutural, tornando-se capaz de
penetrar no nucleo celular, no qual se liga a regides promotoras de certos genes,
denominadas elementos responsivos aos corticosterdides, induzindo a sintese néo
somente de proteinas anti-inflamatdrias, como a lipocortina-1 e I-kB, mas também de
proteinas que atuam no metabolismo sistémico, sendo esse processo chamado de
transativacao (SONG, GOLD et al., 2005; VANDEVYVER, DEJAGER et al., 2013).

Os corticosterbéides atuam também através do mecanismo genémico chamado
de transrepressdo, em que mondmeros de moléculas de -corticosterdides e
receptores de corticosteroides interagem com fatores de transcricdo como proteina
ativadora 1 (AP-1) e NF-kB por interacdo proteina-proteina e promovem efeito
inibitério de suas funcdes. Por essa via, a sintese de citocinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-6, IL-2 e prostaglandinas sao reduzidas. Os estudos tém
demonstrado que a maior parte dos efeitos clinicos ao se usar os corticosteroéides,

ou seja, o efeito antiinflamatério e imunossupressor séo devido ao mecanismo de
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transrepressao, enquanto grande parte dos efeitos adversos esta relacionada aos
mecanismos de transativacdo (SONG, GOLD et al., 2005; VANDEVYVER,
DEJAGER et al., 2013).

Em busca de verificar a possivel interacdo da porfirina com os receptores de
corticosteroéides, os animais tratados com a Di-cis-Py+ e dexametasona foram pré-
tratados com um antagonista do receptor de corticosteroides, a mifepristona, a qual
compete com o corticosterdide por seu sitio de ligagdo com afinidade trés vezes
maior do que a da dexametasona (CASTINETTI, et al., 2012, FLESERIU, BILLER et
al.,, 2012). Na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos, a mifepristona é
empregada como uma ferramenta farmacoldgica de eficacia bastante significativa
para a identificacdo de compostos que atuem através dos receptores de
corticosteréides (HORINOUCHI, MENDES et al., 2013).

Dessa maneira, o efeito anti-inflamatério da Di-cis-Py+, quando fotoativada, ndo
foi revertido; o pré-tratamento com a mifepristona indica que a acao anti-inflamatéria
vista até o momento da Di-cis-Py+, quando fotoativada, ndo estd ocorrendo através
da ativacao desses receptores.

Os corticosterdides estdo entre as drogas anti-inflamatérias e
imunossupressoras mais importantes e mais frequentemente utilizadas na clinica.
Porém, o seu uso € ainda muitas vezes rejeitado pelos pacientes devido os efeitos
adversos associados ao tratamento em longo prazo (LOWENBERG, STAHN et al.,
2008; STAHN e BUTTGEREIT, 2008; VANDEVYVER, DEJAGER et al., 2013).

Ja os farmacos anticitocinas representam um dos maiores avangos no

tratamento de doencas inflamatdrias crénicas graves nos ultimos anos. No entanto,
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esses farmacos sdo desenvolvidos através de engenharia recombinante, tendo um
custo elevado e, consequentemente, limitando o seu uso (SIMMONS, 2006;
WERTH, 2006).

Estudos sugerem que a terapia fotodinamica pode ser uma alternativa bastante
eficaz no tratamento da psoriase (KIM, WEST et al., 2012). Ela pode alterar
expressao de varias citocinas inflamatorias, aumentando ou diminuindo seus niveis e
outros genes imunolégicos importantes que estdo envolvidos na inducdo desta
resposta. Entre as citocinas cujas expressbes foram relatadas como sendo
moduladas pela TFD estéao principalmente a IL6, IL10 e TNF-qa, além da IL1-B, IL-2,
fator estimulante de colonia de granuldcitos, fator de crescimento epidérmico e a
modulacdo da expressdo de varios genes envolvidos em adesdo celular e
apresentacao de antigeno (KORBELIK e DOUGHERTY, 1999; WONG, TRACY et
al., 2003; CASTANO, HAMBLIN, 2005, CASTANO, MROZ et al., 2006).

O conhecimento sobre a modulacdo do tratamento fotodinAmico pode ser dutil
para tratar diversos tipos de doencas. De acordo com estudo de Larisch e col. 2014,
a TFD foi capaz de reduzir o nivel da citocina IL-6 em fibroblastos, queratinécitos e
células de carcinoma de células escamosas (LARISCH, VERWANGER et al., 2014).

Numerosos estudos clinicos e pré-clinicos demonstraram que a terapia
fotodinamica pode influenciar a resposta imune adaptativa de maneiras diferentes;
tanto na potencializacdo da imunidade adaptativa quanto na imunossupressao. O
mecanismo preciso que leva a potencializacdo contra supresséao ainda nao é claro;

no entanto, parece que o efeito de terapia fotodinamica sobre o sistema imune
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depende muito do tipo de tratamento, a &rea tratada e o tipo de fotossensibilizador
(AGOSTINIS, et al., 2011).

A resposta imune da pele frente ao tratamento com terapia fotodinamica ainda
parece ser complexo: pode ser devido ao efeito citotoxico direto ou pela inducdo da
resposta adaptativa contra o estresse oxidativo gerado pelo préprio tratamento,
reduzindo as propriedades imunoestimulantes dessas células (HAMBLIN, 2012).

Alguns estudos tém demostrado que, durante o tratamento com terapia
fotodinamica, ocorre apoptose de leucoécitos (ALLISON, et al., 1994, HUNT, et al.,
1999, JIANG, et al., 2002), devido ao acumulo do fotossensibilizador em células
imunes ativadas (HUNT, et al., 1999, JIANG, et al., 2002). Células T e B ativadas
absorvem mais fotossensibilizador que as células T naive (HUNT, et al., 1999,
JIANG, et al., 2002). Esta maior absor¢cdo pode ser devido a regulacdo positiva e
aumento da rotatividade dos receptores das lipoproteinas de baixa densidade
(ALLISON, et al.,, 1994). Assim, as células T e B ativadas podem ser mais
vulneraveis aos efeitos citotéxicos da terapia fotodindmica, mesmo com tratamentos
de baixa dose (HUNT, et al., 2000).

Vérios ensaios clinicos descreveram os beneficios da terapia fotodinamica no
tratamento da psoriase e descobriram que a apoptose de linfécitos T dentro das
placas inflamatérias foi associada com a reducdo da infiltracdo de células
inflamatorias na derme, a inibicdo da producédo de citocinas pro-inflamatorias, tal
como TNF-a, IL-18 e IL-6 e a normalizacdo da proliferacdo de queratindcitos
(BISSONNETTE, et al., 2002; FRANSSON, et al., 2005; SCHLEYER, 2006; SMITS,

et al., 2006; KIM, 2007).
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Estudos também mostraram a eficacia do tratamento com a terapia
fotodindmica, reduzindo o processo inflamatorio em modelos de artrite murina da
encefalomielite e doenca inflamatoéria do intestino (FAVRE, et al., 2011, REINHARD,
et al., 2015), infeccdes em modelo animal de queimaduras e Ulceras cutaneas
(MORIMOTO, et al., 2014, NAFEE, et al., 2013). Como consequéncia, em humanos,
o tratamento com terapia fotodindmica ja € utilizado em feridas crénicas (MORLEY,
et al., 2013, BROWN, et al., 2013), periodontite (ALWAELI, et al., 2015, CAMPOS, et
al., 2013, CHONDROS, et al.,, 2009, CHRISTODOULIDES, et al., 2008) e acne
vulgaris (ITOH, et al., 2001, HONGCHARU, et al., 2000, POLLOCK, et al., 2004).

No tratamento com terapia fotodinamica, um fotossensibilizador ideal deve ser
um composto puro para permitir a analise de controle de qualidade com baixos
custos de producéo, além de boa estabilidade armazenada, deve ter um pico de alta
absorcdo entre 600 e 800 nanémetros (nm), porque a absorcdo de fétons com
comprimentos de onda maiores do que 800 nm nédo fornecem energia suficiente para
excitar oxigénio para seu estado singlete e para formar um rendimento substancial
de espécies reativas de oxigénio (AGOSTINIS, et al. 2011).

No presente estudo foi utilizada uma fonte de luz incandescente. Tanto os lasers
guanto as fontes de luz incandescentes tém sido utilizados para TFD e mostraram
eficacias similares (BRANCALEON, et al. 2002).

Na terapia fotodinamica com Di-cis-Py+ foi incidida luz no comprimento de onda
entre 400 e 800 nm. A maioria dos estudos clinicos € realizada com luz no
comprimento entre 625 e 633 nm, permitindo maior penetracdo na pele (KALKA,

MERK et al., 2000). Luz com comprimento de onda de 635 nm é capaz de penetrar
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na pele em aproximadamente 6 mm, comparado com 1 a 2 mm do comprimento de
onda entre 400-500 nm. A profundidade terapeuticamente efetiva, entretanto, parece
estar préxima de 1- 3 mm, quando € utilizado o comprimento de onda de 635 nm.
Isso se deve a capacidade de producdo de uma reacdo fotodindmica, a qual
depende da dose de luz e, também, da quantidade de fotossensibilizador no tecido-
alvo. A terapia fotodindmica, com a combinacédo de porfirina e irradiacdo de luz
visivel 400-800 nm (maior comprimento de onda em relacdo a UVA) parece
representar uma alternativa com menor risco cancerigeno, além de ter melhor
penetracédo na pele (MORTON, 2004).

No tratamento de doencas cutdneas, a administracdo topica de farmacos é
muitas vezes a mais escolhida, pois geralmente evita os efeitos sistémicos que estao
associados aos farmacos por essa via. No entanto, a fraca penetracédo pela pele de
alguns fotossensibilizadores como os derivados de hematoporfirinas (muito utilizados
no caso de doencas de pele) faz com que sejam administrados por via sistémica.
Em alguns casos foram obtidos resultados terapéuticos promissores, como € 0 caso
da aplicacdo topica do fotossensibilizador acido 5-aminolevulinico (5-ALA)
(BISSONNETTE e LUI, 1997). O 5-ALA néo é um fotossensibilizador propriamente
dito e sim, um precursor metabolico da protoporfirina 1X (PpIX), que pode ser
aplicado sistemicamente ou de forma tdpica na pele, possuindo capacidade limitada
de atravessar barreiras biologicas da pele, sendo essa penetracdo uma condicéo
fundamental para a conversdo do ALA em PplX (KENNEDY, POTTIER et al., 1990;

KLOEK, AKKERMANS et al., 1998; CALZAVARA-PINTON, ROSSI et al., 2013).
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Uma das desvantagens do tratamento topico com ALA €, devido a sua
heterogeneidade, quando aplicado topicamente ocorre uma distribuicdo limitada e
pouco homogénea da PpXI no tecido, havendo a necessidade de administrar doses
razoavelmente altas de ALA por longos periodos de tempo (RADAKOVIC-FIJAN,
BLECHA-THALHAMMER et al., 2005).

No presente estudo a porfirina Di-cis-Py+ fotoativada, além de apresentar
resultados promissores com acdo anti-inflamatoria, reduzir a proliferacdo celular e
nao atuar em receptores de corticosteroides, ndo apresentou agao sistémica quando
aplicada topicamente; mantendo assim a possibilidade de que essa porfirina tenha
acdo local, contribuindo ainda mais para sua escolha em tratamento tépicos de
lesBes de psoriase.

De acordo com estudo de Parise Jr e Buzaid, 2006 a terapia fotodinAmica é uma
forma simples, factivel, segura e efetiva para tratamento de lesdes superficiais (JR. e
BUZAID, 2006). Estudos indicam que o tratamento com TFD tem mostrado uma taxa
de resposta clinica de 35 — 60%. A resposta maxima € normalmente observada apos
varias sessbes com TFD (TANDON, et al. 2008). No presente estudo apés 4
sessfes de TFD com a porfirina Di-cis-Py+ ocorreu uma remissdo de Vvarios
paréametros inflamatérios e hiperproliferativos, concluindo que os resultados obtidos
nesse estudo com a porfirina Di-cis-Py+, quando fotoativada, no comprimento de
onda de 400-800 nm por 20 minutos, apresentou atividade anti-inflamatoria topica e
antiproliferativa, podendo ser um candidato a fotossensibilizador para o tratamento
topico e localizado de doencas inflamatorias hiperproliferativas, entre elas a

psoriase.
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7 CONCLUSAO

A porfirina Di-cis-Py+ apresenta atividade fotossensibilizadora quando recebe a
fotoativacdo, atuando topicamente em parametros inflamatoérios agudos e outros pré-
estabelecidos bem como apresenta atividade antiproliferativa ndo dependente de

ligacédo aos receptores de corticosteroides.

- Oleo de croton/ TPA
Oleo de croton =
TPA Porfirina
+
l 20 min Luz

IL-1B IL-6
1 Hiperproliferagao | Hiperproliferagao
1 Macrofago 1 Monacito
4 Liberagao de citocina pro- . Neutrofilo
inflamatorias | Liberagao de citocinas pro-
1 Edema e migragéo leucocitaria inflamatérias
. Edema e migragao leucocitaria
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